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RESUMEN 

La producción de ácido láctico a partir de residuos lignocelulósicos es posible por ingeniería 

metabólica al redirigir el flujo metabólico en la fermentación, mediante la eliminación 

selectivamente de las vías metabólicas que compiten con su producción. En E. coli MG1655 

mediante la eliminación de los genes de pfl (piruvato formato liasa), adh (alcohol 

deshidrogenasa) y frd (fumarato reductasa) se generó la cepa CL3 (MG1655: ∆pflB ∆adhE ∆frd) 

obteniendo rendimientos en la producción de lactato del 94% a costa de un 32% de la velocidad 

de crecimiento de la cepa silvestre.  Mediante la eliminación en CL3 del transportador XylFGH 

dependiente de ATP se mejoró la velocidad de crecimiento a un 47% manteniendo los 

rendimientos, al someter esta última cepa a un proceso de evolución adaptativa en medio de 

selección se generó la cepa JU15 con una mejora en velocidad de crecimiento de 67%, 

manteniendo los rendimientos.  

 

Del análisis del genoma de JU15, se encontró que el efecto más significativo en la velocidad de 

crecimiento fue debido a una mutación puntual S184L en el gen de un transportador PTS-

permeasa de galactitol (gatC). En ensayos de gen knockout de gatCS84L se demostró que su 

perdida afecta prominentemente la velocidad de crecimiento en D-xilosa de la cepa de JU15.  

Esta mutación en este trasportador permitió inferir que el transporte de azúcares al interior de 

E. coli, es crucial para disminuir los tiempos de fermentación y mejorar la productividad de los 

procesos biotecnológicos implicados en la obtención del producto de interés (ácido láctico) a 

partir de D-xilosa.  

 

En este trabajo, se aplica la ingeniería metabólica y la ingeniería de proteínas para evaluar el 

efecto de la capacidad de transporte de D-xilosa sobre el rendimiento y los parámetros de la 

fermentación de la cepa E. coli CL3. Para esto se diseñó un fondo genético con capacidad 

disminuida para el transporte de D-xilosa. En el proceso se evaluó, el aporte en el transporte de 

D-xilosa de diferentes permeasas. El fondo diseñado se usó para estudiar por complementación 

el efecto en la fermentación de las variantes de un banco de mutantes del gen gatC y gatCS184L 

generado por evolución dirigida.  

 



 
 

En la primera parte de este estudio se diseñó un fondo genético a partir de la cepa de E. coli 

CL3, inactivando metódicamente todas las permeasas reportadas implicadas en el transporte 

de D-xilosa, primero los genes del componente permeasa de los sistemas de transporte - ABC 

dependiente de ATP, genes xylFH y araH, después, los genes de los simportes xylE, araE, galP 

y por último el gen de estudio la PTS permeasa galactitol gatC. En cada inactivación se valoró 

la capacidad de transporte de la mutante generada mediante la evaluación de los parámetros 

(, qs y qp) en fermentación microaerobia en minifermentadores en medio de selección. 

 

A las condiciones de trabajado la evaluación de la velocidad especifica de consumo de D-xilosa 

(qs) permite inferir que la supresión del gen de la permeasa (xylH) del transportador XylFGH es 

responsable de la pérdida del 80% de la velocidad de transporte de D-xilosa; sin embargo, la 

eliminación del gen de la permeasa (araH) del transportador AraFGH, restituye el 73% de la 

velocidad de transporte de D-xilosa, lo que parece sugerir que este transportador está regulando 

a XylFGH o hay un efecto metabólico debido al ATP. Luego, la eliminación del transportador 

XylE muestra una pérdida del 15%, muy inferior al reportado en la literatura del 70%, sin 

embargo, la eliminación del simporte AraE muestra una pérdida del 53% de la velocidad del 

transporte. La supresión del transportador GalP sugiere también un efecto regulatorio de este, 

ya que restituyó en un 30% la velocidad de transporte de la D-xilosa. Por último, la supresión 

del gen GatC disminuye en un 84% la velocidad de transporte de D-xilosa.   

 

La medición de qs a las condiciones de este estudio sugiere que las permeasas GatC y AraE 

transportan más D-xilosa, que el transportador específico XylE. La evaluación de estas mutantes 

parece sugerir que el transporte es un proceso complejo, que no depende solo de la afinidad 

por el sustrato de las diferentes permeasas, si no del efecto regulatorio de estas. La mutante 

6G (CL3::xylF, araH, xylE, araE, galP, gatC) que contiene todas las eliminaciones de 

los genes de las permeasas conocidas para el transporte de D-xilosa mantiene un 16% de 

velocidad de transporte con respecto a la cepa parental CL3 y muestra que hay otros 

mecanismos (pasivo o activos) involucrados en el transporte.  

 

En la segunda parte de este estudio se usó la séxtuple mutante 6G como hospedera de las 

clonas pCLGatC, pCLGatCS184L y plásmido pCL1920, a las cuales se le evaluaron los 



 
 

parámetros cinéticos y como hospedera para complementar la actividad de un banco de 

variantes de las permeasas GatC y GatCS184L generadas mediante epPCR, usando una tasa 

alta y baja probabilidad de mutación. El banco transformado y restituido se tamizo mediante 

enriquecimiento en cultivo en lote en medio de selección y espectomicina (50 mg/mL) en 

minifermentadores a condiciones microaerobias, 37°C, 150 rpm. Como parámetro de recambio 

de cada pase se usó como tope máximo una O.D600 nm  1.0, al alcanzarla se crioconservo una 

alícuota del cultivo y el resto se usó de inóculo para iniciar el siguiente pase de cultivo a una 

O.D600 nm  0.01.  Se realizaron siete pases de enriquecimiento a los que se les evaluó la 

velocidad de crecimiento (µ). El rango de µ vario desde el primer pase de 0.037h-1 alcanzando 

un máximo en el pase 4 de 0.22h-1 y en los últimos pases se mantuvo en 0.18h-1.  Se aislaron 

51 variantes de los pases 1, 4, 6 y 7, al extender la dilución 1x107 en cajas de agar LB con 

espectomicina 50 mg/mL  

 

Se secuenciaron 5 variantes al azar del pase 1 tres derivadas de la clona GatCS184L (IR12, 

IR13, IR16) y dos derivadas de la clona GatC (IR18, IR19); 5 variantes del pase 4 todas 

derivadas de la clona GatCS184L (IR41, IR44, IR46, IR48, IR47); una variante del pase 6 

derivada de la clona GatCS184L (IR61) y una variante del pase 7, derivada de la clona GatC 

(IR71).  En el primer pase se encontraron varias mutantes con marco de lectura truncado, que 

codifican para una proteína pequeña no funcional al parecer, porque en los últimos pases todas 

las variantes secuenciadas conservan el tamaño original de la permeasa GatC.   

 

Se midieron los parámetros cinéticos (Yp/s, µ, qs y qp), a las clonas originales (pCL1920, 

pCLGatC y pCLGatCS184L) obteniendo en los tres casos Ylac/xil alrededor de 74% y µ 

respectivas de (0.048±0.009 h-1, 0.106±0.009 h-1 y 0.134±0.010 h-1), qs respectivas de 

(1.58±0.58 g/g*h, 2.65±0.33 g/g*h  y 3.86±0.16 g/g*h) y qp respectivas de (0.036±0.020 g/g*h, 

0.079±0.010 g/g*h y 0.199±0.017 g/g*h) y a las variantes evolucionadas de los últimos pases 

(IR41, IR44, IR46, IR48, IR47, IR61 y IR71) tuvieron Ylac/xil superiores a 74%, µ que oscilan entre 

0.214±0.008 h-1 a 0.166±0.002 h-1, qs que oscilan entre 9.57±0.405 g/g*h a 5.48±0.327 g/g*h y 

qp que oscilaron entre 0.208±0.009 g/g*h a 0.139±0.026 g/g*h, lo que significa que todas las 

variantes aisladas en el últimos pases presentan una velocidad de consumos de D-xilosa 

mejorada con respecto a las permeasas parentales. Analizando los parámetros cinéticos se 



 
 

observa que el aumento en la velocidad de consumo de D-xilosa permite mejorar la 

productividad volumétrica del proceso por arriba del doble del proceso comparado con el 

transportador silvestre GatC, estas variantes en el fondo genético diseñado tienen una ventaja 

de 8 a 18 h con respecto a la fermentación de las permeasas parentales.  
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A  Adenina 

BLAST  Herramienta de búsqueda de 
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dCTP  Desoxicitocina trifosfato 

dGTP  Desoxiguanina trifosfato. 

dNTP  Desoxinucleotidos trifosfato (mezcla 

de dATP, dCTP, dTTP, dGTP) 

DNA  Ácido desoxirribonucleico.  

etBr  Bromuro de etidio  

epPCR  Error prone PCR  

G  Guanina. 

HF  Alta fidelidad  

h  Horas 

IPTG  Isopropyl--d-tiogalactopiranosa. 

Km  Kanamicina 

KmR  Gen de resistencia a kanamicina. 

pCL  Plásmido pCL1920 con el operon de 

promotor Lac con el ORF al inicio del 

sitio NcoI. 

mL  Mililitro 

MgCl2  Cloruro de magnesio 

MnCl2  Cloruro de manganeso  

PCR  Reacción en cadena de la 

polimerasa 

OD600  Densidad óptica a 600 nm 

SD   Desviación estándar.  

Spe  Espectomicina  

T  Tiamina 

UV  Radiación ultravioleta 

µL  Microlitro 

6G/pCLGatC Cepa 6G transformada con 

el plásmido pCLGatC. 

6G/pCL1920 Cepa 6G transformada con 

el plásmido pCL1920. 

6G/pCLGatCS184L  Cepa 6G transformada con 
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INTRODUCCIÓN 

 

La D-xilosa es el segundo azúcar polimerizado más abundante de la lignocelulosa (5-25%) y su 

porcentaje de recuperación por hidrólisis ácida es superior al de D-glucosa (Khankal, Chin, & 

Cirino, 2008); sin embargo, la velocidad específica de consumo de D-xilosa de hidrolizados 

lignocelulósicos es menor en comparación con el de D-glucosa en medios de laboratorio. El 

enfoque clásico para incrementar la conversión de D-xilosa en otros compuestos de interés por 

microorganismos ha sido mediante ingeniería de vías metabólicas (IVM), al optimizar el flujo de 

carbono por sustitución, supresión y/o mejoramiento de enzimas de la vía metabólica. Sin 

embargo, pocos trabajos se han enfocado en el primer paso de la vía: el transporte de azúcares 

hacia el interior del organismo. Dicho proceso es crucial para disminuir los tiempos de residencia 

y mejorar la productividad de los procesos de fermentación, por esta razón, en los últimos años 

se ha incrementado la búsqueda de nuevos transportadores de membrana y la optimización de 

los existentes, mediante evolución dirigida (Young, Comer, Huang, & Alper, 2012).  

 

E. coli es un microorganismo ampliamente estudiado para la conversión de azúcares 

provenientes de la lignocelulosa en biocombustibles y compuestos químicos orgánicos. Su 

rápido crecimiento, conocimiento de su genoma, la capacidad de producción de un amplio rango 

de metabolitos, requerimientos nutricionales simples, facilidad de utilización genética y 

capacidad natural para fermentar azúcares (pentosas como hexosas). Esto último hacen posible 

el uso de hidrolizados lignocelulósicos (mezcla de D-xilosa, D-glucosa, L-arabinosa, D-manosa 

y D-galactosa) como sustratos para la producción de combustibles y compuestos químicos 

(Khankal et al., 2008).  

 

Muchas enzimas se han originado por un proceso de divergencia y la selección natural para 

llevar a cabo distintas actividades metabólicas específicas. En el caso de los transportadores 

de membrana, estos se han adaptado para controlar el flujo de nutrientes y pequeñas 

moléculas. En general, los transportadores de membrana se clasifican en trasportadores de la 

familia ABC dependiente de ATP (Tarr, Tarling, Bojanic, Edwards, & Baldán, 2009), la 
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superfamilia de transportadores (MFS), las proteínas simporte – H+, las proteínas 

simporte/antiporte – Na+, las proteínas uniportes y el complejo de transporte de azúcares (PTS) 

- PEP; este último presente solo en bacterias (P. J. Henderson & Maiden, 1990).  

 

E. coli presenta diferentes tipos de transportadores de D-xilosa de tipo específicos, como el 

simporte XylE de baja afinidad (KM 63-70 μM), perteneciente a las superfamilia de 

transportadores (MFS) y el de las proteínas XylFGH de alta afinidad (KM 0.2 – 0.4 μM), 

pertenecientes a la familia (ABC) dependientes de ATP (Young et al., 2012); también presenta 

transportadores inespecíficos como AraFGH (KM 4.1 – 6.1 μM)(Jojima, Omumasaba, Inui, & 

Yukawa, 2010) de la familia ABC y los simporte AraE (KM 150–320 μM) (K. R. Daruwalla, Paxton, 

& Henderson, 1981) y GalP (KM 50–450 μM )(P. J. F. Henderson, 1990). 

 

La afinidad de los transportadores de pentosas en E. coli por sus respectivos sustratos es alta, 

por esto han sido usados para mejorar la capacidad de transportar pentosas en otros 

organismos, tales como: Z. mobilis (Ren, Chen, Zhang, Liang, & Lin, 2009), S. cerevisiae (Jojima 

et al., 2010; Lian, Li, HamediRad, & Zhao, 2014; Wang, Shen, Hou, Suo, & Bao, 2013; Young 

et al., 2012), C. glutamicum y B. subtilis (Jojima et al., 2010)). Esto ha evidenciado, la 

importancia de estos en la optimización del consumo de pentosas y su conversión en productos 

de fermentación. Sorprendentemente, pocos estudios se han realizado en la caracterización 

molecular de nuevos transportadores en E. coli y su aplicación en mejorar la fermentación de 

pentosas. 

