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1. Resumen:

El fosfoenolpiruvato (PEP) es una molécula central en el metabolismo; su posicion en la compleja red
metabdlica celular lo convierte en un metabolito precursor de muchas otras moléculas importantisimas
no solo para el funcionamiento de la célula, sino también para la sociedad, pues algunos de los
metabolitos generados a partir del PEP en el interior celular tienen un alto valor comercial. La
disponibilidad intracelular de este precursor siempre ha estado muy controlada; actualmente la
ingenieria de vias metabdlicas ha logrado aumentar dicha disponibilidad deletando en una cepa
silvestre de Escherichia coli (JM101) el operén ptsHIcrr, el cual codifica para el sistema de
fosfotransferasa (PTS). Este sistema consume mas del 50% del PEP originado por la glicolisis (Flores,
N., et. al 2005).

A partir de esta cepa PTS™ denominada PB11, y por un proceso de presion selectiva, se genero la cepa
PB12, la cual recuperd parcialmente la capacidad de asimilar la glucosa (PTS Glc"), ademas de
redirigir parte del PEP no utilizado por PTS hacia la sintesis de compuestos aromaticos a partir de
glucosa con alto rendimiento (Flores, S., et. al. 2002; Flores, N. et. al 2005). Analisis de RT-PCR
indicaron que muchos genes del metabolismo gluconeogénico estaban sobreexpresados tanto en PB11
como en PB12. La sobreexpresion de estos genes en un sustrato como la glucosa llevé a indagar mas al
respecto y especialmente al analisis de un paso importante en la gluconeogénesis: la conversion del
piruvato a PEP.

Con la finalidad de interpretar el papel que desempefia la enzima encargada de la reaccion (PpsA) y
determinar su importancia metabdlica en cepas carentes del sistema PTS, asi como la obtencidn de un
conocimiento mas profundo de estas cepas, en este trabajo se generaron cepas derivadas de JM101,

PB11 y PB12 carentes del gen ppsA para su posterior caracterizacion bajo distintas condiciones. La



caracterizacion se llevo a cabo creciendo a las cepas en medio minimo con glucosa, acetato, y glucosa
con acetato.

La delecion de este gen ocasiono fases lag mas prolongadas y una disminucién de mas del 50% de la
velocidad especifica de crecimiento (u) de las cepas IM101/ppsA- y PB11/ppsA- cuando el sustrato era
el acetato. Por el contrario, cuando se utiliz6 la glucosa como sustrato, las fases lag no se vieron
afectadas y la p solo se afect6 en la cepa PB11/ppsA-, la cual increment6 su | alrededor de un 60%.

Finalmente, las cepas crecidas en la mezcla de los dos sustratos, no modificaron su p en ningun caso.



2. Introduccion:

Los procesos de fermentacion con cultivos microbianos son responsables de la produccion de varias y
diferentes moléculas de origen bioldgico de interés social y comercial. Actualmente, nos encontramos
ante un magnifico escenario en cuanto a las posibilidades existentes para disefiar, manipular y orientar
la maquinaria celular en procesos especificos de produccién de moléculas de interés diverso, area que
se conoce como ingenieria genética. A través de la ingenieria genética, podemos no solo construir
organismos transgénicos que produzcan proteinas de interés comercial como la insulina humana, sino
también, en ciertos organismos, y en particular microorganismos, podemos modificar los genes
responsables de la incorporacion de la glucosa y del metabolismo de los esqueletos de carbono y
canalizar estos esqueletos de carbono hacia la produccidn de moléculas de interés en el interior de la
célula. Esta capacidad a la que se le ha definido como “ingenieria de vias metabdlicas”, permite pensar
en la célula como un verdadero catalizador bioldgico especializado en la produccion de moléculas
especificas (Bolivar, F. y Gossett, G., 2004).

Los compuestos aromaticos tienen un papel importante en las industrias de alimentos, quimica y
farmacéutica; los aminoacidos aromaticos: triptofano, tirosina y fenilalanina, son esenciales en la dieta
del hombre y de la mayoria de los animales empleados para la alimentacién humana. La fenilalanina es
producida industrialmente y utilizada como suplemento nutricional para animales y recientemente, su
produccion ha cobrado un interés especial debido a que es uno de los constituyentes del edulcolorante
artificial llamado aspartame. En el presente, la mayoria de los compuestos aromaticos utilizados en la
industria son obtenidos mediante procesos de sintesis quimica, empleando derivados del petréleo como
materia prima. Este tipo de procesos genera subproductos que contaminan el medio ambiente (Bolivar,

F.y Gossett, G., 2004)



Utilizando la ingenieria genética, es posible desarrollar cepas bacterianas capaces de sintetizar
moléculas Utiles, hasta ahora solo obtenidas mediante sintesis quimica. Estas cepas bacterianas
utilizarian a la glucosa u otras fuentes renovables de carbono como materia prima en procesos
biotecnolégicos no contaminantes y deberian formar parte de tecnologia bioldgica competitiva para
poder desplazar los procesos actuales de produccion por via quimica de compuestos aromaticos.

En Escherichia coli, el fosfoenolpiruvato (PEP) es uno de los precursores mas importantes en la
biosintesis de distintos metabolitos, entre ellos, de los compuestos aromaticos. Sin embargo, solo una
minima parte del PEP producido mediante la glicolisis (alrededor del 3 - 4%), es canalizado a producir
dichos compuestos, pues el 80% del PEP se transforma en piruvato por dos vias, un 14 % por la accion
de las piruvato cinasas (PykA y PykF), y el restante 66% debido al funcionamiento del sistema de
transporte de azlcares dependiente de PEP (PTS), mientras que el 16% se transforma en oxaloacetato
por la accion de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (Flores, N., 1995). Esta limitante natural en la célula
impide tener una mayor cantidad de PEP para incrementar la sintesis de metabolitos de interes
industrial derivados de este precursor cuando E. coli utiliza la glucosa como fuente de carbono. Por
esta razdn, desde hace ya algunos afios, se han realizado una serie de esfuerzos encaminados a la
comprension y manipulacion de las vias metabdlicas que tienen que ver (directa o indirectamente) con
la sintesis, catabolismo y utilizacion del PEP en diferentes especies y variedades de bacterias. Una de
las estrategias utilizadas en el laboratorio fue la eliminacion del sistema PTS que en teoria duplicaria la
disponibilidad de PEP para la biosintesis de aminoacidos arométicos (Flores, N., et. al. 1996; Liao, J.,
et.al.,, 1996; Baez, J., et.al., 2001). Sin embargo la primer cepa carente del sistema PTS (PB11),
obtenida a partir de la cepa silvestre JIM101, no es adecuada para los propositos de produccion ya que
su crecimiento en glucosa se ve afectado de manera importante (Flores N., et. al. 1996).
Posteriormente y mediante un método de adaptacion basado en cultivo continuo, se lograron obtener

dos cepas (PB12 y PB13) con la capacidad de asimilar mas rapidamente la glucosa, denominadas PTS



Glc* (PB12 con una p de 0.42 y PB13 con una p de 0.49). Se demostrd que el flujo de carbono que se
dirige hacia la sintesis de compuestos aromaticos, es mayor en la cepa PB12 que en la silvestre IM101
(Béez et.al., 2004), y estudios de expresion de genes por RT-PCR sefialaron que muchos genes del
metabolismo gluconeogénico estaban sobreexpresados no solo en PB12, sino también en PB11 (Flores
N., et. al. 2005). Los estudios realizados en ambas cepas, gradualmente han mostrado los cambios
sufridos; actualmente se sabe que en estas cepas se induce una condicidn de estrés permamente, lo que
origina la sobreexpresion de genes RpoS dependientes (Flores, N., et. al. 2007). Particularmente en
PB12, se demostré la sustitucion del transportador de glucosa de PTS 11BC®" por la permeasa de
galactosa GalP, y que la fosforilacion de la glucosa es llevada a cabo por la glucocinasa (Glk), la cual
se encuentra sobreexpresada. Otro aspecto trascendental, es la mutacion del gen arcB en esta cepa, lo
que ocasiona una disminucidn de las funciones del sistema de dos componentes Arc A/B, que a su vez
impide la represion de genes del ciclo de los acidos tricarbixilicos (TCA, por sus siglas en inglés) y del
ciclo del glioxalato (Flores, S., et. al. 2002; Flores, N., et. al. 2005). Existen otros cambios que
propician un rearreglo en la distribucion de los flujos de los esqueletos de carbono en el metaboloma
de E. coli, ocasionados por una regulacién diferencial de las enzimas correspondientes en distintos
niveles de las vias. La ausencia de PTS en PB11 y PB12 es también la responsable de la pérdida de la
represion catabdlica en estas cepas. Por lo anterior, las cepas PTS™ son capaces de coutilizar glucosa y
otras fuentes de carbono y en ellas coexisten la via glicolitica y gluconeogeénica (Flores, N., et. al.
2005).

Para conocer mas sobre estos rearreglos y atraidos por los resultados de RT-PCR y las propiedades de
estas cepas, se procedio a la construccion de cepas carentes del gen ppsA, el cual codifica para la
enzima fosfoenolpiruvato sintasa (PpsA). Esta enzima participa en una de las reacciones centrales en el
metabolismo gluconeogénico: la conversion de piruvato a PEP. En el caso de las cepas PB11 y PB12

cuando son crecidas en glucosa como Unica fuente de carbono, el gen ppsA se encuentra



sobreexpresado 3.7 y 2.4 veces respectivamente con relacion a la cepa silvestre (Flores, N., et. al.
2005). La generacion de estas mutantes y su ulterior caracterizacion utilizando varias fuentes de
carbono, permiti6 en este trabajo, conocer mas a fondo el papel que juega la PpsA en el metabolismo
glicolitico y gluconeogénico en estas cepas, y contribuyé a la tarea de progresar todavia mas en la
busqueda de pruebas que lleven a entender de manera detallada como fue alterado el metabolismo en
estas cepas, sin descartar la ayuda futura que este trabajo brinda para deducir y proponer posibles

mejoras para una optimizacion en la disponibilidad de PEP.



3. Antecedentes:

3.1 Metabolismo del carbono:

El ciclo Embden-Meyerhof es el méas prevalente en la naturaleza y consiste en una serie de reacciones
catalizadas por varias enzimas, las cuales catabolizan la glucosa hasta convertirla en dos moléculas de
piruvato con la sintesis de ATP. Este ciclo, también conocido como glicdlisis, es el inicio de un

proceso que puede continuar con la respiracién celular (si existe oxigeno) o con la fermentacion (en

ausencia de oxigeno). Sin embargo, en microorganismos de vida libre 6 en parasitos, no siempre se
dan las condiciones adecuadas para que el catabolismo de la glucosa se lleve a cabo y se obtenga la
energia y la biosintesis de todos los componentes celulares necesarios, esto debido principalmente a
que no existe glucosa u algun otro sustrato rico en carbono en el medio. Por esta razén, la fisiologia
celular debe contender contra las caracteristicas del medio en el que se encuentre y para ello ha
perfeccionado mecanismos para la asimilacion y metabolismo de sustratos pobres en esqueletos de
carbono que se incorporan a la célula y son metabolizados en un proceso conocido como
gluconeogénesis (Fig. 1) (Lengeler, J. W., et. al. 1999; Schmid, H. G., 1992).

