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RESUMEN EN ESPANOL.

En Escherichia coli, la glucosa y varios carbohidratos més son internalizados a la
célula mediante el sistema de la fosfotransferasa (PTS). Adem4s de transporte, este sistema
esta involucrado en regulacién del transporte y metabolismo de otras fuentes de carbono,
entre otras funciones. La regulacién de la asimilacién del carbono es llevada a cabo
mediante el componente especifico para glucosa ITACl. Mutaciones en este sistema
producen efectos pleiotrépicos y crecimiento deficiente en una gran variedad de fuentes de
carbono (Flores et al, 1996; Postma 1996). En 1996, Flores et al. reportaron el aislamiento
de mutantes deficientes del sistema de la fosfotransferasa (AptsH, I, crr), que a diferencia de
reportes anteriores eran capaces de crecer en glucosa y varias fuentes de carbono mis. Este
fenotipo resulté ser muy interesante, debido a que estas mutantes tenfan la capacidad de
crecer a altas velocidades en medio con glucosa como tnica fuente de carbono. A partir de
este reporte, surge el interés de entender como la ausencia del componente IIA® podia
cambiar la regulacién de la asimilacién de otros carbohidratos y la forma en la que estos

serfan consumidos en presencia de glucosa.

En el presente trabajo, se llevé a cabo la caracterizacion del efecto de glucosa sobre
la asimilacién de otros carbohidratos en mutantes PTS-Glucosa*, cuando estan creciendo en
presencia de mezclas dobles y triples de glucosa, xilosa y arabinosa. Se demostré que la
ausencia de IIAG provoca la desaparicién del efecto represor de glucosa sobre el consumo
de arabinosa; sin embargo, estas mutantes atin presentan un efecto de represién parcial por
glucosa sobre el consumo de xilosa. Mediciones del transporte de xilosa en presencia y
ausencia de glucosa demostraron que este efecto represor sobre la asimilaci6n de xilosa, es
menor que el que ocurre en la cepa silvestre y se lleva a cabo mediante la presencia

intracelular de glucosa a través de un mecanismo desconocido.

Analizando estas mutantes se encontré que son capaces de internalizar glucosa

mediante GGalP, como sistema alterno de transporte y, una vez en el interior de la célula, se

7]
a

unicamente con la expresién de estos dos genes era posible lograr la reconstitucién del



fenotipo glucosa* en cepas deficientes de PTS. En este trabajo se resuelve esta interrogante,
al mostrar el rol que cada uno de estos genes juega en la capacidad de asimilacién de
glucosa, generando un nuevo método para obtener mutantes PTS-Glucosa* mediante la
expresién del nivel adecuado de los genes glk y galP, que les permiti6 crecer a la misma
velocidad que su cepa parental. Para encontrar cuil era el nivel de expresién adecuado, se
disefié un conjunto de promotores de diferente filerza que permitié la modulacién de ambos
genes, hasta encontrar la combinacién adecuada de la expresién de cada uno de ellos para
lograr la velocidad de crecimiento iguales a la cepa silvestre parental. Demostrando que es
posible regenerar la capacidad de asimilar glucosa con la adecuada expresién de solamente

dos genes (glk y galP).

Adicionalmente, el conjunto de promotores disefiado en este trabajo puede usarse
como herramienta general en ingenierfa de vias metabélicas, para modular la expresién
transcripcional de genes de interés, de forma inducible o constitutiva dependiendo del fondo

genético de la cepa de Escherichia coli usada.



ABSTRAC.

In Escherichia coli glucose and several others carbohydrates are internalized into the
cell through the phosphotransferase system (PTS). Besides transport, PTS perform other
functions of importance: this system participates in chemotaxis, in the regulation of the
transport and the metabolism of other carbon sources. The glucose specific component

ITA%k plays the major role in this regulation.

In 1996, Flores et al reported the isolation of mutants lacking the
phosphotransferase system, but with an important difference with former reports; they
displayed near-normal growth in glucose and several carbon sources. This phenotype was
very interesting, because these mutants have the ability to grow at high rates on minimal
media with glucose as sole carbon source. From this report, emerge the interest to
understand the regulation of carbohydrate assimilation in the absence of the IIAGk

component and the effect of glucose over the assimilation of other carbohydrates.

Thereby, in the present characterization of the glucose effect over transport of other
sugars was determined in the PTS-Glucose* mutants, when they were growing in the
presence of double and triple sugar mixtures of glucose, arabinose and xylose. It was
observed that the lack of IIACl eliminates the repressive effect of glucose over arabinose
assimilation; however, in these mutants glucose still repressed to some extent xylose
assimilation. Xylose transport measurements, in the absence and presence of glucose
showed that this effect is less severe in the mutants than in the wild-type strain and

depended on the presence of intracellular glucose.

Previous analyses of these mutants has reveled that they were able to internalize
glucose by an aiternating system, in which glucose is transported by GalP and is
phosphorylated by the glucokinase inside the cell (Flores et al 1996). Despite of this
knowledge, it was not known if the sole expression of these two genes was sufficient to
henctype in strains devoid of PTS, or if additional changes selected

during the continuous culture were responsible (Flores et al 1996). In the present work,



this question was answered since the expression of the galP and glk genes reconstituted
glucose assimilation. A new method was generated to obtain PTSGlucose* mutants, by
finding the right expression level of the galP and gik genes that allowed them to grow at
the same rate than the parental wild-type strain with glucose as sole carbon source. To
determine which was the adequate expression level of these genes, we designed a group of
promoters with different strength that allowed the modulation of both genes, until the
right combination of the expression of each one was found to get the desired growth rate.
By modulating the transcriptional expression of galP and glk, it was possible to obtain
mutants devoid of PTS that can develop growth rates equal to the wild-type strain,
showing that is possible to regenerate the capability of assimilating glucose with the

adequate expression of only two genes.

In addition, the set of promoters designed in this work could be use as a general tool
in metabolic engineering, to modulate the transcriptional expression of a set of specific
genes, which could be inducible or constitutive, depending on the genotype of the E. colz

strain used.
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I1.1. METABOLISMO CENTRAL.

Aproximadamente, dos mil diferentes reacciones metabélicas participan en la sintesis de
una célula bacteriana ordinaria. Dependiendo de su funcién en el crecimiento, estas
reacciones pueden ser agrupadas como reacciones de ensamblaje, polimerizacién,

biosintéticas y de generacién de energia.

Las reacciones de ensamblaje involucran modificaciones de macromoléculas, su
transporte a zonas especificas dentro de la célula y su asociacién para formar estructuras
celulares. Las reacciones de polimerizacién consisten en la unién dirigida y secuencial de
moléculas activadas formando cadenas largas. Todas las cadenas son formadas de
monémeros “building blocks”, dentro de los cuédles se incluyen 20 aminodcidos, 8
nuclebtidos, un gran numero de azicares y 4cidos grasos. Las reacciones biosintéticas
producen los monémeros de las reacciones de polimerizacién y también los cofactores y
compuestos relacionados a ellos. En general, las vias biosintéticas celulares comienzan con
alguno de los compuestos conocidos como metabolitos precursores. A partir de sélo 12 de

estos precursores es posible sintetizar alrededor de 75 monémeros y coenzimas.

A partir de las reacciones del metabolismo central se produce energia, los 12
metabolitos precursores y poder reductor, ademéis de conservar la energia metabélica
necesaria para biosintesis. También se produce la energia requerida para las reacciones de
polimerizacién y todos los procesos endergénicos de la célula, incluyendo todas las
reacciones conocidas como catabélicas. Ademas de estos tipos de reacciones, existen algunas
mas que pueden ser integradas a estos grupos, por ejemplo reacciones de reparacién,
transporte y asimilacién, entre algunas otras. La secuencia de todas estas reacciones da

lugar a lo que llamamos vias metab6licas celulares.

Dentro del conjunto total de vias metabélicas, existe un grupo que forma el llamado
metabolismo central. El metabolismo central provee los metabolitos precursores de todas
las demas vias; estd conformado por las vias de metabolismo de carbohidratos y 4cidos
carboxflicos, tales como los 4cidos dicarboxflicos (C4) y 4acido acético. Las principales vias

de asimilacién de carbohidratos son: la via de Embden-Meyerhof-Parnas (también llamada

7



via EMP 6 glic6lisis), la via de las pentosas fosfato (PPP), y la via de Entner Doudoroff
(ED). Estas vfas difieren en varios aspectos, sin embargo, es posible hacer dos

consideraciones generales para ellas:

1. Las tres vias convierten glucosa a fosfogliceraldehido, aunque sea por diferentes
rutas.
2. El fosfogliceraldehido se convierte a piruvato mediante las mismas reacciones en las

tres vias.

Desde un punto de vista energético, las reacciones que convierten el fosfogliceraldehido
a piruvato son muy importantes porque generan ATP a partir de fosfato inorgénico y ADP.
El destino de este piruvato depende de si las células estin respirando o no. Si los
organismos estin respirando, entonces el piruvato que se forma por la via catabélica de los
carbohidratos es oxidado a acetil-CoA, el cuil es subsecuentemente oxidado a diéxido de
carbono en el ciclo de Krebs, éste generalmente opera sélo durante la respiracién aerébica.
Si se lleva a cabo fermentacion en lugar de respiracion, entonces el piruvato es convertido a
productos finales de fermentacién tales como alcoholes, icidos organicos y solventes, en
lugar de ser oxidado en el ciclo de Krebs. La figura 1 muestra un resumen de las vias

catabolicas de los carbohidratos y su relacién al ciclo de Krebs.

Es importante notar que en estas vias existen tres niveles de fosforilacién de sustratos,
dos durante el catabolismo de carbohidratos y una en el ciclo de Krebs. Ademds, hay seis
reacciones de oxidacién, una en glicélisis, una en la reaccién de la piruvato deshidrogenasa,
y cuatro en el ciclo de Krebs. Estas oxidaciones producen NADH y FADH,. El NADH y
FADH: deben ser reoxidados para regenerar el NAD* y FAD que son requeridos para las
oxidaciones. La ruta de re-oxidaci6én y el rendimiento de energia depende nuevamente de si
el organismo esté respirando o fermentando. Durante la respiracién, el NADH y FADH,
son reoxidados via el transporte de electrones con la formacién de Ap (fuerza protén
motriz). Cuando las células estan fermentando, la mayoria del NADH es re-oxidado en el

citosol por un aceptor orgénico, perc no s¢ genera AT,



NADPH

glucosa ATPP G6P X » 6-P-gluconato 4& gluconato
¢ y  CO,,NADPH
pi. F==>FoP (PP3
H, HATP ATE pentosas
— F;P
PGALD
l ~—# ATP, NADH
PEP
ﬂ —P ATP
piruvato
J  co.napn
acet|]-CoA
NADH oxgloacetato citrato
mafato Cis-acoinato
FADH, «—{Unarato isocifrato
succinato oxalpacetato NADPH
ATP succiniyCoA  a-celoglutarato 0%
CO,, NADH
vADP + Pi
NADH + Hr 1% 0, NADH + H- B
FADH, D
FAD
NAD* H,0 NAD* BH,
yATP fermentacién
respiracién

Figura 1. Relaciones entre las principales vias de catabolismo de carbohidratos y el ciclo de
Krebs. La via de Embden-Meyerhof-Parnas inicia con glucosa-6P hasta piruvato. La via de
las pentosas fosfato y de Entner-Doudoroff inician en 6-fosfogluconato. Ambas se unen con
la glicélisis en el nivel del fosfogliceraldehido. Todas las vias del catabolismo de carbono
producen piruvato, el cuil es oxidado a acetil-CoA 6 genera los productos de fermentacién.

G6P, glucosa-6-fosfato; F6P, fructosa-6-fosfato; FDP, fructosa-1,6-bifosfato; PGALD, 3-

fosfogliceraldehido; PEP, fosfoenolpiruvato.



I1.2. LA IMPORTANCIA DEL SISTEMA DE LA FOSFOTRANSFERASA (PTS).

Los microorganismos en general pueden asimilar una amplia variedad de fuentes de
carbono, estas caracteristicas hacen a las bacterias capaces de adaptarse a diferentes
condiciones ambientales para competir con otros microorganismos por sustratos limitantes.
A pesar de que los nutrimentos nunca aparecen aisladamente en el ambiente natural en el
que se desarrollan, las bacterias son capaces de crecer en medio mineral suplementado con
una sola fuente de carbono y energfa a un tiempo de duplicacién promedio de 2 a 8 ha 37°C.
Esto es impresionante, ya que en medio rico el tiempo de duplicacién no es menor a 0.5 h, lo
que proporciona evidencia de que la sintesis y ensamblaje de las macromoléculas es el factor
que limita la velocidad de crecimiento. Para ser asimiladas, las fuentes de carbono son
translocadas a través de la membrana mediante una gran variedad de sistemas de
transporte, unc los mis importantes es el sistema de la fosfotransferasa
(Phosphotransferase System 6 PTS por sus siglas en inglés), ya que ademés de llevar a cabo
el transporte y fosforilacién de un gran namero de fuentes de carbono, este sistema estd
involucrado en otras actividades fundamentales para la célula, como son: quimiotaxis,
percibir el medio que les rodea, elegir el orden en el que las fuentes de carbono van a ser
utilizadas y en regulacién de un considerable nimero de vias metabélicas, p. e].: en E. colt
esta involucrado en regulacién del transporte de lactosa, metabolismo de arabinosa y xilosa,
glicolisis, y genes dependientes de CRP-AMPc (Postma y Lengeler et al. 1993. Postma et
al. 1996, Saier et al. 1996). Al igual que otros sistemas sensores que han sido identificados
(Saier and Reizer, 1994; Lux et al. 1995), PTS involucra en su funcionamiento la

fosforilacién de protefnas en residuos de histidina, serina o 4cido aspértico.

Con respecto al transporte, PTS es fundamental en la internalizacién de glucosa y
una amplia variedad de fuentes de carbono en bacterias, incluyendo a E. coli. Este sistema
pertenece al grupo de transportadores que forman la familia de translocadores, se encuentra
distribuido en el género bacteria y esta ausente en Archaea y en organismos eucariéticos
(Saier, 2000). PTS acopla la translocacién del carbohidrato a través de la membrana con su
concomitante fosforilacién, utilizando al fosfoenolpiruvato (PEP) como donador del grupo

fosfato y de la energfa requerida para llevar a cabo este proceso (Postma et al. 1996). Como
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se puede observar en la Figura 2, PTS cuenta con dos componentes comunes para todos los
carbohidratos PTS (las proteinas generales: EI y HPr) y un componente especifico para
cada carbohidrato PTS (Ells). EI (codificado por pisl) es una protefna soluble, que forma
dimeros y requiere de la presencia de un catién divalente (Mg?+ 6 Mn?*) para realizar su
actividad; se caracteriza por su capacidad de autofosforilacién por PEP, y transfiere el grupo
fosforil a la enzima HPr. La proteina HPr (codificada por p#sH) es monomérica y soluble.
Con respecto a la EII, ésta puede consistir de una sola protefna de membrana o de dos a
cuatro protefnas, en las que al menos una est4 unida a la membrana. Cada EII contiene tres
dominios (IIA, IIB, IIC) y algunas veces cuatro (IID). Se encuentran agrupadas en cuatro
familias: la de glucosa, manitol, lactosa y manosa. En estas familias, los miembros
comparten una identidad en su secuencia de aminoicidos mayor al 25%. Entre los azicares
que pueden ser transportados por PTS, en diferentes microorganismos, se encuentran:
glucosa, maltosa, trealosa, sacarosa, manitol, fructosa, lactosa, celobiosa, galactosa, -

glucésidos, entre algunos otros.

Manosn-6P « Mnnosa

WS el — > g
P')P ______ . (carbohidrato
s No-PTS)
PEP x @ . Glucosa-6P
piruvato X @- x-.,,___;v
w € >___Glnmm
.. (carbohidrato
. PTS)
cAMP
& Nadenitad
clclasa
ATP

Figura 2.Componentes generales y especificos del sistema PTS.
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En E. coli, 1a enzima EII para glucosa (componente I16%) consiste de dos protefnas:
un componente soluble IIACk (codificado por ¢rr) y la protefna IICBC (codificada por ptsG).
IICS es el dominio unido a membrana, el cual constituye la regién amino terminal de la
molécula, mientras que el dominio carboxi terminal IIBS es hidrofilico. Mutantes con EI
y/6 HPr no funcional(es) no pueden utilizar los carbohidratos PTS como fnica fuente de
carbono para crecimiento. Ademés, las mutantes ptsHI de E. coli no son capaces de crecer en
un gran namero de carbohidratos no PTS para ésta bacteria, incluyendo entre ellos lactosa,

maltosa, melibiosa, glicerol, intermediarios del ciclo de Krebs, ramnosa, xilosa y otros.

El transporte de glucosa (carbohidrato PTS) implica su fosforilacién por la proteina
especifica IIACG-P, con la consecuente activacién de la cadena de fosforilacién a partir de
PEP y la acumulacién de la proteina IIAC en su forma no-fosforilada, la cuél ejerce un
efecto regulador negativo sobre el transporte de carbohidratos no-PTS. Por el contrario, la
presencia de un carbohidrato no-PTS implica la acumulacién de la protefna IIAC-P, con la
consecuente disminucién de la poza de IIAG (no fosforilada). Adicionalmente, la proteina
ITASk-P ejerce un efecto positivo sobre la sintesis del AMPc requerido para el metabolismo

de carbohidratos no-PTS en E. coli.

El transporte de carbohidratos via PTS es extremadamente eficiente y, en teorfa,
puede concentrar la glucosa intracelular hasta 106 veces en contra de un gradiente de
concentracién (Parr and Saier 1992). A pesar de la eficiencia de este sistema, varios grupos
(Berry 1996, Saier et al. 1973, Snoep et al. 1994, Flores et al. 1996) han enfocado su
esfuerzo al desarrollo de mutantes que sean capaces de internalizar glucosa a través de
sistemas alternos. Este interés se basa en la necesidad de incrementar la disponibilidad de
PEP, debido a que esta molécula es precursor directo o indirecto de una gran variedad de
metabolitos de interés comercial; por ejemplo: aminoacidos aromaticos, indigo, melaninas y
4cido adipico (Fig. 8). Ademés de los compuestos mencionados, existen muchos otros
derivados de metabolismo central que son precursores de compuestos de interés, por
ejemplo el gliceraldehido-3-fosfato que es precurser del 1,2-propanodiol. Nuestro grupo se

ha unido también a este esfuerzo, obteniendo resultados satisfactorios al redirigir el flujo de
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carbono en mutantes deficientes del sistema de la fosfotransterasa (cepas PTSGlucosat)
hacia la via de produccién de amino4cidos aromiticos, obteniendo un incremento en la
produccién de uno de los intermediarios de esta via (DAHP) de al menos 3.8 veces (Gosset

et al 1996).

1 to 6-
PEP Glucosa Gluconato P_'L
E4p

Drs| I
" Glucosa 6-P
Fructosa 6-P + PEP » DAHP

/ l /, quinonas

Ciclo de Aceti-CoA corismato —> Ty
Krebs < f
e l melani
dcido . Phe na
indolacético “}“"“"/ d
@ Catecol
indigo ™
Acido adipico

Figura 3. Rutas del metabolismo central en E. colt. Se muestra la derivacién de los
esqueletos de carbono para la biosintesis de compuestos arométicos. Otros compuestos que
han sido producidos en E. colf por enzimas heter6logas son mostrados en los recuadros. El
aspartame ha sido sintetizado por un proceso quimico acoplado, usando como sustrato

fenilalanina producida por fermentacion. (Tomado de Flores et al. 1996)

I1.8 INGENIERIA DE ViAS METABOLICAS.

Como consecuencia del surgimiento y aplicacién de la ingenierfa de vias metabélicas,
en los Gltimos afos se ha acelerado considerablemente la generacién de mutantes similares
a las descritas en la seccién anterior. Esta disciplina nace gracias al conocimiento generado
en las dos dltimas décadas en investigacién en genética microbiana y a una mayor
comprensién de las vias metabdlicas, ayudando con ello a generar microorganismos capaces
de producir metabolitos deseados con altos rendimientos, convirtiéndolos en pequefios
reactores capaces de transformar azicares y otras materias primas en quimicos o

farmacéuticos. Esta disciplina va més all4 de la simple manipulacién de las velocidades de
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las reacciones bioquimicas, pues se trata de redirigir el flujo de carbono y energfa para
alcanzar un objetivo. Tipicamente, este objetivo es incrementar la velocidad de formacién
del producto deseado 6 reducir la formacién de un producto indeseado. Existen muchas
definiciones de esta disciplina, por lo que es dificil mencionar solo una de ellas, sin embargo
a continuaci6n se presenta lo que a consideracién de Stephanopoulos et al (1998) es una de
las definiciones méis completas. Se entiende como ingenieria de vias metabélicas al
mejoramiento dirigido de la formacién de un producto o de las propiedades celulares, a
través de la modificacién de reacciones bioquimicas especificas o de la introduccién de

nuevas, con el uso de la tecnologia de DNA recombinante.