 

En el laboratorio de Ingeniería Metabólica de Bacterias (Utrilla Carreri et al., 2012), usando 

ingeniería metabólica y un proceso de evolución adaptativa, obtuvieron la cepa de E. coli JU15 

capaz de fermentar eficientemente D-xilosa (Xyl) a D-Lactato (Lac) (0.95 gLac/gXyl). Estudios 

de genómica y proteómica cuantitativa, mostraron que entre multiplex variaciones una mutación 

(S184L) en una proteína transportadora de galactitol GatC (35kDa, 427 aminoácidos), la cual 

ha sido propuesta como el componente IIC del sistema PTS - galactitol (4.A.5.1.1) (Nobelmann 

& Lengeler, 1996). La eliminación del gen gatC y gatC S184L, de las cepas progenitoras y 
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evolucionadas respectivamente, demostró que GatC participa del transporte de D-xilosa en 

condiciones de fermentación, y que la variante S184L es la responsable del fenotipo de mayor 

velocidad de consumo de D-xilosa (de 1.40 gXyL/gCEL.h a 2.70 gXyL/gCEL.h) y del aumento de la 

productividad volumétrica de conversión de D-xilosa a D-Lactato (de 0.53 gLac/L.h a 0.79 

gLac/L.h) (Utrilla Carreri et al., 2012).  

 

Con base en lo reportado (Utrilla Carreri et al., 2012), en este proyecto se generaron variantes 

de la proteína transportadora de membrana GatC obtenidas por mutagénesis aleatoria. Se 

identificaron variantes con una mayor velocidad de consumo y se logró un aumento del doble 

de la productividad en la fermentación de D-xilosa y producción de D-Lactato y los cambios 

presentes en ellas se ubicaron en un modelo topológico de la proteína. 
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REVISIÓN DE LITERATURA 

Biorrefinerías 

 A nivel mundial, 10% de la basura es desecho agroindustrial.  En países emergentes, gran 

parte de estos residuos son quemados y 

eliminados a cielo abierto y son fuente de gases 

de efecto invernadero (Olsson & Hahn-Hägerdal, 

1996). No obstante, estos pueden ser hidrolizados 

para la obtención de azúcares fermentables, lo 

que los convierte en una fuente de materia prima 

prácticamente inagotable para la generación de 

productos de alto valor agregado y base de una 

segunda generación de biorrefinerías basadas en 

la fermentación de hidrolizados de lignocelulosa 

(Figura 1); sin provocar los problemas 

económicos y sociales generados del aumento 

del precio de los alimentos usados para producir 

jugo de caña de azúcar y almidón de maíz, base 

de las biorrefinerías de primera generación 

(Menon & Rao, 2012). 

 

Lignocelulosa  

Los residuos lignocelulósicos son más de la mitad de fitomasa agrícola del mundo. Gran parte 

de estos residuos pueden usarse sin competencia con otras aplicaciones, convirtiéndolo en la 

fuente más abundante de biomasa inutilizada. El componente principal, la celulosa, es un 

homopolímero cristalino lineal conformado de D-glucosa. La lignocelulosa está compuesta de 

tres fracciones de biopolímeros, celulosa (40-50%), hemicelulosa (25-30%) y lignina (15-20%) 

y otros componentes extraíbles. La hemicelulosa es un heteropolímero compuesto en su 

mayoría por xilosa (xilano). La lignina es un polímero de compuestos aromáticos no 

Figura 1 Biorefinerias de segunda generación, la 
lignocelulosa puede ser convertida a bioproductos a 
través de hidrólisis seguida por fermentación o en un 
bioproceso consolidado que combina los dos procesos en 
un solo reactor  (Modificado de Menon & Rao, 2012). 
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fermentables, por eso solo la fracción de celulosa y hemicelulosa son usadas en la fermentación 

(Abramson, Shoseyov, & Shani, 2010). 

 

Al hidrolizar la fracción hemicelulósica se produce una mezcla de azúcares de tipo hexosas 

(10%) como D-glucosa, D-manosa, D-galactosa y tipo pentosas (90%) como D-xilosa y L-

arabinosa. La proporción y el tipo de azúcares varia, dependiendo de la planta usada y el 

pretratamiento usado. Aunque todos los azúcares pueden ser fermentandos, las pentosas no 

son metabolizadas por todos los microrganismos (Khankal et al., 2008) y pocos poseen la 

batería enzimática necesaria para metabolizarlas completamente. En los organismos que las 

metabolizan, para obtener productos de interés comercial, se deben canalizar las vías 

existentes hacia la bioconversión de un único compuesto de interés, mediante ingeniería de 

vías metabólicas (IVM) y biología sintética, mediante la eliminación de vías alternas e 

introducción de enzimas o vías heterólogas que mejoren los rendimientos, productividad y 

concentración (Choudhary, 2008). 

Xilosa 

Constituye al menos el 30% del total de la biomasa y es el principal constituyente del xilano. Es 

el segundo azúcar más abundante en la naturaleza, comprende el 25% de la composición de 

las angiospermas. Es relativamente fácil liberar xilosa de la hemicelulosa mediante tratamientos 

térmicos e hidrolíticos, dependiendo del tipo de sustrato y las condiciones de reacción, se 

pueden recobrar entre un 60 – 90% de pentosas de los materiales lignocelulósicos. Al hidrolizar 

con ácidos diluidos se puede obtener rendimientos de D-xilosa (a partir de xilano) entre el 80% 

y 95% (Desai & Rao, 2010). 

 

La D-xilosa después de la D-glucosa, es el azúcar más abundante en los hidrolizados 

lignocelulósicos y en la naturaleza; la bacteria Gram negativa Escherichia coli metaboliza este 

azúcar inicialmente por la vía de las pentosas. Su contenido en hidrolizados de lignocelulosa 

varía dependiendo del origen de la biomasa, la cual contiene entre 5 – 20% de xilano (Li, Chen, 

Wang, & Qi, 2007). E. coli nativas o con vías metabólicas recombinantes para D-xilosa pueden 

metabolizarla a diferentes bioproductos. Esta se metaboliza por la vía de las pentosas fosfato 
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(PPP) y se conecta por algunos intermediarios al metabolismo intermedio y a la vía de Embden-

Meyerhoff-Parnas para generar productos finales del metabolismo, de la síntesis de ácidos 

nucleicos, aminoácidos aromáticos y lípidos (Jeffries & Thomas W. Jeffries, 1998). Para reducir 

los costos de producción de compuestos con alto valor agregado desde lignocelulosa, es 

importante estudiar el metabolismo, transporte y mecanismos involucrados en la eficiente 

fermentación de D-xilosa y aunque ha sido el foco de investigación en los últimos años, hasta 

el momento, la utilización eficiente de pentosas es aún insatisfactoria para aplicaciones 

industriales. 

Mecanismo de transporte de azúcares en E. coli  

 

Figura 2. Ilustración de los principales sistemas de transporte de azúcares en E. coli. La mayoría de los carbohidratos son 
internalizados por tres sistemas de transporte principales: Transportadores dependientes de ATP, Simportes de protones y 
transportadores dependientes del PEP (Modificado de Naftalin & De Felice, 2012). 

  

El transporte a través de la membrana celular es el primer paso en el metabolismo de cualquier 

carbohidrato y en gran medida este paso determina la velocidad de su utilización. El transporte 

de azúcares (Figura 2) puede llevarse a cabo principalmente por tres mecanismos: a) transporte 
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pasivo o difusión, el más simple de los procesos, el cual se incrementa con la concentración del 

soluto y es independiente del pH y agentes desacoplantes; b) difusión facilitada, el cual no 

requiere de energía metabólica, emplea un gradiente de concentración y está unido a un 

equilibrio de concentración dentro y fuera de la célula como la difusión pasiva, sin embargo, es 

mediada por una proteína cargadora que exhibe especificidad por el sustrato; y c) transporte 

activo, mediado por proteínas cargadoras que exhiben propiedades de saturación, especificidad 

de sustrato e inhibición específica; este proceso requiere de energía para transportar los 

azúcares, proveniente de la hidrólisis del ATP o por translocación de grupos como el 

fosfoenolpiruvato (PEP) (Jeffries & Thomas W. Jeffries, 1998). 

 

La hidrólisis de compuestos lignocelulósicos genera una mezcla de azúcares (principalmente 

D-glucosa, D-xilosa y L-arabinosa). E. coli puede consumir todos estos azúcares; sin embargo, 

cuando se expone a una mezcla, selecciona la fuente de carbono que soporta la máxima 

velocidad de crecimiento. Para ello usa un sistema complejo que le permite percibir la presencia 

de cada nutriente, debido a esto su crecimiento presenta un desarrollo diauxico característico, 

donde ajusta su capacidad catabólica, para el consumo jerárquico de azúcares, especialmente 

D-glucosa antes de cualquier otro azúcar. Este mecanismo de regulación es llamado represión 

catabólica por carbono, CCR (por sus siglas en inglés: Carbon Catabolic Represion) (Gonzalez, 

Tao, Shanmugam, York, & Ingram, 2002), el cual involucra múltiples niveles de regulación que 

son dependientes de la concentración de estos azúcares, la especificidad de los 

transportadores y la velocidad de metabolización (Desai & Rao, 2010). 

 

La habilidad de E. coli para metabolizar pentosas es muy baja (comparada con el de D-glucosa), 

y aunque se sobrexpresen los genes funcionales del catabolismo de las pentosas, la cantidad 

de azúcar metabolizado es insuficiente, debido a: 1) Al proceso de CCR, que lleva a un consumo 

secuencial e incompleto de azúcares; 2) El desbalance celular Redox en el metabolismo de las 

pentosas; y, 3) el transporte ineficiente de estos azúcares por la baja especificidad y velocidad 

de los transportadores de pentosas (Jojima et al., 2010). 
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El consumo simultaneo de azúcares en una mezcla es ventajoso en un proceso fermentativo, 

ya que puede eliminar el desarrollo en fases (crecimiento diaúxico) y reducir los tiempos de 

operación e incrementar la productividad. Sin embargo, así como E. coli consume 

preferencialmente glucosa también muestra jerarquía en el consumo de las pentosas. En el 

caso del metabolismo de la D-xilosa y L-arabinosa de forma similar, se ha reportado una 

preferencia. 

 

En E. coli las pentosas D-xilosa y L-arabinosa son importadas mediante transportadores de alta 

afinidad tipo ABC dependientes de 

ATP, AraFGH para arabinosa y 

XylFGH para xilosa y 

adicionalmente tiene 

transportadores de baja afinidad 

tipo MFS dependientes del 

cotransporte de H+; para L-

arabinosa (AraE) y para D-xilosa 

(XylE), respectivamente (Luo, 

Zhang, & Wu, 2014). 

 

Los operones específicos de D-

xilosa (xylE, xylFGH, xylAB) son 

regulados por XylR y el sistema 

cAMP-Crp. A su vez estos operones 

son controlados por el gen de 

regulación global Mlc que controla 

primariamente al operon pts que 

codifica a las enzimas I y HPr y a los genes ptsG para la toma de D-glucosa y manXYZ para la 

toma de manosa y son reprimidos por él, durante el crecimiento en D-xilosa (Gonzalez et al., 

2002). Como se observa (Figura 3) cuando en el sistema también hay presencia de L-arabinosa 

Figura 3. Mecanismo de regulación de AraC y XylR del metabolismo de 
pentosas. (Modificado de (Groff et al., 2012)). 
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se expresa araC el cual reprime la transcripción de los genes xyl, y activa la transcripción de los 

genes del catabolismo de la L-arabinosa (V. Hernández-Montalvo, Valle, Bolivar, & Gosset, 

2001). Como resultado de la regulación positiva de cAMP-Crp, cuando la D-xilosa se une a XylR 

activa la transcripción de los operones xylFGH, xylAB y xylE y reprime la transcripción del 

catabolismo de la L-arabinosa (Desai & Rao, 2010). XylR es un regulador positivo tipo-AraC y 

también activa la transcripción de los operones araBAD, araE y araFGH pero reprime la 

transcripción del operon araC (Song & Park, 1997). 

 

Transporte de D-xilosa en E. coli 

La D-xilosa es transportada en E. coli por tres rutas, a) La principal vía envuelve al transportador 

XylFGH de alta afinidad dependientes de ATP de la superfamilia de transportadores ABC, y es 

responsable del transporte de D-xilosa cuando la concentración fuera de la célula es baja 

(Sumiya, Davis, Packman, McDonald, & Henderson, 1995); b) La segunda vía es la del simporte 

XylE de baja afinidad responsable del paso de D-xilosa cuando la concentración fuera de la 

célula es alta (Jojima et al., 2010); c) la tercera vía no ha sido caracterizada, se presume que 

es mediante difusión o por un sistema complicado de transportadores inespecíficos (Khankal 

et al., 2008). 

 

Tabla 1. Constantes de afinidad de los transportadores específicos de D-xilosa en E. coli 

Transportador KM aparente Referencia 

XylFGH 0.2 -4.0 μM (Sumiya et al., 1995) 

XylE 63-170 μM (Sumiya et al., 1995) 

 

Transportador ABC de alta afinidad – dependiente de ATP (XylFGH)  

El transportador XylFGH fue descubierto por David y Wiesmeyer en 1970 (Rosenfeld, Stevis, & 

Ho, 1984). Este transportador ABC es una proteína integral de membrana que traslada 

activamente D-xilosa contra el gradiente de concentración usando la energía de hidrólisis de 

ATP. Es codificado por el operón xylFGH y estructuralmente es un complejo proteico modular 

que consiste en la proteína XylG de unión a ATP, una proteína periplasmática XylF de unión a 
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sustrato y el componente de membrana del sistema transportador ABC, la permeasa XylH 

(Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Esquema de la organización modular del 
transportador XylFGH (Jojima et al., 2010). 

 

El transportador es sintetizado en respuesta a la presencia de D-xilosa, por acción del factor 

transcripción XylR, que se une a la región promotora de los operones xylAB y xylFGHR, 

activando su transcripción (Figura 5). En ausencia de D-glucosa o arabinosa, altas 

concentraciones del complejo cAMP-CRP, activan a XylR e activan el metabolismo de D-xilosa. 