La gluconeogénesis se refiere a la formacion de glucosa y abastecimiento de la via alta del ciclo de
Embden-Meyerhof a partir de precursores no azlcares (lactato, piruvato, propionato, acetato, glicerol y
aminoéacidos). Por tanto, el abastecimiento del ciclo de Embden-Meyerhof se puede dar a partir de
sustratos que se incorporan a la célula en las vias bajas del metabolismo celular, donde son utilizadas
diversas enzimas que conforman vias metabdlicas consideradas esenciales durante la gluconeogénesis.
En bacterias, estas vias gluconeogénicas tienen entonces la funcion de abastecer de PEP, para canalizar
el flujo de carbono hacia la via Embden Meyerhof, utilizando sustratos aminoacidicos tales como la
prolina y la arginina que entran por el ciclo de Krebs después de su conversion a a-cetoglutarato, o

acidos orgéanicos como el acetato, el cual se metaboliza hasta formar acetil-CoA para la consecuente
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Fig. 1.- Esquema del metabolismo del carbono en Escherichia coli que muestra tres reacciones gluconeogénicas
importantes. (Tomada y modificada de Flores N. et. al. 2005)



formacion de piruvato utilizando la via del glioxalato y alguna de las vias gluconeogénicas
disponibles.

La formacion de glucosa (gluconeogénesis) no es exactamente el proceso inverso a la glicdlisis, a
pesar de que muchas de las reacciones de la via glicolitica son reversibles y que las mismas enzimas
catalizan tanto la reaccion glicolitica como la gluconeogénica.

Existen algunas reacciones durante la glicélisis que son altamente exergonicas, y como resultado son
virtualmente irreversibles. La célula debe entonces contrarrestar estas barreras proporcionando vias
alternas; sin embargo, estas vias requieren de energia que se obtiene del ATP celular. La primera de
estas barreras, considerada como un punto central en la gluconeogénesis, es la formacién de PEP a
partir de piruvato (reaccion 1y 2, Fig. 1), realizada directamente por la enzima fosfoenol piruvato
sintasa (PpsA), o indirectamente por la enzima piruvato carboxiquinasa (Pck), después de la
conversion del piruvato a oxaloacetato.

Una tercera reaccion considerada como un punto de control de esta via, es la hidr6lisis de la fructosa
1,6 bifosfato para la formacion de fructosa 6 fosfato, catalizada por la enzima fructosa 1,6 bifosfatasa
(reaccion 3, Fig. 1) Estas reacciones catalizadas por enzimas distintas a las utilizadas en el proceso de
glicolisis, constituyen puntos importantes en la regulacion de la gluconeogénesis en E. coli (Schmid,

H. G., 1992).

3.2 Asimilacién de acetato:

El metabolismo de acetato es importante para la supervivencia de Escherichia coli en el intestino de
los mamiferos ya que una gran cantidad del mismo (arriba de 70 mM) es producido por bacterias
anaerobicas a través de la fermentacion de carbohidratos (Wei, B., et. al. 1999). El acetato en su forma
disociada pasa por difusion simple a través de la membrana celular, sin embargo, bajo ciertas

circunstancias la entrada del acetato es saturable, por lo que es necesario el uso de un transportador de



acetato. Segun Giménez et. al. 2003., la permeasa de acetato ActP y un presunto segundo
transportador hasta ahora no identificado, se encargan de introducir en E. coli la mayor parte del
acetato disponible en el medio, pues los estudios demuestran que solo el 8% del acetato internalizado
se difunde de forma pasiva en la célula. Una vez internalizado, el acetato necesita primero ser activado
en forma de acetil-CoA y posteriormente es metabolizado por el ciclo del glioxalato y por el ciclo de
Krebs.

Existen dos vias para la formacion de acetil-CoA a partir de acetato (Fig. 2); una de las vias esta
mediada por la acetil coenzima A sintetasa codificada por el gen acs, que cataliza la formacion de
acetil-CoA a traves de la formacion de acetiladenilato (A-AMP) utilizando ATP y generando
pirofosfato; posteriormente el acetiladenilato, reacciona con coenzima A (CoASH), formando acetil-
CoA y AMP. Esta via es irreversible debido a la presencia de fosfatasa intracelular, y al parecer, es
también una via de alta afinidad, la cual se utiliza cuando existen bajas concentraciones de acetato
(alrededor de 200 puM).

Tanto el gen acs, como el gen yjcG, que codifica para la permeasa de acetato ActP, y el gen yjcH que
codifica para una proteina transmembranal, se encuentran en el cromosoma de E. coli formando un
operdn (Giménez. et. al., 2003). La transcripcion del gen acs podria estar regulada negativamente por
IcIR (regulador transcripcional) a través de un efecto indirecto. En contraparte, Fnr (regulador
transcripcional) activa la transcripcion de acs uniéndose a dos sitios localizados cerca del sitio de
inicio de transcripcion en el cromosoma (Kumari, S., et. al. 2000).

La segunda via de activacion del acetato (Fig. 2) utiliza las enzimas acetato cinasa (ACKA) y
fosfotransacetilasa (PTA) codificadas por los genes ackA y pta respectivamente; ambos genes
conforman un operon en E. coli. Durante este proceso, el acetato es convertido en acetil fosfato por

accion de la acetato cinasa, el cual a su vez se convierte a acetil-CoA por conducto de la



fosfotransacetilasa. Esta via es reversible y de baja afinidad, por lo que es utilizada cuando las

concentraciones extracelulares de acetato son altas (entre 7 y 10 mM).
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Fig 2.- Esquema del metabolismo de carbono donde se muestran las dos vias de activacidn del acetato y el ciclo del
glioxalato. (Tomado y modificado de Flores, N., et. al. 2004).

3.3 Ciclo del glioxalato:

Una vez que se ha llevado a cabo la formacidn de acetil-CoA a partir de acetato, éste tiene que ser
aprovechado al maximo por la célula, dado que esta creciendo en un sustrato pobre en esqueletos de
carbono. Cuando el TCA estd activo, la acetil-CoA se condensa con el oxaloacetato para formar
citrato, que sera oxidado por las reacciones subsecuentes para regenerar oxaloacetato (Fig. 2). En cada
vuelta de este ciclo existe una pérdida de 2 moléculas de carbono en forma de dioxido de carbono por
cada molécula de acetato que entra. Cuando la Unica fuente de carbono disponible es acetil-CoA, no
habria asimilacion de carbono por esta via. Por consiguiente, durante su crecimiento en acetato, la
célula requiere echar a andar una via alterna que le permita aprovechar todo el carbono posible,

sintetizando precursores de 3 0 4 carbonos para la biosintesis de componentes celulares. Lo anterior se



logra utilizando la via del glioxalato (Fig. 2), también conocida como el ciclo de Krebs-Kornberg; de
esta forma algunas moléculas que entran a TCA no llevan a cabo el ciclo completo y se impiden las

descarboxilaciones.

La isocitrato liasa y la malato sintasa, codificadas por los genes aceA y aceB, desvian cierto flujo y lo
canalizan a la via del glioxalato. La reaccion determinante se da a partir de la formacion de isocitrato,
que puede continuar por TCA o ser dirigido al ciclo del glioxalato. El desvio del isocitrato hacia el
ciclo del glioxalato es regulado por la fosforilacion o desfosforilacion de la isocitrato deshidrogenasa
(icd), enzima del TCA que compite por el sustrato con la isocitrato liasa. Cuando la bacteria crece en
acetato, la isocitrato deshidrogenasa es fosforilada y su actividad declina drasticamente. Por el
contrario, cuando la bacteria crece en un medio con glucosa, esta misma enzima es desfosforilada y
recupera toda su actividad. Dichas fosforilaciones y desfosforilaciones, son llevadas a cabo por una
enzima bifuncional, la isocitrato deshidrogenasa cinasa/fosfatasa. Los genes que codifican para la
malato sintasa (aceB), isocitrato liasa (aceA) y la isocitrato deshidrogenasa cinasa/fosfatasa (aceK), se
encuentran en el mismo operdn, y su expresion esta controlada por un complejo mecanismo que
involucra varios represores Yy activadores transcripcionales (Crp, ArcA, IcIR, IhF, FadR vy

posiblemente FruR).

3.4 El sistema fosfoenolpiruvato: carbohidrato fosfotransferasa (PTS):

El sistema de fosfotransferasa (PTS) es un sistema enzimatico que interviene en el transporte y
fosforilacion concomitante de muchos carbohidratos en numerosos géneros bacterianos y esta formado
por un conjunto de proteinas que intervienen en una cascada de fosforilaciones. En E. coli el sistema
PTS permite el transporte de glucosa, manosa, fructosa y los polioles sorbitol y manitol, entre otros

(Postma, P. et. al., 1996).



La cascada inicia con la enzima | (El), la cual se autofosforila utilizando fosfoenolpiruvato (PEP) y
transfiere el grupo fosfato a la proteina Hpr. Estas dos proteinas solubles son los componentes
generales del sistema. Posteriormente se transfiere el fosfato de la proteina Hpr al componente 11 (11A),
que a su vez lo transfiere al complejo formado por la proteina I1BC. Este complejo (al igual que el
componente 1l1A) es azlcar- especifico y funciona como permeasa, fosforilando de manera
concomitante al carbohidrato transportado (Fig. 3). Ademas del transporte y fosforilacion de azucares,
el sistema PTS lleva a cabo varias funciones de regulacion metabdlica y transcripcional en diversas
bacterias; por ejemplo, este sistema es responsable de la represion catabolica que ejerce la glucosa
(Postma, P. et. al., 1996).
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Fig 3.- Sistema de fosfotransferasa (PTS).

Cuando la glucosa esta presente en el medio, la proteina IIA®" se encuentra principalmente
desfosforilada, pues transfiere el grupo fosfato al complejo 11BC. La proteina 1A' desfosforilada se
une entonces a varias permeasas, inhibiendo la entrada de azucares no PTS (lactosa, melobiosa,

maltosa y glicerol) y en consecuencia impide su aprovechamiento; este fendmeno es conocido como



exclusion del inductor (Postma, et. al., 1993). En ausencia de glucosa, la forma fosforilada de la
proteina I1A®* activa a la enzima adenilato ciclasa, aumentando los niveles de AMPc. EI AMPc junto
con la proteina CRP (CAP) activan la transcripcion de un gran nimero de genes catabdlicos. Este
sistema PTS para el transporte y fosforilacion de azlcares parece estar presente solo en bacterias que
utilizan la via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), y esta ausente en bacterias aerdbicas estrictas
(Romano, A. H. et. al., 1992; Lengeler, J. W., et. al. 1999).

En bacterias es frecuente encontrar varios sistemas de transporte para un mismo nutriente p. ej.,
Escherichia coli posee cinco sistemas para transportar la galactosa y tres sistemas para algunos de los
aminoacidos. Los diversos sistemas se diferencian en cuanto a su requerimiento energético, su
afinidad, su regulacion, etc. Logicamente a lo largo de la evolucion se han seleccionado sistemas
redundantes de transporte, con objeto de permitir que el microorganismo sobreviva bajo diversas
circunstancias ambientales.

La mitad del PEP producido durante la gliclisis es consumido por el sistema PTS (Frankel, D. G.,
1996). Esta limitante natural de las células impide tener una mayor cantidad de fosfoenol piruvato para
la sintesis de metabolitos de interés industrial, derivados de este precursor cuando E. coli utiliza la
glucosa como fuente de carbono.