En este contexto, un adecuado control de la expresién génica es de crucial
importancia para alcanzar los objetivos de esta disciplina, ya que la optimizacién metabdlica
no solo implica la simple sobreexpresién masiva o la inactivacién de genes. Los principales
blancos de modificacién por ingenierfa de protefnas e ingenierfa genética son las actividades
enzimiticas, de transporte y de regulacién (Bailey, 1991). Actualmente, la mayorfa de los
esfuerzos realizados mediante ingenierfa de vias metabélicas, para mejorar cepas
bacterianas, se han enfocado en la modificacién de las actividades enziméticas o de sus
propiedades. Algunas de las estrategias usadas han sido la sobreexpresién de genes que
codifican para enzimas limitantes en una via o el uso de enzimas mutantes que carecen de
sensibilidad a retroinhibicién, con las cudles se ha obtenido como resultado un incremento
en el flujo de vias metabélicas especificas (Nakamori et al., 1998; Rajagopal et al., 1998).
Ademés, la inactivacién de actividades enzimaticas que compiten por los precursores de una
via determinada ha resultado en un incremento del rendimiento del metabolito de interés
(Miller et al., 1987). Estas estrategias, combinadas con la introduccién de genes heterSlogos
en un determinado microorganismo, han permitido el desarrollo de cepas productoras con
capacidad de sintetizar metabolitos a un nivel fuera del alcance de su cepa parental (Frost

and Draths, 1995; Farmer and Liao, 2000; Ohta et al, 1991; Sim et al, 1997).

Sin embargo, también existen numerosos ejemplos en la literatura donde se
demuestra que al usar sdlo una de estas estrategias, scbreexpresién o inactivacién de genes

relacionados a una via metabélica, se han obtenido resultados pleiotrépicos poco alentadores
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o inclusive negativos al objetivo planteado (Ingram y Conway, 1988; Jensen y Hammer,
1997; Jensen y Hammer 1998; Niederberger et al, 1992). Segin la teorfa de control
metabélico, el control de una via puede estar distribuido en varias enzimas (Henrich and
Rapoport, 1974; Kacser and Burns, 1973). Por esta razén, el incrementar la expresién de un
gen puede tener solo un efecto marginal en el flujo. Ademds, debido a la carga metabélica es
probable que disminuya el desempeifio en general del microorganismo, por el al agotamiento
de algunas substancias necesarias para el crecimiento, o al rompimiento del equilibrio en el
balance de co-factores involucrados en los procesos metabdlicos como consecuencia de la
sobreexpresién de uno o varios genes. Para eliminar el efecto de carga metabélica o
desbalance en el metabolismo de cepas mutantes varios grupos han dedicado su esfuerzo a
la generacién de nuevos sistemnas de expresién que les permitan obtener niveles adecuados
en la expresion de los genes que se est4n manejando. Los sistemas disponibles actualmente
para el control de la expresién genética requieren de la adicién de compuestos quimicos o el
cambio de algGn otro parimetro de la fermentaci6n que sirvan como inductores de la
expresién génica, ademés no son capaces de mantener un estado de expresién estacionario
en el transcurso del cultivo. Algunos otros sistemas de expresién son constitutivos, por lo
que tienen la ventaja de no requerir un inductor. Pero, para obtener los diferentes niveles
de expresi6n se generan promotores mutantes mediante el uso de mutagénesis al azar, lo

que genera un gran namero de variantes a analizar, haciéndolo costoso y poco préctico.

Por otro lado, a pesar del importante rol de los sistemas de transporte en la
fisiologia bacteriana, al compararlos con las modificaciones de funciones enziméticas,
existen relativamente pocos ejemplos donde las funciones de transporte han sido
directamente modificadas en un intento por mejorar las caracteristicas de una cepa de
produccién. En el caso de Escherichia colt, los trabajos reportados se han enfocado en la
modificacién de la capacidad de transporte de azlicares por la célula (Snoep et al, 1994;
Chatterjee ¢t al, 2001; Lindsay et al, 1995; Chou et al, 1994; Flores et al, 1996; Chen et al,
1997; Hernandez et al, 2001). Estos esfuerzos estin basados, usualmente, junto con otras

modificaciones genéticas, en la eliminacién o modificacién de la funcién del sistema de la
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ITI.1. EL NODO DE FOSFOENOLPIRUVATO (PEP)

Existen varias estrategias dirigidas a dar solucién al problema de la disponibilidad
de PEP en cepas sobreproductoras de metabolitos de interés industrial, entre ellas se
encuentran la obtencién de mutantes que transportan glucosa por medio de sistemas
alternos a PTS y la inactivacién o sobreexpresién de enzimas clave en el metabolismo de
PEP. Entre las estrategias reportadas en la literatura que emplean sistemas de transporte
alternos a PTS, se encuentran mutantes de Salmonella typhimurium que utilizan la permeasa
de galactosa (GalP) para transportar la glucosa y, una vez en el interior, fosforilarla por
medio de una glucocinasa (Glk) que utiliza ATP (Saier et al. 1973). St bien estas cepas son
capaces de transportar y fosforilar glucosa, no lo hacen a una tasa que les permita crecer a
una alta velocidad. Por otro lado, también se ha reportado la reconstitucién del fenotipo
Glucosat, en cepas de E. coli (pisG-, ptsM-gli), utilizando dos genes de Zymomonas mobilis,
gif (proteina transportadora por difusién facilitada) y glk (glucocinasa) (Snoep et al. 1994).
Pero al igual que en el caso anterior, no se pudieron obtener mutantes con velocidades de

crecimiento comparables a la cepa silvestre.

Otra estrategia para incrementar directamente la disponibilidad de PEP ha sido la
inactivacién de la enzima PEP carboxilasa (ppc), que convierte PEP en oxaloacetato (OAA),
o la amplificacién de la PEP sintasa (pps) que ocasiona un considerable incremento en la
disponibilidad de PEP. Sin embargo, existe un efecto téxico al amplificar pps y la bacteria
deja de crecer. Otra estrategia se ha basado en la inactivacién de los genes que codifican
para las isozimas piruvato cinasas (pykd y pykF) (Berry 1996) (Fig.4). Sin embargo, al
analizar el nodo de fosfoenolpiruvate (Fig. 4) claramente vemos como en E. col: PTS es el
mayor consumidor de PEP cuando esta bacteria se encuentra creciendo en glucosa como
tnica fuente de carbono. Es por ello que la inactivacién de PTS se convierte en el blanco

principal para lograr un incremento considerable en la disponibilidad de PEP.
Siguiendo este razonamiento, Flores ef al (1996) obtuvieron mutantes deficientes

del sistema de la fosfotransferasa capaces de crecer en medio minimo con gluconsa a altas

velocidades de crecimiento (u del 90% de la cepa silvestre). Estas mutantes (fenotipo PTS-
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Glucosa*) fueron aisladas mediante un método basado en la presién de seleccién en un
cultivo continuo, utilizando medio minimo suplementado con glucosa como Gnica fuente de

carbono (Flores ef al. 1996).

Glucosa fuera
Transporte PEP PIRUVATO  dentro
y
Fosforilacién . .
via PTS Glucosa 8P
] \ Nucledtidos

Pared celular Viadela

Pentosas ——> NADPH

On:as fosfato
reacciones
Compuestos
aromiticos

Piruvato
Run
amanrorética Acetil CoA
(Pps)
Oxaloacetapd }pergia
.

Intermediarios

Figura 4. Vias de metabolismo central relacionadas con la produccién y consumo de PEP.

Datos del nodo de distribucién de fosfenolpiruvato reportados por Holms et al (1986).

Para determinar cuales eran los genes involucrados con la capacidad de consumir
glucosa en las cepas deficientes de PTS, se inici6 la caracterizacién de algunas de estas
mutantes. Los datos mis importantes obtenidos de esta caracterizacién son: 1) La remocién
del gen que codifica para el transportador de galactosa (galP) revierte la capacidad de
asimilar glucosa en las mutantes PTSGlucosat (N. Flores, comunicacién personal). 2) La
remocién del gen gik en las mutantes PTS Glucosa* provocé el mismo efecto que la
delecion de galP, esto es, incapacidad para asimilar glucosa (N. Flores, comunicacién
personal). 3} En algunas de estas mutantes se encontré un nivel de actividad de glucocinasa

(Glk) ligeramente mayor al obtenido para cepas silvestres. Estas evidencias permitieron
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proponer que el sistema GalP-Glk se encuentra involucrado en el transporte y fosforilacién

de la glucosa en las mutantes PTS-Glucosa* (Fig. 5).

Glucosa + H*

Glucosa + H*
Gl
Glucosa-6-P

ATP
ADP

Figura 5. Sistema alterno de transporte y fosforilacién de glucosa propuesto para las

mutantes PTS-Glucosa*.

En un fondo genético silvestre, el gen galP se encuentra regulado negativamente
por el represor codificado por galR y por la presencia de glucosa: su transcripcién es
inducida por la presencia intracelular de galactosa. GalP es un transportador activo, utiliza
la fuerza protén motriz e internaliza al carbohidrato junto con un protén. Los substratos de
este transportador son galactosa, glucosa, Xilosa y arabinosa, principalmente; siendo
glucosa el carbohidrato por el que posee la mayor afinidad. Sin embargo, esta afinidad de
GalP por glucosa no posee interés fisiol6gico debido a que glucosa no induce la biosintesis

del transportador de galactosa y la glucosa es transportada via PTS.

Con respecto a la glucocinasa, se sabe que esta protefna no juega un rol
determinante en la utilizacién de glucosa por E. cols, debido a que este carbohidrato es
transportado y fosforilado via PTS. Sin embargo, la utilizacién de disaciridos que contienen
glucosa (ej. lactosa, maltosa o trealosa) involucra la formaci6én de glucosa dentro de la
célula, requiriendo su fosforilacién para la utilizacién efictente estos disacaridos. A pesar de
mutantes en el gen gt nov aparentan tener alguna desventaja en la utilizacién de estos

disacaridos. Por otro lado, una considerable reduccién en la velocidad de crecimiento se
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observa s6lo cuando, adicionalmente a la mutacién en gik, la cepa carece de la habilidad para
fosforilar glucosa via PTS. Aparentemente, la presencia de glucosa reduce la expresién del
gen glk en un 50% y la inactivaci6n de fruR incrementa muy poco su expresién (Meyer ef al,
1997). El gene fruR codifica para la proteina FruR, la cuél esta involucrada en la regulacién

del regul6n de fructosa y en gluconeogénesis.

II1.2 PARTICIPACION DE PTS EN LA REGULACION DE LA ASIMILACION DE
CARBOHIDRATOS.

PTS también se encuentra involucrado en la regulacién de la utilizacién de carbono,
siendo el componente ITASk el que juega el rol principal en esta actividad. Esta molécula se
puede encontrar en dos estados: fosforilado (P-IIAGk) y desfosforilado (ITAC¥). El estado de
fosforilacién del componente [IACk se determina por el balance de la via de fosforilacién P-
HPr y la via de desfosforilacién 1IICBS! en presencia de su sustrato (glucosa). La forma en
la que esta enzima regula la asimilacién de carbono es: IIAC se une e inhibe a protefnas
esenciales en el transporte 6 metabolismo de varios carbohidratos, p ej. lactosa, melibiosa,
maltosa y glicerol, inhibiéndose como resultado inmediato la entrada y subsecuente
metabolismo de estas fuentes de carbono (Fig. 2). Este proceso de inhibicién del transporte
de carbohidratos es llamado “exclusién del inductor” (Levy et al 1990, Hogema et al. 1998b,
Postma et al, 1998). Por otro lado, P-IIAS* est4 involucrado en la activacién de la adenilato
ciclasa. Debido a que AMPc es requerido para la expresién de muchos genes relacionados
con catabolismo, regular el nivel de AMPc permite controlar la sintesis de enzimas
relacionadas con catabolismo (Epstein et af, 1975). Cuando las células estdn creciendo en
carbohidratos no-PTS, las proteinas PTS se encuentran predominantemente en su forma
fosforilada. Por el contrario, la adicién de un carbohidrato PTS disminuye el estado
fosforilado de las protefnas PTS, incluyendo al componente IIAGe. De esta forma se inhibe
la entrada de un carbohidrato no-PTS, al existir una alta concentracién del inhibidor
(IIAC®) y la expresién de los genes relacionados con su catabolismo es impedida debido a la

baja concentraci6n del activador (P-I1IA%I°) (Postma et al. 1996).

20



Cepas de E. coli que carecen de PTS presentan una serie de efectos pleiotrépicos y
no pueden crecer en una amplia variedad de fuentes de carbono, incluyendo aztcares PTS y
no PTS (Flores et al 1996, Postma et al. 1996). Sin embargo, la caracterizaci6n de las
mutantes PTS-Glucosa* generadas por nuestro grupo ha revelado que, a pesar de la
ausencia de PTS, estas cepas son capaces de utilizar otros azlcares, ademés de glucosa,
compuestos PTS clase 1 (melibiosa, maltosa, glicerol y rafinosa) y clase II (intermediarios
del ciclo de Krebs, xilosa, ramnosa y galactosa), los cuales se habian reportado

anteriormente que no pueden ser asimilados por cepas PTS- (Postma et al. 1996).

IIL.38. JUSTIFICACION.

Existe una gran variedad de material organico (bagazo de cafia, cascarilla de arroz,
rastrojo y/o olote de maiz, pasto, desechos de madera, maderas suaves y duras, papel de
desecho etc.) que al someterse a tratamientos de hidrélisis quimica 6 enzimética puede
liberar este tipo de mezclas de carbohidratos. Esta clase de material es una fuente de
carbohidratos barata y abundante, sin embargo su uso es limitado debido que la mayoria de
los microorganismos no son capaces de asimilar eficientemente estas mezclas por la
regulacién que existe en la asimilacién de fuentes de carbono (como la llevada a cabo por
PTS). Cada uno de estos materiales contiene una composicién de polfmeros diferente (fig.
8), por lo que los tratamientos de digestién para obtener los mon6meros pueden variar

dependiendo del tipo de material y de la fraccién que se desee hidrolizar.

Aprovechando la capacidad que poseen estas las mutantes deficientes de PTS para
utilizar otros azdcares, se decidié analizar en este trabajo una de estas mutantes de E. coli
PTS- Glucosa*, la cepa NF9 (Flores et al. 1996}, la cuél utiliza los tres azlicares més
abundantes en hidrolizados de maderas duras y residuos agroindustriales: D-glucosa, D-
xilosa y L-arabinosa (Asghari et al. 1996, Lugar y Woolsey 1999, Sheehan y Himmel 1999,
Li y Frost 1999). La decisién de utilizar este tipo de mezclas se basé en el interés que existe

por disponer de fuentes de carbono baratas y abundantes para uso a escala industrial.
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Figura 6. Composicién genérica de residuos lignocelul6sicos.

Para este trabajo, se realizé la evaluacién tomando en cuenta sélo la fracciéon de
hemicelulosa. Esta fraccién puede ser hidrolizada en condicién alcalina o 4cida, a alta
temperatura y presi6n, liberando monémeros de glucosa, arabinosa, xilosa y pequefias
cantidades de galactosa. También se han desarrollado métodos basados en cambios bruscos
de presi6bn con vapor y condiciones ligeramente alcalinas, al cuil se le conoce como
explosién rapida con amonio. Sin embargo, debido a su bajo costo, se prefiere utilizar la
hidrélisis 4acida con 4cido sulfirico diluido, a presiones mayores a 1 atmosfera y
temperaturas de 120 a 200 °C (Ingram et al, 1998). Uno de los procesos que emplean este
tipo de tecnologia es el de produccién de etanol, al cual se ha dedicado un gran esfuerzo en
los Gltimos afos, por la capacidad que posee este alcohol para ser utilizado como

combustible alterno o como oxigenante para gasolina.

Debido a las caracteristicas del método de generacién con el que se obtuvieron las
primeras cepas PTS-Glucosa*, no se sabe con exactitud qué mutaciones ocurrieron para
reconstituir el fenotipe Glucesat. Por otro lado, no ha sido posibie reproducir este fenotipo

en todas las cepas que han sido probadas. Esto indica que el método, basado en la seleccién
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mediante cultivo continuo, no es aplicable a todas las cepas PTS-. Ademés, al no conocerse
completamente el fondo genético de las mutantes PTS-Glucosa*, es muy dificil poder
explicar o predecir el comportamiento que presentarin. De ahi surgié la necesidad de
entender el papel de las proteinas GalP y Glk dentro del fenotipo Glucosat, para asi
establecer las bases que permitan desarrollar un proceso reproducible, que pudiera ser
utilizado para obtener mutantes PTS-, capaces de utilizar glucosa a través de un sistema
alterno (con fondo genético conocido) a partir de cualquier cepa de E. coli. Para el disefio,
creacién y desarrollo de este nuevo método de obtencién de mutantes PTS-Glucosa*, se
consideré que al menos debfan cubrirse tres requerimientos bésicos: sencillez, eficiencia y

reproducibilidad.

IT1.4 HIPOTESIS.

Este trabajo esta compuesto de dos etapas, las cuales giran alrededor del transporte
y fosforilacién de glucosa en Escherichia colz, considerando las consecuencias de no contar
con el sistema de la fosfotransferasa funcional y la caracterizacién de un sistema alterno a

éste. A continuacién se presentan las hipétesis que le dieron origen:

“Debido a la ausencia del componente IIA®* de PTS, en un fondo PTS'Glc* no se
llevar4 a cabo el efecto de represién catabdlica por glucosa sobre el consumo de otros
carbohidratos. En consecuencia, glucosa y otros carbohidratos ser4n consumidos
stmultdneamente”.

“Por otro lado, si la adquisicién del fenotipo Glucosat depende exclusivamente de
las actividades combinadas de GalP y Glk, es posible que en estas nuevas condiciones
metabolicas (fenotipo PTS-Glucosa*), la glucosa sea internalizada a la célula a través de la
proteina GalP y, una vez en el interior, fosforilada por la giucocinasa, por lo que el flujo de
carbono hacia la glic6lisis dependerd de la actividad de estas dos proteinas. En
consecuencia, la velocidad de crecimiento de la bacteria depende, principalmente, de las

actividades de GalP y Glk, cuando glucosa es la anica fuente de carbono”.
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OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar el efecto de represioén catabélica por glucosa sobre el consumo de otros

azicares en mutantes PTS Glucosa®s e identificar los niveles de expresién de gilk y
£alP requeridos para generar la capacidad de asimilacién de glucosa en este tipo

mutantes, soportando velocidades de crecimiento semejantes a la de la cepa parental.

OBJETIVOS PARTICULARES:

#eEvaluar el crecimiento y determinar los parametros cinéticos de la mutante PTS

Glucosa® en cultivos con glucosa, arabinosa 6 xilosa.

Con el fin de conocer los pardmetros cinéticos de la mutante PTS-Glucosa*, en las
condiciones utilizadas para la evaluacion del consumo de mezclas de carbohidratos, este
trabajo dio inicic a la caracterizacién de cultivos en medio minimo, utilizando una sola

fuente de carbono.

#sEvaluar e] efecto de la represién catabélica, ejercido por glucosa sobre el consumo

de otras fuentes de carbono en una mutante de E, coli PTS Glucosa’s en presencia de

mezclas dobles 6 triples de azicares.

Una vez analizados los cultivos con un solo carbohidrato como fuente de carbono, y
a partir de los datos obtenidos, se realizé el disefio de la composicién de las mezclas de
carbohidratos que permitirian observar, claramente, el efecto que la glucosa ejercia sobre el

consumo de dos pentosas; xilosa y arabinosa.
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& Reconstituir el fenotipo Glucosa® en cepas de E. coli PTSGlucosa’, mediante la

expresién de los genes gilky galP.

A partir de este trabajo, se trata de comprobar si las proteinas GalP y Glk podrian
reemplazar la capacidad de transporte de glucosa via PTS. Sin embargo, habiz que
considerar que lograr que una via alterna de transporte y fosforilacién de glucosa fuera

eficiente, involucraba varios factores, discutidos a continuacién.

@& Modular los niveles de expresiéon de los genes glk'y galP y determinar el efecto

sobre velocidad de crecimiento en cepas de E. coli PTS Glucosa’,

Para lograr la reconstitucién eficiente del fenotipo Glucosa* se requiere, por lo
menos, una expresién adecuada del transportador que no sature a la membrana
citoplasmética, pero que sea suficiente para desarrollar una velocidad de transporte que
soporte una alta velocidad de crecimiento. Ademés, una vez que la glucosa se encuentre
dentro de la célula, es necesario fosforilarla a la velocidad adecuada para que sea canalizada
eficientemente, como glucosa-6P, a la glicélisis y el metabolismo celular. Si se logra obtener
la combinacién adecuada de estos dos factores en cepas deficientes del sistema PTS, se
podré lograr la reconstitucién del fenotipo glucosat a velocidades de crecimiento similares a

las obtenidas cuando se utiliza PTS para internalizar y fosforilar a la glucosa.

Para lograr esta meta se opté por la modulacién de la expresién de los genes galP
(transportador de galactosa) y glk (glucocinasa), utilizando un conjunto de promotores de

diferente fuerza.

#=Seleccionar los niveles de expresion de los genes glk y galP requeridos para

obtener altas velocidades de crecimiento con cepas de E. coli PTS creciendo en

r

mo unica fuenie de carbono.
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El anélisis y caracterizacién de las mutantes PTS-Glucosa* serfa realizado mediante
cultivos en matraz y fermentador utilizando medio mfnimo con glucosa como tnica fuente

de carbono.