Esto se logra al activar la expresión de los genes xylA y xylB que codifican para la D-xilosa 

isómerasa y xiluloquinasa, respectivamente, las cuales convierten D-xilosa en xilulosa-5-fosfato 

(Pratish Gawand, 2014). 
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Figura 5. Organización del operón de D-xilosa. Los genes xylAB codifican las enzimas del catabolismo de la D-xilosa y los genes xylFGH codifican el  componente 
de transporte ( transportador XylFGH). El gen xylR codifica el regulador transcripcional de los genes xyl (Choudhary, 2008; Keseler et al., 2013). 
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Adicionalmente al mecanismo de regulación global cAMP-CRP, la utilización de D-xilosa es 

también regulada por el factor de transcripción AraC, involucrado en el transporte y metabolismo 

de arabinosa. Entre D-xilosa y L-arabinosa, E. coli, consume preferencialmente arabinosa (V. 

Hernández-Montalvo et al., 2001). El mecanismo de represión de D-xilosa mediado por 

arabinosa ocurre a nivel transcripcional por unión al factor AraC, que se une a la región 

promotora del gen xylA evitando de esta forma, la unión de XylR a la región promotora y por 

tanto la activación del metabolismo de la D-xilosa (Khankal et al., 2008).  

 

Transportador simporte D-xilosa:H+, XylE 

 

En 1979 Shamana y Anderson, dedujeron a partir de la caracterización cinética del sistema D-

xilosa permeasa XylFGH la existencia de otro sistema de transporte (Shamanna, Sanderson, 

Shamannat, & Sanderson, 1979). En 1980 Lam y colaboradores, aislaron una proteína pequeña 

transportadora de D-xilosa, XylE, la cual mostró ser dependiente del pH, inhibida por agentes 

desacoplantes e insensible a arsenito (E. O. Davis, Jones-Mortimer, & Henderson, 1984; Elaine 

O. Davis & Henderson, 1987).  

 

Figura 6. A) Representación eestructural del simporte MFS de D-xilosa que cotransporta protones ( )  (Jojima et al., 2010) 
y B) organización del operón monocistrónico xylE inducible por D-xilosa, por predicción mediante dos posibles promotores 

dependientes de 24 se realiza su  transcripción (Keseler et al., 2013).  

 

A) 

B) 



13 
 
 

 

 

 

XylE es un simporte de protones (Figura 6), que pertenece a la superfamilia de transporte 

facilitado (MFS), las cuales son proteínas capaces de transportar solutos en respuesta a un 

gradiente electroquímico (∆µH
+; interior alcalino). XylE es una proteína altamente hidrofóbica y 

presenta un alto grado de identidad estructural con otros simportes como AraE, GalP y MglP. 

Este transportador inhibe la translocación de la D-xilosa en presencia de D-glucosa (Khankal, 

2009).  

 

Estrategias para mejorar la fermentación de D-xilosa en E. coli.  

 

En el proceso de fermentación, las proteínas involucradas en la translocación de azúcares son 

el primer paso en la vía metabólica y son decisivas para el transporte tanto pasivo como activo 

de azúcares y otros elementos a través de la membrana. En los últimos años la elucidación y 

caracterización de nuevos transportadores se ha facilitado con la secuenciación completa de 

varios genomas bacterianos y ha permitido ampliar el espectro de los transportadores conocidos 

(Sasaki, Jojima, Kawaguchi, Inui, & Yukawa, 2009).  

 

A nivel industrial, la caracterización y optimización de estos transportadores tiene un papel 

esencial en el diseño de cepas eficientes para la fermentación de hidrolizados lignocelulósicos 

(Pratish Gawand, 2014). Entre los microorganismos usados a nivel industrial E. coli, es de los 

pocos que es capaz de metabolizar todos los azúcares presentes en los hidrolizados 

lignocelulósicos; desafortunadamente, los consume secuencialmente y selecciona 

preferencialmente a la D-glucosa e inhibe el transporte y metabolismo de los otros azúcares 

(hasta que se agota en el medio de cultivo la D-glucosa) mediante el proceso de CCR. En 

bacterias, la CCR es controlada por los estados de fosforilación de los componentes del sistema 

de transporte fosfotransferasa (PTS). 

 

La estrategia clásica de la ingeniería de vías metabólicas para lograr el consumo simultáneo de 

la mezcla de azúcares ha sido diseñar cepas PTS- o sobrexpresar transportadores no-PTS. Sin 

embargo, otra estrategia posible, complementaria y menos explorada, es la optimización de 
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proteínas transportadoras de azúcares mediante ingeniería de proteínas; sin embargo, hasta la 

fecha se han logrado pocos avances en este campo (Lian et al., 2014; Ren et al., 2009). 

 

Evolución dirigida  

Desde la década de los 70s se observó que las enzimas presentaban cierto grado de 

promiscuidad lo que les permitía reconocer diferentes sustratos. Esta ambigüedad fue 

interpretada como el potencial evolutivo que tienen las enzimas para adquirir nuevas 

especificidades. La deriva genética permite adquirir diversidad y de esta manera modificar los 

patrones de promiscuidad. Bajo esta premisa, en ausencia de detalles estructurales e 

información funcional de las proteínas, nuevas funciones pueden ser creadas por la introducción 

de mutaciones al azar, seguida de métodos de selección de variante que presenten las 

funciones deseadas (Lutz & Patrick, 2004). 

 

Diferentes métodos se han usado para realizar mutaciones en sitios o regiones puntuales de un 

gen o para realizar cambios al azar en un gen específico. Los principales métodos de evolución 

dirigida son divididos en recombinantes y no recombinantes. El objetivo primario del diseño de 

proteínas es generar proteínas con mejores propiedades. Comúnmente se emplean dos 

estrategias para este fin: 1) la evolución dirigida; una poderosa herramienta para generar 

nuevas o mejores funciones moleculares, alterando la especificad del sustrato o aumentando la 

estabilidad de la molécula; con un potencial para su aplicación en muchos campos, incluyendo 

la agricultura, medicina y la química (Cole & Gaucher, 2011). En esta se emplean librerías de 

variantes de una proteína y se busca aquella(s) con la propiedad(es) deseada(s); 2) el diseño 

racional, en el cual las proteínas son modificadas utilizando el conocimiento de la estructura y 

la función, con el fin de predecir el efecto que tendrá un cambio particular o un juego de cambios. 

Mientras la evolución dirigida es ampliamente apreciada por sus aplicaciones en diversos 

campos, la segunda estrategia es limitada por el insuficiente conocimiento que se tiene de la 

relación estructura – función de las proteínas. Este conocimiento aún es insuficiente para hacer 

un diseño racional robusto (Bocola, Schwaneberg, Zhao, Kardashliev, & Joe, 2014). 
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La diversidad de la librería es creada a través de mutagénesis y/o recombinación. Las librerías 

tradicionales han sido generadas por mutagénesis al azar (usando compuestos químicos 

mutagénicos, cepas mutagénicas, “error-prone PCR” (epPCR) o variantes de ésta) o por 

mutagénesis sitio dirigida. Estas librerías son tamizadas y la(s) mejor(es) variante(s) es(son) 

seleccionada(s) por ciclos de mutagénesis y selección, esto es debido a que la frecuencia de 

mutaciones beneficiosas es baja. La recombinación de mutaciones benéficas aumenta la 

probabilidad de mejorar la función original en cada ciclo de mutagénesis y selección, sin 

embargo, la probabilidad de mejora, decrece rápidamente cuando se realizan mutaciones 

múltiples (Copp, Hanson-Manful, Ackerley, & Patrick, 2014). 

 

Error prone – PCR 

Error prone – PCR (epPCR, PCR propensa al error), es un método usado para crear librerías 

de mutantes de un gen. Sirve para generar un fenotipo deseado (Figura 6). Está basado en que 

la mayoría de las polimerasas no son 100% fieles en la replicación del DNA. Entre las 

polimerasas, la Taq DNA polimerasa tiene la fidelidad más baja, con un tasa de error por 

nucleótido en la polimerización entre 0.001-0.02 % (Cadwell & Joyce, 1994; Pritchard, Corne, 

Kell, Rowland, & Winson, 2005) de ahí se entiende que esta enzima sea una de las más usadas. 

Sin embargo, esta tasa de error no es tan alta para inducir mutagénesis al nivel deseado.  

 

No obstante, alterando las condiciones de reacción como concentración y diferentes tipos de 

catión divalente introducido (Figura 7), se reduce la especificidad del apareamiento de las bases 

y se incrementa la tasa de error hasta 0.66±0.13 %,  la adición de 0.7 mM de MnCl2 incrementa 

25 veces el error y cambios en la proporción estequiometria de dNTPs también lo incrementa 

(Zakour, Kunkel, & Loeb, 1981). 

 

La enzima Taq DNA polimerasa tiene un sesgo intrínseco que induce mutaciones en las bases 

A y T e introduce más transiciones que transversiones; al modificar las condiciones de reacción 

se puede alterar este sesgo; sin embargo, cambios excesivos en las condiciones generan una 

pobre amplificación y artefactos. Por esto es necesario alcanzar un balance entre las 
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condiciones ideales para la mutagénesis y aquello que lleva a artefactos en la PCR. Por tanto, 

frecuentemente se usa la combinación de estas dos estrategias para orientar el sesgo de la 

mutación introducida (transversión o transición) (Copp et al., 2014). 

 

 

Figura 7. Mecanismo propuesto del efecto de los iones divalentes en la especificidad de la enzima ADN polimerasa durante 
la replicación, I) El Mn+2 altera la conformación del sustrato al formar un complejo coordinado con los grupos fosfatos del 
sustrato, II)El ion Be+2 induce cambios en la conformación de la enzima y estabiliza la formación de un complejo de 
coordinación del ion Mg+2 con los grupos fosfatos del sustrato y III) a alta concentración de Mn+2 rodea a las Tiaminas de la 
hebra de ADN de templado e inducen alteraciones en la especificidad de la enzima por la base. (Zakour et al., 1981)  

 

Existen reportes que han medido el efecto de diferentes proporciones estequiométricas de 

dNTPs en la frecuencia y la calidad de las mutaciones; todo enfocado a generar una mayor 

diversidad de variantes y mantener la proporción de mutantes funcionales (Packer & Liu, 2015). 

La ventaja de este método in vitro es que incrementa la mutagénesis a través de varios ciclos 

de reacción. Así, el número de ciclos de reacción determinan el número de cambios que tengan 

las variantes de la mutagénesis en la reacción de PCR (Lutz & Patrick, 2004). 

I II III 
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HIPÓTESIS 

Variantes de la proteína transportadora, codificada por el gen gatC, obtenidas por mutagénesis 

al azar, permitirán mejorar la velocidad de consumo de D-xilosa y la velocidad de producción de 

D-Lactato en cepas derivadas de E. coli CL3. 

 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Aislar mutantes de la proteína transportadora GatC con diferentes capacidades de consumo de 

D-xilosa que mejoren la producción de D-lactato en fermentación de cepas de E. coli. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

▪ Construir una cepa de E. coli con capacidad disminuida para transportar D-xilosa (MG1655: 

∆pflB ∆adhE ∆frd ∆xylFH araH xylE araE galP gatC) a partir de la cepa CL3 (MG1655: 

∆pflB ∆adhE ∆frd). 

 

▪ Obtener una librería de variantes del gen gatC y su variante gatCS184L mediante 

mutagénesis aleatoria. 

 

▪ Aislar variantes del gen gatC y gatCS184L con diferentes capacidades de consumo de D-

xilosa en la cepa de E. coli productora de D-Lactato. 

 

▪ Determinar la secuencia nucleotídica de las variantes del trasportador aisladas. 

 

▪ Determinar los parámetros cinéticos y estequiométricos de conversión de D-xilosa a D-

lactato, en cultivos lote, con la cepa disminuida para transportar D-xilosa transformada con 

las variantes de GatC seleccionadas. 
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▪ Realizar un análisis topológico de la estructura de la proteína transportadora GatC y de las 

variantes aisladas para tratar de entender su efecto sobre la capacidad para transportar D-

xilosa. 
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MATERIALES Y MÉTODOS. 

Cepas, oligonucleótidos y plásmidos.  

Las cepas usadas y construidas en este trabajo se enlistan a continuación (Tabla 2). Estas 

fueron resembradas para los diferentes experimentos a partir del mismo cultivo crioconservado 

en glicerol al 40 % y mantenidas a -70 °C. 

Tabla 2. Cepas usadas  

Nombre Genotipo relevante Función Referencias 

MG1655 K-12: F- - ilvG- rfb-50 rph-1 
Cepa estándar  
ATCC 47076 

(Blattner et al., 1997) 

DH 
F– Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 
endA1 hsdR17 (rK–, mK+) phoA supE44 λ– thi-1 
gyrA96 relA1 

Cepa receptora de 
plásmidos. 

(Taylor, Walker, & 
Mclnnes, 1993) 

CL3 MG1655: pflB adhE frd Cepa parental (Utrilla, 2010) 

JU01 MG1655: pflB adhE frd xylFGH Cepa control 
(Utrilla Carreri et al., 

2012) 

JU15 JU01 evol reg 27.3 kb amidarpA::GatCS184L Cepa control 
(Utrilla Carreri et al., 

2012) 

*Abreviaturas usadas adhE: alcohol deshidrogenasa; frdA: fumarato reductasa; pflB: piruvato formato liasa; xylFGH: transportador ABC de D-

xilosa; F -: no carga el plásmido F; Δ(lacZYA-argF): eliminación parcial del gene de la β-d-galactosidasa que permite seleccionar colonias 

coloras en presencia XGal; recAI: mutación en el gene de recombinación de ADN; endAI: mutación que desactiva la endonucleasa no especifica 

I; hsdR17: mutación en el sistema de metilación y restricción que permite reconocer el DNA extraño. 