Por esta razdn, desde hace ya algunos afios, se han realizado una serie de esfuerzos encaminados a la
comprension y manipulacion de las vias metabdlicas que tienen que ver (directa o indirectamente) con
la sintesis, catabolismo y utilizacién del PEP en diferentes especies y variedades de bacterias. Hasta
ese entonces, las estrategias utilizadas concernian en la delecion de las piruvato cinasas (cepas PykA"y

PykF") y/o delecion de la piruvato carboxilasa (mutantes en ppc), ademas de la sobreexpresion de ppsA

(Fig. 4).
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Fig. 4.- Esquema del metabolismo de Escherichia coli, que muestra las estrategias utilizadas para una mayor disponibilidad
de PEP en la célula. (Tomado y modificado de Kao, K., et. al. 2005)

Malato

Otra estrategia es la eliminacion del sistema PTS que en teoria duplicaria la disponibilidad de PEP
para la biosintesis de aminoacidos aromaticos (Flores, N., et. al. 1996; Liao, J., et. al., 1996; Béez, J.,
et. al., 2001). Recientemente, con el objeto de obtener una cepa con una mayor capacidad en cuanto a
la disponibilidad del PEP, en nuestro laboratorio se lograron generar mutantes carentes del sistema
PTS, pero con una capacidad de asimilacion rapida de glucosa (Flores N., et. al. 1996). De esta forma
se buscd explotar al maximo la cantidad de PEP disponible, tratando de canalizarlo a vias de sintesis
de distintos metabolitos. Sin embargo, la inactivacion de PTS no fue facil, debido a que este sistema de

transporte es esencial en la fisiologia celular.



3.5 Operoén ptsHlcrr:

En E. coli, los genes ptsl, ptsH y crr, que codifican para las enzimas EI, HPr y 1A% respectivamente,
se encuentran ligados en el cromosoma formando un operéon (Fig. 5), y el gen ptsG que codifica para la
proteina 11BC se encuentra en otro locus (De Reuse, H. et. al 1984). Mutantes en los genes ptsl y ptsH
son incapaces de crecer en carbohidratos PTS, mientras mutantes en las protefnas 1A% y 11BC no
crecen en el carbohidrato para el cual son especificos. En el caso de E. coli. y en general de todas las
bacterias de la familia Enterobacteriaceae, el gen crr se encuentra dentro del operdn pts, cuyo

producto (proteina I1A®"), pudiera ser considerado una proteina general del sistema PTS.

i | ptsH | pisi . - crr

P,
Fig. 5.- Operon ptsHlcrr (Tomado y modificado de Fox, Donna K., et. al. 1992)

La delecion del operén ptsHIcrr en E. coli disminuye la capacidad de la bacteria para encontrar,
seleccionar, transportar y metabolizar varios tipos de fuentes de carbono. Por este motivo, la primer
cepa carente del sistema PTS (PB11 PTS', obtenida a partir de la cepa silvestre JM101), no es
adecuada para los propdsitos de produccién ya que su crecimiento en glucosa se ve afectado de manera
importante(u= 0.1); (Flores N., et. al. 1996; 2005). Posteriormente y mediante un método de
adaptacién basado en cultivo continuo, se lograron obtener dos cepas (PB12 y PB13) con la capacidad
de asimilar mas rapidamente la glucosa (PTS Glc®). Lo anterior se llevo a cabo sometiendo a la cepa
PB11 a un sistema de cultivo en lote durante 70 horas; lo que generé mutantes espontaneas. Dichas
mutantes espontaneas se sometieron después a un sistema de cultivo continuo o quimiostato.

Aumentando la tasa de dilucion del quimiostato (D = 0.4 h™ hasta 0.8 h™) se aislaron mutantes a partir



de sus velocidades de crecimiento. Se escogieron dos mutantes, una de menor y otra de mayor
velocidad, denominadas respectivamente PB12 (u=0.42 h') y PB13 (u=0.49 h™*) (Flores N., et al.,
1996). Se ha demostrado que el flujo de carbono que se dirige hacia la sintesis de compuestos
aromaticos, es mayor en la cepa PB12 que en la silvestre JM101 (Flores, S., et. al. 2002; Béez, J.,

et.al., 2004).

3.6 Cepas PTS Glc*:

Los estudios en cepas PTS™ Glc" arrojan, entre otros, los siguientes cambios. El primero de ellos es la

sustitucion del transportador de glucosa PTS I1BC®"

por la permeasa de galactosa GalP, la cual
ademas de transportar galactosa, también es capaz de transportar otros aztcares como glucosa. El
segundo de estos cambios se localiza en el paso posterior inmediato a la internalizacion de la glucosa.
La fosforilacion de la glucosa, es llevada a cabo por la glucocinasa (Glk), la cual se encuentra
sobreexpresada en la cepa PB12 (Flores S., et. al. 2002). Existen por supuesto otros cambios que
propician un rearreglo en la distribucion de los flujos de los esqueletos de carbono en el metaboloma
de E. coli, ocasionados por la regulacion diferencial de las enzimas correspondientes en distintos
niveles de las vias.

Es importante mencionar, que la cepa PB12 que tiene la capacidad de utilizar glucosa mas
eficientemente, mantuvo como en PB11, la sobreexpresion de los genes de la via del glioxalato
(operdn aceBAK). Sin embargo, el mecanismo en cuanto a la modulacion de la expresion de la via del
glioxalato es diferente en PB12. Por estas razones se secuenciaron varios de los genes implicados en
esta via, y genes reguladores importantes, y solo se encontré una mutacion, correspondiente al gen

arcB en PB12, en el cual cambia un residuo de tirosina en la posicion 71 por una cisteina. Esta

mutacion ocasiona una inactivacion 6 disminucion en las funciones del sistema de dos componentes



Arc A/B, el cual cabe recordar, tiene la funcion de reprimir genes involucrados en el TCA y la via del
glioxalato (Flores N., et. al. 2005).

Para explicar las diferencias en los niveles de expresion entre el TCA y la via del glioxalato es
razonable proponer que la expresién del gen, que codifica para el mas importante de los represores del
operon aceBAK (iclIR), esta parcialmente reprimida en PB12, y totalmente reprimida en PB11
probablemente, por el efecto inhibitorio del acetato que es producido por la sobreexpresién (5.7 veces
mayor en PB12 y 4.2 veces mayor en PB11 con respecto a JM101) del gen poxB. Es decir, en PB12 la
mutacién en arcB podria ser responsable de la sobreexpresion de genes del TCA, pero ser
parcialmente responsable de la sobreexpresion del operdn aceBAK (Flores N., et. al. 2005). Mutantes
de PB12 en el gen poxB no afectan su crecimiento en un cultivo con glucosa como Unica fuente de
carbono, sin embargo, el operon aceBAK se sigue sobreexpresando, aunque en menor grado; lo que
indica que poxB no es el unico factor que estaria inactivando a icIR (Flores N., et. al. 2004; 2005).

Se ha detectado que en ausencia del sistema PTS las células inducen una condicién de estrés
permanente debido a la ineficiencia en la utilizacion de las fuentes de carbono; esto provoca la
sobreexpresion del gen rpoS, el cual codifica para el regulador transcripcional RpoS. Esta Gltima es la
subunidad S de la RNA polimerasa, la cual puede reemplazar parcialmente al factor sigma 70 durante
condiciones de crecimiento limitado (Weber, H., et. al. 2005; Flores, N., et. al. 2007). En
consecuencia, la transcripcion de numerosos genes sigma S dependientes son activados; entre estos
tenemos genes como poxB, acs, acnA, fumC, tktB y ppsA entre otros (Flores N., et. al. 2004; 2007).
Ademas de la sobreexpresion de rpoS y numerosos genes transcritos por este factor sigma, analisis de
transcripcion de genes con microarreglos, revelaron que PB11 creciendo en un medio con glucosa,
sobreexpresa una gran cantidad de genes relacionados con el transporte y metabolismo de carbono, asi

como genes que codifican para transportadores de ciertos nucledtidos, nitrégeno, fosforo y azufre.



Estas condiciones en PB11 son factores responsables de la utilizacion de fuentes de carbono
secundarias en presencia de glucosa (Flores S., et. al. 2005).

PB12 por su parte, sufri6 una segunda mutacion (ademas de la ocurrida en el sistema de dos
componentes ArcA/B) en el gen rpoS, al parecer caracteristica de cepas de E. coli. cuando son crecidas
en condiciones controladas limitadas de glucosa (Notley-McRobb, et. al. 2002). Esta mutacion se
generd en la posicion 98 del gen, cambiando el codén TCG (serina) por un codon de término: TAG.
Como consecuencia de esta mutacion puntual, en PB12 se genera una proteina incompleta 6 trunca de
32 aminoacidos, en lugar de la proteina normal, la cual cuenta con 228 residuos. La traduccion del
mensajero por tanto, estaria produciendo suficiente RpoS funcional para la transcripcion de genes

RpoS dependientes, pues es un hecho que esta transcripcion se da (Flores N., et. al. 2007).

3.7 El gen ppsA:
La enzima fosfoenol piruvato sintasa (PpsA) codificada por el gen ppsA, cuyo tamafio es de 2379
nucledtidos, estd implicada en una de las dos vias del metabolismo gluconeogénico. Esta enzima de
792 aminoacidos, cataliza la reaccion inversa de las enzimas cinasas Pyk A 'y Pyk F; es decir, cataliza
la reaccion que va de piruvato a PEP. En esta reaccion la PpsA utiliza como sustrato ATP, H,0 y
piruvato, ademas de manganeso como cofactor, generando AMP como producto, PEP y fosfato
inorgénico.
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Fig. 6.- Secuencia del inicio de transcripcion del gen ppsA que muestra la caja fruR, y la regién promotora.



El gen ppsA es regulado a nivel transcripcional principalmente por la proteina FruR, la cual se
encuentra implicada en el control de la expresion de numerosos operones del metabolismo de carbono
en Escherichia coli y Salmonella typhimurium. Entre los sitios controlados por este factor
transcripcional se encuentran el operon de fructosa fruB, el operon aceBAK, el operdn ptsHIlcrr y
diversos genes, como lo es el gen ppsA, cuyo promotor contiene una secuencia de 11 pares de bases en
la posicidn -45.5 denominada caja FruR (Fig. 6); esta region es reconocida por la proteina FruR. Para
el caso de ppsA, FruR induce una flexion de aproximadamente 120° en el DNA, lo cual se sugiere
activa la region promotora y estimula la transcripcion del gen (Negre, D. et. al. 1998). La actividad de

esta enzima se reduce con PEP, oxaloacetato, malato y a-cetoglutarato.

3.8 El sistema PTS v la fosfoenol piruvato sintasa:

Cuando E. coli crece en un medio con exceso de glucosa (una fuente rica de carbono), se produce
acetato y éste se excreta como un sintoma de exceso de carbono. El carbono excretado puede ser
consumido después cuando los niveles de glucosa sean bajos. Durante el cambio de consumo de fuente
de carbono (de glucosa a acetato), E. coli induce genes involucrados en la asimilacion de acetato (acs 'y
ackA), la via del glioxalato (operon aceBAK), el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), y genes
gluconeogénicos tales como los que codifican para las enzimas malicas, pckA y ppsA entre otros. En
una cepa silvestre, la delecion de estos dos ultimos genes (pckA y ppsA) aunque en mayor grado por la
ausencia de ppsA (ya que la respuesta de la delecion de pckA es dependiente del tipo de cepa),
propicia una fase lag mucho mas prolongada durante el periodo de adaptacion al cambio de fuente de
carbono (Katy C. et. al. 2005); lo que indica que el PEP es un metabolito importante en la cascada de

sefalizaciones dirigida por el sistema PTS, que se encarga de activar los genes necesarios para el



aprovechamiento de otra fuente de carbono en ausencia de glucosa. Se propone que la escasez de PEP
impide la rdpida y prolongada fosforilacion del componente 1A en el sistema PTS, mismo efecto que
causa la presencia de glucosa en el medio. De esta forma se evita que el sistema PTS cense la falta de
glucosa en el medio, pues el componente IIA no puede activar a la adenilato ciclasa que es la
encargada de incrementar los niveles de AMPc; por consiguiente no es posible inducir la activacion de
CRP y por ende, tampoco es posible activar de manera inmediata los genes catabdlicos para otro tipo
de azlcar.