#Determinar la velocidad de transporte y fosforilacién de glucosa para las cepas

seleccionadas con las mayores velocidades de crecimiento.
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V.1. CEPAS BACTERIANAS, VECTORES Y MEDIOS.

Las cepas de E. coli utilizadas en este trabajo se describen en la Tabla 1. E. coli TOP10 y
XL1 blue fueron utilizadas para la propagacién y amplificacién de los pldsmidos empleados
en este trabajo. E. coli W3110 fue el fondo genético utilizado para evaluar la sobre-
expresién de los genes de glucocinasa y el transportador de galactosa, asf como la
reconstitucién del fenotipo glucosa* en presencia de la delecién del operén pts. W3110 es
una cepa silvestre de E.coli usada comfinmente como referencia en estudios metabélicos.
Otros trabajos realizados en el laboratorio, relacionados con el presente han utilizado
también esta cepa silvestre, por estas razones se escogi6 este genotipo para realizar éste

estudio.

TABLA L. CEPAS BACTERIANAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO.

Cepas Genotipo o fenotipo relevante Fuente

TOP10 F-merA  A(mrr-hsdRMS-merBC) ®80lacZA Invitrogen, Carlsbad, CA
M15 AlacX74recAldeoR araD139 A(ara-
len)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG.
Cepa de uso general para clonacién, permite
la selecci6n de colonias blancas/azules en

Xgal sin IPTG.

XL1 blue supEad, hsdR17, recAl, endAl, gyrA46 | Colecci6n del laboratorio
(NalR), ths, relAl, lac F'[traD36 proAB+
lads  lacZAM15, Tnl10o (TetR)]. Cepa
transformable a altas eficiencias y deficiente
en recombinacién. Modifica pero no
restringe el DNA transformado, por lo que
se utiliza para propagar a gran escala
plésmidos, fagos filamentosos y fagémidos.
El F’ de esta cepa permite la seleccién de

colonias blancas/azules en XGal y permite

la super-infeccién con el bacteriéfago M13.
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TABLA 1. CEPAS BACTERIANAS UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO. (CONTINUACION)

Cepas Genotipo o fenotipo relevante Fuente
Wsli0 F- & INV(rraD-rraE)1 Coleccién del laboratorio
PB103 F-AlacU169¢rpR, tnaA2 Mascarenhas, D. 1987
NF6 PB103, Apts:KmR, Glucosa- Flores et al. 1996
NF9 PB103, Apts:KmR, Glucosa* Flores ef al 1996
NF29 JM101, Apts:KmF, Glucosa*, Aglk:CmR Coleccién del laboratorio
PBi2p IM101, Apts:KmR, Glucosa*, AgalP::ApR Coleccién del laboratorio
VH28 W3110, AgalP:TcR Este trabajo
VHS30 W3110 Apts:kmR, Glucosa- Este trabajo
VH31 VH30, Alad, lacZ::Cat2 Este trabajo
VH32 VHS30, Alad, lacZ::loxP Este trabajo

Los vectores utilizados y generados en este trabajo se presentan en la Tabla II.

TABLA II. VECTORES UTILIZADOS EN ESTE TRABA]JO.

Vector Caracteristicas principales Fuente o referencia
pGalP Derivado de pT7 que lleva el gen galP bajo | Coleccién del laboratorio
su propia regién promotora
pGlk Derivado de pT7 que lleva el gen gik bajo | Coleccién del laboratorio
su propia regién promotora
pTrc_99° Derivado del vector de expresiéon pKK233- | Pharmacia Biotech

2 que tiene al promotor de #re clonado antes
del sitio de clonacién maultiple (MCS) y el

terminador transeripcional filerte rraR
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TABLA II. VECTORES UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO (CONTINUACION).

Vector

Caracteristicas principales

Fuente o referencia

PCL1920

Derivade de pSC101 que confiere

resistencia espectinomicina(50 pg/ml) en

Escherichia colt

Lerner et al, 1990

pCR-Blunt
TOPO

I1-

Este vector permite la seleccién directa de
recombinantes via interrupcién del gen

letal ccdB. Posee un gen que confiere

resistencia a Kanamicina 50 pg/ml

Invitrogen

TOPOtrcl

Igual que el pCR-Blunt II-TOPO pero con
la regién promotora silvestre ir¢, a este

promotor se le llamara #rel

Este trabajo

TOPOtrc2

Igual que el TOPOtrcl pero con una
mutacién puntual en la caja —-35 del
promotor ¢re¢ modificada mediante la técnica

de PCR, la nueva secuencia es TTGACT a

este promotor se le llamara #rc2

Este trabajo

TOPOtrc3

Igual que el TOPOtrcl pero con una
mutacién puntual en la caja —85 del
promotor #rc modificada mediante la técnica
de PCR, la nueva secuencia es TTGACG a

este promotor se le llamaré #re3

Este trabajo

TOPOtrc4

Igual que el TOPOtrcl pero con una
mutacién puntual en la caja —35 del
promotor frc modificada mediante la técnica
de PCR, la nueva secuencia es TTGACC a

este promotor se le llamaré tre

Este trabajo
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TABLA II. VECTORES UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO (CONTINUACION).

Vector

Caracteristicas principales

Fuente o referencia

TOPOtres

Igual que el TOPOtrcl pero con una
mutacién puntual en la caja -85 del
promotor #rc modificada mediante la técnica

de PCR, la nueva secuencia es TTGAAA a

este promotor se le llamar4 #reh

Este trabajo

pvLac

Vector con origen de replicacién R6K (oriy)
por lo que se comporta como vector suicida
en cualquier cepa que no exprese en gen pur.
Contiene la regién hacia arriba del operon
de lactosa y la region 3° de lacZ
interrumpidos con el casete de resistencia a
cloramfenicol Cat2. Este vector fue
utilizado para obtener el fenotipo lacd-,

lacz-.

Este trabajo

pvGlkl.2

Igual que el pTrc_99A pero con el gen gik

clonado bajo el control del promotor #rel

Este trabajo

pvGlk2.2

Construido a partir del pvGlk1.2, contiene
la fusién del gen glk al promotor #rc2

Este trabajo

pvGlk3.2

Construido a partir del pvGlkl.2, contiene

la fusién del gen gik al promotor #rc3

Este trabajo

pvGlk4.2

Construido a partir del pvGlkl.2, contiene

la fusién del gen glk al promotor tret

Este trabajo

pvGlk5.2

Construido a partir del pvGlk1.2, contiene

la fusién del gen gik al promotor trc5

Este trabajo

pvGalP1

Igual que el pTrc_99A pero con el gen galP

clonado bajo el control del promotor #rel

Este trabajo
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TABLA II. VECTORES UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO (CONTINUACION).

Vector Caracteristicas principales Fuente o referencia

pvGalP2 Construido a partir del pvGalP1, contiene | Este trabajo
la fusi6én del gen galP al promotor frc2

pvGalP3 Construido a partir del pvGalP1, contiene | Este trabajo
la fusién del gen galP al promotor £rc3

pvGalP4 Construido a partir del pvGalP1, contiene | Este trabajo
la fusién del gen galP al promotor fret

pvGalP5 Construido a partir del pvGalP1, contiene | Este trabajo
la fusién del gen galP al promotor trch

pCLvGlki1.2 Derivado de pCL1920 que contiene la | Este trabajo
fusién de glk al promotor £rcl

pCLvglk2.2 Derivado de pCL1920 que contiene la | Este trabajo
fusién de glk al promotor #re2

pCLvglk3.2 Derivado de pCL1920 que contiene la | Este trabajo
fusién de glk al promotor ¢rc3

pCLvglk4.2 Derivado de pCL1920 que contiene la | Este trabajo
fusién de glk al promotor tret

pCLvglk5.2 Derivado de pCL1920 que contiene la | Este trabajo
fusién de glk al promotor freb

pvGlkGalP11 Derivado de pCL1920 que contiene las | Este trabajo
fusiones de gik al promotor frel y de galP al
promotor frel

pvGlkGalP12 Derivado de pCL1920 que contiene las | Este trabajo
fusiones de glk al promotor ircl y de galP al
promotor tre2

pvGlkGalP13 Derivado de pCL1920 que contiene las | Este trabajo

fusiones de glk al promotor trel y de galP al

promotor Irc8
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TABLA IL. VECTORES UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO (CONTINUACION).

Vector

Caracteristicas principales

Fuente o referencia

pvGlkGalP14

Derivado de pCL1920 que contiene las
fusiones de glk al promotor frcl y de galP al

promotor fred

Este trabajo

pvGlkGalP15

Derivado de pCL1920 que contiene las
fusiones de glk al promotor #rcl y de galP al

promotor freb

Este trabajo

pvGlkGalP21

Derivado de pCL1920 que contiene las
fusiones de glk al promotor frc2 y de galP al

promotor #rcl

Este trabajo

pvGlkGalP22

Derivado de pCL1920 que contiene las
fusiones de glk al promotor #r¢2 y de galP al

promotor #rc2

Este trabajo

pvGlkGalP23

Derivado de pCL1920 que contiene las
fusiones de glk al promotor #rc2 y de galP al

promotor #rc3

Este trabajo

pvGlkGalP24

Derivado de pCL1920 que contiene las
fusiones de glk al promotor #rc2 y de galP al

promotor tret

Este trabajo

pvGlkGalP25

Derivado de pCL1920 que contiene las
fusiones de glk al promotor trc2 y de galP al
promotor #rch

Este trabajo

pvGlkGalP41

Derivado de pCL1920 que contiene las
fusiones de glk al promotor tret y de galP al

promotor #rcl

Este trabajo

pvGlkGalPa4

Derivado de pCL1920 que contiene las
fusiones de glk al promotor fret y de galP al

promotor fred

Este trabajo
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TABLA I1. VECTORES UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO (CONTINUACION).

Vector Caracteristicas principales Fuente o referencia

pvGlkGalP51 Derivado de pCL1920 que contiene las | Este trabajo
fusiones de glk al promotor trcs y de galP al

promotor trel

pvGlkGalP54 Derivado de pCL1920 que contiene las | Este trabajo
fusiones de glk al promotor trc5 y de galP al

promotor tred

pL.OI1594 Derivado de pUC19 que contiene los genes | Martinez et al, 1999
pdec y adhB bajo la regulacién de la regién

Pzm4

Medios: YENB empleado para electroporaciones y seleccién (Sharma y Schimke, 1996);
Luria/Cb (200 pg/ml); Luria/Spec (50pug/ml), LB/glc (15 g/1 de glucosa) (Maniatis et al.
1989); M9-triptona, (sales M9 suplementado con triptona 1%), empleados para desarrollar
in6culos; M9-Glc (sales M9 suplementadas con glucosa al 0.2%, de ser necesario con Cb 50
ug/ml o Spec 50 pg/ml o Km 83 ug/mil) utilizado para ensayos enzimiticos, curvas de
crecimiento, mediciones de transporte {Maniatis et al. 1989) M9-Ara (sales M9
suplementadas con arabinosa al 0.2%) utilizado para curvas de crecimiento; M9-Xyl (sales
M9 suplementadas con xilosa al 0.2%) utilizadas para curvas de crecimiento y mediciones
de transporte. Para cultivos con mezclas de carbohidratos se utiliz6 M9 suplementado con

0.1% de cada azticar.

V.2. PROCEDIMIENTOS GENETICOS Y TECNICAS DE DNA RECOMBINANTE.

Todas las enzimas de restriccién, DNA ligasa y DNA polimerasa del fago T4, primers y
marcadores de tamaiio de fragmentos de DNA fueron obtenidos de New England BioLabs
(Beverly, MA, USA), Boehringer Mannheim GmbH (Ottweiler, Germany) o Gibco-BRL
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(Life Technologies, Rockville, MD, USA) y se utilizaron de acuerdo a las recomendaciones
de los fabricantes. Todos los dem4s reactivos necesarios para el trabajo de microbiologfa y
biologia molecular fueron obtenidos de Sigma-Aldrich Quimica (Steinheim, Germany),
Research Organics Inc (Cleveland, OI, USA), Merck-México (Darmstadt, Alemania) y
Difco Laboratories (Detroit, MI, USA). Todas las manipulaciones de DNA, por lo general,

se realizaron como se describen en Maniatis et al (1989).

Reacciones de ligacién: Para la mayoria de las reacciones de ligacién se utilizé el kit rapid

DNA ligation (Boehringer Mannheim GmbH, Ottweiler, Germany).

Transformacién de DNA. En los experimentos de clonacién, et DNA plasmidico se
introdujo en E. coli por el método de transformacién quimica estindar con CaClg, pero en la
mayorfa de los casos se utilizé el método de electro-transformacién (Sharma y Schimke,

1996).

Purificacién de DNA. Para el anélisis de las clonas recombinantes, el DNA de plasmidico
se prepar6 por medio del método de lisis alcalina (Rodriguez and Tait, 1983) 6 con
QIAGEN Mini-isolation lat (Qiagen, Sta. Clarita, CA, USA) como lo describen los
fabricantes. Para los experimentos de clonacién, los fragmentos de IDNA se extrajeron de
geles preparativos de agarosa utilizando QIAquick Gel extraction kit (Qiagen, Sta. Clarita,
CA, USA) 6 por el método de destruccidén-congelacién del fragmento de agarosa con la
banda de DNA de interés y posterior extraccibn con fenol y cloroformo. El DNA

cromosomal se extrajo de cultivos de toda la noche (Pospiech y Neumann, 1996).

PCRs. Las reacciones de la polimerasa en cadena se realizaron utilizando Tag-DNA
polimerasa (Boehringer Mannheim GmbH, Ottweiler, Germany) é Pwo DNA polimerasa
(Boehringer Mannheim GmbH, Ottweiler, Germany). Las mezclas de reaccién se
prepararon en un volumen final de 50 ul, con los siguientes reactivos: 50 ng de DNA
templado, 1 pmol de cada oligonucleétido iniciador, 0.2 mM de mezcla de dNTPs, 1.6 mM
de CaClg y 1-2 unidades de DNA polimerasa. Para el proceso de amplificacion las mezclas se

incubaron en Gene Amp PCR System 9600 (Perkin-Elmer, Pomona, CA, USA) siguiendo
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un método de tres etapas: 1ra. Un ciclo de pre-desnaturalizacién a 94°C durante 3-5 min;
2a. De 25-30 ciclos de amplificacién, cada uno con un paso de desnaturalizacién,
alineamiento y polimerizacién cuyos parimetros de temperatura y duracién fueron
determinados para cada caso; 8Sra. Un ciclo de extensién final de 10 minutos a la

temperatura éptima de la polimerasa que se usé (70°C para Pwo 6 72°C para Taq).

Construccién de la libreria de promotores de trc. Los genes glk y galP se fusionaron al
promotor ¢rc en un vector comercial (pTrc_99A), a estas construcciones se les dio el nombre
de: pTreGlk y pTreGalP. Usando como templado los vectores plrcGlk y pTrceGalP se
empleo el Kit Quik Change Site-Directed Mutagenesis (Stratagene, La Jolla, CA), para
obtener los 4 promotores mutantes fusionados a ambos genes (gik y galP). A cada
construccién se le dio un nombre similar a los plasmidos que les dieron origen (pvGlk y

pvGalP) mas un ndmero al final que designa el promotor que poseen(1,2,3,4,5).

Con la finalidad de facilitar la manipulacién posterior de los vectores con las fusiones
a glk, se decidié eliminar algunos sitios de restricciéon mediante una digestién con Sal I,
ligando el vector sobre sf mismo se perdieron los sitios de Aec 1, Fbl1, Pskh Al, Ndel, Beu 1,
Beu 1, Spel y Beu 1. Para designar el nombre de estos vectores, solo se agregé un .2 a los
nombres anteriores, por ejemplo el vector pvGlki después de haber sido digerido con Sall

y ligado sobre si mismo, se le lamé pvGlk1.2. (Tabla II).
Determinacion de la Secuencia de nucledtidos. Se realizé secuenciacién automatizada

usando ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Perkin-Elmer,
Pomona, CA, USA).

V.3. CONDICIONES DE CULTIVO.

Preparacion de los inéculos para los cultivos con mezclas de carbohidratos: Una asada

casamino 4cidos) suplementado con 1% de triptona en matraces de 250 ml incubados a 87
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°C en una agitadora orbital a 270 rpm (G25, New Brunswick Inc., NJ). Se adicion6

Kanamicina (33 pg/ml) a todos los cultivos de la cepa NFS.

Preparacién de los inéculos para los cultivos de cepas sobre-expresadoras de glk y
£alP: Células provenientes de un congelado en glicerol fueron utilizadas para inocular cajas
petri con agar M9-Glc (suplementadas con Spec 50 ug/ml, de ser necesario). Las células
obtenidas en estas cajas fueron utilizadas para inocular matraces de 250 ml con 50 ml de
medio M9-Glc, de ser el caso con 50 pug/ml de Spec, incubados por 12 h en una agitadora
orbital (G25, New Brunswick Inc.,, NJ)a 270 rpm y 87 °C.

Preparacién de los in6culos para los cultivos de cepas productoras de etanol: Se
utilizaron células provenientes de un congelado en glicerol para inocular cajas petri con
agar LB-Gle (suplementadas con Spec 50 pg/ml y/o Ap 200 pug/mi, de ser necesario). Las
células obtenidas en estas cajas fueron utilizadas para inocular matraces fernbach con 600
ml de medio LB-Glc, de ser el caso con 50 pgr/ml de Spec y/o Ap 200 pg/ml, incubados
por 12 h en una agitadora orbital (Aquatherm, New Brunswick Inc., NJ) a 180 rpm y 30 °C.

Cultivos en matraz: Las células obtenidas en el matraz de inéculo fueron utilizadas para
resembrar matraces de 250 ml con 50 mi de medio M9-Glc ajustando a una densidad 6ptica
de 0.05 aproximadamente, incubados en una agitadora orbital (G25, New Brunswick Inc,,

NJ)a 270 rpm y 87 °C.

Cultivos en fermentador: 1 litro de M9 suplementado con 2.0 g/l de aztcar (o 1.0 g/l de
cada az(car para las mezclas) fue usado para realizar los cultivos en fermentador. Se empleé
un fermentador tipo tanque agitado, equipado con 2 mamparas (1 cm) y una turbina tipo
Rushton de seis paletas, controlado por el equipo BLSL Biolafitte Maestro. Las condiciones
de cultivo fueron 600 rpm, 1 vvim, 37°C y pH 7 (controlado por adiciones automatizadas de

NH,OH al 2.5 %). Todos los cultivos fueron iniciados a una DOeoo de 0.05.

Cultivos aerobios para evaluar la produccién de etanol en fermentador. 1.5 litros de LB

suplementado con 15.0 g/l de glucosa (suplementadas con Spec 50 pug/ml y/o Ap 200
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ng/ml, de ser necesario) fueron usados para realizar los cultivos en fermentador. Se emple6
un fermentador tipo tanque agitado, equipado con 2 mamparas (1 cm) y una turbina tipo
Rushton de seis paletas. Las condiciones de cultivo fueron 600 rpm, 1 vvm, 30°C, pH 6
(controlado por adiciones automatizadas de KOH 2N) y oxigeno disuelto no menor a 20%.

Todos los cultivos fueron iniciados a una DQspo de 1.

Cultivos anaerobios para evaluar la producciéon de etanol en fermentador. 200 ml de
LB suplementado con 15 g/l de glucosa (suplementadas con Spec 50 ng/ml y/o Ap 200
ug/mi, de ser necesario) fueron empleados para realizar los cultivos en minifermentadores
{fleakers) (Ingram et al. 1991) a 30 °C y pH 6.0 (controlado por adiciones de KOH 2 N).

Todos los cultivos fueron iniciados con DQeoo de 1.

V.4. METODOS ANALITICOS

Ensayos enzimaticos de Glk: Esta técnica fue realizada como se describe por Lessie, T.G.
et al (1972). La actividad se mide acoplando la produccién glucosa-6-fosfato a la reducci6n

de NADP en presencia de ATP y ZWF (glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa).

Determinacién de proteina: La determinacién de protefna en las muestras para ensayos
enziméticos fue realizada usando el reactivo comercial de PIERCE (USA), el cudl se basa en

la tincién de proteinas por azul de Comassie.

Determinacién de biomasa. La densidad 6ptica fue medida a 600 nm en un
espectrofotémetro (Lambda 11 Perkin Elmer, Pomona, CA). La DOeco fue convertida a peso
seco usando la siguiente relacién: 1 DO = 0.87 g/1 de biomasa seca. Los datos presentados

en los grificos representan el promedio de dos fermentaciones.

Determinacién de aztcares. La glucosa fue determinada con un analizador enzimético
(EKTACHEM DTe60 Il multiple analyzer, Kodak, NY) 6 mediante el empleo de HFLC
usando una columna Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm, Biorad, Hercules CA), y Hs50, 5
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mM como fase mévil (0.5 ml/min) a 50°C. La xilosa fue analizada por HPLC usando una
columna Waters Amino carbohydrate (WAT044855, Waters, Milford, MA) y acetonitrilo,
80% en agua, como fase mévil (1.4 ml/min) a 28 °C. Se determinaron az@icares totales
mediante la técnica del 4cido dinitrosalisilico (DNS) (Chaplin and Kennedy 1987) y la

arabinosa fue calculada por diferencia de los datos obtenidos con las otras técnicas.