 

Tabla 3. Cepas generadas 

Nombre  Genotipo. Referencia 

FH Cl3 xylFH::FRT  Este trabajo 

2H FH araH::FRT Este trabajo 

3E 2H xylE::FRT Este trabajo 

4E 3E araE::FRT Este trabajo 

5P 4E galP::FRT kan FRT Este trabajo 

6G 5P gatC::FRT Este trabajo 

GpCL 6G pCL1920 Este trabajo 

GpCLGat 6G pCLGatC Este trabajo 

GpGatS184L 6G pCLGatCS184L Este trabajo 

pJG DH5::pJetGatC Este trabajo 
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Para llevar a cabo la eliminación de los genes transportadores a cada cepa, se usaron como 

donadora la cepa correspondiente de la colección KEIO(Baba et al., 2006), las cuales se 

enlistan a continuación. 

Tabla 4. Cepas donadoras usadas para la transducción con el fago P1 

 

Clasificación 
Característica genotípica Cepa receptora 

ECK3557 MG1655: xylH::KmR CL3 

ECK3555 MG1655: xylFH::KmR CL3 XylH 

ECK1897 MG1655: araH::KmR CL3 XylFH 

ECK4023 MG1655: xylE::KmR CL3 XylFH AraH 

ECK2839 MG1655: araE::KmR CL3XylFH AraH XylE 

ECK2938 MG1655: galP::KmR CL3 XylF AraH XylE AraE 

ECK2085 MG1655: gatC::KmR CL3 XylF AraH XylE AraE GalP 

 

Se hizo la confirmación de la interrupción cromosomal con el gen de resistencia a Kanamicina 

(kmR) de cada uno de los genes flanqueado por los sitios FRT y posterior eliminación de la 

resistencia de los transportadores de D-xilosa, con los siguientes oligonucleótidos.  

 

Tabla 5. cebadores empleados.  

Gen Nombre Secuencia* Tm** Referencia 

xylFGH 
XylFck5’ 

XylFck3’ 

TGTCCTCTAACTACAGAAGGC 

TATCAAAATCAAGAACGGCG 
65 (Utrilla, 2010) 

araFGH 
CAraFFw 

CAraFRv 

TGG CTATGGTGGGAAAAAACG 

TACACAAAACGACACTAAAGC 
51 Este trabajo 

xylE 
XylEck5 

XylEck3 

TGTCCTCTAACTACAGAAGGC 

TATCAAAATCAAGAACGGCG 
58 (Utrilla, 2010) 

araE 
CAraEFw 

CAraERv 

ACAAACGCCTCAACGGCCAAG 

CAC CTG CGTGAGTTGTTC ACG 
63 Este trabajo 

galP 
CGalPFw 

CGalPRv 

AACAGGGGCGGTCAAACAAGG 

CGGAATCTGCTTTAACGCCAC 
56 Este trabajo 

gatC 
CgatCFw 

CgatCRv 

ACCTATGTTTTCAGAAGTCATGC 

TTATTCTGCGAGAACGACTTTC 
60 Este trabajo 

gatC 
pBbtca5’ 

pBbtca3’ 

ATAACAATTTCACACAGGAAACAGCCATGG 

CGGTACACCTCTAGAGTCGACCTGCAGTTA 
55 Este trabajo 

* Secuencia en dirección 5’  3’. 

**Temperatura experimental optima en °C empleadas en este trabajo. 



21 
 
 

 

 

 

Tabla 6. Plásmidos utilizados en el presente trabajo 

plásmido Función Referencia 

   

pCP20 Plásmido con flipasa FRT para eliminación de 

genes de resistencia. 
(Cherepanov & Wackernagel, 1995) 

pKD46 Plásmido plantilla del gen de resistencia a kmR 

flanqueado por sitios FRT (1400 pb) 
(Datsenko & Wanner, 2000) 

pKD3 Plásmido plantilla del gen de resistencia a CmR 

flanqueado por sitios FRT (1200 pb) 
(Datsenko & Wanner, 2000) 

pKD4 Plásmido plantilla del gen de resistencia a kmR 

flanqueado por sitios FRT (1600 pb) 
(Datsenko & Wanner, 2000) 

pJet™2.1 vector de Clonación de productos de PCR Invitrogen  

pJetGatC Plásmido de subclonación del gen gatC Este trabajo 

pCL1920 Vector de expresión de bajo número de copias (Lerner & Inouye, 1990) 

pCL Vector de expresión derivado del pCL1920 con el 

Promotor Lac en marco con el sitio NcoI.  
Este trabajo 

pCLgatC Plásmido de expresión del gen gatC silvestre 

clonado en el plásmido pCL. 
Este trabajo 

pCLgatCS184L Plásmido de expresión del gen gatCS184L 

clonado en el plásmido pCL. 
Este trabajo 

pCLIR41 Plásmido de expresión del gen gatCS184L, 

R216C clonado en el plásmido pCL. 

Este trabajo 

 

pCLIR44 Plásmido de expresión del gen gatCS184L, 

K276E clonado en el plásmido pCL. 

Este trabajo 

 

   

pCLIR46 Plásmido de expresión del gen gatCS184L, 

V307A clonado en el plásmido pCL. 

Este trabajo 

 

pCLIR47 Plásmido de expresión del gen gatCS184L, I124I 

clonado en el plásmido pCL. 

Este trabajo 

 

pCLIR48 Plásmido de expresión de gen gatCS184L, 

N416D clonado en el plásmido pCL. 

Este trabajo 

 

pCLIR61 Plásmido de expresión de gen gatCS184L, 

F340L clonado en el plásmido pCL. 

Este trabajo 

 

pCLIR71 Plásmido de expresión de gen gatCI358V 

clonado en el plásmido pCL. 

Este trabajo 
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MÉTODOS DE INGENIERÍA GENÉTICA 

Construcción del fondo genético de la librería. 

La cepa homoláctica CL3 (MG1655: ∆pflB ∆adhE ∆frdA) fue generada por interrupción de varios 

genes del metabolismo anaerobio de la cepa parental MG1655, esto disminuye la producción 

de etanol, formiato y succinato (Utrilla Carreri et al., 2012). 

 

En el presente trabajo, a partir de la cepa CL3 se generaron nuevas cepas (Tabla 3), a las que 

se les eliminó de manera secuencial los genes de los transportadores XylF, XylH, AraH, XylE, 

AraE mediante transducción, con el fago P1. Cada gen se intercambió por un gen de resistencia 

a KmR flanqueado por sitios de reconocimiento de la flipasa FRT (Flp recognition target), 

procedentes de la cepa donadora de la colección KEIO del gen a eliminar (Baba et al., 2006) 

Estos fueron seleccionadas en placas de LB agar con kanamicina 50 g/ml (Km50). 

 

A las colonias con el fenotipo KmR escogidas al azar, se les comprobó mediante PCR que el 

tamaño del producto amplificado fuera consistente con el tamaño del gen kmR (>1358 pb) y en 

el caso de la eliminación del gen araE cuyo tamaño es aproximadamente igual al producto de 

la amplificación del gen de kmR, que no presentara corte con la enzima SbaI.  

 

Finalmente, se eliminó el gen de la resistencia mediante la FLP recombinasa codificada por el 

plásmido termosensible pCP20 (Datsenko & Wanner, 2000), se realizó una comprobación 

fenotípica de la pérdida de la resistencia en placas de LB Km50 y comprobación genotípica 

mediante el tamaño del producto amplificado por PCR, el cual que debe ser <500 pb.  

 

Las restricciones y plásmidos usados en este trabajo fueron separados por electroforesis en 

agarosa al 1.2%; se empleó como referencia de peso molecular la escalera de 1 Kb 

INVITROGEN. Todos los geles se corrieron a 8.7 mV/cm y se revelaron mediante tinción con 

Bromuro de Etidio (BrEt). 
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Construcción del plásmido con las variantes parentales GatC y GatCS184L 

Para crear la biblioteca de variantes del gen gatC, este se clonó el gen gatC, con el marco de 

lectura directo al promotor del operón Lac (Promotor Lac) como se observa en la Figura 8. Para 

eso el promotor Lac y el gen gatC, se amplificaron con el kit KAPA HiFi PCR®, y con los oligos 

de clonación 859 OCLp5H TGT CGG AAG CTT CG TTG GCC GAT TCA TTA A y 860 oCLp3Nc 

AAC GCA TGA CTT CTG AAA CCA TGG CTG TTT CCT GTG TG para amplificar el promotor 

Lac y los oligos 861 oGat5E ATG GTT TCA GAA GTC ATG CGT T y 862 oGatCp GTC GAC 

CTG CAG TTA TTC TGC GAG AAC GAC TT para amplificar las variantes del gen gatC, con los 

sitios de restricción de la enzima HindIII, NcoI, PstI respectivamente, estos se usaron después 

para subclonar en el vector pCL1920 entre los sitios HindIII y PstI.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Estrategia de clonación general del gen 
de la permeasa GatC en el vector de expresión 
pCL1920. 

 

La clonación del gen gatC unido al promotor Lac se realizó en dos pasos, 1) primero se amplificó 

independientemente la región del promotor Lac y el gen gatC por PCR y luego los productos se 

usaron para amplificar el segmento completo del promotor Lac unido al gen gatC por PCR de 

extensión. El producto purificado de PCR, sé clono en el plásmido pJet2.1 con el kit Clone jet 

PCR cloning®, en una reacción de 1 h, a 37 °C; la reacción se purificó al adicionar 20 µL de 

cloroformo y centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min; se tomó 1 µL de la fase acuosa para 



24 
 
 

 

 

 

transformar 50 µL de células de DH5 por electroporación; las células se recuperaron 

incubándolas en 950 µL de medio SOC a 37 °C y 300 rpm por 15 min; se tomaron 200 µL del 

medio y se esparció en cajas de LB-Cm30. Las UFC aisladas se evaluaron por PCR usando los 

cebadores T7, se seleccionaron las colonias que amplificaron el tamaño de inserto correcto 

(1,553 pb) y cumplieran con el patrón de restricción esperado usando las enzimas HindIII, NcoI 

y PstI. 

 

Las células se cultivaron por 8 horas en 50 mL de medio LB en un matraz de 250 mL a una 

temperatura de 37 °C y a una agitación de 300 rpm. De estos cultivos se extrajo el plásmido 

con el “kit plasmid DNA isolation Invitrogen™”. Alrededor de 500 ng de ADN plasmídico se 

enviaron a secuenciar en la unidad de síntesis y secuenciación del IBt - UNAM. Confirmada la 

correcta secuencia; la clona seleccionada se usó para obtener el inserto mediante digestión con 

las enzimas HindIII y PstI en 20 µL de reacción por 1 h a 37 °C en el amortiguador apropiado. 

El fragmento de interés se aisló mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y se purificó 

con el kit GeneJET Gel Extraction®. Finalmente, este inserto se usó para subclonar en el vector 

pCL1920, previamente digerido con las enzimas HindIII y PstI, en 20 µL de reacción por 1 h a 

37 °C en el amortiguador apropiado. Los productos se separaron usando un gel preparativo de 

agarosa al 1.2% y se purificó usando el kit GeneJET Gel Extraction®. Se ligaron 15 ng del 

inserto y 35 ng del vector pCL usando 5 U de la enzima T4 DNA ligasa (Fermentas), 1xT4 en 

50 µL de reacción. Esta fue incubada a 22 °C por 1 h y luego a 70 °C por 5 min para inactivar 

la enzima. 

 

El producto de la ligación se purificó lavando con 5 µL de cloroformo; se centrifugó y se tomó 1 

µL de la fase acuosa para transformar 50 µL de células electrocompetentes de DH5; las células 

fueron recuperadas en 1 mL de medio SOC e incubadas a 37 °C por 1 h. Alícuotas de 100 µL, 

200 µL y 500 µL del medio de recuperación fueron dispersadas en cajas de LB-Spe50 e 

incubadas a 37 °C por 12 h. La presencia del plásmido en las colonias se confirmó por 

reacciones de PCR, usando los cebadores M13 y por su patrón de restricción usando las 
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enzimas HindIII, PstI, NcoI. De las clonas positivas se seleccionó una al azar para enviar a 

secuenciar.  

 

El plásmido (pCLGatC) se usó para transformar 50 µL de células electrocompetentes del fondo 

genético 6G, las células fueron recuperadas en 1 mL de medio SOC e incubadas a 37 °C por 

1 h; 100 µL del cultivo se extendió en cajas de LB-Spe50 y se incubó a 37 °C por 8 h. Un cultivo 

de 3 colonias al azar en LB- Spe50 de 8 h, se rotuló adecuadamente y se crioconservó a -70 °C 

con glicerol al 40%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema de la estrategia usada para la 
construcción del plásmido pCLGatCS184L.  

 

El plásmido pCLGatC, se usó como base para clonar el gen gatCS184L como se observa en la 

Figura 9, a partir del ADN genómico de la cepa JU15, mediante reacción de PCR usando los 

oligos de clonación; forward 859 OCLp5H TGT CGG AAG CTT CGT TGG CCG ATT CAT TAA 

y reverse 860 oCLp3Nc AAC GCA TGA CTT CTG AAA CCA TGG CTG TTT CCT GTG TG. Se 

amplificó la variante en 50 µL de la reacción de PCR usando el kit KAPA HiFi PCR®; la reacción 

de PCR se purificó con el kit GeneJET PCR Purification Kit ® y se recuperó en 35 µL de H2O 

milliQ; se digirió 1.0 µg del producto purificado con 10 U de las enzimas HindIII y PstI en 20 µL 

de reacción por 1 h a 37 °C en el amortiguador 1X apropiado. El producto de la reacción se 
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purificó con el kit GeneJET PCR Purification Kit ® y se recuperó el producto en 30 µL de H2O 

milliQ y se cuantificó después. 