Para el caso de las cepas PB11 y PB12, que carecen por completo del sistema PTS, no es posible
observar el fendmeno Ilamado diauxia, lo cual indica que sus niveles de AMPc no se vieron del todo
afectados y son capaces de coutilizar glucosa y acetato (Flores N. et. al. 2005). Sin embargo, la via
gluconeogénica a la cual pertenece la enzima PpsA, es de suma importancia para la supervivencia de
ambas cepas; de hecho, la PpsA, considerada como una enzima no esencial en bacterias crecidas en
medio minimo (tanto en glucosa como acetato), en cepas como PB1l y PB12, se encuentra
sobreexpresada 3.7 y 2.4 veces respectivamente en relacion a su antecesora JM101, la cual mantiene

intacto el sistema PTS (Flores N. et. al. 2005).

4. Objetivos:

General:

e Generar y caracterizar las cepas JM101, PB11 y PB12 con el gen ppsA inactivo.

Particulares:

e Inactivar el gen ppsA en las cepas JM101, PB11 y PB12, generando las derivadas

correspondientes



5.

Determinar en las cepas ppsA™ la velocidad especifica de crecimiento en glucosa, acetato, y
glucosa con acetato, ademas de la fase lag durante el cambio de fuente de carbono de glucosa a

acetato.

Interpretar el papel que desempefa la enzima PpsA y su importancia metabdlica en cepas

carentes del sistema PTS.

Hipotesis:

En la cepa silvestre JM101: La ausencia de la enzima PpsA, probablemente provoque, debido a
una falta de PEP, una disminucion de la p durante el crecimiento de esta cepa en acetato, no asi
durante su crecimiento en glucosa ni en glucosa y acetato juntos. La fase lag durante el cambio
de fuente de carbono es muy probable que se vea afectada y por consiguiente se incremente
debido a la insuficiencia de PEP, que impediria la rdpida activacion de genes para la

asimilacién del acetato.

En la cepa PTS Glc” PB11: Cuando se inactive el gen ppsA en esta cepa, probablemente no se
vean cambios importantes durante la fase de adaptacion (fase lag) en el cambio de fuente de
carbono, pues esta cepa tiene sobreexpresados genes catabolicos para otras fuentes de carbono.
Por el contrario, a lo largo de su crecimiento en acetato, es posible que PB11 se vea afectada
significativamente, pues la via gluconeogénica alterna seria insuficiente para abastecer de
precursores en la via alta de la red metabolica. Respecto a su crecimiento en glucosa y en

glucosa con acetato, es factible esperar que la p no se afecte debido a que la obtencién de PEP



6.

a partir de glucosa no involucra la via gluconeogénica interrumpida en este trabajo, y la

disponibilidad de este precursor no se afecte.

e Enlacepa PTS Glc" PB12: Para el caso de esta cepa, la ausencia de PpsA tal vez no arroje
una baja significativa en su velocidad especifica de crecimiento en ninguna de las tres
condiciones, pues al parecer ambas vias gluconeogénicas son usadas indistintamente y es de
esperar que la via mediada por PckA, supla la ausencia de PpsA. Con respecto al periodo de
adaptacion en el cambio de fuente de carbono, probablemente la fase lag no se altere, ya que al

igual que PB11, esta cepa sobreexpresa genes para el catabolismo de otras fuentes de carbono.

Materiales y Metodologia experimental:

6.1 Cepas bacterianas:

e Enlatabla 1, se enlistan las cepas bacterianas que se utilizaron en este estudio:

Cepas Genotipo Referencia

JM101 F" traD36 proA+ proB+ lacl’ lacZAM15/supE thi A(lac-proAB) | Bolivar etal., 1977

PB11 JM101 A(ptsH, ptsl, crr)::kan Flores et.al., 1996

PB12 PB11, PTS-G|C+ Flores et.al., 1996
JM101 ppsA’ JM101 ppsA::cm Este trabajo
PB11 ppsA PB11 ppsA::cm Este trabajo
PB12 ppsA PB12 ppsA::cm Este trabajo

Tabla 1: Cepas de E. coli utilizadas en este estudio



6.2 Plasmidos:

Para poder interrumpir el gen ppsA mediante la técnica de Datsenko-Wanner (2000), se utilizaron los

siguientes plasmidos:

e EIl plasmido pKD3 (Fig. 7) tiene un tamafio aproximado de 2800 pares de bases y fue
purificado de la cepa E. coli BW25141 (lacl® rrnBrys AlacZwis AphoBR580 hsdR514
AaraBADans3 ArhaBAD p7g galU95 endAgrass UidA (AMIul)::pir® recAl); este plasmido
fue utilizado como templado para amplificar mediante la técnica de PCR, el gen de 1064 pb

que confiere resistencia a cloramfenicol contenido en este vector.

P1 P2
b ; ; rmal FLLL
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ERT (esEncizalm cor ofiRy bie rgnB
Priming site 1 = = Priming site 2
pKD3 titgtaggctggagetgettegaagttectatactttetagagaataggaactteggaataggaactaaggaggatatteatatg

rbs met
Fig. 7.- Plasmido pkD3; modificado Datsenko — Wanner, (2000).

e El plasmido pKD46 (Fig. 8) es un vector de bajo nimero de copias, el cual contiene los
genes del sistema de recombinacién del fago A Red, lo que permite utilizar este vector para

recombinar secuencias de oligonucle6tidos a cromosoma bacteriano con una alta eficiencia.



El sistema X red contiene 3 genes; v, y exo, cuyos productos son llamados Gama, Beta y
Exo respectivamente. Gama inhibe la exonucleasa V RecBCD de la célula, por lo cual,
Beta y Exo logran acceder a los extremos del DNA y promover entonces la recombinacion.
El pKD46 tiene un sitio optimizado de unién a ribosoma para la traduccion eficiente de y y
expresar vy, B, y exo a partir de un promotor inducible por arabinosa (Paras,). ESte promotor
esta bien regulado, lo que impide eventos de recombinacion bajo condiciones no inducidas.

La replicacion del plasmido es sensible a la temperatura, para permitir su facil eliminacion.

Nhol
Fig. 8.- Plasmido pkD46; modificado Datsenko — Wanner (2000).

6.3 Secuencias nucleotidicas utilizadas para interrumpir el gen ppsA por el método Datsenko —

Wanner:

e La estrategia basica de éste método es el reemplazamiento mediante recombinacion, de una

secuencia de DNA cromosomal por un gen de resistencia a antibiotico, la cual es generada



por PCR, usando iniciadores (primers) de entre 56 y 70 nucleétidos de extension, formados
por 36 a 50 nucledtidos de homologia al DNA cromosomal (para recombinacion) y 20
nucle6tidos de homologia al pKD3 (para la amplificacion del gen de resistencia a
antibidtico). Este procedimiento se da debido a la accion del sistema de recombinacion
incluido en el plasmido pKD46 introducido en la cepa receptora. Después de la seleccion,
el gen de resistencia puede ser eliminado, usando un plasmido que expresa la recombinasa
FLP, que actua sobre las secuencias FRT que flanquean al gen de resistencia a antibidtico
escindiendo dicho gen y por tanto eliminando la resistencia. Para este trabajo, no es

necesario ese ultimo paso.

Las secuencias que se presentan a continuacion sirvieron para amplificar por PCR el gen de
resistencia a cloramfenicol contenido en el plasmido pKD3 Posteriormente, con esos
productos de PCR se interrumpié mediante recombinacién homdloga el gen ppsA, el cual
codifica para la fosfoenol piruvato sintasa (Fig. 9). Por esta razon, los oligos de
interrupcion, poseen en su primera parte, 50 nucledtidos de homologia que hibridan a 145
pares de bases antes del inicio de la transcripcion del gen ppsA para el caso del oligo Pps -
Cm 1 (H1) y a 54 pares de bases después del término de la transcripcion del mismo gen
para el caso del oligo Pps — Cm 2 (H2). El resto de los nucleétidos (20 nucleétidos),
corresponden a la secuencia que empalma en los “priming sites” (P1 para el oligo Ppsl y
P2 para el oligo Pps2) del gen que confiere resistencia a cloramfenicol, el cual se amplifica

a partir del pKD3.



1.- Amplificacion por PCR del gen de resistencia a Cm flangueado por sitios FRT
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Fig. 9.- Método de interrupcién Datsenko — Wanner.

Se utilizaron los siguientes oligonucleotidos para la amplificacion:

1) Oligo “Forward”: Pps-Cm 1
5 3’
GCG CAA CGC TGG GAT CAG TCT TAA AAA GTA AAAAAATATATTTGC TTG AAG TGT
AGGCTGGAGCTGCTTC

Tamario: 70 pb

2) Oligo “Reverse”: Pps-Cm 2
5 3
TTC ATC TTC GGG GAT CAC ATA ACC CCG GCG ACT AAA CGC CGC CGG GGATTT CAT
ATG AAT ATCCTCCTT AG

Tamarfio: 71 pb



6.4 Secuencias nucleotidicas utilizadas para comprobar la interrupcién del gen ppsA en cada una de

las cepas bacterianas:

1) Oligo “Forward™: PpsA 1
5 3
CGG CAG CGT GAT GCT GCT GA
Temperatura de alineamiento: 66°C

Empalma 435 pb antes del inicio de transcripcion.

2) Oligo “Reverse™: PpsA 2
5 3
GAT CTC TGC CGT ATG GAT GAG
Temperatura de alineamiento: 64°C

Empalma 434 pb después del término de la transcripcion.

6.5 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento:

Para la caracterizacion de las cepas mutantes y sus progenitoras, se crecieron a 37°C con una agitacion
de 300 rpm en 25ml de medio minimo M9 con acetato 2g/L, en 25ml de medio minimo M9 con
glucosa 2g/L, y en 25ml de medio minimo M9 con glucosa 2g/L y acetato 1g/L, utilizando matraces
Klett bafleados de 125 ml y una incubadora con agitacion orbital New Brunswick scientific classic

series, mod. C24KC.



Componentes del medio minimo:

Cada 25 ml de medio minimo M9 contiene;

2.5 ml de sales M9 10x; 22.2 ml de H,O; 50ul de MgSO,4 1M.; 2.5ul de Vitamina B1 20mg/ul; y

2.5ul de CaCl 1M.

Cada 100 ml de sales M9 10x contienen:

6gr. de NaHPOQO,; 3gr. de KHPQOy; 0.5gr. de NaCl y 1gr. de NH,CI

Para el caso de M9 con glucosa 2¢g/L, se adiciona 0.25ml de glucosa (20%); para el caso de M9 con
acetato 2g/L se adiciona 0.375ml de acetato de sodio (20%) y 2.5 pl méas de vitamina B1; para el caso
de M9 con glucosa 2g/L y acetato 1g/L, se adiciona 0.25ml de glucosa (20%) y 0.1875 ml de acetato

de sodio (20%).

6.6 Método Datsenko-Wanner (2000) para la obtencién de cepas interrumpidas en el gen ppsA:

a) Obtencién del producto de PCR a transformar:

e Con los oligos de interrupcion del gen, se amplifica por PCR, el casete de resistencia a
cloramfenicol contenido en el pkD3.

e Se purifican y digieren los productos del PCR.

e Una vez purificado y digerido, se aisla el producto de PCR hasta tenerlo en una concentracion
suficiente para su transformacion.

e Los productos aislados, se suspenden en un buffer (10mM Tris, pH 8.0).



b)

Obtencidn de las células transformantes:

Las células transformantes se crecen en medio LB agar con Ch?® a 30°C durante 24 horas.

Se toma una asada de las colonias y se crecen en 25 ml de medio SOB con Cb*® y 2.5 ml de
arabinosa 1M a una temperatura de 30°C hasta alcanzar una D.O. de 0.6.

Se centrifugan las células.

Se lavan con agua fria 3 veces y posteriormente se resuspenden en 200 ul de agua.