Determinacién de acetato. La concentracién de acetato fue determinada por HPLC
usando una columna ROA-organic acid (800 x 7.8 mm, OOH-0138-KO, Phenomenex,
Torrance, CA) 6 Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm, Biorad, Hercules CA), y H:SO4 5 mM

como fase mévil (0.5 ml/min) a 50°C.

Determinacién de etanol. La concentracién de etanol fue determinada por HPLC usando
una columna Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm, Biorad, Hercules CA), y HoSO4 5 mM como
fase mévil (0.5 ml/min) a 50°C.

V. 5. MEDICIONES DE TRANSPORTE DE CARBOHIDRATOS.

Mediciones de transporte de [*C]-glucosa. Todas las cepas fueron cultivadas por 12 h
en medio minimo M9 suplementado con 2 g/l de glucosa a 37°C y 270 rpm en una
incubadora orbital (G25, New Brunswick Inc., NJ). Estos cultivos fueron utilizados para
inocular matraces de 250-ml con 50 ml de M9 suplementado con 2 g/l de glucosa a una
DOQOsoo inicial de 0.8 y crecidos por 2 h a 37°C con agitacién de 270 rpm. Posteriormente, se
centrifugdé el cultivo a 5000 g por 10 min a 4°C, manteniéndose siempre en hielo a partir de
este momento, se lava la pastilla celular con sales M9 y resuspenden en el mismo medio a
1.0 DOsoo. Para realizar los ensayos de transporte, 540 pl del concentrado celular fueron
incubados por 10 min a 37°C, la reaccién fue iniciada por adicién, al concentrado celular, de
30 pl de [*C]-glucosa (1 mM, 5 mCi/mmol) y 30 pl de sales M9 (para ajustar el volumen
final de reacci6n). La reaccién fue mantenida en incubacién a 37°C con agitacién, tomando
muestras de 50 pl a 1, 8, 7, 9, 11, 13, 15 y 20 minutos a partir de que se inici6 ia reaccion.

Por ultimo, las muestras fueron filtradas inmediatamente usando membranas con un



tamafio de poro de 0.45 um, lavandose tres veces con sales M9. Los filtros secos fueron
colocados en viales de centelleo con 5 ml de fluido de centelleo (Ecolite scintillation
cocktail, ICN Biomedicals, Costa Mesa, CA). La radioactividad fue medida con un contador
de centelleo. Las velocidades de transporte de [1*C]-glucosa fueron calculadas con los datos

lineales iniciales de una gréfica de [*C]-glucosa intracelular vs tiempo.

Mediciones de transporte de [*C]-xilosa. Estas mediciones fueron realizadas de la
misma forma que las de glucosa, excepto por el medio en el que se crecieron las células. En
este caso se utiliz6 M9 suplementado con xilosa (2 g/l) para los cultivos 12 h y M9
suplementado con glucosa (2 g/1) para el crecimiento de dos horas. El volumen de [*C]-
xilosa utilizada en las reacciones de transporte fue de 30 pl de [1*CJ-xilosa (1 mM,
5mCi/mmotl). Mientras que para las reacciones de competencia con glucosa se agrego la

misma cantidad de xilosa y 30 pl de glucosa no radioactiva {10 mM).
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VI.1. PRESENTACION DE LOS RESULTADOS.

Este trabajo esta compuesto de dos etapas ligadas fntimamente, debido a que ambas
giran alrededor del transporte y fosforilacién de glucosa en Escherichia coli . Sin embargo,
con el fin de lograr una mayor claridad en la presentacién de los resultados, ésta se llevara a

cabo en varias secciones.

En la primera seccién, se presenta la caracterizacién del efecto de represion
catabélica por glucosa en la asimilacién de mezclas de glucosa y pentosas por las mutantes
de Escherichia coli PTS- aisladas por Flores ef al (1996), para lo cual se realizaron cultivos en
medio minimo suplementado con glucosa, arabinosa y xilosa. La asimilacién de estos

carbohidratos fue analizada agregando uno solo o mezclas de ellos al medio de cultivo.

En la segunda seccién, se llevé a cabo el disefio de un sistema de expresién
transcripcional que permitiera la modulacién de los genes necesarios para la reconstitucién
del fenotipo glucosa*. Este sistema se cred pensando en su aplicacién para la expresién de
diferentes genes con diferentes objetivos. Con el cudl es posible obtener expresién
transcripcional constitutiva 6 expresién inducible a diferentes niveles dependiendo del

fondo genético que se emplee.

En la tercera seccién, se desarroll§ y caracterizé el sistema alterno de transporte y
fosforilacién de glucosa via GalP-Glk, aplicando el conjunto de promotores disefiados para
la expresién de los genes glk y galP. Se analiz6 el desempefio de las mutantes deficientes del
sistema de transporte de la fosfotransferasa, al utilizar GalP y Glk para internalizar y

fosforilar glucosa creciendo en medio minime con glucosa como anica fuente de carbono.

La cuarta y ltima seccién consisti6é en evaluar la capacidad de estas mutantes para
desviar el flujo de carbono hacia la produccién de un compuesto de interés como etanol,
mediante la realizacién de cultivos en fermentador y la cuantificacién de la produccién de
este alcohol en medio LB suplementado con 15 g/l de glucosa. Estos cultivos fueron

realizados en condiciones aereadas y no aereadas.
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V1.2, PRIMERA SECCION: CARACTERIZACION DE LAS MUTANTES PTS-GLUCOSA*
GENERADAS POR FLORES ET AL (1996).

VI.2.1. Cinéticas de crecimiento de las cepas PTS* y PTS‘Glucosa* utilizando como
fuente de carbono glucosa, arabinosa o xilosa. Con el fin de determinar los pardmetros
cinéticos de las cepas PTS* y PTS-Glucosa* en cultivos tipo lote, en presencia de un solo
azucar, se realizaron cultivos en medio minimo M9 suplementado con uno de los tres
aziicares siguientes: glucosa, arabinosa 6 xilosa (Fig.7, 8 y 9). La evaluacién de estos
cultivos se realiz6 calculando los siguientes pardmetros cinéticos: rendimiento
biomasa/sustrato (Y./s), velocidad especifica de crecimiento {u) y velocidad especifica de

consumo de sustrato (qs). En la Tabla III se muestra un resumen de estos pardmetros.

Comparando los valores obtenidos para la cepa PTS*, creciendo en glucosa, con los
generados en cultivos con arabinosa y xilosa, encontramos que la velocidad especifica de
crecimiento en arabinosa fue 14 % mayor, mientras que con xilosa fue 12 % menor, con
respecto a la de glucosa y, de forma relevante, el rendimiento biomasa/sustrato se

incrementé para ambas pentosas: 22 % para arabinosa y 41% para xilosa.

Tabla IIl. Pardmetros cinéticos para cultivos de las cepas PTS* y PTS-Glucosa* creciendo

en medio minimo suplementado con un carbohidrato como fuente de carbono*.

.
PTS PTS Glucosa*
Velocidad Rendimiento Velocidad Velocidad Rendimiento Velot:':dad
g especifica de biomasa- espectfica de especifica de biomasa- especifica de
Azucares p .. consumo dE pf.'. . consumo de
crecimiento sustrato sustrato crecimiento sustrato sustrato
-1 " -t . r *
(h ) (gl)mmana/gs) (gs/gbiumna-h (h1) (gbmma.!a/[.,s) (g;/g\:iomasa-h
Glucosa 042 0.32 1.28 0.36 0.81 1.15
Arabinosa 0.48 0.39 1.25 0.42 0.5 0.84
Xilosa 0.37 0.45 0.89 0.34 0.36 0.94

*Las concentraciones iniciales de glucosa, arabinosa y xilosa fueron de 2 g/1.

S es sustrato: glucosa, arabinosa 6 xilosa.

La misma comparacién fue realizada para la cepa PTS-Glucosa*: al igual que en la

cepa silvestre, encontramos un incremento del 17% en la velocidad de crecimiento
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utilizando arabinosa con respecto al cultivo con glucosa y un decremento del 6% para el

cultivo de xilosa es importante resaltar que, en el caso del Yy, este se incrementd en un

61% para arabinosa y 16% para xilosa; finalmente, las qs fueron 27% y 18% menores para

arabinosa y xilosa, con respecto al de glucosa.
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Figura 7. Cinéticas de crecimiento y consumo de sustrato para las cepas PTS* y PTS-

Glucosa* creciendo en medio minimo suplementado con glucosa.
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Figura 8. Cinéticas de crecimiento y consumo de sustrato para las cepas PTS* y PTS
Glucosa* creciendo en medio minimo suplementado con arabinosa. En el segundo grafico se

inicia con una concentracién menor de arabinosa debido a un error experimental,
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Figura 9. Cinéticas de crecimiento y consumo de sustrato para las cepas PTS* y PTS

Glucosa* creciendo en medio minimo suplementado con xilosa.

La comparacion entre las dos cepas, en los diferentes medios de cultivo, permitié

establecer que la velocidad de crecimiento de la mutante fue menor que la de la cepa
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silvestre en los tres sustratos, disminuyendo en un 14 %, 12 % y 8 % para glucosa, arabinosa
y xilosa, respectivamente. El Yy/s para arabinosa fue atin mayor que el encontrado para la
cepa PTS* con esta pentosa especificamente, se observé un incremento del 28% por otro
lado, se encontré un decremento en el valor obtenido para glucosa y xilosa, de 3 % y 20 %,
respectivamente. Finalmente, la velocidad de consumo de azicar para la mutante fue 10 % y
83 % menor para glucosa y arabinosa, mientras que con xilosa se incrementé en un 6 % con

respecto a los valores obtenidos para la cepa silvestre.

VI.2.2, Cinéticas de crecimiento para las cepas PTS* y PTS'Glucosa' en presencia de
mezclas dobles de aziicares: glucosa-arabinosa y glucosa-xilosa. Los cultivos con dos
azicares fueron realizados con el fin de evaluar el efecto de represién que la glucosa ejerce
sobre el consumo de arabinosa o xilosa en la cepa PTSGlucosat. Como control, se
realizaron cultivos de la cepa silvestre PTS* (PB103) bajo las mismas condiciones. Los
pardmetros cinéticos muestran que la velocidad de crecimiento y el consumo especifico de
azicar, obtenidos durante el periodo de asimilacién de glucosa son practicamente iguales a
los encontrados en cultivos con un solo azicar (Tabla IV). Sin embargo, para esta etapa, el
rendimiento de biomasa fue mayor al obtenido para cultivos con un solo azicar.
Inesperadamente, los valores de velocidad de crecimiento, velocidad de consumo de azicar y
rendimiento para la segunda etapa de los cultivos dobles fueron en promedio 35%, 23% y
19% menores a los valores obtenidos para sus respectivos cultivos con un solo azficar. Este
comportamiento puede ser debido a la presencia de acetato acurmnulado durante el

metabolismo de la glucosa.

En cultivos de la cepa PTS-Glucosat no se observaron fases lag, lo que sugeria el
consumo simultdneo de ambos azacares. Midiendo el consumo de los azicares, se demostré
la inexistencia del efecto represor por glucosa en cultivos de la cepa PTS-Glucosa*
creciendo en presencia de glucosa y arabinosa, ya que ambos aziicares fueron asimilados
simultineamente. Sin embargo, esta mutante aln presenta represién parcial por glucosa
sobre el consumo de xilosa y, en cierto grado, retardamiento en el consumo de esta pentosa.
Las velocidades de consumo de glucosa v arabinosa fueron similares;

velocidad de consumo de xilosa fue significativamente menor a la obtenida para glucosa en

cultivos de la mezcla de glucosa-xilosa. Con respecto a la produccién de acetato, para las
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mezclas de glucosa-arabinosa su acumulacién se inicia después de 4 h de crecimiento,
alcanzando una concentracién final de 0.25 g/1. Mientras que en mezclas de glucosa-xilosa,
la acumulacién de acetato se inicia después de 9 h de crecimiento alcanzando una

concentracién maxima de 0.04 g/1.

La Tabla IV presenta un resumen de los pardmetros cinéticos para los cultivos
realizados con mezclas dobles. De forma interesante, la cepa PT'S-Glucosa* muestra en
ambos cultivos una sola velocidad especifica de crecimiento para toda la fermentacién. El
co-metabolismo de glucosa y arabinosa permitié lograr una alta velocidad de crecimiento
(0.52 h"), la cudl es 21 % mayor a la obtenida con la cepa PTS* metabolizando glucosa en
cultivos con un solo azficar o en las combinaciones dobles; por otro lado, en la mezcla de
glucosa-xilosa la mutante crecié a una velocidad igual a la desarrollada por la cepa P'TS,

metabolizando glucosa en cultivos con un solo aziicar.

Tabla IV. Pardmetros cinéticos para cultivos de las cepas PTS* y PTS-Glucosa* creciendo

en medio minimo suplementado con dos o tres carbohidratos como fuente de carbono.

PTS* PTS Glucosa*
Velocidad Rendimiento Velocidad Velocidad Rendimiento Velocidad
B especifica de biomasa- especifica de especffica de biomasa- especifica de
Azicar crecimiento sustrato consumo de crecimiento sustrato consumo de
(h-1) (EviomasesEs) sustrato (h-1) {Bbiomasasgs) sustrato
(gs/gbinmasa-h) . (gs/g\.‘iumau-h)
Glc-Ara 0.43GIc 0.39G1e 1.09G1c 0.52 0.49¢1c 1.06G1c + Ara
0.3%An 0.32Am 1.04pm
G]C—Xyl 0.48GIc 0.42G1c 1.14G1e 0.42 0.55 0.77GIc + Xyl
0.23x4 0.832xy 0.71xp
Glc—-Ara—-Xyl 0.47Glc 0.6Gle 0.78GIc 0.54Glc + Ara 0.5GIc + Ara 1.1Gk +Ara
0.51Ara + Xyl 0.3Ara+ Xyl 1~5Ara + Xyl 0-26){_)'] 0.4 IXy] 0-65Xyl
0.17xy 0.6xyt 0.28xy1

VI1.2.3. Cinéticas de crecimiento para cultivos de las cepas PTS* y PTS-Glucosa* en
presencia de la combinaci6n triple de azicares: glucosa, arabinosa y xilosa. Para

analizar el comportamiento de la cepa PTS-Glucosa® en presencia de mezclas de los
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azticares mas abundantes en los hidrolizados hemicelulésicos, se realizaron cultivos en
presencia de glucosa, arabinosa y xilosa con la cepa mutante y la silvestre (PTS*) que le dio
origen. Claramente y de forma similar a como se observé en los experimentos con mezclas
dobles, la cepa PTS* (silvestre) consume secuencialmente los sustratos debido a la represién
que la glucosa ejerce sobre el consumo de otros aztcares. En contraste, debido a la
inexistencia de la represi6én catab6lica en la cepa PTSGlucosa*, la glucosa y la arabinosa
fueron asimiladas simultdneamente. Sin embargo, la xilosa es asimilada hasta que glucosa y

arabinosa desaparecen del medio (Figura 10).

Para cultivos de la cepa PTS*, los carbohidratos totales fueron consumidos después
de 18 h { Figura 10B). Se calcularon tres velocidades especificas de crecimiento (i), una
para cada etapa de asimilacién de carbohidrato: 0.47 h! para glucosa, 0.51 h'' para
arabinosa-xilosa y 0.17 h! para xilosa (Tabla IV). La velocidad de crecimiento con glucosa
en esta mezcla fue similar al valor obtenido para cultivos con solo glucosa; la segunda
velocidad de crecimiento, fue calculada para el periodo de asimilacién de las pentosas y es
ligeramente mayor a los valores obtenidos para cultivos de un solo azlcar, mientras que la
tercera velocidad de crecimiento es significativamente menor a la obtenida en cultivos con
solo xilosa, probablemente por la presencia del acetato acumulado durante la primera parte

de la fermentacién (0.28 g/1).

En contraste, en cultivos de la cepa PTS-Glucosa* bajo las mismas condiciones, la
mezcla de carbohidratos fue consumida en 11 h en solo dos periodos de consumo (Figura
10C), uno para glucosa y arabinosa creciendo a 0.54 h-!, y el otro para xilosa creciendo a
0.26 h! (Tabla IV). Es interesante observar que la velocidad de crecimiento para el primer
periodo fue significativamente mayor que los valores obtenidos para los cultivos con
glucosa o arabinosa por separado y la velocidad de crecimiento para xilosa fue
considerablemente menor a la calculada para cultivos con solo xilosa, al igual que para la

cepa PTS* esto puede deberse a la presencia de acetato (0.45 g/l).
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Figura 10: Cinéticas de crecimiento de las cepas silvestre y la mutante PTS-Glucosa*
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El tiempo de fermentacién total para esta mutante es 16% menor que el de la cepa
silvestre, debido a que mantiene velocidades de crecimiento mayores durante la
fermentacién. Con respecto a la velocidad de consumo especffico de aziicar para el periodo
de asimilacién de glucosa-arabinosa se obtuvo el mismo valor que el de la mezcla doble
correspondiente y la velocidad de consumo para xilosa fue significativamente menor a la
obtenida para cultivos con xilosa sola. Por otro lado, el rendimiento de biomasa para los

az(cares totales fue en promedio similar para ambas cepas (0.45 Zbiomasa/ Zaricares totales)-

VI.2.4. Transporte de [C'*]-xilosa en presencia y ausencia de glucosa para las cepas
PTS*, PTS'Glucosa- y PTS'Glucosa*. Los cultivos fueron iniciados en medio minimo
(M9) suplementado con xilosa para inducir los sistemas de transporte de esta pentosa,
siendo posteriormente transferidos a medio M9 con glucosa para inducir el efecto de
represion catabélica. Las velocidades de transporte de xilosa medidas en ausencia de glucosa
para las cepas PTS*, PTS-Glucosa- y PTS-Glucosa* fueron 7.2 £ 0.65, 7.4 £ 0.54 y 9.9 &
0.75 nmyy / mgpramin, respectivamente. En contraste, en presencia de glucosa no
radiactiva (500 pM), las velocidades iniciales de transporte de ['*C]-xilosa disminuyeron a
2.0 % 0.17, 49 £ 0.19 y 8.1 £ 0.19 nmxyl / mgprormin, respectivamente. Como muestran
estos resultados, la glucosa inhibe el transporte de ['*C7-xilosa aiin en cepas que carecen de
PTS. Los experimentos descritos previamente también mostraron que el transporte de
[1*C7-xilosa, en ausencia de glucosa, para la cepa PTS-Glucosa* (9.9 nmyy / mgproimin) fue

significativamente mayor (36%) a la observada para las cepas PTS' y PTS"Glucosa~.

VI1.2.5. Transporte de [**C]-xilosa en una cepa PTS Glucosa con el gen galP sobre-
expresado. La presencia de una copia funcional del gen ga/P en el cromosoma es necesaria
para que glucosa sea consumida rdpidamente por esta mutante PTS-Glucosa* (Flores ¢t al.
1996), sugiriendo con esto que GalP es el principal transportador involucrado en el
consumo de glucosa por la cepa PTS-Glucosa*. Para probar si GalP estaba involucrado en
el incremento de la velocidad inicial de consumo de [*C7-xilosa observado para la cepa
PTS-Glucosat, se transformé a la cepa parental PTS-Glucosa con el plismide que conticne
el gen galP bajo el control del promotor trc (pCLvGalP1). La cepa obtenida después de esta

transformacion (PTS-Glucosa-/pCLvGalP1) fue crecida usando solo glucosa como fuente de
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carbono con la finalidad de evitar la induccién del sistema de transporte de xilosa. Estas
células fueron utilizadas para los experimentos de medicién de transporte de xilosa en
ausencia de glucosa: la velocidad de transporte de xilosa calculada para esta cepa fue igual a

la obtenida por la cepa PTS-Glucosa* (9.4 nmyi / mgpromin).
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Figura 11. Transporte de azlicar por las cepas PTS*, PTS-Glucosa-, PTS-Glucosa
/pCLvGalP1 y PTS-Glucosa*. (@) transporte de xilosa; (¥) transporte de xilosa en
presencia de glucosa. (O) transporte de xilosa para la cepa PTS-Glucosa-/pCLvGalP1. La
concentracion inicial de [*C7-xilosa en los ensayos fue de 50 uM. Para los experimentos de

competencia con glucosa se utilizé una concentracién inicial de glucosa no radioactiva de

500 pM.
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V1.8. SEGUNDA SECCION: DISENO DE UN SISTEMA CAPAZ DE MODULAR LOS NIVELES DE

EXPRESION TRANSCRIPCIONAL DE GENES EN ESCHERICHIA COLL

Actualmente se dispone de varios sistemas de expresién que permiten modular la
transcripcién de un gen. Entre ellos se pueden encontrar sistemas cuya expresién es
regulada utilizando diferentes concentraciones de inductor, por ejemplo el sistema lac,
(Jensen et al, 1993) el cual ha sido ampliamente usado, pero ofrece una serie de desventajas
p.ej: el uso de IPTG como inductor, porque es un reactivo caro y toxico para algunas cepas.
Por otro lado, es dificil lograr un nivel de expresién genética continua durante el
crecimiento. Otro sistema que ha sido desarrollado, son los promotores constitutivos que
elimman el uso de inductores. En este caso la fuerza del promotor fue modulada
manipulando mediante mutagénesis al azar la distancia que existe entre las cajas consenso -
35 y -10 (Jensen y Hammer, 1998), pero para encontrar el nivel de expresién requerido, se
tuvieron que analizar un gran niimero de mutantes, lo que incrementa el tiempo y costo del
trabajo en laboratorio. Considerando estas limitaciones, nos propusimos desarrollar un
sistema de control genético con el cual fuera posible detectar el nivel de expresién adecuado

en menor tiempo y también evitar el uso de inductor.