 

El plásmido pCLGatC fue extraído usando el QIAquick PCR Purification Kit; alrededor de  1.0 

mg del plásmido se digirió con 10 U de las enzimas HindIII y PstI en 20 µL de reacción por 1 h 

a 37 °C en el 1X amortiguador apropiado. El producto de la reacción se separó en un gel 

preparativo de agarosa 0.8%; se recuperó la banda de mayor peso se recuperó y se purificó 

con el kit GeneJET Gel Extraction®. La banda se recuperó en 30 µL de H2O milliQ y se 

cuantificó; se mezclaron 35 ng del inserto digerido del gen gatCS184L con 15 ng del vector pCL, 

se ligaron usando 5U de la enzima T4 DNA ligasa (Fermentas), 1xT4 de amortiguador en 20 µL 

de reacción. Esta fue incubada a 22 °C por 1 h y luego a 70 °C por 5 min para inactivar la 

enzima. 

 

El producto de la ligación se purificó mezclando con 20 µL de cloroformo; se centrifugó y se 

tomaron 10 µL de la fase acuosa para transformar 50 µL de células electrocompetentes de 

DH5. Las células se recuperaron en 950 µL de medio SOC y se incubaron a 37 °C por 1 h. 

Alícuotas de 100 µL, 200 µL y 500 µL de células se esparcieron en cajas con LB-Spe50, estas 

se incubaron a 37 °C por 12 h. Se seleccionaron por PCR las UFC que presentaron inserto; se 

escogieron 3 colonias al azar y se enviaron a secuenciar para verificar que presentaran el gen 

gatCS184L. 

 

El plásmido construido (pCLGatCS184L) se usó para transformar 50 µL de células 

electrocompetentes del fondo genético 6G. Las células fueron recuperadas en 1 mL de medio 

SOC incubadas a 37 °C por 1 h. 100 µL del cultivo se extendieron en cajas de LB-espectomicina 

(30 µg/mL), las cuales se incubaron a 37 °C por 12 h. De cultivos de 8 h en LB con espectomicina 

(30 µg/mL) que contenían 3 colonias seleccionadas al azar, se tomaron muestras y se 

crioconservaron a -70 °C con glicerol al 40%. 
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El vector pCL1920 se usó para transformar 50 µL de células electrocompetentes del fondo 

genético 6G, las células fueron recuperadas en 1 mL de medio SOC y se incubaron a 37 °C 

por 1 h. Se extendieron 100 µL del cultivo en cajas de LB-Spe50 que se incubaron a 37 °C por 

12 h. se seleccionaron 3 colonias al azar para cultivarse en medio liquido LB-Spe50 por 8 h, 800 

µL de este cultivo se mezclaron con 800 µL de glicerol al 80% y se crioconservaron a -70 °C. 

Las tres cepas del fondo genético 6G, transformadas con pCL1920, pCLGatC, pCLGatCS184L 

se usaron para la caracterización cinética de estas cepas.  

 

MÉTODOS DE INGENIERÍA PROTEÍNAS. 

Evolución dirigida del transportador GatC - epPCR 

Se generaron mutaciones al azar mediante PCR propensa al error en los genes gatC y 

gatCS184L con los plásmidos pCLGatC y pCLGatCS184L como plantilla. Para esto se usaron 

los cebadores pBbtca5’ (4188) y pBbtca3’ (4189), y las mezclas de reacción utilizadas se 

muestran en la Tabla 7. Se usaron dos concentraciones diferentes de iones divalentes para 

generar dos tasas de mutagénesis, como se muestran a continuación.  

 

Tabla 7. Condiciones de la mezcla de reacción de la epPCR usada para generar el banco de variantes 
(Leung, Chen, & Goeddel, 1989).  

Reactivos 
Tasa alta  Tasa baja  

Volumen (L) Volumen (L) 

Amortiguador Taq 10X-F (PCR Optimizer™ Kit) * 5 5 
2.5 mM dNTP mix (Leung et al 1985)** 5  5 

Oligonucleótido pBbtca5’ 10M 2 2 

Oligonucleótido pBbtca3’ 10M 2 2 

50 mM MgCl2 5 5 
5 mM MnCl2 5 - 
H2O 21 26 
Plantilla***  1 1 

Taq polimerasa (1 U/L) **** 4 4 

Volumen total 50 50 
*      10X amortiguador F red contiene 20 mM MgCl2, 600 mM   Tris - pH 9.0 y 150 mM sulfato de amonio. 

**    10 mM dGTP,  2 mM dATP ,  10 mM dTTP , 10 mM dCTP . 

***   Cantidad recomendada es 0.25 – 2.5 U por 50 µL, una concentración mayor aumenta la inespecificidad. 

****  Se utilizaron 57.8 g/µL de epPCR gatC y 35.7 g/µL de gatCS184L. 
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Se realizaron 6 reacciones de amplificación usando las condiciones reportadas en la Tabla 8 

con cada plantilla en cada condición (tasa alta y baja) y se comprobó la correcta amplificación 

de todas las reacciones mediante electroforesis de agarosa 1%  

 

Tabla 8. Condiciones de amplificación de la epPCR mutagénica usadas en este estudio. 

 

Ciclo Temperatura (°C) Tiempo (min) # ciclos 

Desnaturalización  92 5.0 1 

Desnaturalización 92 0.5 

30 Templado 55 0.5 

Extensión  72 1.0 

Extensión  72 5.0 1 

Finalización 4  1 

 

Usando la mezcla de la reacción de la Tabla 9 se digirieron los productos de las PCRs toda la 

noche a 37 °C y se desnaturalizaron las enzimas manteniendo la reacción 15 min a 65 °C. 

después, los productos digeridos se recuperaron mediante separación en un gel preparativo de 

agarosa 1.0 %. Las bandas de interés (1402 pb) se cortaron y se purificaron desde la agarosa 

con el kit QI Aquick gel extraction kit ®Qiagen; todas las reacciones se unieron y se redisolvieron 

en 70 µL de agua MilliQ para su cuantificación. 

 

Tabla 9. Reacciones de digestión  

 

 epPCR reacción* pCLGatC** 

Reactivos Volumen (µL) Volumen (µL) 

Amortiguador NEB 3 6 2 

ADN plantilla 50 15 

Enzima NcoI  2 2 

Enzima PstI 2 2 

*   57.8 g/µL de epPCR gatC y 35.7 g/µL de gatCS184L. 

** 84.7 g/µL de pCLGatC. 
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Por último, se cuantificó el ADN, y se determinó la eficiencia de amplificación de la epPCR “eff” 

(es la probabilidad que una secuencia particular sea duplicada en un ciclo de PCR) se obtuvo 

usando la fórmula  

𝒆𝒇𝒇 = 𝟐𝒅/𝒏 − 𝟏 

 

Donde                       𝐝 =
𝐥𝐨𝐠

𝐏𝐫𝐨𝐝𝐮𝐭𝐨 

𝐭𝐞𝐦𝐩𝐥𝐚𝐝𝐨 

𝐋𝐨𝐠𝟐
                      𝐧 = # 𝐜𝐢𝐜𝐥𝐨𝐬 𝐝𝐞 𝐏𝐂𝐑 

Tabla 10. Eficiencia de amplificación de la epPCR  

 

Plantilla - epPCR  d Eficiencia 

GatC 3.4 0.082 

GatCS184L 3.7 0.090 

 

La eficiencia de la amplificación fue usada para estimar mediante el software PEDEL-AA las 

dimensiones de la librería generada en este trabajo.   

 

Vector pCL 

 

El plásmido pCLGatC se usó para aislar el vector pCL abierto (vector pCL) como se observa en 

la Figura 10, para esto se purificó el plásmido pCLGatC con el kit QIAprep Spin Miniprep Kit 

®Qiagen, a partir de 3 extracciones desde células DH5/pCLGatC y se cuantificó la 

concentración de este con el NanoDrop 2000 spectrophotometer ® (Thermo Scientific).  

 

Usando las proporciones reportadas en la Tabla 9; se liberó el vector pCL desde el plásmido 

pCLGatC con los extremos cohesivos PtsI y NcoI. El producto de la reacción se separó mediante 

electroforesis de gel de agarosa preparativo 0.8%. Se cortó la banda superior que tenía el 

tamaña esperado del vector pCL y se recuperó el ADN con el kit QI Aquick gel extraction kit 

®Qiagen. Finalmente, las reacciones se disolvieron en 55 µL de agua MilliQ y se mezclaron 

para su cuantificación y su uso en la librería.  

 

http://guinevere.otago.ac.nz/cgi-bin/aef/pedel-AA.pl
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Preparación de librería de variantes de las permeasas GatC y GatCS184L. 

Antes de construir la librería, se hicieron pruebas para estandarizar las condiciones de ligación 

para obtener la máxima eficiencia de ligación, transformación y disminuir la religación del vector 

pCL. Para esto se calculó inicialmente la relación inserto- vector necesaria usando la fórmula: 

 

𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 (𝑛𝑔) =
𝑉𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟(𝑛𝑔) ∗ 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜 (𝑘𝑏)

𝑉𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 (𝑘𝑏)
∗

𝑎

𝑏
 

𝑑𝑜𝑛𝑑𝑒 𝑎 = 𝑝𝑟𝑜𝑝𝑜𝑟𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑜            𝑏 = 𝑝𝑟𝑜𝑝𝑜𝑟𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟 

 

La relación <<inserto – vector>> sugerida para extremos cohesivos es 3:1; sin embargo, 

también se evaluó y se usó finalmente otra proporción mayor 4:1.  

 

Tabla 11. Cantidades evaluadas para probar el efecto de la relación <<inserto – vector>>. 

 

Vector (kb) Inserto (Kb) vector pCL (ng) Relación a/b  Inserto (ng) 

4721 1402 100 3/1 89 
4721 1402 100 4/1 119 

 

Con las proporciones listadas en la Tabla 11 se hicieron pruebas sólo con los insertos de alta 

tasa de mutagénesis derivados de la epPCR del gen gatC y epPCR del gen gatCS184L; para 

esto se ligaron las cantidades de inserto/vector mostradas para cada proporción y se utilizaron  

los mismos componentes de la reacción de ligación listados en la Tabla 12.  

 

Tabla 12.  Condiciones de ligación. 

      epPCR**         pCL 
Reactivos Volumen (µL) Volumen (µL) 

Amortiguador T4 10X* 2 2 
vector pCL (59.4 ng/µL) ** 2.13 2.13 

Inserto *** x - 
T4 Ligasa  1 1 
H2O milliQ Volumen →20 Volumen →20 

*    Composición 400 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 5 mM ATP (pH 7.8 at 25°C) 

** en una prueba se varió la cantidad de este cuando se usó el plásmido fosforilado, en esos casos la concentración de ADN pCL fue 38 ng/µL. 

*** la cantidad a colocar vario dependiendo de la cantidad de inserto calculado de acuerdo con la Tabla 11 
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Luego, se realizaron 4 reacciones (tasa alta o baja de mutagénesis para cada gen gatC o 

gatCS184L), siempre se realizó un control para evaluar la cantidad de colonias recuperadas al 

transformar con el vector pCL. Las reacciones de ligación se incubaron por 16 h a 16 °C y se 

inactivo la enzima por temperatura (65 °C por 15 min) como se observa en la Figura 10. 

 

 

Figura 10. Esquema general de la construcción de la librería de variantes del gen gatC y gatCS184L. 

 

Después de la reacción los 20 µL de la ligación fueron purificadas por adicción de 500 µL de 

isopropanol, seguido de centrifugando a 13,000 rpm durante 10 min, luego se descartó el 

sobrenadante y el ADN se concentró al vacío con el ADN Savant™ a 60 °C por 30 min. 

Posteriormente, se suspendió en 10 µL de agua MilliQ, y alícuotas de 2 µL se usaron para 

transformar 100 µL de células electrocompetentes (DH5 o 6G previamente preparadas y 

evaluadas de acuerdo con los fines de la prueba) en cubetas estériles nuevas (0.2 cm electrode 

gap, Bio-Rad) se usó el MicroPulser Electroporator ®Bio-Rad, 1.8 kV, 200Ω y 25 µF con control 

de pulso. Las células electroporadas se suspendieron en 900 µL de medio SOC estéril 
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(Apéndice H) y luego las células se recuperaron por incubación a 37 °C y agitación por 1 h. 

Diferentes alícuotas (5 µL, 50 µL, 200 µL) del medio con las células recuperadas fueron 

sembradas en cajas de LB-agar con LB-Spe50 e incubadas por 18 h. Al final de este tiempo se 

contaron las colonias desarrolladas en cada condición y en la caja de control del vector pCL 

para determinar las características de la librería o banco. 

 

La primera transformación se hizo para evaluar la tasa de mutagénesis de la librería, para esto 

se aislaron 12 colonias al azar (3 de cada plantilla y reacción epPCR) para extraer su plásmido 

y secuenciar el inserto, las diferentes pruebas se enfocaron a:  

 

• Minimizar la cantidad de vector pCL ligado sobre si en la librería (“background”); esto se 

logró mejorando las condiciones de digestión del vector y el inserto hasta obtener que la 

cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) de la caja control con células 

transformadas con el vector pCL ligado sobre si fuera menor al 1% con respecto al de 

UFC con plásmido.  

• Maximizar la eficiencia de ligación; esta se logró con el aumento de la relación de inserto 

- vector (4:1). 

• Maximizar la transformación, al optimizar la viabilidad de las células electrocompetentes 

6G; las mejores condiciones se encontraron al preparar las células competentes a 

temperatura baja (-4°C).  

 

Librería de variantes de las permeasas GatC y GatCS184L 

Después de las diferentes pruebas y de optimizar cada uno de los pasos de la construcción de 

la librería (Figura 10); se escaló el proceso para obtener la librería (500 ng). Para esto se 

realizaron múltiples transformaciones con alícuotas de 2 µL de ligación para 100 µL de células 

electrocompetentes (25 transformaciones), después de recuperarlas en 25 mL de SOC por 1 

h en agitación a 37 °C; las células se centrifugaron 4,000 rpm por 5 min, luego se descartó el 

medio y se añadieron 25 mL de medio mínimo mineral AM2 suplementado con 40g/L de D-xilosa 
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y de ácido cítrico para una concentración final de 100 mg/L (Medio de selección), se agitó por 

1 h más y se llevó a la condición de selección en los minifermentadores.  