Transformacién:

Se toman 50 pl de células transformantes y de entre 5y 10 pl de producto de PCR.

Se transforman las celulas por electroporacion.

Las células electroporadas se incuban a 30°C durante 3 horas en 1 ml de medio SOC.
Posteriormente se distribuyen 200pl del cultivo en medio LB agar con Cm? y se incuba a 37°C
toda la noche (overnight) para seleccionar colonias transformadas. El cultivo restante se deja a
temperatura ambiente toda la noche (overnight).

Si no hay crecimiento de las colonias en el medio LB, se repite el procedimiento del paso
anterior con el resto del cultivo, con la diferencia de que se crecen a 37°C toda la noche.

Las células seleccionadas se crecen entonces en medio LB sin antibiético a 42°C por una noche
con la finalidad de que pierdan el plasmido pKD46. Para comprobar la pérdida del plasmido,

las células se crecieron en medio LB agar con antibi6tico (Cb**) y en medio sin antibiético (si



las células perdieron el plasmido, crecerdn solo en medio sin antibi6tico). Las células

resultantes, seran ppsA™ . De estas células se hara un respaldo en glicerol a -70°C.

Nota: Todas las amplificaciones por la técnica de PCR, se realizaron en un termociclador para PCR de

marca Hybaid.

6.7 Caracterizacion de las cepas:

A partir del glicerol de respaldo, las células se crecieron en medio LB con sus respectivos
antibidticos. La cepa silvestre no tiene ninguna resistencia, PB11 y PB12 tienen resistencia a
kanamicina, mientras que las mutantes generadas, tienen resistencia a kanamicina y
cloramfenicol, a excepcion de la cepa JM101 ppsA::cm, la cual solo tiene la resistencia a
cloramfenicol. Ya crecidas en medio LB, se inocularon en medio minimo M9 con glucosa 2g/L

y se incubaron a 37°C a 300 rpm.

Durante su crecimiento en medio minimo M9 con glucosa se esper6 a que los cultivos llegaran
a la fase exponencial tardia (entre 160 y 180 unidades Klett aproximadamente), donde por
medio de un medidor de glucosa de marca Roche se determiné la concentracion de glucosa, la

cual siempre estuvo entre 0.4 y 0.1 g/L para poder inocular a:

1.- Un medio minimo M9 con acetato para determinar el efecto de las inactivaciones sobre el

cambio de fuente de carbono y el crecimiento en acetato.



2.- Un medio minimo M9 con glucosa como experimento control donde no se da el cambio de

fuente de carbono y para evaluar su crecimiento en glucosa

3.- Un medio minimo M9 con las dos fuentes de carbono para evaluar su crecimiento con

ambas fuentes de carbono simultaneamente.

Nota: Este procedimiento se realiz6 dos veces de forma independiente y en cada caso por duplicado

para las seis cepas que se analizaron en este estudio y que se especifican en la tabla 1.

6.8 Procesamiento de Datos:

Para determinar la fase lag y la velocidad especifica de crecimiento (u), primero se determind
en los cultivos la densidad 6ptica en unidades Klett (U.K.) a través de un Klett-summerson
photoelectric colorimeter modelo 800-3, a lo largo de todo su crecimiento en las tres

condiciones mencionadas.

Los valores determinados en (U.K.), fueron procesados (mediante el software de hoja de
calculo excel, distribuido por Microsoft), para obtener a partir de cada valor en unidades Kklett
el logaritmo natural y graficar estos valores con respecto al tiempo para generar una curva de
crecimiento. Una vez generada la curva de crecimiento, se identifico la fase lag y la fase

exponencial.

La p se determind tomando todos los valores que conformaron la fase exponencial (los cuales

deben ser por lo menos tres) y llevando a cabo un analisis de regresion lineal a partir de la cual



se calcul6 la pendiente de la recta. El valor de la pendiente representa la velocidad especifica
de crecimiento. Cabe sefialar que la linea de regresion determinada por el valor de R

(coeficiente de correlacidn lineal) siempre fue lo méas cercano a 1.

Con los valores obtenidos se determiné el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de
variacion. A partir de esos valores (promedio y desviacion estandar) se calculo el coeficiente de
variacion; este Gltimo no debia ser mayor del 15% para tomar como confiables todos los

valores experimentales.

6.9 Determinacién del consumo de glucosa vy acetato:

El consumo de glucosa y acetato, solo fue determinado cuando las cepas fueron crecidas en
medio minimo M9 con glucosa y acetato juntos. La finalidad de determinar la concentracién de
las fuentes de carbono en puntos clave de la cinética de crecimiento fue tratar de encontrar
diferencias en cuanto al consumo de ambas fuentes de carbono al compararlas con las cepas
parentales, ya que estas diferencias no necesariamente se reflejarian en la p de las cepas a la

hora de ser comparadas.

Las concentraciones de glucosa y de acetato se determinaron por medio de un equipo de

HPLC.



7 Resultados vy discusion:

7.1 Obtencion de cepas con el gen ppsA interrumpido:

Para interrumpir el gen ppsA, los oligos se obtuvieron mediante su amplificacion por la técnica de PCR
(Fig. 10). Estos oligos fueron los utilizados para interrumpir el gen en cuestién por el método
Datsenko-Wanner (2000) descrito en materiales y métodos. Mediante esta técnica, se lograron aislar

colonias con el gen ppsA interrumpido de las cepas JM101, PB11 y PB12.

Fig. 10.- Gel de agarosa que muestra la gran cantidad de oligos de interrupcién de 1064 pb obtenidos por PCR y necesarios
para una transformacion eficiente (carriles 1, 2, 3y 4).

7.2 Comprobacion de las inactivaciones:

Para comprobar las inactivaciones, se extrajo DNA cromosomal de las cepas transformadas y sin
transformar con un kit para extraccion de DNA cromosomal de la comparfiia Mo Bio Laboratorios, Inc.
La comprobacion de las inactivaciones se llevo a cabo a través de dos estrategias. En la primera de
ellas, teniendo como templado el DNA cromosomal de las cepas interrumpidas y sus controles, se
amplificé por PCR una parte de la secuencia interrumpida. Para ello se empled un oligo que empalma

dentro del gen de resistencia a cloramfenicol (oligo cm), y el oligo Pps2, el cual empalma 434 pb



después del término de la transcripcion del gen ppsA. Para esta primera comprobacion, se obtuvo
producto de PCR solo cuando se tuvo como templado el DNA cromosomal de las cepas transformadas,

lo cual indica una interrupcion exitosa de ppsA por el gen de resistencia a cloramfenicol (Fig. 11).

Fig. 11.- Gel de agarosa que muestra los tamafios de las secuencias amplificadas con los oligos Cmy Pps2, para comprobar
las interrupciones del gen ppsA en tres colonias de JM101 (carriles 1, 2 y 3); PB11 (carriles 5,6y 7); y PB12 (9, 10 y 11).
Los carriles 4 (cepa JIM101), 8 (PB11) y 12 (PB12), muestran que en las tres cepas control donde no se encuentra la
interrupcion, como era de esperarse, no hubo amplificacion.

La segunda comprobacion, se hizo utilizando como templado el DNA cromosomal de las células
(interrumpidas y su control) para amplificar por PCR el gen ppsA utilizando los oligos Ppsl y Pps2
(Fig. 12). Los productos de PCR, se corrieron en un gel de agarosa y se obtuvieron dos bandas por
cepa en el gel, una de 3288 pb y otra de 1826 pb; es decir, el producto de PCR de las células con el gen
ppsA interrumpido, tenian un tamafio mas pequefio debido a la recombinacion sufrida para interrumpir
el gen en cuestion con el casete de resistencia a cloramfenicol. Por otro lado, el producto de PCR de

las células sin transformar, tenian un tamafio mayor porque no sufrieron ninguna modificacion en su



cromosoma. Lo anterior es prueba de que las interrupciones en el gen ppsA, fueron realizadas

exitosamente.

Fig. 12.- Gel de agarosa que muestra los tamafios de las secuencias amplificadas con los oligos Ppsl y Pps2, para
comprobar las interrupciones en 3 colonias transformadas de JM101 (carriles 1, 2 'y 3); PB11 (carriles 5,6 y 7); y PB12 (9,
10y 11). Los carriles 4 (cepa IM101), 8 (PB11) y 12 (PB12) muestran que en las 3 cepas control, el tamafio de la secuencia
es mas grande(3288 pb). Para el caso de las colonias interrumpidas, el tamafio de la secuencia fue de 1826 pb.

7.3 Manejo de in6culos

Debido a que el principal aspecto que abordd este trabajo fue determinar la respuesta de crecimiento
de las cepas JIM101, PB11 y PB12 con el gen ppsA inactivo durante el cambio de fuente de carbono de
glucosa a acetato; fue muy importante determinar de la forma mas precisa posible, tanto la fase lag,
como las p’s de las cepas. Para conocer esos parametros, las células se crecieron en un medio minimo
con glucosa y luego se utilizaron para inocular medio minimo con acetato. Esto se hizo cuando las
células llegaron a la fase exponencial tardia (D.O. de entre 1.3 y 1.6); pues dicha fase se caracteriza
porque se activa el switch de acetato. El switch de acetato (Fig. 13) fisiol6gicamente se define como el
momento en donde la tasa de excrecion de acetato es igual a su tasa de asimilacion (Wolfe, A., 2005).
Este fendmeno es una adaptacion a las necesidades celulares pues es comin que las células se
desenvuelvan en ambientes donde la disponibilidad de alimento varia constantemente. Siendo asi, las

células responden cambiando su programa fisioldgico de estar creciendo rapidamente en presencia de



un determinado sustrato a uno de sobrevivencia, provocado por la ausencia 6 reduccién importante en
la concentracién del primer sustrato. Para este caso, las células se ven obligadas a pasar de un
programa de rapido crecimiento, donde se asimila glucosa y se excreta acetato, a un programa de
crecimiento lento donde la asimilacién del acetato previamente excretado le ayuda a la célula a su

sobrevivencia en ausencia ¢ limitacion de glucosa.
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Fig. 13.- Switch de acetato. (Tomado y modificado de Wolfe, A., 2005)

De esta forma, cuando la célula llega a la fase exponencial tardia, el switch de acetato esta activo, y
por lo tanto, se han activado vias de asimilacion de acetato (AMP-ACS). Metodoldgicamente
hablando, esto fue de gran utilidad pues se encontré un punto donde la fisiologia celular de todas las
cepas es el mismo. Gracias a lo anterior fue posible someter a las cepas al cambio de fuente de carbono
en el mismo punto fisioldgico, lo que disminuy0 el tiempo de adaptacion y ayudd en gran medida a la
reproducibilidad de los resultados. El establecimiento de dicho punto fisioldgico se hizo mediante la
determinacidn de la concentracion de glucosa en el medio, la cual debia ser entre 0.4 y 0.1 g/L (cuando
la glucosa inicial es de 2 g/L) y la densidad dptica esta entre 1.3 y 1.6, que es el intervalo en donde el

switch de acetato se activa (Wolfe, A., 2005).



Una vez estandarizado el manejo de los indculos, se procedié a la determinacion de las velocidades de

crecimiento.

7.4 Crecimiento de las cepas en medio minimo con glucosa:

a) Para las cepas JM101 y PB12:

Los experimentos control (donde no se sometié a las cepas a un cambio de fuente de carbono), no
arrojaron cambios significativos en lo que respecta a JM101 y PB12 con la mutacion en el gen ppsA;
es decir, las velocidades especificas de crecimiento y las fases lag, se mantuvieron practicamente
iguales tanto en las cepas mutantes, como en las cepas parentales (Tabla 2, Fig 14).