Esta propuesta se basa en la creacién de un conjunto de promotores de fuerza
variable mediante camblos en una sola base de la secuencia de la caja -35 consenso del
promotor trc (Brosius et al. 1985), utilizando como base para su construccién un reporte
anterior, en el que se demuestra la jerarqufa existente entre las bases de las regiones
consenso -10 y -85 del promotor P22 ant, asi como el efecto obtenido en la fuerza del
promotor al variar cada una de ellas (Moyle et al, 1991). En este reporte se realizaron
cambios puntuales en cada una de las posiciones por los tres nucleétidos posibles y se
analiz6, mediante fusiones al gen lacZ, la variacién en la fuerza del promotor que cada una
de las mutaciones generé. Partiendo de estos datos y usando como templado al promotor
irc, se planearon las siguientes las mutaciones: cambio de la A en la posicién —385 por los tres
nucleétidos posibles (T,G,C} y de la C de la posicién =36 por A (Fig. 12), esperando que la

fuerza d romotor mutante variara de 20 a 80% con respecto al promotor #rc silvestre.
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Figura 12. Mutaciones puntuales realizadas en la caja —35 del promotor comercial #rc.

Tomando al promotor silvestre como un 100% los mutantes tendrfan una fuerza

proporcional con los siguientes valores (Fig. 13):

trcl  TTGACA 100% Silvestre

frc2  TrGACT 80% Mutante 1
trc3  TTGACG 50% Mutante 2
frc4  TYGACC 40% Mutante 3
reS  TTGAAA 20% Mutante 4

Figura 13. Fuerza esperada para los promotores mutantes de ¢r¢, en valor relativo a la
fuerza del promotor silvestre. Adaptado de un andlisis realizado para al promotor P22 ant

por Moyle et 2l (1991).

tre es un promotor hibrido construido con la caja ~-35 del promotor #p (conservando
también su regién hacia arriba) y la caja -10 del promotor LacUV35, por lo que puede ser
regulado por IPTG, aunque, el uso de este inductor puede ser evitado si se utiliza como

huésped una cepa lacF, en la cuil estos promotores seran constitutivos.

Los promotores mutantes se obtuvieron mediante el uso de un kit de mutagénesis

comercial, tal como se describe en materiales y métodos. Para realizar la caracterizacién de

—

-

ontenidas en vectores de bajo

este conjunto de promotores, se uiilizaron fusiones al gen gl ¢
a

nimero de copias (derivados de pCL1920) midiendo la fuerza de cada uno de ellos mediante
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ensayos de actividad de glucocinasa en un fondo genético silvestre que seran proporcionales

a la transcripcién.

De esta forma, nuestro sistema tiene las siguientes caracterfsticas: promotores
constitutivos que permitirdn la expresién de un gen a un nivel constante durante el cultivo
y que, ademés, pueden ser usados simultdneamente para expresar varios genes a diferentes

niveles.

VI1.4. TERCERA SECCION: APLICACION DEL NUEVO SISTEMA DE EXPRESION GENETICA PARA
MODULAR LA EXPRESION DE LOS GENES gal/PY glk Y LA RECONSTITUCION DEL FENOTIPO

GLUCOSA* A PARTIR DE CEPAS PTS-.

VL.4.1. Construccidn de la fusién del promotor trel al gen glk. La fusién de trc1 a glk se
llevé a cabo tal y como se describe en materiales y métodos. Para verificar que esta fusién
fuera funcional, se realizaron ensayos enzimdticos de Glk utilizando a la cepa W3110,
transformada con el vector pvGlkl.2 en cultivos con diferentes concentraciones del
inductor IPTG. En la Fig. 14 se muestra la relacién entre actividad enzimética y
concentracién de inductor, caracteristica en fusiones con este tipo de promotores. A partir
de estos resultados, se definié que la concentracién de IPTG para obtener la méxima
expresibn con esta fusién era 1mM, la cudl serfa utilizada para los experimentos

subsecuentes.

Debido a que estos ensayos enzimdticos fueron realizados utilizando un fondo
genético glit fue necesario medir la actividad enzimética de este fondo, el valor obtenido
para este control se presenta en el extremo derecho de la Fig. 14. El valor obtenido para el
fondo genético es igual al obtenido para la cepa con el vector pvGlkl.2 en ausencia de

[PTG.
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Actividad de Glk (W3110/pvGlk1.%)
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w0
0.1533 + 0.0062

05

ao

Unidades Internacionstes {umoles min™ mg” )
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Figura 14. Resultados de los ensayos de actividad enzimética de Glk para la cepa

W3110/pvGik1.2 utilizando diferentes concentraciones del inductor IPTG.

VL.4.2. Construccién de la fusién del promotor frcf al gen galP. La fusién del gen galP
fue llevada a cabo igual que la del gene gik, y de forma similar fue necesario disefiar una
estrategia para verificar que fuera funcional. En este caso, se utiliz6 la complementacién del
fenotipo GalP* en cepas deficientes del transportador de galactosa, empleando medio
McConkey-Galactosa para detectar ficilmente el fenotipo buscado. Este medio se
caracteriza por provocar una coloracién rojiza en las colonias capaces de asimilar el
carbohidrato con el que este fue suplementado, permitiendo diferenciarlas de las colonias
que no pueden asimilar el sustrato debido a su coloracién blanca. El fondo genético
utilizado para realizar esta complementacién fue la cepa PB12P, la cual fue transformada
con el vector pvGalPl, y como controles se usaron cultivos de esta misma cepa
transformada con pTrc_99A y sin transformar. De estos experimentos se obtuvieron los
siguientes resultados: colonias blancas en ausencia y presencia de 1 mM de IPTG para los
dos controles, y colonias rojas en ausencia y presencia de 1mM de IPTG para la cepa
transforrnada con el vector de expresién que contiene el gen galP. Se esperaban colonias
rojas solo en presencia de IPTG; sin embargo debido a que el fenotipo rojo en ausencia del

inductor se presenta sélo en las cepas transformadas con el vector que contiene la fusién a
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VI.4.3. Construcciéon de la libreria de promotores fusionados a glk. El vector de
expresion utilizado fue el vector comercial de alto niimero de copias pTrc_99A, adicional al
andlisis realizado por actividad enzimdtica, la secuencia obtenida para estas fusiones
demostré que se encontraban en fase y que los genes no tenfan ninguna diferencia con la

secuencia nucleotf{dica reportada (datos no mostrados).

Para determinar el rango de actividad de glucocinasa necesario para que estas cepas
puedan desarrollar altas velocidades de crecimiento, se realizaron gréficos de p (velocidad
de crecimiento) vs Qs (velocidad especifica de consumo de sustrato). Se correlacionaron los
valores de velocidad de fosforilacién de glucosa y velocidad especifica de crecimiento, a
través de la dependencia existente entre Qs y p (Blanch y Clarck, 1997; Bailey y Ollis, 1997),
la cudl relaciona linealmente el rendimiento (Yx/s, ecuacién 1) -como una medida de la
eficiencia de conversién de sustrato en biomasa- a la velocidad especifica de crecimiento (u)
y la velocidad especifica de consumo de sustrato (Q,, ecuacién 8). Para que esta relacién sea

vélida es necesario considerar que:

aX

Y, =— Ecuacién 1.
dt

El cual se considera aproximadamente constante para un sistema particular de
crecimiento. Para E. colf este pardmetro permanece constante en un rango de velocidad de
crecimiento de 0.8 a 0.7 h!, utilizando un cultivo continuo en medio minimo suplementado

con 2 g/1 de glucosa (Ponce, E. 1999).

El consumo global de sustrato puede obtenerse mediante:

X
..di = __u_X_ + 4 +mX Ecuacién 2.
dt Yx.v': YP.’S

Donde m es el factor de mantentmienio.

Si se considera que no hay producto, entonces la ecuacién queda de la siguiente
forma:
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Si se considera que no hay producto, entonces la ecuacién queda de la siguiente
forma:

q, =—+m Ecuacién 3.

Esta relacién nos permite predecir de forma aproximada la velocidad de fosforilacién
de glucosa que se requiere para soportar cierta velocidad de crecimiento (), sin olvidar que
esta relacién es muy simple, ya que la p no sé6lo depende de la velocidad de consumo del
sustrato y del rendimiento biomasa/sustrato. Ademés, es muy probable que la velocidad de
generacién de producto no sea cero, pero hacer esta consideracién facilita el manejo de la
ecuacién; es por esto que los valores obtenidos no serin absolutos, serdn solo una

aproximacién.

=
>

o o
Y] w

=4
o

Qs (pmolgy, min™ mg,.")

00 0 .
030 035 040 045 050 055 060 065 070

velocidad especifica de crecimiento (h™*)

Figura 15. Grifico de Qs (velocidad especifica de consumo de sustrato) vs. p (velocidad
especifica de crecimiento), calculados utilizando las ecuaciones 1 y 3 con un valor de

Yx/s=0.43 (rendimiento biomasa/sustrato).

Si graficamos esta relacién de p vs velocidad de consumo de glucosa, utilizando los

tos obtenidos experimentalmente para ia cepa siivestre W3110, cuyo valor de Ya/, para

cultivos lote utilizando medio minimo con 2 g/1 de giucosa es de 0.43 gBiomasa/ go1c, podemos
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encontrar una relacién que nos ayude a predecir los valores de actividad de Glk que deben
obtenerse a partir de las fusiones a la librerfa de #r¢ para lograr una aita velocidad de

crecimiento (Figura 15).
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Actividad de glucocinasa
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Figura 16. Actividad enzimitica de glucocinasa calculada para la cepa W3110 transtormada
con los derivados de pTrc_99A que contienen las fusiones del gen glk a los promotores frel
y tre. Como control se realizaron ensayos enzimiticos de W3110/pTrc_99A, obteniéndose

valores de actividad similares a los obtenidos para la cepa sin plasmido.

Las fusiones del gen gik al conjunto de promotores #rc® (silvestre y 4 mutantes)
fueron caracterizadas mediante la realizacién de ensayos enziméticos. Estas fusiones se
encuentran clonadas en vectores derivados de pTrc_99A, por lo que era muy probable que
excedieran los requerimientos celulares mostrados en la figura 15, debido a que pTre_99A
es un vector de alto nimero de copias, por lo que su caracterizacién se enfoc6 solo en las
fusiones al promotor silvestre y a uno de los promotores méas débiles (¢re5), lo que
permitirfa saber si era necesario hacer las construcciones en vectores de bajo nlimero de
copias 6 si este nivel era el adecuado para soportar la velocidad de crecimiento planteada
(Figura 18). Se realizaron los ensayos enzimdticos a la cepa W3110 transformada con los
vectores pvGlkl.2 (contiene la fusion trci-glk) y pvGlk5.2 (contiene la fusién #res-glh),
usando 1mM de IPTG y su control sin inductor.

60



Comparando el valor de actividad enzimatica de Glk obtenido para pvGlk5.2 con la
curva presentada en la figura 15, podemos observar que el nivel de actividad obtenido para
este vector es mayor al requerido por la cepa silvestre para soportar una velocidad de
crecimiento similar a la pyy (0.6 h™"), indicando la necesidad de subclonar estas fusiones en
un vector de bajo niimero de copias para disminuir el nivel de éxpresién hasta encontrar la

expresién requerida, como se habia planteado anteriormente.

05
1 mM PTG

ol

03}

d da gt
Unidades Internacionales

{4 moles gic min“'mg_ ")

Q2

Activid,

o1}

00

PCLvGIK1.2
pCLVGIKZ.2
pOLVGIKA.2
pCLYGIKA.2
pCLVOIKS.2

Figura 17. Ensayos enzimiticos de glucocinasa realizados con la cepa W3110 transformada
con la familia de vectores pCLvGlk a una concentracién de 1 mM de IPTG. Este grafico
presenta la actividad enzimitica producto de la expresién del gen gl cromosomal (0.1533

Unidades Internacionales) y de la copia clonada en los vectores derivados de p(ClL.1920.

La subclonaciéon de las fusiones de #rc*-glk en el vector de bajo nimero de copias
pCL1920 (5-10 copias en E. colr) dio como resultado la familia de plasmidos pCLvGlk,
formada por cinco vectores con los cuéles fue realizada la caracterizacién completa de la
librerfa ¢ré* (Figura 17). Como puede observarse en este griéfico, con la familia de vectores
pCLvGlk es posible obtener niveles de expresién del gen de glucocinasa que van desde el
100% para el promotor silvestre, hasta 8% para el promotor mas débil (fre4) y, a pesar de
que los niveles obtenidos experimentalmente son diferentes a los tebricos calculados a
partir de la informacién publicada por Moyle et al (1991), cada mutante tiene una fuerza

diferente que mantiene la tendencia requerida para modular Ia expresién génica (figura 18).
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Nivel relativo
de glucocinasa
Secuencia del inducido, 1 mM Nivel no

Promotor IPTG inducido
frcl TTGACA 100% 8%
frcz TTGACT 66% 0%
frrc3  TTGACG 85% 30%
trced  TTGACC 8% -
IrcS  TTGAARA 44% 48%

Figura 18. Comparacién de los niveles de expresién obtenidos para las fusiones de trc®-glk.

El simbolo - indica que este valor no fue determinado.

V1.4.4. Construccién de la libreria de promotores fusionados a galP. Las fusiones de
trc*-galP contenidas en el vector de alto nlimero de copias pTrc_99A se obtuvieron de la
misma forma que las del gen glk y al igual que ellas fueron secuenciadas para verificar que
se encontraran en fase y no existiera ningitin cambio en la secuencia nucleotidica reportada
en el Genbank. Sin embargo, estas fusiones no fueron subclonadas individualmente al
vector pCL.1920, solo fueron clonadas en presencia de las fusiones frc*-glk por lo que no se
realizaron ensayos de medicién de transporte de glucosa para caracterizar el conjunto de
promotores fusionados a este gen. Asumiendo que la fuerza de los promotores fuera a la

obtenida para el gen gik.

V1.4.5. Construccién del vector derivado de pCL1920 que contiene las fusiones de
ambos genes bajo el control de la librerfa de promotores. Una vez obtenidas las
fusiones de #rc* a los genes que codifican para el transportador de galactosa y la
glucocinasa, el siguiente paso fue clonar ambas fusiones en un mismo vector. Asi, a los
vectores derivados de pCL1920 que ya contenian las fusiones de #c* a gik, les fueron
ligados los casets fre*-galP, obteniéndose la familia de vectores pvGlkGalP que contienen

diferentes combinaciones de las fusiones de ambos genes.
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glk 1 " galP glk2 T palP3
galP4 </ gelPs/
galP 5 /gaIPl golP5
< gelP2
8’*3<\— galP3
galP 4
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gl 4 =7 galP3 glks':—\:"'gall’s
N gaip s/ NS gaps’
galP3 gelP3

Figura 19. Posibles combinaciones de las 10 fusiones de glk y galP que pueden ser clonadas

en el vector pCL1920. Las combinaciones marcadas con « son aquellas que fueron ligadas

al vector pCL1920 para generar la familia de vectores pvGlkGalP.

Existen 25 vectores que pueden ser construidos con las 10 fusiones de gl y galP
(Fig. 19), sin embargo debido a los resultados obtenidos en su caracterizacién sélo se

construyeron 14 vectores, los cuéles serin descritos en secciones posteriores.

V1.4.6. Cultivos en matraz para calcular la velocidad de crecimiento de las mutantes.
Para realizar la evaluacién del fenotipo PTS Glucosa*, fue necesario transformar la familia
de vectores pvGlkGalP en un fondo genético adecuado, como el de la cepa VHS2. En esta
cepa, el sistema de la fosfotranferasa no es funcional y ademis los genes lacl y lacZ fueron
inactivados. La inactivacién de lacl permite que las fusiones de glk y galP a los promotores
tré* sean expresadas constitutivamente, evitando el uso del inductor IPTG. Por otro lado,
la inactivacién de lacZ (realizada al mismo tiempo que la del gen lacl) se usé para facilitar la
seleccién del fenotipo lack por medio de colonias blancas en presencia de XGal. Al
transformar la cepa VH32 con los vectores de la familia pvGlkGalP, se obtuvieron las 14
cepas recombinantes esperadas con las que se llevaron a cabo los cultivos para evaluar y

demostrar la reconstitucién del fenotipo Glucosa* mediante el uso del sistema GalP-Glk.

Como control se realizaron cultivos de la cepa W3110 (silvestre), VH32 (huésped),

VH32 con el plasmido pCL1920 sin inserto, VH382 con el vector conteniendo la fusiéon de
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trcl al gen glk (pCLvGlkl.2), VH32 con el vector conteniendo la fusion de #rcl a galP
(pCLvGalP1) y por dltimo VHS32 con el vector conteniendo la fusién de tret a galP
(pCLvGalP4) (Tabla V).

Tabla V. Velocidades de crecimiento de las cepas control calculadas en medioc minimo

suplementado con glucosa.

Cepa u ()
w3110 0.62+£0.02
VH32 0.03+00
VH32/pCL1920 003+00
VH32/pCLvGlk1.2 003+00
VH32/pCLVGalP1 0.55 +0.01
VH32/pCLVGalP4 051001

En cuatro de estos controles se obtuvo el resultado esperado, una p de alrededor de
0.6 h! para la W3110 e inferiores a 0.05 h! para la cepa huésped sin vector y con los
vectores pCL1920 y pCLvGlk1.2. Sin embargo, para los dos Gltimos controles en los que
s6lo se expresa el gen del transportador GalP se esperaba una p baja, debido a que la
hipétesis planteaba que la expresién basal de glk no era suficiente para soportar una alta
velocidad de crecimiento. Sin embargo, con estas cepas observamos que al expresar el gen
del transportador GalP en un vector de bajo nimerc de copias, es posible recuperar el

fenotipo glucosa* alcanzando velocidades de crecirniento del 88 y 82% con respecto a la p

de la cepa silvestre: probablemente estas mutantes no alcanzan la pma por limitacién del
nivel de actividad de Glk, ya que solo cuentan con el actividad basal existente en el fondo

VH32.

Como se mencioné en la seccién anterior, a partir de las fusiones de trc* a galP y glk
era posible generar 25 diferentes vectores, que al transformarse en la cepa VH32 generarfan
derivadas con diferentes niveles de expresién para ambos genes. Inicialmente se
constriuyeron 10 vectores de estos 25 posibles, los cuales contenian una combinacién de la

fusion de trer-glk con las 5 posibilidades para galP y la fusién #rez-glk también con las 5
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posibilidades para galP (Fig. 19). Cabe recordar que el promotor trcl es el irc silvestre y
tre2 es uno de los promotores més fuertes. La caracterizacién de estas 10 derivadas revel6
que combinando el nivel de expresién de estas dos fusiones, para glucocinasa y para galP,

no se reducfa la velocidad de crecimiento de las mutantes (Fig. 20).

galP1 0591 0.02 ! galP1 0.59 £ 0.03 h!
43@2 0.38 £ 0.05 b 4@&2 0.39 £ 0.0t ht

gkl  ———galP3 059% 0.03 b gth2  ———galP3 061 £ 0.0h!
galP4063% 0.02h" galP 4 0522 005 h
galP5 0.65 £ 0.0 ! galP5 0.61 % 0.021 b

alP1 063%0,02h"
alP1 0.64 £0.01h! e B 4 iy

4
£ T galP4 0.6210.02h T galP4 054 £ 002 0!

Figura 20. Velocidades de crecimiento para las 14 derivadas construidas, calculadas en

medio mfnimo suplementado con glucosa.

Debido a este resultado, se construyeron 4 derivadas méis en las que se mantuvo el
nivel de expresién més bajo para galP, combinandolo con una disminucién en la expresién
de gik, para lo cuil se utilizaron las fusiones fre4-glk y tres-glk, con el fin de evaluar como se
afectarfa la velocidad de crecimiento al disminuir la expresién de glk en presencia de una
baja expresion de galP. Para demostrar que el cambio en la velocidad de crecimiento fuera
debido 2 la disminucién en la expresién de los dos genes, se construyeron como control
derivadas con una combinacién de estos bajos niveles de expresién de glucocinasa (¢re#-glk

y tre5-glk) con una alta expresién de galP (fusién a frei).

En total 14 derivadas fueron construidas y caracterizadas (Fig. 20); los valores de
velocidad de crecimiento calculados para ellas son muy similares. A pesar que las
velocidades de crecimiento son iguales para todas ellas, existen 2 cepas més eficientes: la

vi32/pvGikGalP44 y [a VH32/pvGlkGalP54, debido a que son capaces de desarrollar una

alta velocidad de crecimiento con el menor nivel de expresién para ambos genes, utilizando

65



el conjunto de promotores generado en este trabajo. Basdndose en los resultados obtenidos,
estas dos derivadas fueron conservadas para realizar la caracterizacion de la velocidad de
transporte de glucosa y la actividad enzimitica de glucocinasa, con el fin de definir si existia
una relacién entre estos dos paridmetros y la velocidad de crecimiento encontrada, pero no
fue posible obtener una correlacién entre estos pardmetros. Al paralelo con la
caracterizacién de las derivadas, se realizé también la evaluacién de los controles mis
importantes. En la siguiente seccién se presentan los valores obtenidos para estos

parametros.