 

Selección de variantes de las permeasas GatC y GatCS184L. 

Para seleccionar las variantes, se sometió la librería (los 25 mL de medio AM2) a un proceso 

de enriquecimiento, para esto se usaron minifermentadores con 250 mL de medio de selección, 

a los cuales se les controló el pH por adición automática de KOH (2 N) durante todo el proceso; 

además, se agregó 70 µM de IPTG para inducir la expresión de las variantes de las permeasas 

y se adicionó Spe50 para evitar la segregación de los plásmidos y mantener la pureza del cultivo.  

  

Cada vez que el cultivo alcanzaba una O.D600nm1.0 se calculó la cantidad necesaria de células 

para iniciar otro pase e iniciar el cultivo a una O.D600nm0.1. En cada pase, también se 

crioconservaron dos muestras del cultivo (800 µL del cultivo se mezclaron con 800 µL de glicerol 

al 80%), las cuales se rotularon con el número del pase y se refrigeraron a -70 °C.  

 

A los cultivos se les midio continuamente la O.D600nm y se calculó su tasa máxima de 

crecimiento. Estos cultivos se finalizaron cuando estos agotaban la fuente de carbono (de forma 

práctica, se realizó cuando se detenía el consumo de base y el pH incrementaba por arriba de 

7).  

 

Como se deduce, se obtuvo un gradiente de variantes con distintas velocidades de crecimiento, 

estas se pueden aislar en cada fase del tamizaje; sin embargo, durante cada ciclo se va 

perdiendo diversidad, ya que las variantes con mayor velocidad de crecimiento se enriquecen 

y tienen más probabilidad de llegar al siguiente pase, mientras se van diluyendo el resto de las 

variantes de acuerdo a la velocidad de crecimiento. Con esta estrategia se espera que al final 

de múltiples pases las variantes aisladas tengas las velocidades de crecimiento más altas, pero 

se corre el riesgo que pocas variantes presenten una velocidad de crecimiento muy prominente, 

y estás sean las únicas, que se encuentre en los últimos pases. Para tener “buenas” mutantes 
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sin perder diversidad y poder ganar información sobre efectos estructurales se tomó como valor 

de corte, para seleccionar, los pases donde la velocidad de crecimiento empezara a ser superior 

a 0.14 h-1; que es la velocidad de crecimiento de la cepa 6G/pCLGatCS184L.  

 

Selección de variantes de las permeasas GatC y GatCS184L 

Para aislar las clonas de los pases de selección, se extendió en cajas de agar LB-Spe50 200 µL 

de una dilución de 1 x 10-7 células de un cultivo desarrollado en 1 mL de medio de selección 

con Spe50 inoculado con 100 µL del criovial del pase a caracterizar. Las cajas se dejaron por 16 

h a 37 °C y las UFC de las variantes que crecieron se aislaron y se rotularon adecuadamente 

para su posterior caracterización, y crecimiento en medio liquido LB-Spe50, el cual se usó para 

crioconservar a -70 °C.  

 

Evaluación estructural de las variantes seleccionadas de las permeasas 

GatC y GatCS184L 

De las clonas aisladas de los pases (4, 6 y 7) se seleccionaron para secuenciar 7 variantes al 

azar para secuenciarlas; para esto se tomaron 5 µL de medio de los viales crioconservados de 

las clonas seleccionadas (IR41, IR44, IR46, IR48, IR47, IR61 y IR71) las cuales se inocularon 

en tubos estériles con medio liquido LB-Spe50 por 8h a 37 °C, 300 rpm. De estos cultivos se 

aislaron los plásmidos usando el kit QIAprep Spin Miniprep Kit ® QIAGEN; y se cuantificaron 

usando el espectrofotómetro NanoDrop 2000 spectrophotometer ® Thermo Scientific. Se 

tomaron 600 ng de cada uno de los plásmidos purificados y se enviaron a secuenciar a la unidad 

de secuenciación del IBt-UNAM, usando los cebador M13 forward (secuenciación directa) y 

M13 reverse (secuenciación reversa); que se encuentran flanqueando ≈50 pb la secuencia del 

gen gatC. Después de verificar la calidad de las secuencias se eliminaron las zonas de baja 

calidad (normalmente al final y comienzo de la secuencia) y se determinaron las mutaciones 

presentes en cada clona.  
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MÉTODOS DE INGENIERA BIOQUÍMICA. 

Fermentación y condiciones de cultivo  

Crioconservación de las cepas 

De una caja de agar-LB, con o sin antibiótico de acuerdo con la cepa, se tomó una colonia y se 

desarrolló en caldo LB con o sin antibiótico de acuerdo con la cepa a 37 °C y 300 rpm hasta 

alcanzar una O.D600nm1.5, Este se diluyo en 800 µL del cultivo 1:2 con glicerol al 80% en 

crioviales, los cuales se almacenaron a -70 °C.  

Preinóculo 

Desde el vial crioconservado a -70 °C de cada cepa; se estrió a una caja de LB con o sin 

antibiótico (Km50 o Spe50) de acuerdo con la cepa a evaluar, y se incubó por 12 h a 37 °C. De 

estas cajas se aislaron tres colonias al azar y se inocularon en tubos estériles con 3 mL de 

medio LB con o sin antibiótico respectivamente y se incubaron por 3 h a 37 °C y 300 rpm.  

Inóculos.  

Inóculo microplacas 

Se determinó la O.D600 nm de los preinóculos; y se tomó el volumen necesario para iniciar en  

una O.D600nm de alrededor de 0.01 en 5 mL de medio mineral AM2 con MOPS 0.1 M pH 7.0, 

suplementado con ácido cítrico 100 mg/L y  D-xilosa (2, 4, 10, 20 g/L de acuerdo al ensayo) 

como única fuente de carbono así como antibiótico de acuerdo a la cepa (Km50 o Spe30); cada 

inóculo se incubó a 37 °C, 300 rpm por 12 h. 

 

Inoculo minifermentadores  

Se añadieron los 3 mL de preinóculo a 200 mL de medio mineral AM2 suplementado con D-

xilosa (40 g/L) como única fuente de carbono (Medio de selección); también se adicionó 

antibiótico de acuerdo con la cepa (Km50 o Spe30); y se controló automáticamente el pH a 7.0, 

mediante la adición de KOH 2 M. El cultivo se incubó en el minifermentador a 37 °C, 150 rpm, 

por 18 a 24 h de acuerdo con la velocidad de crecimiento de la variante.  
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Cultivos y determinación de los parámetros de la cinética de crecimiento de 

las cepas.  

Microplacas 

Para realizar la cinética de crecimiento de las cepas de estudio, se tomó una fracción de inóculo 

suficiente para tener una O.D600nm cercana 0.01 en 2 mL. El volumen de inóculo calculado se 

centrifugó a 5,000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. Se desechó el sobrenadante y el 

pellet celular se resuspendió en 2 ml de cultivo AM2 suplementado con 100 mM MOPS pH 7.0, 

a la concentración de D-xilosa necesario para el ensayo (2, 5, 10, 20 g/L) con o sin antibiótico 

(Km50 o Spe30) de acuerdo con la cepa.  

 

En una placa de 96 pozos se colocaron 200 µL del medio con la cepa de interés y en cada 

columna de la placa (8 pozos) una variante; mediante ELx808™ Absorbance Microplate Reader 

se tomaron medidas de O.D630nm, cada 20 min por 24 h a 37 °C y agitación media; cada 

experimento se realizó tres veces, siempre partiendo del mismo criovial.  

 

Minifermentadores  

Para realizar la cinética de crecimiento de cada cepa de estudio, se tomó una fracción de inóculo 

suficiente para tener una O.D600nm cercana 0.1 en 200 mL de medio; la fracción tomada se 

centrifugó a 8,000 rpm por 5 min a 25 °C; se desechó el sobrenadante y las células se 

suspendieron en 6 mL de medio de selección. De esta suspensión celular se vaciaron 2 mL en 

cada minifermentador el cual contenía 248 mL de medio de selección. Los cultivos se incubaron 

en condiciones sin aireación por 48 h a 37 °C, 150 rpm, y control de pH en 7.0 por adición 

controlada de KOH 2.0 N. El consumo de base, que es proporcional al ácido producido durante 

la fermentación, fue registrado durante todo el desarrollo del cultivo, cada condición de cultivo 

se determinó por triplicado.  

 

Para determinar los parámetros cinéticos del cultivo, se aisló una muestra de 1.5 ml desde el 

momento en que se añadió el inóculo y después de cada 3 horas durante las primeras 12 h; 

luego, cada 12 h hasta completar 60 h. A cada muestra se le determinó la O.D600nm, luego, se 
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centrifugó a 13,000 rpm por 2 min y el sobrenadante se filtró, pasando la muestra a través de 

filtros de membrana de Nylon de 0.2m. Las muestras se mantuvieron a -20 °C hasta determinar 

la concentración de metabolitos presentes por HPLC.  

 

Métodos analíticos  

De los minifermentadores se obtuvieron muestras de 1.50 mL a las que se les midió O.D600nm 

con un espectrofotómetro (GENESYS™ 20 Visible Spectrophotometer - 

ThermoFisherScientific), con estos datos se determinó el peso seco de las células, multiplicando 

la absorbancia por un coeficiente de 0.37 g/L determinado previamente de una curva de peso 

seco (Utrilla Carreri et al., 2012). El resto de la muestra se centrifugó y se descartaron las 

células; el sobrenadante se filtró usando membranas de nylon con un tamaño de poro de 0.2 

µm, luego se tomaron 300 µL de la muestra para analizarlos mediante HPLC (Bomba 

cuaternaria 600E, inyector automático 717, índice de refracción 2410 y detector de arreglo de 

fotodiodos 996, Waters Co., USA). Para la determinación de D-xilosa, D-lactato, piruvato y 

acetato, se empleó la columna Aminex (HPX-87H, BioRad, CA, USA 300x7.8 mm x 9 µm). Las 

condiciones de corrida fueron: fase móvil 5 mM H2SO4, flujo 0.5 ml/min y temperatura 50 °C. El 

piruvato y el acetato fueron determinados por índice de refracción, mientras que lactato y la D-

xilosa; fueron identificados por el detector de arreglo de diodos a 210 nm. La cuantificación de 

los analitos se hizo mediante integración del área del pico de la muestra en el cromatograma y 

comparación de este con las curvas de calibración obtenidas de soluciones de diferentes 

concentraciones conocidas de los analitos a cuantificar. El análisis y procesamiento de cada 

cromatograma se realizó mediante el software Millenium.  

 

Determinación de los parámetros cinéticos y estequiométricos de las 
cinéticas de crecimiento de las cepas.  

En la cuantificación de cada analito de la fermentación (g/L, g/L D-xilosa, g/L lactato, g/L acetato 

y g/L piruvato), los valores determinados se ajustaron usando un factor de dilución (Fd), para 

corregir, la variación del volumen en el fermentador por la adición de base (KOH, 2 N)  
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Factor de dilución (Fd) 

Este factor adimensional depende de la base adicionada (VKOH) y el volumen de trabajo de 

partida (V0). Para la corrección de los datos se multiplicó el factor de dilución por el valor crudo.  

𝐹
𝑑=

(𝑉0+𝑉𝐾𝑂𝐻
𝑉0

) 

Este dato fue calculado en cada toma de muestra a partir del volumen de base añadida por el 

sistema de control en el momento (t). Luego los datos se corrigieron de la siguiente manera 

 

Biomasa = Biomasat (DCW g/L) *Fdt 

Xilosa = xilosat (g/L) * Fdt 

Analito = analitot (g/L) * Fdt 

Láctico = lácticot (g/L) * Fdt 

 

Los datos corregidos con el Fd se usaron para construir las cinéticas de crecimiento (Biomasa 

v/s Tiempo), consumo de D-xilosa (Xilosa v/s Tiempo) y producción de lactato (Lactato v/s 

Tiempo) a partir de estas se calcularon los parámetros cinéticos con las relaciones matemáticas 

enlistadas en el Apéndice G 

. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

CARACTERIZACIÓN DEL FONDO GENÉTICO  

Eliminación de las permeasas de D-xilosa conocidas en la cepa de E. coli 

CL3. 

Se generó la cepa con el fondo genético disminuido para el transporte de D-xilosa, desde la 

cepa CL3 (MG1655:: ∆pflB ∆adhE ∆frdA). Con la transducción con el fago P1 (Cherepanov & 

Wackernagel, 1995) se eliminaron los genes de las permeasas remplazándolos por un gen de 

resistencia obtenido de las cepas donadoras de la colección KEIO (Baba et al., 2006).  

 

 

Figura 11. Transducción con el fago P1. En la fila (a) se observan las células lisadas de la cepa KEIO 1897 (cajas 2-4) con 
el fago P1 junto al control negativo de células y fagos (cajas 1 y 5), los fagos generados en este paso fueron usados en la fila 

(b) donde se pueden ver colonias de la cepa receptora CL3xylF (F) transformadas con el fenotipo de resistencia a Km40 
(caja 2-4) y los controles positivos de células y fagos (cajas 1 y 5).  

 

En la Figura 11 se observan las cajas obtenidas de la traducción con el fago P1 con la cepa 

KEIO 1897 de la eliminación del gen araH (Sumiya et al., 1995). De forma secuencial se 

eliminaron los genes que codifican para cada uno de los transportadores conocidos de D-xilosa: 

xylF (Sumiya et al., 1995), xylH(Sumiya et al., 1995), araH (Scripture et al., 1987), xylE 

(Wisedchaisri, Park, Iadanza, Zheng, & Gonen, 2014), araE (Stoner & Schleif, 1983), galP (P. 