Estos resultados concuerdan con lo que se esperaba, pues el gen ppsA actla en condiciones
gluconeogénicas para poder abastecer a la célula de precursores en la via alta de la red metabdlica.
Debido a las caracteristicas del gen y del sustrato a utilizar (en este caso glucosa), era de esperarse que
la p de la cepa no cambiara, pues en general, es un hecho que la glucosa, en mayor o menor magnitud,
se asimila deficientemente en cepas PTS’, y por esta razén y bajo estas condiciones (glucosa como
Unica fuente de carbono), la fosfoenolpiruvato sintasa no confiere desventajas, pues a pesar de que en
PB12 se sobreexpresa ppsA (y otros genes gluconeogénicos), debido a la necesidad de la célula de
catabolizar otro tipo de fuentes de carbono para un mejor crecimiento, el producto de este gen tiene
muy poco sustrato para funcionar, pues no hay otras entradas de carbono, y la célula solo cataboliza el

poco acetato que ella misma produce debido a la entrada de glucosa.



b) Para la cepa PTS™: ;/Un ciclo fatil de interconversion de piruvato en PEP en la cepa

PB11?

Por otra parte, la velocidad especifica de crecimiento de la cepa PB11 con la interrupcion en el gen
ppsA, resulté ser mayor alrededor de un 60% que la de su progenitora PB11; es decir, la cepa PB11
tiene una pde 0.12, y la cepa PB11/ppsA- resulto tener una pLde 0.2 (Tabla 2).

La cepa PB11 crece muy lentamente en medio minimo con glucosa debido principalmente a la
ineficiente internalizacién de la glucosa, lo que conlleva a tener menos cantidad de piruvato disponible
si se compara a esta cepa con las cepas JM101 y PB12. Analizando el nodo de piruvato, en el
laboratorio se detectd la sobreexpresion del gen que codifica para la piruvato oxidasa (poxB) en la cepa
PB11 (Flores N. et. al. 2005). En otro trabajo, se concluy6 que la cepa PB11 utiliza la enzima piruvato
oxidasa (PoxB) cuando se encuentra en medio minimo con glucosa para convertir un porcentaje
significativo de piruvato en acetato, logrando contribuir a la generacién de ATP al incrementar la
cantidad de ubiquinol (UQH,) en la membrana celular (Flores N. et. al. 2004). Lo anterior podria
explicar en parte, el incremento en la p de PB11 cuando se interrumpid ppsA, pues la enzima producto
de éste gen utiliza piruvato como sustrato para generar PEP, reaccion que en estas condiciones resulta
ser una desventaja debido al tipo de sustrato que se estd metabolizando. Ademas, convertir piruvato en
PEP utilizando PpsA implica el gasto de una molécula de ATP en cada evento de conversion, lo cual
es un gasto energético.

En este caso, la glucosa le da a la célula ciertos beneficios y le restringe otros que aunado a las
caracteristicas de la cepa, le obliga a explotar otras vias para su supervivencia; es decir, la glucosa
abastece perfectamente la via alta de la red metabdlica, hasta llegar al nodo de PEP; sin embargo, el
que no se hayan detectado productos de fermentacion en esta cepa PB11 (Flores S., et. al. 2002), hace
pensar que el poco 0 mucho acetato generado por la via PoxB, es indispensable para la célula, pues lo

consume inmediatamente. Tomando en cuenta lo anterior, se refuerza la idea de que la cepa PB11 esté



utilizando el extra de piruvato por la ausencia de ppsA recurriendo a la via PoxB, pues asi gana ATPs
que incrementan el ubiquinol en la corriente de electrones, y genera también acetato, para la formacion
de acetil coenzima A que alimentara el ciclo de Krebs; esto sin olvidar que el acetato podria estar
aumentando la actividad de los genes del ciclo del glioxalato que presupondria un ahorro de esqueletos
de carbono, al actuar de manera indirecta sobre el operon aceBAK, pues se ha manejado la posibilidad
de que el acetato (0 algin metabolito relacionado) esté inactivando al modulador IcIR, el cual reprime
dicho operdn. El dato anterior sugiere que la poza del piruvato esta limitada en PB11 cuando crece en
glucosa y que la cancelacion de la actividad de PpsA aumenta la poza de este metabolito. En este
sentido resulta sorprendente y en cierta medida contradictorio, como se ha sefialado, que la cepa PB11
sobreexprese 3.7 veces el gen ppsA en estas condiciones de crecimiento (Flores, N., et. al. 2005). Vale
la pena sefialar que en la cepa PB11 cuando crece en glucosa como Unica fuente de carbono, se
sobreexpresan muchos genes gluconeogénicos y entre ellos ppsA (Flores, N., et. al. 2005). Sin
embargo solo algunos de ellos son dependientes de RpoS y este no es el caso de ppsA (Flores, N., et.

al. 2007). Lo anterior sefiala que hay varios reguladores involucrados en la respuesta gluconeogénica.

Medio Minimo M9 con glucosa
Cepa U Porcentaje
JM101 0.69 100
JM101/ppsA- 0.7 101.4
PB11 0.12 100
PB11/ppsA- 0.2 166.6
PB12 0.40 100
PB12/ppsA- 0.42 105

Tabla 2: Cuadro comparativo de las velocidades especificas de crecimiento (W) entre las cepas mutantes y las cepas
parentales crecidas en medio minimo con glucosa (M9-Glc).



Considerando lo anterior, es factible pensar que la interrupcion de ppsA le confiera una ventaja a la
cepa PB11, pues en este caso es mas importante abastecer de piruvato, que la utilizacién de éste para
formar PEP, el cual, basandose en estos resultados, probablemente estaria reprimiendo parcialmente la
via glicolitica, pues se sabe que este metabolito es un inhibidor de la glicolisis. En PB11 quiza el PEP
intracelular se encuentre en una cantidad suficiente como para inhibir enzimas de la via glicolitica tales
como la glucocinasa y la fosfoglicerato isomerasa; que son claves en el inicio de esta via (Ogawa, T.,
et. al. 2007).

La nula actividad de PpsA, podria estar propiciando entonces dos cosas: 1) un aumento en la cantidad
de piruvato disponible, que la célula pudiera aprovechar via PoxB, y 2) la desrepresion de la via
glicolitica; lo cual se ve reflejado en un incremento en la velocidad especifica de crecimiento y
probablemente en la reduccion de la fase lag en PB11.

Un punto importante a mencionar, es la regulacion de ppsA. Como ya se menciond, en el trabajo de
Flores N. et. al. 2005, el gen ppsA se encuentra sobreexpresado 3.7 veces mas que en la cepa silvestre
cuando se crece en glucosa; por esta razon se podria pensar que la actividad de la enzima producto de
ese gen, es esencial en el funcionamiento celular. FruR es un regulador transcripcional global que
controla la expresion de numerosos operones involucrados en el metabolismo de carbono, incidiendo
de manera importante en el flujo de carbono en Escherichia coli (Ramseier, T., M., et. al. 1995), y en
cepas como PB11 y PB12, se encuentra ligeramente sobreexpresado 1.3 y 1.5 veces respectivamente
en relacion con JM101 en medio minimo con glucosa. Como se ha mencionado, la regién promotora
del gen ppsA tiene una secuencia denominada caja FruR, situada en la region -45.5; dicha regién
corresponde a una secuencia de reconocimiento de 11 pares de bases, donde se une este factor de
transcripcion, regulando positivamente la expresion de este gen (Negre, D. et. al. 1998).

Si tomamos en cuenta la condicién de FruR y su sobreexpresion en glucosa, asi como el tipo de cepa,

entenderiamos que PB11 al carecer de un sistema que le permite la éptima internalizacion de glucosa,
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necesitd de una regulacion que le permitiera controlar de la forma mas adecuada posible el flujo de
carbono, hasta llegar a un equilibrio que le permita sobrevivir bajo las circunstancias genéticas en las
que se desenvuelve. Para encontrar este equilibrio, probablemente pudieron participar, distintos
reguladores transcripcionales como RpoS, ppGpp y FruR entre otros (Flores, N. et. al. 2006); que
pudieran ejercer efectos pleiotropicos en la célula, posiblemente ocasionando un rearreglo metabolico.
La sobreexpresiéon, en principio aparentemente no necesaria, del gen que codifica para la
fosfoenolpiruvato sintasa en la cepa PB11, pudo entonces ocasionar un intercambio futil, entre el
piruvato y el PEP, es decir, la célula necesita tener piruvato para generar acetato por medio de PoxB, y
asi optimizar la utilizacion de los esqueletos de carbono. Las enzimas Pyk A y Pyk F sintetizarian
entonces el piruvato a partir de PEP. Sin embargo, la sobreexpresion de ppsA, inducida por FruR,
limitaria la cantidad de piruvato, al ser utilizado para la sintesis de PEP por conducto de la
fosfoenolpiruvato sintasa, induciendo en la célula la necesidad de generar piruvato por medio de las
piruvato cinasas, lo cual resultaria en la formacion de un ciclo fatil entre el piruvato y el PEP, debido a
la interconversién entre ambos metabolitos. Esta limitacion de piruvato ocasionada por la constante
interconversién de metabolitos, podria estar mermando la capacidad de utilizacion de la glucosa en el
medio. Sustenta la hipétesis anterior, el hecho de que se da un incremento en la velocidad especifica de

crecimiento en PB11 cuando se inactiva ppsA.

7.5 Crecimiento de cepas en medio minimo con acetato:

a) Cepa silvestre IM101:

Para el caso de la mutante ppsA en la cepa JM101, era de esperar que la fase de adaptacién (fase lag)

al cambio de fuente de carbono fuera méas prolongada (tabla 3, Fig 15), ya que la enzima PpsA, junto



con las enzimas malicas, forman parte de una de las dos vias gluconeogénicas que utilizan metabolitos
intermediarios del ciclo de Krebs para la formacion de PEP. Este metabolito abastece del fosfato
necesario para la activacion de la glucosa internalizada, 6 en su defecto, la presencia o ausencia del
fosfato cedido por el PEP, es la sefial implicada en el mecanismo por el cual se activan o no, genes que
estan involucrados en la asimilacién de otras fuentes de carbono, incluido el acetato cuando hay
ausencia de glucosa. La interrupcion del gen ppsA en una cepa que cuenta con el sistema PTS y que se
encuentra en un ambiente pobre en esqueletos de carbono, impide un abastecimiento completo de PEP
para activar la cascada de sefializaciones que como ya se menciond, ayuda a la célula a contender con
ambientes adversos. Sin embargo, eso no significa que la expresion de los genes gluconeogénicos no
se lleve a cabo, pues la ruta paralela para la obtencion de PEP, a partir de la via baja de la red
metabdlica mediada por PckA, resulta de gran ayuda para el funcionamiento celular bajo estas
condiciones. De esta forma, PckA logra sintetizar suficiente PEP para la activacion de los genes
gluconeogénicos necesarios, aunque el tiempo de respuesta no es el mismo, debido a que es la Unica

via activa.

Medio Minimo M9 con acetato
Cepa Sl Porcentaje

JM101 0.29 100
JM101/ppsA-

(Fase lag 5 horas mayor que JM101) 0.14 48.2

PB11 0.23 100
PB11/ppsA-

(Fase lag 38 hrs. Mayor que PB11) 0.1 43.4

PB12 0.13 100
PB12/ppsA-

(Fase lag 28 hrs. Mayor que PB12) 0.11 84.6

Tabla 3: Cuadro comparativo de las velocidades especificas de crecimiento (u) entre las cepas mutantes y las cepas
parentales crecidas en medio minimo con acetato (M9-Ace).
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Experimentos previos con la cepa de E. coli BW25113 interrumpida en este mismo gen (Katy C. et. al.
2005), no arrojan variaciones en la velocidad especifica de crecimiento () cuando se crece a E. coli en
medio minimo con glucosa 6 en medio minimo con acetato comparandolas con sus controles. Sin
embargo, en nuestra cepa, si se observa una baja de méas del 50% en la p de la cepa JM101 ppsA-

durante su crecimiento en medio minimo con acetato.