Como parte de la caracterizacién de las mutantes PTS-Glucosat se realizaron
cultivos en fermentador de las derivadas VH32/pvGlkGalP11, VH32/pvGlkGalP44,
VH32/pvGlkGalP54, VH32/pCLv(GalP1 y la silvestre W3110. En estos cultivos, las
derivadas de VH32 producen una mayor proporcién de dcido acético que su cepa silvestre
parental (Tabla VI), lo que podria ser consecuencia de un acelerado flujo en la via glicolitica
debido a que la internalizacién y fosforilacién de la glucosa no esta regulada en estas
mutantes. Esta caracteristica puede ser una ventaja si se logra desviar el flujo de carbono a
la produccién de un metabolito de interés (como compuestos arométicos o etanol), ya que
probamente estas mutantes desarrollen una mayor velocidad de produccién del metabolito

que la cepa silvestre parental.

Tabla VI. Rendimiento de 4cido acético por glucosa consumida por las mutantes PTS-
Glucosa* y la cepa silvestre W8110 en cultivos de fermentador. La cepa VH32 no fue

probada debido a que no crece en medio minimo con glucosa.

Cepa Poieo (gl b) Bectricn/ Ggroon
W3110 027+01 0.17+£0.05
VH32/pCLvGalP1 05+£012 037003
VH32/pvGlkGalP11 0.54 0.38x0.03
VH32/pvGlkGalP44 0.54 0.36 +0.02
VH32/pvGlkGalP54 0.65 % 0.06 0.43 £0.03
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V1.4.7. Mediciones de actividad enzimitica de glucocinasa en las mutantes PTS
Glucosa*. Para complementar la caracterizacién de las mutantes y definir el nivel de
actividad de Glk requerido para desarrollar una alta velocidad de crecimiento, se realizaron
ensayos enziméticos para las derivadas mias eficientes (VH32/pvGlkGalP44 y
VH32/pvGlkGalP54) y los controles més importantes (W3110, VH32/pCLvGalP (vector
que solo expresa galP bajo el promotor tre silvestre) y VH32/pvGlkGalP11 (vector que
expresa ambos genes bajo el promotor #rc silvestre). A continuacién se presenta la Tabla

VII con los resultados de estos experimentos.

Tabla VII. Actividad enzimatica de glucocinasa para los controles y las mutantes mis
importantes. Entre ellas se encuentra la cepa silvestre W3110, la cepa huésped VH32
transformada con: el vector pCLvGalP en el que solo se expresa el gen galP, el vector
pvGlkGalP11 que solo contiene las fusiones #rel-glk y trel-galP; y las mutantes més
eficientes: VH32/pvGlkGalP44 y VH32/pvGlkGalP54. Nota: se realizaron ensayos de
actividad de Glk para la cepa VH32, debido a que no se puede obtener la biomasa necesaria

porque no crece en M9-Glucosa.

Glucocinasa
CEPA i mol min™! mg™ g oping
VH32/pCLvGalP1 0.1276 ¥ 0.0097

VH32/pvGIkGalP11  0.2298 + 0.0147
VH32pvGikGaiP44 01705 T 0.0099
VH32/pvGikGalP54  0.1815 £ 0.0314

w3110 0.1533 = 0.0092

Cabe mencionar que los valores de actividad enzimética obtenidos con los vectores
que contienen las fusiones de los dos genes (glk y galP) son menores a los obtenidos
anteriormente con los vectores que solo tienen la fusién de #¢* a glk (familia de vectores
pCLvGlk, Fig. 17). Esto puede ser debido a carga metabdlica o a competencia entre las

regiones promotoras por la polimerasa.
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V1.4.8. Mediciones de transporte de glucosa para las mutantes PTS Glucosa*. Las
mismas cepas que fueron caracterizadas por ensayos de actividad de Glk, se utilizaron para
realizar ensayos de transporte de glucosa. La tendencia de los valores obtenidos para cada
una de las fusiones de trc®-galP se muestra en la Tabla VIII. El valor obtenido para la cepa
VH32 con el vector pvGlkGalP11 no coincide con el encontrado para la misma cepa con
pClvGalP1 a pesar que en ambos vectores el gen galP se encuentra bajo el control del
mismo promotor (frcl). La diferencia entre ellos es que en el primer vector también se

encuentra presente la fusién a gilk.

Tabla VIIl. Velocidades de transporte de glucosa calculadas para las cepas control y las
mutantes mis importantes. Entre ellas se encuentra la cepa silvestre W3110, la cepa
huésped VH32 transformada con: el vector pCLvGalP1 en el que s6lo se expresa el gen
galP, el vector pvGlkGalP11 que contiene las fusiones #rcl-glk y #rel-galP; y las mutantes
miés eficientes: VH32/pvGlkGalP44 y VH32/pvGlkGalP54.

Transporte
CEPA n mol min! mglm
VH32/pCLVGalP1 9389 * 1017
VH32/pvGlkGalP11 2048 = 108
VH32/pvGIkGalP44 3848 T 754
VH32/pvCIkGalP54 3493 T 379
W3110 6536 + 28

VI1.5. CUARTA SECCION: PRODUCCION DE ETANOL POR LAS CEPAS MUTANTES
VH32/PCLVGALP1 Y VH32/PVGLKGALPS54.

Como resultado de la caracterizacién de las mutantes PTS-Glucosat generadas en
este trabajo, se observé una mayor produccién de 4cido acético en cultivos con medio
minimo suplementado con giucosa. Como se mencioné anteriormente, es probable que esta

elevada produccién de acetato sea la consecuencia de un mayor flujo en la via glicolitica,
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pensar que un exceso de fructosa 1-6, difosfato podria contribuir a este mayor flujo de
carbono, ya que fructosa 1-6,difosfato regula positivamente a las piruvato cinasas, pero
también se sabe que PEP regula negativamente a la fosfofructocinasa, por lo que la
acumulacién de este metabolito podria disminuir la velocidad con la que el carbono fluye a
través de esta via. Sin embargo, si estas mutantes eran capaces de producir acetato a una
mayor velocidad, era probable también que este exceso pudiera ser canalizado hacia la
produccién de etanol. De ser esto cierto, serfa posible obtener una cepa capaz de lograr una

productividad mayor que la cepa silvestre parental.

Para probar la viabilidad de este planteamiento, se realizaron cultivos de evaluacién
para la derivada VH32/pvGlkGalP54, debido a que en el anilisis realizado anteriormente
esta derivada se caracteriz6 por su alta acumulacion y velocidad de produccién de ac. acético
(Tabla VI). Como control se realizaron cultivos de las cepas W3110 (silvestre) y
VH32/pCLvGalP1 (cepa PTS- expresando el gen galP). A su vez, estas tres cepas fueron
transformadas con el vector pLOI1594, que contiene los genes necesarios para desviar el
flujo de carbono hacia la produccién de etanol: éstos genes fueron aislados de Z. mobilis y
codifican para las enzimas piruvato decarboxilasa (PDC) y alcohol deshidrogenasa (ADHII)

{Martinez et al, 1999).

Como parte inicial de la caracterizacién las mutantes se plante6 cultivarlas en
condiciones aercbias con el fin de evaluar si tenfan realmente un flujo mayor en la via
glicolitica que el de la cepa silvestre. Posteriormente, se llevarfan a cabo cultivos en
condiciones anaerobias para evaluar si es posible incrementar el rendimiento de etanol con
respecto a la cepa silvestre. EEn anaerobiosis, es posible obtener un mayor rendimiento de
etanol por gramo de azicar consumido. En general para un cultivo anaerobio en
condiciones 6ptimas es posible obtener 0.51 gramos de etanol por cada gramo de azdcar
asimilado, este rendimiento es el mismo para glucosa, arabinosa o xilosa. En base a este
planteamiento experimental, se decidié realizar estos cultivos en medio LB suplementado
con 15 g/] de glucosa, esperando tener un mejor desempeiio de las cepas bacterianas en
estas condiciones en comparacién con el que se obtiene en medio minimo, debido a que
utilizarfan los componentes del medio rico para crecimiento y la glucosa para obtener

energia y producir etanol. Sin embargo, estas mutantes no habian sido caracterizadas en
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con 15 g/1 de glucosa, esperando tener un mejor desempeiio de las cepas bacterianas en
estas condiciones en comparacién con el que se obtiene en medio minimo, debido a que
utilizarfan los componentes del medio rico para crecimiento y la glucosa para obtener
energia y producir etanol. Sin embargo, estas mutantes no habfan sido caracterizadas en
medio rico anteriormente, por lo que era necesario realizar como control los cultivos de las
8 cepas a evaluar sin el plasmido pLLOI1594. De estas fermentaciones se obtuvieron los

siguientes pardmetros cinéticos (Tabla IX):

Tabla IX, Pardmetros cinéticos de la cepa silvestre y dos mutantes PTS- sin el plasmido

pLOI1594 en condiciones de aerobiosis. Cultivos realizados en medio LB suplementado con

15 g/1 de glucosa.
VH32 VH32
Cepa w3110 pCLvGalP1  pvGIkGallP54
" 0.51 0.67 048
q. 1.68 1.27 233
Yponx 0 0 0
g kron'l 0 0 0
Y, . 0.64 0.45 0.42
Y,om 0.19 0.18 0.08
Qcetico 0.1 0.07 0.09
tiempo 4h 4h 4h
Biomasa (g/) 4.56 6.11 488

En estos cultivos, la velocidad de crecimiento de la cepa silvestre fue 30% menor que
la de la derivada VH32/pCLGalP1 y 6% mayor que la de la VH82/pvGlkGalP54. De forma
sobresaliente y contrario a lo observado en medio minimo, con ambas derivadas se obtuvo
un menor rendimiento de 4cido acético que el esperado. Siendo menor que el de la cepa

silvestre (58% y 48% menor para VH32/pCLvGalP1 y VH32/pvGlkGalP54,
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respectivamente). Otra observacién importante es que para los cultivos de las mutantes
PTS- se obtuvo un mayor consumo de base, principalmente para la cepa
VH32/pvGlkGalP54 (la derivada VH32/pCLvGalP1 consumié el doble y la
VH32/pvGlkGalP54 consumié el triple de solucién KOH 2N). Cabe recordar que los
cultivos fueron realizados con condiciones controladas de pH, utilizando adiciones de
hidréxido de potasio para mantener un valor de pH constante. Un mayor consumo de base
puede ser relacionado con una mayor produccién de 4cidos orgénicos. A pesar de ello, no ha
sido posible determinar los productos de fermentacién (ademds de ac. acético y léctico)
responsables de este mayor consumo de KOH. Por esto, a pesar de haber encontrado una
menor productividad de ac. acético por las mutantes en medio rico, se decidi6é continuar con
la evaluacién de los cultivos con las cepas transformadas con el vector pLOI1594 (Fig. 21),

obteniéndose los siguientes parametros cinéticos (Tabla X).

Tabla X. Parimetros cinéticos de la cepa silvestre y dos mutantes PTS- transformadas con
el plasmido pLOI1594 en condiciones de aerobiosis. Cultivos realizados en medio LB

suplementado con 15 g/1 de glucosa.

W3110 VH32 VH32
Cepa pLOI1594 pCLvGalPl/  pvGIKGalP5y/
pLOT1594 pLOI1594
m 0.39 0.41 0.54
q, 1.47 1.34 1.94
Yiionx 0.7 0.82 1.76
g rronfl 3.21 3.5 415
q, 0.1 0.08 0.21
Y,ox 0.11 0.02 0.19
Y.ug 0.07 0.001 0.034
9pacETICO 0.02 0.005 0.02
tiempo 6 6 6
2N gicmass 5.03 4.49 2.64
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En estos cultivos, la cepa derivada VH32/pvGlkGalP54/pl.O11594 desarrollé una
velocidad de crecimiento 38 % mayor que la cepa silvestre/pLOI1594. Sin embargo se
generé tan solo el 50% de la biomasa debido a que esta alta velocidad de crecimiento se
mantuvo por un periodo de fermentacién muy corto (8 h). Por otro lado, para la cepa
VH32/pCLvGalP1/pLOI1594, la velocidad de crecimiento es similar a la de la cepa

silvestre/pLOI1594 y se obtuvo el 90% de la biomasa generada con respecto a la silvestre.

En cuanto al rendimiento etanol/biomasa, la cepa VH32/pvGlkGalP54/pLIO1594
obtuvo un valor 25 y 217 veces mayor a las cepas silvestre/pL101594 y
VH32/pCLvGalP1/pLI101594, respectivamente. En cuanto al rendimiento etanol/glucosa,
la cepa VH32/pvGlkGalP54/pLI01594 obtuvo el mismo valor que la silvestre/pLIO1594,
y ambas obtuvieron un rendimiento 18 % mayor que el calculado para la
VH32/pCLvGalP1/pLIO1594. Y la productividad de etanol obtenida para la mutante
VH32/pvGlkGalP54/pLIO1594 fue 2.1 y 2.6 veces mayor que la de las cepas
silvestre/plL101594 y VH32/pCLvGalP1/pLI01594, respectivamente (Fig.22).
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Figura 22. Comparacion de la productividad de etanol en cultivos aerobios.

Sin embargo, la derivada VH32/pvGlkGalP54/pLIO1594 produce mis ac. acético
que las otras dos cepas, siendo el rendimiento acético/biomasa para esta derivada 1.72 y 9.5
veces mayor, con respecto a las cepas silvestre/pLIC 1594 y VH32/pCLvGalP1/pL1IO1594

respectivamente.
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Con los cultivos aerobios se cumpli¢ con el objetivo planteado al inicio de esta
evaluacién: determinar si las mutantes PTS-Glucosa® tenfan la capacidad de producir un
metabolito de interés mas rapido que la cepa silvestre como consecuencia de un mayor flujo
de carbono en la via glicolftica. El valor de productividad de etanol obtenido para la cepa
VH32/pvGlkGalP54/pL101594 (100% mayor que el de la silvestre) nos daba indicios de

que esta aseveracién era correcta.

Este resultado alenté la continuacién de la evaluacién de las mutantes en
condiciones de anaerobiosis. Nuevamente se realizaron cultivos control de cepas sin el
vector pLO11594, para los cuales la velocidad especifica de crecimiento de la W3110 fue de
0.29 h'!, mientras que para las mutantes VH32/pCLvGalP1 y VH32/pvGlkGalP54 fue 59%
¥ 35% menor con respecto a la silvestre. Al realizar los cultivos con las cepas transformadas
con el vector pLOI1594 la velocidad de crecimiento de las mutantes no disminuyé (al
compararlos con los cultivos de las cepas sin este vector), pero solo se duplicaron una vez y
después se mantuvieron a lo largo de toda la fermentacién, siendo viables debido a que
segufan consumiendo glucosa y produciendo etanol. Sin embargo, debido a la baja
generacién de biomasa, la productividad de etanol en cultivos de las mutantes fue
significativamente menor que la de la cepa silvestre (85 % menor para VH32/pCLvGalP1y
74% menor para VHS2/pvGlkGalP). Es posible que esta incapacidad para crecer en
condiciones anaerébicas sea consecuencia de la carga metabélica provocada por la presencia
de dos vectores en las mutantes deficientes de PTS 6 a un nivel limitante de actividad de
GalP y/o Glk. Por otro lado, también es probable que se deba a un efecto pleiotrépico de la

mutacién en PTS.

Para entender si este comportamiento era efecto de la mutacién PTS o si era
consecuencia de una actividad limitante de GalP 6 Glk, se realizaron cultivos con cepas
PTS-Glucosa* obtenidas por cultivo continuo (NF9) y con derivadas de VH32 expresando
los los genes galP y glk a un mayor nivel que las cepas probadas anteriormente (alto e
intermedio, 12 y 7 veces mayor al obtenido con el vector pvGlkGalP54). Para todas las
cepas se obtuvo una velocidad de crecimiento similar 6 menor a la obtenida con la

VHS32/pvGlkGalP54, lo que permite concluir que la incapacidad de crecer eficientemente en

T4



condiciones anaerobias es caracteristica comiin de las mutantes deficientes del sistema de la

fosfotransferasa y posiblemente es consecuencia de esta inactivacion.
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La presencia de una fuente de carbono rdpidamente metabolizable en el medio de
cultivo de un microorganismo inhibe la sintesis de las enzimas involucradas en el
catabolismo de otras fuentes de carbono (Saier et al. 1996, Saier 1998). Este fenémeno se
llama represién catabélica, y el consumo secuencial de fuentes de carbono es una de sus
consecuencias. La glucosa es el carbohidrato que causa represion catabélica de forma més
eficiente, por lo que a este fenémeno se le ha llamado efecto glucosa (Saier et al. 1996). Sin
embargo, son diferentes mecanismos los que contribuyen a este efecto y la importancia
relativa de cada uno de ellos depende de varias condiciones. Por ejemplo: uno de los
mecanismos més importantes es el llamado exclusién del inductor, para el cudl el

componente ITACl de PTS es el mediador principal.

En el presente trabajo, se mostré el efecto que provoca la inactivacién del operén pis
sobre la represién que glucosa ejerce sobre la asimilacién de otros carbohidratos. Para
realizar este anélisis, se llevaron a cabo cultivos con mezclas dobles o triples de glucosa y
arabinosa y/o xilosa con la cepa NF9 (PTS-Glucosa*) aislada por Flores ef a/ (1996). in una
mezcla de glucosa-arabinosa, mutantes de E. coli deficientes de PTS, conforme a lo
esperado, al no contar con el componente 1IACk, pueden asimilar simultdneamente estos
carbohidratos. Sin embargo, en mezclas de glucosa-xilosa existe atin un efecto de represién
parcial de glucosa sobre la asimilacién de esta pentosa, ésto es de llamar la atencién, porque
en base a reportes previos, suponfamos que el efecto de glucosa en estas mutantes serfa
similar para ambas pentosas. Al realizar el cultivo en presencia de una mezcla triple de
glucosa, arabinosa y xilosa, se observé un efecto similar al obtenido con mezclas dobles:
para la cepa PTS-Glucosa* no se observé represién por glucosa sobre la asimilacién de
arabinosa, pero existe un retardamiento en el consumo xilosa. Este retardamiento es mayor
en presencia de arabinosa, por lo que el co-metabolismo parcial de glucosa-xilosa observado
en el cultivo con la mezcla doble fue inhibtdo por la presencia de arabinosa. Este
comportamiento se debe a que L-arabinosa reprime al operén .yl sin embargo, atin no se

conoce el mecanismo exacto por el cual se lleva a cabo este fenémeno (Kang et al. 1998).

Por reportes anteriores, se sabe que en E. colt existe un limite méximo en la
velocidad de consumo de la fuente de carbono, ain cuando los compuestos estén siendo

asimilados a través de diferentes sistemas de transporte (Narang et al. 1997). Los resultados
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obtenidos para los cultivos de la cepa PTS-Glucosat en presencia de mezclas de glucosa-
arabinosa o glucosa-arabinosa-xilosa confirman este desempefo caracterfstico, ya que la
velocidad de consumo simultineo de glucosa-arabinosa para los cultivos con mezclas dobles
6 triples fueron de 1.06 y 1.1 gazdcar/ Ehiomasa.h, respectivamente; mientras que las velocidades
de consumo de glucosa y arabinosa en cultivos con un solo aztcar fueron 1.15 y 0.84

Guztcar/ Zhiomasa respectivamente.

Otra diferencia importante entre las cepas analizadas (PTS* y PTS-Glucosa*) es la
cantidad de acetato producido. En cultivos con mezclas dobles se observé una menor
produccién de 4cido acético para la cepa PTS-Glucosa* que la cepa PTS*. En presencia de
glucosa-arabinosa, la cepa PTS-Glucosa* produce 30% menos acetato, mientras que en
mezclas de glucosa-xilosa los cultivos de esta mutante producen 90% menos 4cido acético
que los de la cepa PTS+, debido a que la velocidad de crecimiento en la mezcla glucosa

xilosa es 20% menor que la desarrollada en la mezcla de glucosa-arabinosa.

En contraste, cuando la mutante es cultivada en presencia de una mezcla triple de
azicares, produce 14% mds acetato que la cepa silvestre. Este resultado puede ser
consecuencia de la alta velocidad de crecimiento desarrollada por la mutante. De hecho, la
acumulacién de acetato se detiene cuando las células empiezan a crecer lentamente

utilizando xilosa en la parte final del cultivo.

Los experimentos de transporte de [1*C7-xilosa, en presencia y ausencia de glucosa,
mostraron que la glucosa es capaz de ejercer diferentes grados de inhibicién del transporte
de xilosa, dependiendo del fondo genético que se analice. En este sentido, las velocidades
iniciales de transporte de xilosa para las cepas PTS+, PTS Glucosa- y PTS-Glucosa* fueron
28, 67 y 81% menores, con respecto a los valores de velocidad observados en la ausencia de
glucosa. Para la cepa P'TS*, la inhibicién observada es el resultado de la represién catabélica
mediada por PTS. Pero en el caso de las cepas deficientes de PTS, el efecto de inhibicién
debe ser independiente de este sistema. Considerando que la principal diferencia entre las
cepas PTS"Glucosa y PTS-Glucosa* es que ésta dltuma es capaz de internalizar glneosa, los

datos presentados en este trabajo sugieren que el incremento en el efecto de inhibicién del



transporte de xilosa por glucosa en la cepa PTS-Glucosa* es dependiente de la presencia

intracelular de glucosa, mediante un mecanismo desconocido.