40 
 
 

 

 

 

J. Henderson, Giddens, & Jones-Mortimer, 1977), gatC (Nobelmann & Lengeler, 1996; Utrilla 

Carreri et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de la comprobación mediante PCR 
de la eliminación del gen xylF con los oligos para región del gen xylFGH 

1.Escalera_1Kb_Invitrogen 2.Cepa_MG1655 3.Cepa_CL3  

4.Cepa_KEIO_xylF 5.Colonia_F#1 6.Colonia_F#2 7.Colonia_F#15  

8.Colonia_F#22 9.Clon_F::Km#1  10.Clon_F::Km#2  

 

La eliminación del gen xylF se llevó a cabo usando la cepa KEIO ECK3555 y como receptora la 

cepa CL3; solo la clona CL3xylF::Km#1 se utilizó para desactivar el gen de kmR. Se comprobó 

mediante PCR la correcta eliminación en cromosoma (Figura 12) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR para 
comprobar la eliminación del gen araH con los oligos para la región del gen 

araFGH 1.Escalera_1Kb_Invitrogen 2.Cepa_MG1655 3.Cepa_CL3  

4.Cepa_F 5.Cepa_KEIO_AraH 6.Clones_2H::Km(1-10) 7.Clon_2H#4 

8.Clon_2H#6  9.Clones_2H(10-15) 10.Clones_2H (15-20)  

 

La colonia CL3xylF#1 (F) se usó como base para generar la siguiente eliminación del 

transportador XylH desde la cepa donadora la cepa KEIO ECK3557.  Se aislaron 6 colonias y 

se evaluó el fenotipo por PCR y todas presentaron la perdida, por lo que la colonia 

  1        2       3      4       5        6       7      8      9      10  

 1       2     3     4      5      6     7       8      9    10  
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CL3xylFH::Km#1 se utilizó para recombinar y desactivar el gen de kmR; la cepa resultante se 

usó como cepa receptora para la eliminar la permeasas AraH y como cepa donadora se utilizó 

la KEIO ECK1897. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR 
para comprobar la eliminación del gen xylE 

1.Escalera_1Kb_Invitrogen 2.Cepa_MG1655 3.Cepa_Cl3 

4.Cepa_JU15::Cm 5.Cepa_KEIO_XylE 6.Cepa_2H  

7.Clones_3E::Km(1-5) 8.Clones_3E::Km(6-10)  9.Clones_3E(1-5) 

10.Clones_3E(6-10). 

 

Siguiendo la misma metodología se construyó la cepa CL3xylFH araH#6 (2H) y por PCR se 

evaluó la eliminación de la permeasa (Figura 13). La cepa 2H#6 se usó como cepa receptora 

de la eliminación del transportador XylE usando como donadora a la cepa KEIO ECK4023. La 

cepa resultante CL3XylFHAraHXylE (3E) se evaluó en función del tamaño de su producto 

de PCR (Figura 14). 

 

Se eliminó AraE partiendo de la cepa 3E#1 usando la cepa de KEIO ECK2839 como donadora. 

El tamaño de los productos de PCR del gen araE (1419 bp), es semejante al gen de resistencia 

kmR (1400 pb). Por lo que se confirmó su eliminación mediante restricción de los productos de 

PCR, con la enzima BsaHI, que hace dos cortes en el gen araE, y no tiene sitio de restricción 

en el gen kmR. 

 

  1       2      3     4      5     6      7       8    

9     10  
  1      2       3       4       5       6       7       8       9     10 



42 
 
 

 

 

 

En la (Figura 15), se comprobó que la recombinación se llevó a cabo; no obstante, la pérdida 

del gen kmR no se observa en el producto de PCR, por lo que, se evaluaron más clonas hasta 

hallar una con el genotipo deseado CL3xylFHaraHxylEaraE (4E).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de 
PCR para comprobar la eliminación del gen araE 

1.Escalera_1Kb_Invitrogen, 2_Cepa_MG1655, 

3.Retricción_BsaHI_MG1655, 4.Cepa_3E, 

5.Restricción_BsaHI_3E, 6.Clones_4E::Km_(1-5), 

7.Clones_4E::Km_(6-10),  8.Restricción_BsaHI_4E::Km_(1-5), 

9.Restricción_BsaHI_4E::Km_(6-10) , 

10.Clon_4E:Km#1_pCP20.  

 

Luego se inactivo el gen del simporte GalP; por transducción con la cepa KEIO ECK2938; de 

este evento se obtuvieron varias clonas, se analizó el producto en función de su patrón de 

restricción y se comprobó la pérdida del gen de resistencia por fenotipo y sus productos de 

PCR.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16 Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR 
para detectar la eliminación del gen gatC en las clonas aislados de la 

transducción de la clona 4E. MP. Escalera_1Kb_Invitrogen 1.Clonas 
1_5 2.Clonas 6_10 3.Clonas del 11_15 4.Clonas del 16_20 5.Clonas 
21_25 6.Clonas 26_30 7.Cepa MG1655 8.Cepa CL3. 9. Cepa JU15. 

 

Se hizo transducción con la cepa KEIO ECK2085 para desactivar finalmente el gen de la 

permeasa GatC. Sin embargo, en repetidos eventos de transducción no se aislaron colonias 

           1      2      3       4       5       6       7       8       9    10 

MP 1   2   3   4    5    6    7   8    9   
 MP 1   2    3    4   5    6   7    8   9 
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transformadas de la cepa 5P; se comprobó la viabilidad de los fagos con la cepa silvestre 

MG1655, y se obtuvieron colonias. Esto nos hizo suponer que la cepa 5P presentaba 

resistencia a la transducción. Se intentó realizar la eliminación con el método de desactivación 

de Datsenko – Wanner, pero tampoco se obtuvo el fenotipo buscado, por lo cual se decidió 

cambiar el orden del evento de la transducción y de esta manera comprobar si el problema era 

el fenotipo 5P::GatC. 

 

Desde la cepa 4E se realizó la eliminación de la permeasa GatC mediante transducción con la 

cepa KEIO ECK2085 y después de inducir la recombinación del gen de resistencia y comprobar 

el fenotipo mediante PCR de la región (Figura 16); se realizó la eliminación del gen galP 

mediante transducción con la cepa KEIO ECK2938.  

 

 
 
 
 
 
Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de 
PCR eliminación del gen galP en las clonas aislados de la 

transducción de clon 5G con el oligo K2 y el oligo GalPrv 
1.Clonas 1_4 2.Clonas 5_8 3.Clonas del 9-13 4.Clonas del 14-
18 5.Clonas 19_23 6.Clonas 24_28 7.Clonas 29_32 8.Cepa CL3 
9.Cepa silvestre. 10.Clona #4 11.Cepa KEIO ECK2938 

PM.Escalera_1Kb_Invitrogen. Se comprueba la eliminación 
porque en la cepa silvestre MG1655 y parental CL3 no hay 
amplificación por la ausencia del gen de resistencia a 
Kanamicina presente en las clonas aisladas.  

 

La cepa resultante CL3::xylF araH xylE araE galP::FRT-KmR-FRT gatC; se le evalúo la 

presencia del gen de resistencia por PCR usando los oligos K2 y K1, los cuales se unen a la 

región intermedia del gen de kmR; y por amplificación con los oligos “forward” y “reverse” 

correspondiente de la región flanqueante se confirmó el fenotipo de interés como se observa en 

la Figura 17, un cultivo de la clona # 4 con el fenotipo CL3 xylF araH xylE araE galP::FRT-

KmR-FRT gatC (6G) se crioconservo a -70ºC para su posterior caracterización.  

 

       1   2         3   4   5    6   7   8   9  10  11 PM 
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Caracterización genotípica de las mutantes generadas y del fondo genético 

6G 

En todas las cepas el fondo genético común el cual es derivado de la cepa parental CL3 (Tabla 

5), se confirmó, mediante la verificación de la eliminación de las regiones de los genes frdA, 

adhE y pfl  mediante PCR con los oligos apropiados de cada una como se observa en la Figura 

18. 

 

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR del fondo común MG1655:pfl adhE frdA El orden 

de las muestras en todos los geles es 1. Escalera_1Kb_Invitrogen 2. Cepa MG1655 3. Cepa CL3 4. JU15 5.F 6.2H   7.3E   

8.4E  9.5P 10. 6G. Se observa la pérdida en todas las cepas mutantes del gen presente en la cepa silvestre MG1655.  
 
 

Luego se confirmaron en todas las cepas las eliminaciones de los genes de los transportadores 

y se verificó que las eliminaciones se conservaran en las cepas posteriores a la cepa que tuvo 

la pérdida. 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la 

eliminación del gen xylF MP.Escalera 1Kb Invitrogen 1.MG1655 2.CL3 

3.JU15 4.F 5.2H 6. 3E  7.4E  8.5P 9.6G. Se observa la pérdida del 

gen a partir de la clona F y su presencia en las cepas posteriores, en el 
caso de la cepa JU15 el tamaño de la banda es menor porque no tiene el 
operón completo xylFGH.  

 

1    2    3    4    5    6   7    8     9   10 
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR 

de la eliminación del gen araH MP.Escalera_1Kb_Invitrogen 

1.MG1655 2.CL3 3.JU15 4.F 5.2H  6.3E  7.4E  8.5P 9.6G. Se 

observa la pérdida del gen a partir de la clona 2H y el mantenimiento 
de la eliminación en las cepas posteriores a esta cepa. 
  
 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa de los productos 
de PCR de la eliminación del gen xylE 

MP.Escalera_1Kb_Invitrogen 1.MG1655 2.CL3 3.JU15 

4.F 5.2H   6.3E   7.4E   8.5P 9.6G. Se observa la 

pérdida del gen a partir de la clona 3E y la conservación de 
esta característica en las clonas posteriores.  

 

 

 

 

 

 

Figura 22. . Electroforesis en gel de agarosa de los productos 
de PCR de la eliminación del gen del simporte AraE MP. 

Escalera_1Kb_Invitrogen 1.MG1655 2.CL3 3. JU15 4.F 

5.2H 6.3E  7.4E  8.5P 9.6G. Se observa la eliminación del 

gen a partir de la clona 4E y la conservación de esta 
característica en las clonas posteriores. 
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Figura 23. . Electroforesis en gel de agarosa de los productos de 

PCR de la eliminación del gen galP 1.MG1655 2.CL3 3. JU15 4.F 

5.2H 6.3E  7.4E  8.5P 9.6G. MP. Escalera_1Kb_Invitrogen 

Se observa la eliminación del gen GalP desde la clona 5P y la 
conservación de esta característica en las clona posterior, no hay 
amplificación en las cepas finales porque los oligos se unen a una 
región interna del gen que se pierde en la recombinación con el 
gen de resistencia a Km.   
 

 

Como se observa en las Figuras 19 a 23, todas las cepas generadas presentan los tamaños 

esperados de los productos de PCR, lo cual confirma las eliminaciones correspondientes de 

cada permeasa en las cepas correspondientes y en la cepa final 6G (Figura 24). Esta última 

cepa 6G se usó como fondo genético para las pruebas de complementación fenotípica con las 

variantes de la permeasa GatC generadas por epPCR en este trabajo.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de 
PCR de la eliminación del gen gatC. 

MP.Escalera_1Kb_Invitrogen 1.MG1655 2.CL3 3.JU15 4.F 

5.2H 6.3E 7.4E 8.5P 9.6G.  
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Evaluación cualitativa del transporte de D-xilosa en medio MacConkey con 

D-xilosa 0.2% y en medio AM2 sólido con D-xilosa (0.2%). 

 

El medio MacConkey es un medio selectivo y diferencial para bacterias gram negativas de la 

familia Enterobacteriaceae. Sin embargo, en este ensayo sirvió para caracterizar 

cualitativamente el consumo de D-xilosa de las mutantes del fondo genético y evaluar su 

sensibilidad como posible método de selección para el tamizado de las variantes de la librería. 

Normalmente este medio es suplementado con lactosa como fuente de carbono; pero para esta 

prueba se usó sin lactosa y se suplementó con D-xilosa.  

 

Rutinariamente, el medio MacConkey es usado para diferenciar bacterias Gram negativas 

fermentadoras de las no fermentadoras. En este ensayo se buscó generar una prueba 

cualitativa rápida para diferenciar el transporte de D-xilosa debido al efecto de la eliminación de 

las permeasas y su conversión, por fermentación a ácido láctico (producto principal de la cepa 

progenitora CL3). Observado por el viraje del indicador rojo neutro del medio MacConkey, desde 

un color rojo sangre ocasionado por la producción de ácidos orgánicos producto del catabolismo 

de la D-xilosa cuando es transportada y luego fermentada a ácido láctico, a un color amarillo 

cuando la bacteria no puede transportar la D-xilosa y debe consumir los aminoácidos de la 

peptona que al desaminarse liberan amoniaco y llevan al aumento del pH del medio. 

Figura 25. Cajas de Petri de cultivos en  medio MacConkey suplementado con D-xilosa 2g/L. 1.MG1655 2.CL3 3.JU15 

4.F 5.2H 6.3E 7.4E 8. 5P   9.6G.  

 



48 
 
 

 

 

 

 

 

En este ensayo (Figura 25) todas las cepas (exceptuando la MG1655) tienen la misma vía 

metabólica fermentativa, heredada de la cepa homoláctica parental CL3, que tiene una 

eficiencia de conversión de azúcares a ácido láctico del 95%(Utrilla Carreri et al., 2012), lo que 

implica que todas las cepas generadas tienen la misma capacidad de catabolizar la conversión 

de D-xilosa a ácido láctico. Sin embargo, no tienen la misma capacidad de consumo de D-xilosa 

(varía dependiendo de los transportadores que expresen y que, por la eliminación secuencial 

de los genes de los diferentes transportadores entre cada cepa, no deber ser igual).  

 

En la (Figura 25) se observa el efecto del metabolismo aerobio y anaerobio en las cepas. En el 

metabolismo aerobio hay un cambio notorio desde la cepa con el metabolismo intacto (MG1655) 

hasta la cepa con todas las eliminaciones (6G). En este caso, como el metabolismo no se 

dirige únicamente a la producción de ácido láctico (también se puede dar la formación de ácido 

acético en condiciones aerobias) y se suman efectos de los diferentes metabolitos, el viraje es 

notorio y parece permitir ver el efecto de la perdida de los transportadores mejor que en 

metabolismo anaerobio. 