Esto no resulta extrafio si recordamos que solo la via que concierne a PckA esta trabajando en esta
cepa para generar PEP, el cual no solo es esencial para la activacién de genes gluconeogénicos, sino
que también es indispensable para la generacién de precursores utilizados en el ciclo de las pentosas, y
para la sintesis de a.a. aromaticos, lo que se refleja en una p méas baja debido a un déficit de PEP

cuando la fuente de carbono es acetato.

b) EnlacepaPB11 PTS Glc':

La cepa PB11 ppsA- disminuy6 su p hasta casi un 60%, indicando un papel importante para PpsA en
esta cepa y en estas condiciones de crecimiento (Tabla 3). Se habia pensado originalmente que al
encontrarse en un estado de estrés permanente debido a la falta del sistema PTS, la célula
experimentaria menos inconvenientes al encontrarse en condiciones de escasez de carbono a pesar de
haber interrumpido ppsA. Andlisis recientes de valores de expresion de genes obtenidos mediante RT-
PCR pero cuando PB11 y PB12 son crecidas en medio minimo con acetato, muestran que genes
importantes para contender con el déficit de carbono tales como actP, acs, maeB, y pckA, en la cepa
PB11 se encuentran subexpresados 5, 3.1, 1.7 y 1.6 veces respectivamente comparadas con la cepa
silvestre (Sigala, J. C. 2006). Esto resulta extrafo, si se tiene en cuenta que esos genes conforman las
vias que se supone deben estar mas activas; actP y acs para la internalizacion y transformacién del

acetato, y maeB y pckA para la generacion de PEP. Lo anterior puede indicar que la capacidad de



expresion puede ser diferente en las diferentes cepas. También puede indicar que las necesidades en
ambas situaciones cambian, por esta razon se esperaba por ejemplo, una fase lag mas corta al saber que
varios genes importantes, como los ya mencionados, estaban sobreexpresados o al menos no
cambiaban su nivel de expresion con respecto a la cepa silvestre (cuando la célula se encuentra en
presencia de glucosa).

Al analizar ambas situaciones vemos que tal vez la célula, al no poder transportar glucosa
eficientemente aun estando en medio minimo con glucosa, activa genes para la asimilacion de otras
fuentes de carbono; incluyendo los de la asimilacién de acetato. La célula en esta situacion,
aparentemente se ve obligada a tratar de buscar y captar todo el carbono, incluyendo el acetato
disponible y se sobrexpresan genes como poxB, acs, sfcA, maeB y los que estan implicados en el ciclo
del glioxalato. Esto concuerda con que en PB11 no se encuentren productos de fermentacion tal como
el acetato porque probablemente es consumido inmediatamente (Flores, S. et. al. 2002). Por otro lado,
al encontrarse en un medio con acetato, probablemente no es necesario sobreexpresar tanto estos
genes, al menos comparativamente con la silvestre; de hecho como ya se menciono, algunos bajan su
expresion debido a que a ese nivel funcionan bien, ya que hay acetato que metabolizar, lo cual se
corrobora con que en medio minimo con acetato, se tenga una p de 0.23, superior a la obtenida en
medio minimo con glucosa (u 0.11).

El aumento en la fase lag (Tabla 3, Fig. 15) entonces se explica de la mismo forma; el gen ppsA ahora
se sabe no cambia su nivel de expresion en PB11, caso contrario, el gen pckA disminuye 4.0 veces su
nivel de expresion en esta misma cepa con relacion a la silvestre (Sigala J. C. 2006). Esto habla de la
importancia de la funcion de la enzima codificada por ppsA, pues la célula tiene una ruta preferencial
para la obtencion de PEP en condiciones gluconeogénicas, pues en medio minimo con acetato, la
célula utiliza la via mez-ppsA para la generacion de PEP, idea que se refuerza al saber que deletando

las enzimas malicas, se disminuye la p a 0.11 si se trata de maeB y a .090 si se deleta la funcién de



sfcA (Sigala J. C. 2005), concluyendo a su vez que sfcA es usada preferencialmente sobre maeB que
tiene un nivel de expresion menor. Por esta razon, al interrumpir un gen gluconeogénico tan
importante como ppsA, aunado a que pckA no es la ruta preferencial ni se expresa a un nivel éptimo
para la generacion de PEP, el tiempo de respuesta aumenta notablemente, reflejandose en una lag de
45 horas (Fig. 15), y posteriormente en una baja en la p de hasta casi el 60% (Tabla 3).

La falta del sistema PTS en PB11, podria cuestionar lo referente a la activacion de los genes
catabdlicos para otros tipos de fuentes de carbono en la supuesta ausencia de glucosa en el medio, pues
podria argumentarse que ademas del poco PEP generado en la cepa PB11 ppsA-, el cual proporcionaria
el fosfato necesario para la cadena de fosforilaciones que darian paso a las activaciones de las que
hablamos, no existe ningin componente del sistema PTS; incluyendo la proteina I1A®", la cual activa
la adenilato ciclasa para aumentar los niveles de AMPc y asi se produzca la desrepresion de varios
genes importantes. A pesar de ello, es un hecho que dicha desrepresion se da, y se ha propuesto que la
adenilato ciclasa debe ser activada por otra proteina, pues los niveles de transcripcién de genes como
crp, el cual codifica para la proteina CRP, y cya que codifica para la adenilato ciclasa, se
sobreexpresan en las cepas PTS- (Flores, N. et. al. 2005), ademas de saber que la cepa PB11 no se
beneficia al agregar AMPc al medio (Sigala, J.C., 2005). Otra probable explicacion seria que exista
alguna otra proteina que supla la funcién de I1A 6 que tal vez el gen cya en cepas PB11 no requiere

estar activado.

c) LacepaPB12PTS Glc*:

Como se ha sefialado, la cepa PB12 en medio minimo con glucosa, muestra una sobreexpresion de los
genes que conforman ambas vias gluconeogénicas: pckA se sobreexpresa 2.3 veces mas que en la cepa
silvestre; y los genes maeB, sfcA y ppsA, se sobreexpresan 2.5, 1.7 y 2.4 veces respectivamente. Esto

indica que ambas vias son utilizadas al parecer indistintamente cuando hay glucosa en el medio. Con



base en estos resultados, se pensd que durante el crecimiento de esta cepa en medio minimo con
acetato, la via pckA alcanzaria por abastecer la demanda de PEP y asi no afectar de manera importante
la p.

Por otra parte, resultados recientes de analisis de transcriptoma en medio minimo con acetato para esta
cepa, muestran que pckA y maeB se expresan 1.5 veces menos con respecto a la JM101 (Sigala J. C.
2006). Estos resultados y las inactivaciones en estos genes indican que ambas vias se complementan,
pues las mutantes de estos genes por separado, no afectan demasiado la p de la cepa (la mutante en
sfcA afectd el 1% y para el caso de maeB la p extrafiamente incremento un 21%; para el caso de pckA
la p disminuy6 un 8%). Por su parte la mutante en ppsA confirma esta complementacion, pues a pesar
de haber afectado mas que las otras mutaciones, la p solo disminuy6 alrededor del 15% (Tabla 3).

Por su parte la fase lag (Fig. 15), la cual se increment6é 28 horas més, habla en esencia del mismo
problema que se presentd en la cepa PB11. Al conocer que en PB12, el gen ppsA se sobreexpresa en
medio minimo con glucosa, y que la expresion de este mismo gen no cambia en medio minimo con
acetato pero que su delecidn tiene cierto impacto negativo, es de esperar sea importante no para iniciar
la respuesta de adaptacion, sino para superarla lo mas pronto posible; pues a pesar de que ambas vias
gluconeogénicas se complementen, hay que recordar que el acetato no es el mejor sustrato para el
crecimiento de PB12. Si a esto, se afiade el hecho de que la inactivacion del gen ppsA (después de la
doble inactivacion de las enzimas malicas), es la mutacion que causa mas estragos en la fisiologia de
esta cepa, lo anterior podria significar que la via mez-ppsA es mas usada, y para ello resulta I6gico
pensar que la fase lag se incremente, independientemente del estado de estrés permanente causado por
la delecion del sistema PTS y que provoca desrepresion de varios genes concernientes al

aprovechamiento de carbono.



7.6 Crecimiento de las cepas en medio minimo con glucosa y acetato:

En las cepas PTS™ generadas en nuestro laboratorio, se noté por medio de un andlisis de expresion de
genes (RT-PCR), que muchos de los genes implicados en el metabolismo gluconeogénico estaban
sobreexpresados, aun creciendo en un sustrato como la glucosa. Al parecer, basandose en los datos de
expresion de estos genes (Flores N., et. al. 2005), y distinto a lo que se pensaba en un inicio con un
estudio de analisis de flujos por resonancia magnética nuclear (Flores S., et. al. 2002) , mientras la
cepa PB11 utilizaba la via mez-ppsA como via gluconeogénica, la cepa PB12 podia utilizar tanto la via
mez-ppsA, como la mediada por pckA en glucosa. Estos resultados, indicaban que ambas cepas PTS

podrian hacer uso de sus capacidades glicoliticas y gluconegénicas al mismo tiempo.
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Para corroborar lo anterior, estas cepas se crecieron en medio M9 con glucosa 2 g/L, para después ser
crecidas en un medio M9 con las dos fuentes de carbono conjuntamente (glucosa 2g/L y acetato 1g/L),
y de esta forma evaluar las capacidades glicoliticas y gluconeogénicas de las cepas en presencia de una
alta concentracion de glucosa en el medio con respecto al acetato.

Los resultados demostraron que en la cepa parental se presentaba la misma pu que cuando fue crecida
unicamente con glucosa en el medio, pero después de 2 horas en fase estacionaria, se detectaba una
segunda fase exponencial con una i mucho mas baja. Por otro lado, la cuantificacion de las fuentes de
carbono en el medio demostraron que la silvestre utilizaba solo glucosa en su primera etapa de
crecimiento, y acetato en la segunda como era de esperarse (Fig. 16).

Por su parte, las cepas PB11 y PB12, no mostraron diauxia en su crecimiento y su pL se incremento
(PB11 paso de una p de 0.1, a una de 0.3, y PB12 paso de una p de 0.4, a una de 0.48). La
cuantificacion de carbono en el medio a lo largo de la cinética de crecimiento en estas cepas, indicd un
consumo simultaneo de ambas fuentes de carbono, aunque con una diferencia en cuanto a la
preferencia; es decir, mientras PB11 comenzaba a utilizar primero el acetato y luego la glucosa, la
PB12 hacia lo contrario, primero utilizaba la glucosa y luego el acetato (Fig. 16); sin embargo, ambas
cepas co-utilizan las dos fuentes de carbono y terminan su crecimiento en menos de 15 horas, lo que
apoya la hipotesis de que las cepas PTS’, conjuntan ambas capacidades metabdlicas de manera

simultanea.



Medio Minimo M9 con glucosa y acetato
Cepa u Porcentaje
JM101
*Comportamiento diauxico 0.67 100
JM101/ppsA-
*Comportamiento diauxico 0.68 101.4
PB11 0.3 100
PB11/ppsA- 0.32 106.6
PB12 0.46 100
PB12/ppsA- 0.46 100

Tabla 4: Cuadro comparativo de las velocidades especificas de crecimiento (u) entre las cepas mutantes y las cepas
parentales crecidas en medio minimo con glucosa y acetato (M9- Glc y Ace). Nota: la 1 en el caso de los comportamientos
diauxicos, corresponden al crecimiento con la utilizacion de glucosa.