Por otro lado, la velocidad inicial de transporte de xilosa para la cepa PTS-Glucosa*,
calculada en ausencia de glucosa, fue en promedio 36 % mds alta que la observada para las
PTS* o PTSGlucosa. Sabemos que una caracterfstica de la cepa PTS-Glucosa* es la
presencia constitutiva del transportador GalP (el gen se expresa aGn en ausencia del
inductor natural galactosa) (F. Valle, comunicacién personal) y, de acuerdo con reportes
anteriores, esta proteiné puede transportar varios azicares ademis de galactosa, incluyendo
glucosa, xilosa y arabinosa (McDonald et al. 1997). Para probar si la diferencia en la
velocidad de transporte de xilosa entre la cepa silvestre y la mutante PTS Glucosa* era
debida a la participacién de GalP en su transporte, se analiz6 el comportamiento de la cepa
PTS-Glucosa- (NF6) transformada con el vector pCLvGalP. La velocidad de transporte
calculada para esta cepa fue 28 % mayor que la obtenida para la cepa PTS-Glucosa sin
transformar. Cabe recordar que el cultivo utilizado para estas mediciones fue realizado
usando glucosa como tnica fuente de carbono, por lo que el transporte de xilosa dependeria
principalmente de GalP. En consecuencia, el incremento obtenido para la cepa PTS-
Glucosa/pCLvGalP1 demostré que el consumo de xilosa en la cepa PTS-Glucosa* es el
resultado de las actividades conjuntas de las permeasas especificas de xilosa (codificadas por
zylE y zylT) y de GalP. En resumen, una mutante sin el sistema de la fosfotransferasa (la
cepa PTS-Glucosa*) es capaz de asimilar mezclas de glucosa y arabinosa simultineamente,
como consecuencia de la ausencia del componente [TAC! de PTS. La permeasa de arabinosa

(AraE) puede transportar esta pentosa libremente, a pesar de la presencia de glucosa.

Debido al co-metabolismo de glucosa y arabinosa en este tipo de cultivos, los
azicares totales presentes en el medio fueron consumidos mas rédpido y la mutante
desarrollé una velocidad de crecimiento mayor que la de la cepa silvestre, tanto en cultivos
con un solo azidicar como en mezclas. Estas caracteristicas poseen un gran interés para
propésitos de produccién a nivel industrial; la ausencia de represién por glucosa en el

metabolismo de algunas pentosas puede ser una prapiedad muy iitil en cepas industriales

para cultivos utilizando medio suplementado con hidrolizados hemicelulésicos de alto
contenido de pentosas (Asghari et al. 1996, Li y Frost 1999, Lindstay et al. 1995). En este
ESTA TESIS NO SATRE
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sentido, debido a su alta velocidad de crecimiento, el tiempo de fermentacién para la
mutante serd menor al de la silvestre, haciendo posible obtener un incremento en la
productividad del metabolito de interés (p. ej: amino4cidos arométicos) al utilizar estas
mutantes. Sin embargo, éstas aiin despliegan cierto grado de represién por glucosa sobre el

consumo de xilosa.

Como se ha mencionado en trabajos previos publicados por nuestro grupo (Flores et
al. 1996, Gosset et al. 1996) y en secciones anteriores de este documento, las mutantes PTS
Glucosa* ofrecen una atractiva opcién para el desarrollo de procesos productivos de
metabolitos de interés, protefnas recombinantes, asimilacién simultinea de mezclas de
sustratos y el anélisis de represi6n catabdlica y regulacién génica entre otras, debido al
nuevo ambiente metabélico y regulador que poseen estas mutantes. Sin embargo, la
utilizacién de estas cepas en procesos de produccién industrial, requiere de un adecuado
conocimiento acerca de las actividades que les permiten poseer el fenotipo glucosa*. El
método inicial de obtencién de cepas PTS-Glucosa* usado por Flores et al. (1996) posee
algunas desventajas (discutidas también en secciones anteriores): no es totalmente
reproducible, ya que no fue posible obtener mutantes glucosa* a partir de todas las cepas
probadas y las mutantes generadas no tienen un fondo genético conocido. Debido a lo
anterior, surgié la necesidad de realizar un estudio acerca del papel de las protefnas GalP y
Glk en el transporte de glucosa en las cepas PTS- y asf mismo crear un nuevo método de
obtencién de mutantes PTS-Glucosa* que cubriera los requerimientos surgidos por el uso y
caracterizacién de las mutantes que ya habian sido aisladas por el método de cultivo

continuo (Flores ef al, 1996).

Para establecer las condiciones y bases del nuevo método fueron considerados
algunos aspectos importantes que a continuacién se discuten:

- Cuiles eran los genes involucrados en el fenotipo Glucosa*: Por la caracterizacién

de las mutantes generadas anteriormente por Flores et al (1996), se sabe que al
menos dos genes se encuentran involucrados en este fenotipo: el gen galP que
codifica para el transportador de galactosa y el gen glk que codifica para una
glucocinasa. Sin embargo, al inicio de este trabajo no se tenfa la certeza de que solo

estos dos genes fueran capaces de generar eficientemente la capacidad de asimilar
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glucosa en mutantes deficientes del sistema de la fosfotransferasa. En paralelo, se
realizaron estudios por Flores ¢f al (En prensa) en los cuales se demuestra que en las
mutantes PTS-Glucosat, generadas por cultivo continuo, existen otras enzimas cuya
actividad ha sido modificada, especificamente se sabe del caso de Pgi (fosfoglucosa
isomerasa) y Zwf (glucosa 6-fosfato deshidrogenasa): ambas presentan un
incremento en su actividad con respecto al fondo silvestre. La hip6tesis planteada
sugeria que la obtencién de los niveles adecuados de expresién transcripcional de
estos los genes galP y glk permitiria obtener mutantes PTS-Glucosa*, capaces de
desarrollar velocidades de crecimiento similares a la pum.x de la cepa parental,

utilizando glucosa como unica fuente de carbono.

La mejor opcién para alcanzar los niveles de expresién adecuados para glky galP era

mediante la utilizacién de una conjunto de promotores constitutivos, Existen varias

formas de modular la expresién transcripcional, algunas de ellas son: Realizar
modificaciones en una regién promotora para obtener promotores que permitan la
expresién a diferentes niveles, utilizar promotores diferentes con fuerza variable,
emplear vectores con diferentes niimeros de copias 6 en el caso de promotores
inducibles es posible usar diferentes concentraciones del inductor, entre otras.
Analizando estas opciones se decidié que la mas adecuada era utilizar fusiones a
promotores constitutivos de diferente fuerza para evitar el uso de inductores que
pudieran activar la transcripcién de otros genes del cromosoma y vectores de alto
nimero de copias que pudieran provocar un efecto negativo por carga metabdélica. El
conjunto de promotores utilizado fue obtenido mediante mutagénesis dirigida,
realizando cambios de una sola base en la secuencia consenso de la caja -35 del
promotor {rc, obteniéndose 4 mutantes con fuerza menor a la del promotor silvestre

entre 8 y 85% con respecto al promotor frc silvestre.

Cémo seleccionar el nivel de expresién transcripcional de galP v plk. Actualmente se

sabe que la mejor forma de manipular el flujo de carbono es mediante la
optimizacién de los niveles de actividad enzimética de la via metabdlica de interés,
en lugar de sobreexpresar los genes involucrados ya que un exceso de proteina

puede tener un efecto negativo en el objetivo que se desea alcanzar. En este trabajo
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se utilizé la velocidad de crecimiento como pardmetro para evaluar los diferentes
niveles de expresién de los genes involucrados en el transporte y fosforilacién de
glucosa. Es importante mencionar que el nivel de expresién mas adecuado para Jos
dos genes, probablemente depende del fondo genético y de la aplicacién que se desee
dar a las cepas generadas, por lo que, el pardmetro de evaluacién puede cambiarse
para aislar mutantes en diferentes condiciones de cultivo y para diferentes usos y

aplicaciones.

En consecuencia, el sistema de expresién generado tiene las siguientes

caracteristicas:

- Los promotores son constitutivos (en el fondo /acF), permitiendo la expresién de
genes en un nivel relativamente constante durante todas las fases del cultivo.
- Los promotores pueden ser usados simultineamente para expresar varios genes a

diferentes niveles.

Al subclonar este conjunto de promotores fusionados a gik y galF en vectores de bajo
namero de copias, fue posible obtener la combinacién de promotores mutantes que permitié
lograr el nivel de expresién adecuado para reconstituir el fenotipo Glucosa* desarrollando
velocidades de crecimiento similares a la cepa silvestre. Cabe mencionar que la
caracterizacién completa de estos promotores fue realizada mediante el andlisis de ensayos
enziméticos para las fusiones al gen glf, clonadas en vectores de bajo niimero de copias. En
este andlisis se observd que existe mayor actividad de Glk en estas condiciones, que cuando
se usan cepas transformadas con vectores que ademas de la fusién #r¢c*glk contienen la fusién
a galP en el mismo plasmido. Este resultado puede ser debido a una menor expresién
transcripcional por efecto de competencia entre las regiones promotoras cercanas
contenidas en el vector por la RNA polimerasa. Adicionalmente, se traté de encontrar una
correlacién entre la velocidad de crecimiento obtenida por las mutantes y los valores de
actividad enzimitica de Glk y velocidad de transporte de glucosa medidos. Sin embargo, no

fue posible correlacionarlos debido a que los valores encontrados experimentalmente fueron
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significativamente menores a los calculados por la ecuacién 8 presentada en la seccién de

Resultados.

Un resultado importante y que no se esperaba, fue la reconstitucién de la capacidad
de asimilar glucosa por cepas deficientes de PTS expresando solo el gen galP bajo el control
del promotor trct 6 tre4. Con la expresién de galP fue posible obtener una velocidad de

crecimiento 20% menor a la obtenida al expresar los dos genes (glk y galP).

La primera evaluacién de la expresién individual de galP fue realizada expresando
este gen bajo el control del promotor frcs (silvestre) en el vector de bajo nimero de copias
pCL1920. Debido a que ¢rc es un promotor fuerte, existia la posibilidad de que un exceso de
GalP en membrana fuera la causa de este decremento en la velocidad de crecimiento.
Ademis, por la caracterizacién realizada se sabe que al expresar ambos genes bajo el
promotor silvestre se mantiene la alta velocidad de crecimiento. Por esta razén, se tenian
dudas de cual era el motivo por la cual no se obtenia la misma velocidad de crecimiento al
expresar s6lo galP que al expresar los dos genes. Para aclarar esta duda, se realizaron
cultivos de la cepa PTS- expresando ga/P bajo un promotor més débil (¢rc#), como el usado
en la cepa VH32/pvGlkGalP54 que desarrolla una velocidad de crecimiento igual a la de la
cepa silvestre expresando los genes glk y galP, al utilizar los promotores mutantes més
débiles (frc4 y tres). Con esta fusion, es posible disminuir la expresién de este gen hasta en
un 90% con respecto a la fusién al promotor #rc silvestre y, sin embargo, se obtuvo la misma
velocidad de crecimiento al expresar galP con los promotores frcl 6 tre4. Este resultado
indica que el gen galP posee mayor relevancia que glk en la reconstitucién del fenotipo
Glucosa*, debido a que la expresién individual del gen de la glucocinasa no permite
reconstituir la capacidad de asimilar glucosa, contrario a lo observado con la expresion
individual de galP. Sin embargo, para que una mutante PTS- alcance una velocidad de
crecimiento igual a la cepa silvestre parental, se requiere la expresién adecuada de ambos

genes galPy glk.

las mutantes PTS-Glucosat generadas en este trabajo desarrollan
velocidades de crecimiento ligeramente diferentes cuando son cultivadas en matraz o en

fermentador, sin embargo conservan la misma tendencia. Para cultivos de fermentador, los
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valores de p son menores a los observados en matraz en un rango variable de 0.08 a 0.1 hl,
el motivo por el cual la velocidad de crecimiento disminuye en el fermentador no es muy
claro, ya que estos cultivos se llevan a cabo en condiciones controladas de pH y temperatura
¥ con mejor aireacién, por lo que la concentracién de oxigeno disuelto nunca es menor a
20%, a diferencia de los cultivos en matraz en los que solo se controla la temperatura
ambiental. Los cultivos en fermentador permitieron verificar que la causa por la que las
mutantes PTS-Glucosa® presentan un menor rendimiento blomasa-sustrato es que
producen mias 4cido acético que la cepa silvestre, posiblemente a causa de un exceso en el

flujo de la via glicolftica.

En estas condiciones, un flujo acelerado en la via glicolitica puede considerarse como
una desventaja, porque como consecuencia de ello, tienen mayor produccién de acetato y
por lo tanto menor rendimiento biomasa/sustrato, porque la presencia de acetato en el
medio de cultivo es un inhibidor del crecimiento (Luli ef af, 1990. Ponce 1999). Sin embargo,
esto podria ser una ventaja si estas mutantes son modificadas para desviar el flujo de
carbono hacia la via de produccién de un metabolito de la via comtin o de la via del PEP o
piruvato, ya que potencialmente serian capaces de mantener rendimientos altos de producto
y desarrollar productividades mayores que la cepa silvestre. La evaluacién de esta
caracteristica se realizé mediante el desvio del flujo de carbono hacia la produccién de
etanol, utilizando un vector de expresién que contiene los genes pdc y adhB, obteniéndose
un incremento del 150% en el rendimiento etanol/biomasa y 100% en la productividad
especifica de etanol creciendo en aerobiosis. Este resultado corrobora la propuesta
planteada: las mutantes PTS-Glucosa* son capaces de desarrollar velocidades de produccién

especifica mayores que la cepa silvestre.
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Finalmente, del trabajo descrito en este documento se desprenden las siguientes

Conclusiones:

* En un fondo PTS-Glucosat no se lleva a cabo el efecto de represién catabélica por
glucosa sobre el consumo de arabinosa, por lo que esta mutante es capaz de
cometabolizar estos dos azticares en sus mezclas y también en mezclas triples de
glucosa-arabinosa-xilosa.En mezclas de glucosa-xilosa y glucosa-arabinosa-xilosa
atin se presenta represién por glucosa sobre el consumo de xilosa.

% En base a los resultados obtenidos, es posible pensar que en un fondo silvestre
existen diferentes mecanismos de represioén por glucosa para la asimilacién de xilosa
6 arabinosa.

% El efecto de represién catabélica por glucosa sobre el transporte y consumo de
xilosa en la cepa PTS-Glucosat es menor que el desarrollado en una cepa silvestre y
depende de la presencia intracelular de glucosa a través de un mecanismo

desconocido.

% Las diferencias observadas en la regulacién de la asimilacién de aziicares por la
mutante PTS-Glucosa* le permite asimilar mezclas de azlcares a una mayor
velocidad que la cepa parental. E]l consumo volumétrico de los aziicares totales para

la mutante es 19% menor que el de la silvestre.

% Se gener6 un conjunto de promotores que permite la modulacién de la expresién de
genes en un rango de 8% a 100%. Estos promotores pueden tener usos miultiples al

ser constituvos en un fondo lacF o regulables por IPTG en un fondo lacl*.

* La expresién del gen galP es suficiente para reconstituir la capacidad de asimilar
glucosa en cepas de Escherichia coli PTS:, alcanzando una la velocidad de crecimiento

tan solo 20% menor a la desarrollada por la cepa silvestre parental.
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%* La expresién de galP y glk bajo el conjunto de promotores trc* en vectores de bajo
niimero de copias permite reconstituir el fenotipo Glucosat en cepas de Eschertchia
coli PTS-lacl desarrollando velocidades de crecimiento iguales a la velocidad de
crecimiento de la cepa silvestre que les dio origen.

% Se generé un método reproducible para la obtencién de cepas de genotipo conocido
capaces de transportar glucosa rédpidamente a pesar de no contar con un sistema
PTS funcional (fenotipo PTS-Glucosat).

% Una mutante PTS-Glucosat posee una mayor capacidad de produccién especifica de
etanol que la cepa silvestre, el valor de velocidad especifica de produccién obtenido
para ella fue el doble del calculado para la cepa silvestre en condiciones de

aerobiosis.
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Analizar el mecanismo por el cuél Escherichia coli desarrolla un consumo preferencial
de pentosas. Asf como tratar de definir las diferencias, si es que estas existen, entre
la regulacién del consumo preferencial de pentosas en una cepa silvestre y en una
mutante PTS-. En base al conocimiento generado a través de este andlisis proponer

una estrategia para eliminar este efecto.

A pesar que no se conoce exactamente el mecanismo por el cual se regula la
asimilacién secuencial de pentosas, se sabe que la presencia de AraC provoca la
asimilacién preferencial de arabinosa sobre xilosa. Por lo que la protefna AraC puede
estar involucrada en la regulacién negativa de la transcripcién del operén ryl Una
estrategia para evitar el consumo secuencial de arabinosa y xilosa podrfa ser el
cambio de la regién reguladora del operén de xilosa ryldB (codifican para una
isomerasa y una cinasa especificas para el metabolismo de xilosa) y del zylE (codifica
para el transportador de baja afinidad de xilosa) por una regién de regulacién que

permita la expresién constitutiva de estos genes.

Obtener mutantes que posean las fusiones de frc* a los genes glk y galP en
monocopia integradas al cromosoma. Para no afectar ning(n otro locus en E.colz, es
posible obtener este genotipo cambiando solo la regién promotora silvestre de los

genes galP y glk presentes en el cromosoma por los promotores derivados de fre.
Realizar la seleccién de los niveles de expresién adecuados para las fusiones de trc* a
los genes glk y galP integrados en cromosoma, basidndose en un criterio de interés

especifico ({4, productividad, etc.)

Evaluar el crecimiento y productividad de estas mutantes PTS-Glct en medio

mfnimo suplementado con mezclas de azicares ¢ hidrolizados lignocelulésicos.
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Abstract Due to catabolite repression in microorgan-
isms, sugar mixtures cannot be metabolized in a rapid
and efficient manner. Therefore, the development of mu-
tant strains that avoid this regulatory system is of special
interest to fermentation processes. In the present study,
the utilization of sugar mixtures by an Escherichia coli
mutant strain devoid of the phosphotransferase system
{PTS) was characterized. This mutant can transport glu-
cose (PTS- Glucoese* phenotype) by a non-PTS mecha-
nism as rapidly as its wild-type parental strain. In cul-
tures grown in minimal medium supplemented with glu-
cose-xylose or glucose-arabinose mixtures, glucose re-
pressed arabinose- or xylose-utilization in the wild-type
strain. However, under the same culture conditions with
the PTS- Glucose™ mutant, glucose and arabinose were
co-metabolized, but glucose still exerted a partial repres-
sive effect on xylose consumption. In cultures growing
with a triple mixture of glucose-arabinose-xylose, the
wild-type strain sequentially utilized glucose, arabinose
and finally, xylose. In contrast, the PTS- Glucose* strain
co-metabolized glucose and arabinose, whereas xylose
was utilized after glucose-arabinose depletion. As a re-
sult of glucose-arabinose co-metabolism, the PTS- Glu-
coset strain consumed the total amount of sugars con-
tained in the culture medium 16% faster than the wild-
type strain. [¥C]-Xylose uptake experiments showed
that in the PTS- Glucose* strain, galactose permease in-
creases xylose transport capacity and the observed par-
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tial repression of xylose utilization depends on the pres-
ence of intracellular glucose.

Introduction

Glucose is the main carbon source used in the fermenta-
tion industry. However, for production of some bulk
chemicals, it is expensive as a raw material (Dale 1999;
Lugar and Woolsey 1999; Sheehan and Himmel 1999).
Hence, the availability of altemative and less expensive
carbon sources is highly desired. One possible source
could be lignocelullosic hydrolysates that contain mix-
tures of glucose, arabinose, xylose and small amounts of
galactose and mannose (Asghari et al. 1996; Bothast et
al. 1999; Sheehan and Himmel 1999), When these hy-
drolysates are utilized as a carbon source, bacteria dis-
play a catabolic repressive effect that does not permit the
simultaneous consumption of all sugars, i.e. sugars are
sequentially consumed resulting in several exponential
growth phases that arc separated by intermediate lag
phases, developing so-called diauxic growth (Monod
1942; Epstein et al. 1975). Catabolite repression and in-
ducer exclusion are the main mechanisms by which cells
select the order in which the sugars are metabolized
(Postma and Lengeler 1993; Postma et al. 1996; Saier et
al. 1996). This response is mediated mainly by one of
the enzymes of the phosphotransferase system (PTS}, i.e.
enzyme [[AGucose (Hogema et al. 1998). Using phospho-
enolpyruvate (PEP) as the phosphoryl donor, the PTS
catalyzes the transport and concomitant phosphorylation
of several sugars, and it also coordinately modulates
both cytoplasmic inducer and cAMP levels in a way that
can account for repression of enzyme synthesis (Postma
et al. 1996). Escherichia coli strains lacking the PTS ex-
hibit pleiotropic effects and cannot grow on a wide vari-
ety of carbon sources including both PTS and non-PTS
sugars (Flores et al. 1996; Postma et al. 1996),

Our group has previously reported a method for the
isolation of E. coli mutants with an inactive PTS, which
can metabolize glucose and achieve high growth rates

100



(PTS- Glucose™ phenotype)} (Flores et al. 1996). In these
mutants, rapid glucose consumption is dependent on a
functional galactose permease (ga/P) gene in the chro-
mosome (Flores et al. 1996); therefore, it is assumed that
the transporter protein GalP internalizes glucose. Internal
glucose should be phosphorylated and the enzyme that
can catalyze this reaction is glucokinase. Partial charac-
terization of these PTS- Glucose* strains revealed that
the level of glucokinase is higher than that present in the
parent wild-type strain (8. Flores, personal communica-
tion). Interestingly, despite the absence of the PTS, char-
acterization of these strains has shown that some of them
are able to utilize other sugars (Flores et al. 1996), in-
cluding PTS class I and II compounds not metabolized
by PTS- strains (this PTS compound classification has
been reported previously by Postma et al. 1996).

Industrial interest in PTS- Glucose* strains comes
from the expected increase in metabolic availability of
the precursor molecule PEP, which results from the elim-
ination of PTS-dependent PEP consumption for glucose
transport. Characterization of these mutant strains has re-
vealed that they can synthesize aromatic compounds
with higher yield and productivity than a wild-type strain
(Flores et al. 1996; Gosset et al. 1996; Bacz ct al. 2001).
These results confirm that PEP availability has increased
significantly as a result of PTS inactivation.

The purpose of this work was to extend our knowl-
edge of the physiology of the PTS- Glucose* phenotype
with regard to sugar mixtures consumption. We studied
the capability of one of these E. coli PTS$- Glucose® mu-
tants, the NF9 strain (Flores et al. 1996), to utilize the
three more abundant sugars in hemicelullosic hydroly-
sates of hardwood and agricultural residues: p-glucose,
D-xylose and L-arabinose (Asghari et al. 1996; Li and
Frost 1999; Shechan and Himmel 1999). It was found
that this strain could simultaneously metabolize D-glu-
cose and L-arabinose. As a result of this characteristic,
the PTS- Glucose* strain consumed total sugars in a cul-
ture containing glucose, arabinose and xylose, faster than
a wild-type strain.

Materials and methods

Bacterial strains, plasmids and growth conditions

E. coli strains used in this study: parent strain PB103, F- AlacU169
trpR, tnaA2, a Trp* derivative of strain €534 (Mascarenhas 1987).
In this work, strain PB103 is referred to as wild type. NF6 is a
PTS- Glucose~ derivative of PB103, obtained by Pl vir phage
transduction using TPB2811 as a donor as described by Silhavy
et al. (1984). NF9 is a PTS- Glucose* derivative of NF6, obtained
by a selection methed using a chemostat as described by Flores et
al. (1996). TP2811: F-, xyl, argHl, lacX74, aroB, ilvA, A(ptsH,
ptsl, err):KmR(Levy et al. 1990). Plasmid pCLvGalPl is a
pCL1920 (Lerner and Inouye 1990) derivative containing the ga/P
gene controlled by the tre promoter (Brosius et al. 1985).

Inoculum preparation

Strains from frozen vials were inoculated in 125 ml flasks contain-
ing 25 ml of M9 minimal medium (Maniatis et al. 1989) supple-
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mented with 1% tryptone. Flasks were incubated for 12 h at 37°C
and 300 rpm in an orbital shaker (G25, New Brunswick Inc., NJ).
Kanamycin (33 mg/1) was added to all NF6 and NF9 cultures.

Fermenter cultures

One liter of M9 minimal medium supplemented with 2 g/] of sugar
(or 1 g/l of each sugar for mixtures) was used in a baffled stirred
tank fermenter equipped with a six-blade Rushton turbine and
controlled by BLSL Biolafitte Maestro (Biolafitte, Princeton, NJ).
Working conditions were 600 rpm, 1 vvm (air volume x media
volume~! min-!), 37°C and pH 7 (controiled by automatic addi-
tions of 2.5% NH,. All cultures were initiated at an ODy, of 0.05.
Specific sugar consumption rates were calculated from the expo-
nential growth data as the ratio between the specific growth rate
and biomass yield.

Analytical methods
Biomass determination

Optical density was measured at 600 nm in a spectrophotometer
{Lambda 11 Perkin Elmer, Pomona, Calif.). Culture data represent
the average of at least two fermentations; ODgy, was converted to
dry cellular weight using a standard curve (1 ODgy,=0.37 g/t of
dry cellular weight).

Sugar analysis

Glucose was determined with an enzymatic analyzer (EKTACHEM
DT60 11 multiple analyzer, Kodak, N.Y.). Xylose was determined
by HPLC using a Waters amino carbohydrate column (WAT044355,
Waters, Milford, Mass.) and acetonitrile, 80% in water, as the mo-
bile phase (1.4 ml/min) at 28°C. Arabinose concentration was de-
termired by the dinitrosalicylic acid (DNS) technique (Chaplin
and Kennedy 1987). In sugar mixtures, arabinose concentration
was calculated by determining total sugars with the DNS tech-
nique and subtracting glucose and xylose content as determined by
the previously described methods.

Acetate analysis

Acetate concentration was determined by HPLC using a ROA-or-
ganic acid column (300x7.8 mm, OOH-0138-K0O, Phenomenex,
Torrance, Calif), and 5 mM H,50,; as the mobile phase
(0.5 ml/min) at 50°C.

Measurement of initial rates of [!*C]-xylose uptake

Strains were grown overnight in 250 ml flasks, with 50 m] of M9
medium supplemented with 2 g/l of xylose at 37°C and 300 rpm.
This culture was used to inoculate 250 m! flasks, with 50 ml M9
medium supplemented with 2 g/l of glucose, at an ODygy, of 0.3,
and grown for 2 h at 37°C and 300 rpm. Cells were harvested
(5,000 g for 10 min) cooled on ice, washed in 1x M9 salts and re-
suspended in the same medium without sugars at an ODygy, of 1.
For the [1¥C]-xylose uptake assays, 540 pl of cell suspension was
incubated 10 min at 37°C, then the reaction was started by the ad-
dition of 60 pl of [**C]-xylose (0.5 mM, 5 mCi/mmol). For glucose
repression experiments, 30 pl of ["C]-xylose (1 mM, 5 mCi/mmeol)
and 30 ul of glucose (10 mM) were added to the cell suspension.
The reaction was kept at 37°C with shaking and 50 pl samples
were taken at 1, 3, 7,9, 1} and 13 min. Samples were filtered im-
mediately through membrane filters (pore size: 0.45 pm) and
washed three times with M9 salts. Filters were dried and placed in
vials with 5 mi of Ecoiite scintiliation cocktail (ICN Biomedicals,
Costa Mesa, Calif.). Radioactivity was measured in a scintillation
counter. The [1¥C]-xylose uptake rates were calculated from the ini-
tial linear data in a plot of intracellular ['*C]-xylose vs time.
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Results

Growth kinetics for wild-type and PTS- Glucose* strains
cultured on single and dual sugar combinations

In corder to determine the kinetic parameters for batch
cultures with single sugars, the wild-type and PTS- Glu-
cose” strains were grown in M9 minimal medium sup-
plemented with one of the following three sugars: glu-
cose, arabinose or xylose. Biomass yield, specific growth
rate and specific sugar consumption rate were deter-
mined for all cultures (Table 1). A comparison between
the wild-type and PTS- Glucose* strain showed that the
specific growth rates on single sugars were always
slightly slower for the latter strain. Interestingly, biomass
yield on arabinose for the PTS- Glucose* strain was 28%
higher than that found for the wild-type strain.

Cultures containing two sugars were carried out to
evaluate if the glucose repression effect over arabinose
or xylose consumption occurs in the PTS- Glucose*
strain. As a control, the wild-type strain was cultivated
under the same conditions. As seen in Fig. 1, the wild-
type strain showed a lag phase between 6 and 6.5 h of
cultivation with glucose-arabinose and between 9 and
10 h of cultivation with glucose-xylose mixtures. Ac-
cordingly, sugars were consumed sequentially (Fig. 1B, C).
The point where glucosc is exhausted coincides with the
temporary growth rate decrease (Fig. 1A). These data are
indicative of diauxic growth in these cultures. With re-
gard to acetate production, the same amount was accu-
mulated for both wild-type cultures (0.38 g/1). Rates of
growth and sugar consumption, determined during the
glucose consumption period, are similar to those ob-
tained for the single glucose cultures (Table 1).

In dual-sugar cultures with the PTS~ Glucose* strain,
no lag phases were observed (Fig. 1A). Measurements of
sugar consumption in cultures with glucose and arabi-
nose clearly showed that both sugars were consumed

Table 1 Kinetic parameters for batch fermenter cultures of wild-
type and PTS- Glucose* strains grown in minimal medium supple-
mented with single, dual and triple sugar mixtures as carbon

simultaneously (Fig. 1C). In this culture, the specific
growth rate was 0.52 h-!, 21% faster than that measured
for the wild-type strain metabolizing glucose on single
or dual sugar combinations. In glucose-xylose cultures,
xylose consumption started after 9 h when cells were
still consuming glucose. This result indicated that catab-
olite repression occurred in these conditions, but it was
less severe in this strain than in the wild-type (Fig. 1B).
Interestingly, no lag phase was observed, as only a single
exponential growth phase with a specific growth rate of
0.42 h-! was determined. Concerning the production of
acetic acid, it reached final concentrations of 0.25 and
0.04 g/1 for glucose-arabinose and glucose-xylose mix-
tures, respectively (Fig. 1D).

Growth kinetics for wild-type and PTS- Glucose*
strains cultured on the triple sugar combination, glucose,
arabinose and xylose

The PTS- Glucose™ strain and its parental wild-type
strain were grown in the simultaneous presence of glu-
cose, arabinose and xylose (Fig. 2). As expected, the
wild-type strain sequentially consumed these three sug-
ars, which were exhausted after 13 h (Fig. 2B). Three
specific growth rates were calculated, one for each car-
bohydrate assimilation period: 0.47 h-! for glucose,
0.51 h-! for arabinose-xylose and 0.17 h-' for xylose
(Table 1). The third growth rate, corresponding to the
xylose consumption period, was significantly slower
than that observed for single xylose cultures. This reduc-
tion in specific growth rate could be caused by accumu-
lated acetate (0.28 g/1).

In contrast, PTS- Glucose* cultures consumed the tri-
ple sugar mixture in 11 h (Fig. 2C) and developed only
two consumption periods, the first for glucose and arabi-
nose growing at (.54 h-l, and the second for xylose
growing at 0.26 h™! (Table 1). Interestingly, the growth

source®. Initial glucose, arabinose (Ara) and xylose (Xyf) concen-
trations were 2 g/l for single sugar cultures and 1 g/l for sugar
mixtures

Sugar Wild-type strain PTS-Glucose* strain
Specific Biomass Specific sugar Specific Biomass Specific sugar
growth rate yield consumption growth vield consumption
(h_l) (gbiomass /gi) rate rate (h-l) (gbiomass/gs) rate
(gs/gbiumasrh) (gs/gbinmn.;s'h)
Glucose 0.42 0.32 1.28 0.36 0.31 1.15
Ara 0.48 0.39 1.25 0.42 0.5 0.84
Xyl 0.37 0.45 0.89 0.34 0.36 0.94
Glucose-Ara 0.43.), 0.3%; 150050 109100050 (.52 0.49 1064, n
03300 032, 104 : Clucsserd
Glucose'xyl 0'480Iucose 0'4261ucosc . l4G!ucuse 042 0.55 0'77('1‘lucosc+Xyl
Xyl Xyl 0.715,
Glucose-Ara-Xyl  0.47 1,005 0.6G1uc08e 0.7861ucase 0.54G1cose + Am 0-3Giucose+Ara L] ctransars
0.50 e o o Aty LS eyt .26y, 041y Sxyi
0.17y, 0.6xy, Xyl

® Average from at least two independent fermentations for each test, with relative errors lower than 10%
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Fig. 1A-D Comparative growth of the wild-type and PTS- Glu-
cose* strains in minimal medium supplemented with a mixture of
glucose and arabinose (Gle-Ara) or glucose and xylose (Gle-Xyl).
The initial concentration of each sugar was 1 g/l. A Growth
curves, B, C sugar consumption for wild-type and PTS- Glucose*
strains: (@) glucose, (W) arabinose and () xylose; D acetic acid
accumulation

rate for the first period was significantly higher than
those obtained for its corresponding single sugar cul-
tures: 0.36 h-! for glucose and 0.42 h-! for arabinose.
The growth rate on xylose was considerably slower than
that observed for the single xylose culture, as for the
wild-type strain this might be because of accumulated
acetate (0.45 g/l). Since the mutant maintained higher
specific growth rates during the triple sugar culture, the
total fermentation time was 16% shorter than that of the
wild-type. Regarding the specific sugar consumption rate
for the glucose-arabinose assimilation period, it was
equal to that determined for the corresponding dual-sug-
ar mixture cultures. In contiast, ihe consumption rate for
xylose was notably slower than that determined for sin-
gle xylose cultures, as observed also for the dual-sugar
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Fig. 2A-D Growth kinetics of wild-type and PTS- Glucose* fer-
mentations performed in the simultaneous presence of glucose,
arabinose and xylose. The initial concentration of each sugar was
1 g/l. A growth curves; B, C sugar consumption for wild-type and
PTS- Glucose* strains: (@) glucose, (W) arabinose and (M} xy-
lose; I acetic acid accumulation

mixture cultures, On the other hand, in cultures growing
on the triple sugar mixture, the total biomass yield was
similar for both strains (0.45 g produced biomass/g total
sugar).

[t4C}-Xylose uptake in the presence
and absence of glucose in wild-type, PTS~ Glucose-
and PTS- Glucose* strains

To provide information about the mechanism of partial
glucose repression of xylose utilization in the PTS- Glu-
cose* strain, the initial rates of [14C]-xylose uptake in the
presence and absence of glucose in the PTS*, PTS- Glu-
cose~ and PTS- Glucoset strains were measured. The
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['4C]-xylose uptake rates measured without glucose in
witd-type, PTS- Glucose- and PTS- Glucose™ strains
were 7.2+0.65, 7.4+0.54 and 9.9+0.75 nm xylose mg
protein~! min-!, respectively. On the other hand, in the
presence of non-radioactive glucose (500 pM), [14C]-xy-
lose uptake tates decreased to 2.040.17, 4.9+0.19 and
3.120.19 nm xylose mg protein-''min-!, respectively.
These results clearly show that glucose inhibits [4C]-xy-
lose uptake, even in strains devoid of the PTS.

['“C]-Xylose uptake in a PTS- Glucose- strain
with the over-expressed galP gene

From previous results, it was detertmined that [14C]-xy-
lose uptake in the PTS- Glucose* strain was 36% higher
than that observed for the wild-type or the PTS- Glu-
cose~ strain. Tn order to test if GalP, which is involved in
glucose transport in the PTS-Glucose* strain, was also
involved in the observed increase of [14C]-xylose uptake
for this strain, the PTS- Glucose~ strain was transformed
with a plasmid (pCLvGalPl) carrying the galP gene un-
der the control of the strong frc promoter. To avoid in-
duction of the xylose transport system the PTS-Glu-
cose/pCLvGalP1 strain was grown using glucose as the
only carbon source, The initial rate of [4C]-xylose up-
take measured for this strain was 9.4+0.88 nm xylose mg
protein~! min!; this value is similar to that determined
for the PTS- Glucose* strain.

Discussion

In this work, it was determined that no glucose repres-
sion occurs in the PTS- Glucose* strain upon utilization
of arabinose. However, xylose consumption was partial-
ly repressed by glucose. ['*C)-Xylose uptake experi-
ments in the presence of glucose showed that, depending
on the genetic background, glucose exerts varying de-
grees of xylose-transport inhibition. Regarding the PTS-
Glucose- and PTS- Glucose* strains, the major differ-
ence between them is that the latter is capable of glucose
internalization. The results obtained showed that glucose
repression of [C]-xylose uptake was higher in the PTS-
Glucose* strain. Therefore, it can be assumed that inhibi-
tion of xylose uptake in this strain is dependent on the
presence of intracellular glucose. However, the mecha-
nism causing this inhibition is not known. In addition,
glucose-xylose co-metabolism was completely inhibited
by the presence of arabinose. This effect is attributed to
the preferential pattern of pentose consumption that E.
coli exhibits as reported by Kang et al. (1998). These au-
thors found that L-arabinose represses the xy/ operon, al-
though the mechanism has not been determined.

In the PTS- Glucose™* strain, GalP is involved in glu-
cose transport. However, it has been reported that this
protein can aiso transpoii several different sugars includ-
ing xylose (McDonald et al. 1997). By over-expressing
the galP gene in the PTS- Glucose- strain, it was possi-

ble to increase its xylose-transport capacity to a level
similar to that observed for the PTS- Glucose* strain.
These results showed that it should be possible to en-
hance both glucose- and xylose-transport capacity by
controlling galP gene expression in a PTS- Glucose-or a
PTS- Glucose* strain. It can also be concluded that for
the PTS- Glucose* strain grown in medium containing
xylose, the transport capacity for this sugar is the result
of the added activities of the xylose permeases and GalP.

In the present work, it was shown that a mutant hav-
ing the PTS- Glucose* phenotype could metabolize glu-
cose and arabinose mixtures simultancously. To our
knowledge, no other E. coli mutant has been reported to
confer such a phenotype. As a consequence of the co-
metabolism of glucose-arabinose, the total sugars from
the medium were consumed faster while the mutant
strain maintained a higher specific growth rate than the
wild-type strain. These are important characteristics for
industrial production purposes: the lack of glucose re-
pression on the metabolism of some pentoses can be a
highly useful trait for strains grown in media derived
from lignocelullosic hydrolysates, such as those used in
emerging biological technologies for the production of
ethanol or aromatic compounds (Lindsay et al. 1995;
Asghari et al. 1996; Li and Frost 1999). Finally, because
of the relatively higher growth rates displayed by the
PTS- Glucoset strain growing in triple sugar mixtures, it
can be expected that its productivity would be higher
when compared to a wild-type strain.
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ABREVIATURAS

Anb

HGal
bla

cat

cb

Cm
D.O.uom
DHAP

galP
INV

IPTG

kb
Km

lack

lacZ

LB

antibiético(s)

ampicilina

enzima P—galactosidasa

gen que codifica la enzima B—lactamasa (ApR)

gen que codifica la enzima cloramfenicol acetil-transferasa (CmR)
carbenicilina

cloramfenicol

densidad 6ptica determinada a una longitud de onda especifica
8-deoxy-D-~arabino-heptolusonato 7-fosfato

eliminacién de un fragmento del cromosoma bacteriano o de algin
gen determinado

Escherichia

gentamicina

gen que codifica para el transportador de galactosa.

inversién del fragmento del cromosoma comprendido entre los genes
especificados para cada caso v.gr. INV(ranD-ranE)

inductor gratuito de la expresién del operén de lactosa (isopropil B-
D-tiogalactopiranésido)

kilo base o 1,000 pares de bases

kanamicina

bacteriéfago lambda

gen que codifica la protefna represora del operén de lactosa. El
promotor de este gen lleva una mutacién puntual en la caja -35 que
cambia una C por una T en la posicién 5; esto, provoca un incremento
en la expresién a partir de este promotor que se traduce en
aproximadamente 10 veces més concentracién del represor.

gen que codifica la enzima PBGal involucrada en el metabolisma de
lactosa

medio de cultivo Luria-Bertani
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MCS

Spec
T4Pol
Tet

tre

wt

XGal

sitio de clonacién miltiple

Medio minimo M9

neomicina

origen(es) de replicacién del DNA

origen gama de replicacién condicionada de] plasmido R6K

origen de transferencia del replicén RP4

plasmido

promotor

pares de bases

reaccién en cadena de la polimerasa

fosfoenolpiruvato

promotor lac con la mutacién UV5 que aumenta la fuerza de este
promotor

sistema de la fosfotransferasa

resistencia

replicén silvestre de E. coli que confiere resistencia a estreptomicina y
ampicilina

sensibilidad

estreptomicina

espectinomicina

DNA polimerasa del fago T4

tetraciclina

promotor hibrido, posee la regién regulatoria del promotor de
triptofano hasta la caja -35 y la regién correspondiente a la caja —10
del promotor lacUV;

forma silvestre

sustrato cromogénico de la enzima PB-galactosidasa (5-bromo-4-cloro-
3-indolil B-D-galactopiranésido)

insercién o fusibn de una construccién genética en un locus

determinado
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UNIDADES DE LOS PARAMETROS UTILIZADOS.

m
Yx/ARA
YarxyL
YisGLe
Yx/s
YeETANOL/x
YETANOL/GLC
YacsoLe
Yacrx

gs

qp

Ul

vvimn

h—l

EBIOMASA/ ZARABINOSA

EBIOMASA/ ZXILOSA

ZBIOMASA/ EGLUCOSA

ZBIOMASA/ ESUSTRATO

ZETANOL/ EBIOMASA

EBIOMASA/ ZGLUCOSA

ZAC. ACETICO/ EGLUCOSA

ZAC. ACETICO/ EBIOMASA

gAzZUCAR/ gBIOMAsA-h

ZETANOL/ gBIOMASA.h

pmoles susTRATO/ MZPROTEINA.MIN
volumenaire/ volumenmepio.min
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