Las mutantes generadas en este trabajo también fueron sometidas a las mismas condiciones en las que
se evaluaron por primera vez las capacidades glicoliticas y gluconeogeénicas de las cepas PTS". Los
resultados arrojados en estos experimentos, no mostraron ningin cambio significativo en cuanto a las
velocidades especificas de crecimiento de ninguna de las cepas (Tabla 4); tanto la JM101, como la
PB11 y la PB12 carentes del gen ppsA incrementaron su p de la misma forma que sus parentales

cuando éstas son crecidas en un medio con glucosa y acetato.

a) Consumo de las fuentes de carbono:

La cepa JM101/ppsA- presentd, como se esperaba, su caracteristica diauxia (Fig. 17), en donde
consume glucosa en una primera fase de crecimiento, y posteriormente a su etapa de adaptacion,
consume acetato en una segunda fase de crecimiento (Fig 18). Es importante mencionar, que una
diferencia significativa, es la que concierne a la etapa de adaptacion de esta cepa una vez consumida la

glucosa pues mientras la cepa silvestre (JM101) tarda solo 2 horas en comenzar con la segunda fase de
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crecimiento; la cepa mutante (JM101/ppsA-) tarda alrededor de 12 horas en iniciar esa segunda fase; la
cual, como puede apreciarse en la grafica de la figura 17, tiene una pendiente muy tenue. Esto es
congruente con lo observado al pasar de un cultivo con glucosa a uno con acetato.

La cepa PB11/ppsA- siguié utilizando ambas fuentes de carbono simultaneamente, presentandose
también su preferencia al acetato, el cual consumia primero (fig.19). Como era de esperarse en este
caso, la ausencia del gen ppsA no generd fuertes cambios, y ambas cepas se comportaron
practicamente igual. No obstante, los valores calculados de las velocidades especificas de consumo de
sustrato (gs) entre ambas cepas, no arrojan una diferencia significativa para ningun sustrato (La gs de
ambas cepas para acetato es de 0.24 y para glucosa son de 0.10 y de 0.11 para PB11 y PB11/ppsA-
respectivamente). El aumento del 6% en la u de la cepa PB11/ppsA- no parece ser significativo.

Como ya se menciond con anterioridad; los experimentos correspondientes a la cepa PB12/ppsA-y su
control (PB12), no arrojaron cambios en las velocidades especificas de crecimiento y estas se
mantuvieron practicamente iguales (Tabla 4); sin embargo, el analisis de resultados del consumo de
sustratos para ambos casos, mostré en forma clara que los sustratos del medio eran aprovechados en
forma distinta a como se habia especulado. La glucosa es consumida inmediatamente, sin embargo el
acetato se consume en cantidades muy pequefias al principio; y una vez que la glucosa termina de ser
consumida; se comienza con la utilizacion del acetato en forma clara.

Los resultados fueron claros, y se confirmaron con tres réplicas posteriores; después de 10 horas,
cuando la glucosa se habia agotado, y hasta las 25 horas en el caso de PB12 y hasta las 30 horas en el
caso de PB12/ppsA-, ambas cepas empezaban con un consumo sustancial del acetato en el medio (Fig.
20), pues el consumo de este sustrato en un inicio fue minimo.

Los resultados obtenidos para el caso de la cepa PB12 difieren un poco con lo que se habia demostrado

previamente en nuestro laboratorio (Flores N., et. al 2005), cuando se determino como es que las cepas



PTS™ habian logrado adaptar su metabolismo a la ausencia de éste sistema de transporte. Por el
momento es viable atribuir las diferencias de comportamiento a que los experimentos realizados hace
algunos afios, se efectuaron en fermentadores de 1L, y los que se presentan en este trabajo, fueron
realizados en matraces klett de 125 (con 25 ml de medio), ésta Unica diferencia podria estar implicando
aspectos no solo de volimen, sino también otros factores intrinsecos del volumen, principalmente pH
del medio ligado a la densidad celular 6 algin aspecto derivado de los anteriores que no se ha
contemplado, que no fueron monitoreados en este trabajo y que si fueron controlados en los
fermentadores, lo que causaria un comportamiento variable Gnicamente para esta cepa y bajo esta
condicion (mezcla de sustratos), pues hay que mencionar que para los otros casos (medio con glucosa
y acetato por separado), la PB12 se comportd exactamente igual que como se comportd en
fermentador.

Por ahora solo se puede mencionar que al parecer, la cepa PB12 tiene comportamientos distintos
cuando se crece en fermentador y cuando se crece en matraz, debido probablemente a factores no
controlados en matraz tales como pH y oxigenacion, que al parecer ese cambio es significativo, pues
en matraz la cepa PB12 y su mutante no asimilan acetato de una forma tan marcada, como en el
fermentador. Lo que Ilama la atencidn es que la p de la primera fase de crecimiento, se incremento en
el medio con mezcla de fuentes de carbono, en la misma proporcidon, que cuando se coutilizan
ampliamente ambos sustratos; a pesar de saber que el acetato no era consumido en forma sustancial .
Seria légico pensar que si solo consume glucosa y muy poco acetato en esa primera fase, su u deberia
ser la misma o ligeramente mayor que en la cinética realizada con medio minimo con glucosa
solamente.

Las diferencias entre la cepa PB12 y la cepa PB12/ppsA- cuando son crecidas en la mezcla de sustratos
en este trabajo, radica en el tiempo que éstas tardan en consumir el acetato, pues mientras la cepa

parental lo consume en aproximadamente 15 horas, la cepa mutante lo hace en 20 horas. (Fig. 20). Tal



parece que la delecion de ppsA le impide a la cepa una asimilacion més rapida del acetato en el medio,

debido seguramente a que la otra via activa (PckA) que sube el flujo de carbono a las partes altas del

metabolismo es insuficiente. Cabe mencionar que para ambas cepas, al términar de consumir la

glucosa en el medio, se nota un ligero incremento en la concentracion de acetato, el cual se le atribuye

a la excrecion de éste al consumir la glucosa.

8. Conclusiones:

a) Crecimiento en glucosa como Unica fuente de carbono:

La ausencia de PpsA, no ocasiona ventajas ni desventajas evidentes para las cepas JM101 y
PB12, ya que este sustrato glicolitico no afectd la disponibilidad del PEP pues la célula

probablemente utilizé la via glicolitica para abastecerse de este metabolito.

Por el contrario, en PB11 la interrupcion del gen ppsA generd un incremento en la y, debido
probablemente a un aumento en la disponibilidad de piruvato. Es posible que PB11 esté
utilizando el extra de piruvato por la ausencia de ppsA mediante un incremento de la via PoxB,
pues asi reduce mas quinonas en la membran y genera mas acetato, para la formacion de acetil
coenzima A que alimentard el ciclo de Krebs. Lo anterior sin olvidar que el acetato (o algin
metabolito relacionado) pudiera estar aumentando la actividad de los genes del ciclo del
glioxalato lo que a su vez presupondria un ahorro de esqueletos de carbono al no oxidar
completamente las moléculas de acetil-CoA. Ademaés, al no utilizar la PpsA para transformar
pirivato en PEP se ahorra ATP. Pareciera que ppsA fuera un ciclo futil de interconversién de

PEP en piruvato en la cepa PB11 PTS’ que reduce la .



b) Crecimiento en acetato como Unica fuente de carbono. La ausencia de PpsA propicia

una disminucion del PEP, lo que a su vez ocasiona:

No se activen de forma inmediata genes para asimilacion de acetato en cepas PTS+, ya que sin
el suficiente PEP se impide, posiblemente, la rapida y prolongada fosforilacion del componente
I1A en el sistema PTS, mismo efecto que causa la presencia de glucosa en el medio. De esta
forma se evita que el sistema PTS cense la falta de glucosa en el medio, pues el componente
I1A no puede activar a la adenilato ciclasa que es la encargada de incrementar los niveles de
AMPc. Por consiguiente no es posible inducir la activacion de CRP y tampoco es posible

activar de manera inmediata los genes catabolicos para otro tipo de azucar.

No haya suficiente biosintesis de compuestos organicos que ayuden al crecimiento de las
células; esto se reflejo en fases lag méas prolongadas, pues se debe esperar a tener suficiente
PEP para comenzar la fase de crecimiento, la cual también se ve afectada sin la disponibilidad
necesaria de éste metabolito. Esta aseveracion recae en los valores de los niveles de expresion
génica de ppsA en las tres cepas y de genes alrededor de ella, que proponen y de igual forma
reafirman, que la via gluconeogénica principal para el abastecimiento de PEP, es la via mez-

PPsA.

La interrupcion de genes de la via gluconeogénica mez-ppsA, afecta en mayor grado a JM101 y
PB11 en su y; tal vez debido a una baja en la disponibilidad de PEP que no alcanza a ser

reabastecida por otras vias.



9.

Al parecer PB12 suple adecuadamente la interrupcion de la via mez-ppsA utilizando PckA para
la formacion de PEP, ya que su | no se vio afectada significativamente. Sin embargo la p de

PB12/ppsA- en acetato es muy baja (1 = 0.11), similar a la de la cepa PB11/ppsA-.

c) Crecimiento en medio con mezcla de fuentes de carbono (Glucosa y Acetato):

Las cepas JM101, PB11 y PB12, mutantes en PpsA practicamente no modifican su .

La cepa JM101, al igual que su mutante, presenta represion catabdlica y por ende un
comportamiento diauxico.

La cepa PB12 al parecer tiene un comportamiento distinto cuando es crecida en matraz; ya que
en fermentador coutiliza en forma clara ambos sustratos y en matraz se presenta un consumo
discreto de éstos, pues el acetato se consume muy poco al inicio; y su utilizacion se ve
favorecida cuando la glucosa esta ausente en el medio.

Es posible que los comportamientos de PB12 se deban principalmente a un aumento o
disminucion del pH ¢ algun aspecto variable relacionado con el volimen, los cuales no era

posible controlar en los experimentos de este trabajo.

Perspectivas:

Tratar de recuperar el crecimiento exhibido en las cepas parentales, el cual se perdio al generar
las interrupciones en ppsA-, agregando al medio algun intermediario de la via del shiquimato.

Esto permitiria corroborar que es la falta de PEP la causa de los problemas de crecimiento en



acetato de estas cepas. El agregar un metabolito que por alguna via genere PEP, ya sea directa
o0 indirectamente, probablemente ayude a recuperar el crecimiento, y a disminuir la fase lag,

logrando asi una mejora en las velocidades especificas de crecimiento de las cepas.

Sobreexpresar las piruvato cinasas Ay F en PB11. De esta manera se mejoraria el crecimiento
tratando de explotar al maximo la estrategia celular de esta cepa creciendo en un medio con
glucosa, en la que se utiliza el piruvato para la activacién de una via gluconeogénica que gana
ATPs y por consiguiente, ayuda a la célula para aprovechar de mejor forma la glucosa en el
medio.

Continuar indagando acerca de la fisiologia de las cepas PTS’, nos permitira entender adn
mejor los procesos metabolicos en su interior. El conocimiento derivado de este trabajo, asi
como el conocimiento futuro de estas cepas bacterianas, podria conducirnos eventualmente, a
aumentar la poza de PEP en el interior celular a un bajo costo, y asi, canalizar este metabolito
no solo a la via de aminoacidos aromaticos, sino a distintas vias importantes para la produccion
de varias moléculas importantes para la industria.

La sobreexpresion de rpoS no afecta la transcripcion de PB11, pero en PB12 la afecta de 2.4 a
1.1. Esto podria indicar la aparicion de una mutacion en la regién del promotor de ppsA en
PB12 que ahora lo hace dependiente de RpoS (Flores, N., et. al. 2007). Valdria la pena

secuenciar la region de PB11 y PB12 que contiene el promotor de ppsA.
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