 

Luego, se realizó una prueba que buscó minimizar los efectos de la biomasa y del estado 

metabólico de la cepa; al desarrollar todas las cepas a una misma O.D600nm1.0 y a una misma 

dilución 1x10-6.  

 

 

Figura 26. Crecimiento aerobio de las mutantes en medio MacConkey suplementado con D-xilosa 2 g/L:. Las mutantes se 

crecieron a la misma O.D600nm1 y se sembraron a un factor de dilución de 1x10-6. Se observa que a partir de la pérdida del 

transportador XylE (3E) hay una pérdida de la capacidad de consumo de D-xilosa, por la variación de la coloración de rojo 
a rosado.  
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En la Figura 26 se observó que la eliminación del transportador XylE reduce drásticamente la 

coloración roja; coherente con lo reportado (R. Daruwalla, 1980). Cabe recordar que XylE es el 

segundo transportador de D-xilosa; de ahí en adelante solo se vuelve a observar un cambio por 

la eliminación del transportador GalP (datos no mostrados). Se ha reportado (Verónica 

Hernández-Montalvo et al., 2003) que GalP puede transportar D-xilosa, lo cual se observa por 

la aparición de un halo amarillo alrededor de las colonias. Este permaneció constante cuando 

se eliminó la permeasa GatC. Sin embargo, el centro de las bacterias no era amarillo lo cual 

indica que en la sexta delección aún hay transporte residual de D-xilosa. 

 

En la literatura se reporta que los transportadores específicos XylFGH, XylE y los inespecíficos 

AraFGH, AraE, GalP y GatC pueden transportar D-xilosa. Las pruebas en cajas confirmaron 

cualitativamente estos resultados. Sin embargo, en el caso de la eliminación del transportador 

XylFGH no se observó un efecto al eliminarlo, lo que significa que la sensibilidad de este método 

es deficiente porque no permite diferenciar entre una variante con el transporte alto de uno 

medio. 

 

Posteriormente se verificó el crecimiento de todas las cepas en medio sólido AM2 suplementado 

con D-xilosa (2 g/L); tanto en condiciones anaerobias y aerobias. Aquí se buscó correlacionar 

el tiempo de crecimiento de la colonia con el transporte diferencial de D-xilosa de las cepas 

debido a la perdida de genes. Los resultados sugieren que las colonias pequeñas corresponden 

al fenotipo en anaerobiosis y las colonias grandes en aerobiosis, exceptuando la cepa 4E que 

mostro colonias grandes en ambas condiciones. También se observó que en anaerobiosis todas 

las cepas tienden a crecer uniformemente a las 36 h aproximadamente después de la siembra. 

En aerobiosis la cepa silvestre MG1655, crece a las 12 h de siembra; mientras que el resto de 

las cepas crecen alrededor de las 18 h. Debido a lo anterior se descartó el uso de este método 

para el tamizado de la librería de variantes. En todas las condiciones la cepa 5P no crece; a la 

fecha no tenemos una explicación experimental comprobada para este comportamiento. 
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Una explicación a este fenómeno podría ser por que la eliminación del gen galP afecta la 

expresión del gen yggI. Como se muestra en la Figura 27 por anotación bioinformática, al final 

del gen galP se predice la existencia de dos zonas promotoras (yggIp3 y yggIp6), los cuales 

están implicadas en la regulación de la expresión del gen yggI; sin embargo, no es clara la 

función de este gen; un único reporte de R. Utsumi y T. Suzuki en GenBank D83644 lo relaciona 

con el regulon del factor de estrés RpoS, el cual, regula al morfogen bolA. Este último es 

importante en bacterias Gram-negativas porque regula genes implicados en la morfología y 

protección de la célula en condiciones de estrés; su desregulación perjudica la velocidad de 

crecimiento y altera las propiedades de la membrana externa (Aldea, Garrido, Hernández-

Chico, Vicente, & Kushner, 1989). 

 

 

También se ha sugerido que el factor yggI está involucrado en la respuesta a estrés osmótico 

e induce a la formación de biopelículas; al inducir cambios en la forma celular, tamaño y 

contenido de proteínas de la pared celular que la hacen menos permeable a agentes dañinos. 

Sin embargo, se requieren experimentos para correlacionarlo con el fenotipo observado en 5P 

ya que en la cepa de KEIO ECK2938 no se observa ni esta reportado este comportamiento en 

la mutante 5P (se desarrolla bien en medios líquidos, pero se dificulta su crecimiento en 

sustratos solidos). Además, este comportamiento no se presenta en la cepa 5P::Km que tiene 

el gen de resistencia en la zona eliminada. Como este fenómeno se desvía de los objetivos y 

alcances de este trabajo, se minimizó manteniendo el gen de resistencia (KmR) en todos los 

experimentos descritos con esta mutante y sus derivadas. 

.  Figura 27 Contexto genético del gen yggI. Se observa al final de gen galP hay dos sitios promotores (yggp3 y yggp6) dentro 
del gen galP, los cuales fueron eliminados durante la transducción con el fago P1 (tomado 
https://ecocyc.org/gene?orgid=ECOLI&id=EG12122#tab=TU). 

https://ecocyc.org/gene?orgid=ECOLI&id=EG12122%23tab=TU
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En el ensayo en medio sólido no se detectaron cambios significativos entre las cepas mutantes, 

la cepa parental y la cepa silvestre, por esta razón se usó otros métodos para caracterizar el 

aporte de cada transportador.  

 

Evaluación del efecto del transporte de D-xilosa en fermentación con el 

medio AM2  

 

Mediante la caracterización fenotípica se evaluó el efecto de cada uno de los cambios realizados 

en el genotipo; sin embargo, como se deduce del experimento anterior, la sensibilidad del 

método usado no fue suficiente. Por esta razón, se decidió evaluar el comportamiento de las 

mutantes en fermentación en medio liquido AM2 suplementado con 5 g/L de D-xilosa en 

microplacas bajo dos condiciones y determinar los parámetros de la fermentación con 40 g/L 

de D-xilosa en minifermentadores.  

 

Evaluación de la capacidad de crecimiento de las mutantes en medio AM2 
en microplacas. 

 

En el ensayo en microplacas se hizo un seguimiento de la O.D630nm con respecto al tiempo. Con 

esta metodología se verificó la respuesta de todas las cepas (placa de 96 pozos) en una misma 

condición o en diferentes condiciones, en un mismo experimento. Para este experimento la 

primera condición que se evaluó fue el efecto del cambio de medio de crecimiento entre el 

preinoculo e inoculo en la cinético de crecimiento de las cepas con las permeasas eliminadas; 

en la figura 28 se muestra que las cepas tienen diferentes cinéticas de crecimiento en el medio 

de evaluación AM2 cuando el preinóculo es desarrollado en a) medio rico LB (sin 

acondicionamiento) o b) en el mismo medio de cultivo AM2 (acondicionado).  
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En la Figura 28, se observó que la mayoría de las mutantes crecidas en la condición sin 

acondicionamiento (a) presentaron fase lag, la cual se espera teniendo en cuenta que pasan de 

un medio rico (LB) a un medio mínimo mineral (AM2). Durante la fase lag, se ha reportado que 

la célula no se reproduce, presenta una indetectable actividad metabólica, gran parte de los 

operones permanecen inactivos excepto los que expresan proteínas involucradas con el 

consumo de la fuente de carbono presente, de esta manera, la bacteria enfoca toda la energía 

y carbono presente hacia la expresión de las proteínas que le permitan desarrollarse 

rápidamente en la siguiente fase (Madar et al., 2013).  

 

En este experimento se pudo deducir indirectamente la capacidad de cada permeasa para 

transportar D-xilosa siguiendo la velocidad de crecimiento y en el tiempo que dura la fase lag. 

Como se observa en la Figura 28a, la cepa parental CL3 presentó una fase lag de 7 h y un 42% 

de la velocidad de crecimiento de la cepa silvestre MG1655. Este comportamiento se debe a un 

déficit en la producción de ATP observado en cepas carentes de la enzima Pfl cultivadas en D-

Figura 28. Velocidad de crecimiento y efecto del acondicionamiento en el crecimiento de las mutantes con capacidad 
de transporte de D-xilosa en AM2 suplementado con 5g/L de D-xilosa. a) sin acondicionamiento. b) con 
acondicionamiento, resultados obtenidos después de 24h de desarrollo en microplacas de 96 pozos, cada respuesta 
es el promedio de 3 experimentos independientes.  
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xilosa y anaerobiosis (Hasona, Kim, Healy, Ingram, & Shanmugam, 2004; Utrilla, Gosset, & 

Martinez, 2009; Utrilla Carreri et al., 2012).  

 

La eliminación del componente de unión XylF del transportador XylFGH se ha reportado genera 

una disminución de la velocidad de crecimiento de alrededor del 39% con respecto a la cepa 

parental CL3 (Song & Park, 1997; Sumiya et al., 1995).  En esta prueba la inactivación de 

componente XylFH se manifiesta en una prolongada fase lag de 10 h.   

 

La inactivación del transportador AraFGH por eliminación de la permeasas AraH disminuye en 

un 15% más la velocidad de crecimiento (Baldwin & Henderson, 1989; Novotny & Englesberg, 

1966). En esta cepa no se observó fase lag, lo que implica que se ha compensado la carencia 

energética originada de la mutación pfl en la cepa parental CL3. Esto se quizás debido a que 

la pérdida de las permeasas de tipo ABC (XylFGH y AraFGH) que usan ATP en la internalización 

del azúcar, al eliminarlas, la bacteria usa esta energía para pasar a fase exponencial mientras 

la D-xilosa se transporta por el transportador XylE u otras permeasas inespecíficas. 

 

Al eliminar el transportador XylE no se observó fase lag, pero se observa una disminución en la 

velocidad de crecimiento en un 11%. La cual es baja teniendo en cuenta que es el segundo 

transportador especifico de D-xilosa. Esto podría deberse por la presencia de impurezas de 

arabinosa en el medio que inducen a la expresión del regulador AraC y reprimen el transporte 

de D-xilosa por este simporte.  

 

La eliminación de AraE disminuyó en un 5% el transporte de D-xilosa, este valor cae en el rango 

de error del experimento. Por tal razón no se puede aseverar que haya un transporte D-xilosa 

como se ha reportado (Baldwin & Henderson, 1989). En la literatura se ha establecido que la D-

xilosa y la L-arabinosa se reprimen mutuamente mediante los reguladores XylR y AraC, por lo 

que se esperaba que la eliminación de los transportadores AraFGH y AraE mejoraran la 

capacidad de transporte de D-xilosa (Desai & Rao, 2010); sin embargo, esto no se observó. 
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La eliminación del transportador GalP mantiene la misma fase Lag. Sin embargo, la velocidad 

de crecimiento mejoró en un 10% con respecto a la cepa anterior, lo que sugiere que GalP 

regula el transporte de D-xilosa, porque su eliminación mejoro el desarrollo de la cepa, pero, no 

hay reporte de este comportamiento con D-xilosa. 

 

Por último, la eliminación de la permeasa GatC generá una fase lag larga de 15 h y una 

disminución del 36% en la velocidad de crecimiento. Esto sugiere que esta permeasa transporta 

D-xilosa probablemente tan eficiente como el transportador XylFGH y mucho más que el 

transportador XylE (Figura 28b). 

 

En la segunda parte del ensayo el preinóculo se cultivó usando el mismo medio de crecimiento 

(Figura 28b); en este experimento se observó que la velocidad de crecimiento de todas las 

cepas es muy semejante y ninguna de las mutantes presento fase Lag. 

 

En el caso de las permeasas XylH, la cepa F disminuyó ligeramente su velocidad de 

crecimiento con respecto a la cepa parental (29%), mostrando que este transportador tiene una 

respuesta rápida; y a un cierto rango de concentración pierde esta eficiencia, contrario a la 

respuesta del transportador XylE que en la primera condición muestra un imperceptible aporte, 

pero bajo esta condición tiene una respuesta significativa (36%).  

 

La inactivación de la permeasa araH y AraE muestran un aporte insignificante de la velocidad 

de crecimiento. La eliminación de GalP vuelve a mostrar que esta interviene regulando el 

transporte de D-xilosa; aquí el crecimiento de la cepa 5P mejora en un 46% con respecto a la 

cepa anterior. Por último, la eliminación de la permeasa GatC corrobora que este transportador 

tiene un papel preponderante en el transporte de D-xilosa; su eliminación lleva también a la 

disminución de la velocidad de crecimiento de la cepa en un 36% con respecto a la cepa 

anterior. 
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Evaluación de los parámetros cinéticos de crecimiento en 

minifermentadores con medio AM2 suplementado con 40g/L de D-xilosa.  

Para este experimento se realizaron cinéticas de crecimiento de 62 h (ver Apéndice B) en 

minifermentadores de 350 mL usando 250 mL de medio mínimo mineral AM2 suplementado 

con 40 g/L de D-xilosa y control de pH durante todo el tiempo de la cinética de crecimiento; las 

cinéticas de crecimiento con cada cepa se realizaron por triplicado, los datos de estos 

experimentos se usaron para determinar los parámetros cinéticos de crecimiento y 

estequiométricos correspondientes como se muestra en la Tabla 13. 

 

Primero se caracterizó la cepa CL3 y como reportó (Utrilla Carreri et al., 2012) esta cepa tiene 

una velocidad de crecimiento muy baja en D-xilosa, 64% menor que la cepa silvestre MG1655 

debido a la eliminación de la enzima piruvato formato liasa (Pfl) y un rendimiento máximo de 

producción de 94% bajo las condiciones de trabajo de este estudio a las 62 h de la fermentación, 

(Tabla 13). 

 

Para llevar a cabo las comparaciones entre la cepa parental CL3 y las mutantes se utilizó como 

punto de corte de la cinética de crecimiento 48 h; debido a que a medida que se van eliminando 

los transportadores, el tiempo necesario para consumir toda la D-xilosa aumenta 

ostensiblemente; en especial con las mutantes HF, 4E, 5P y 6G. 

 

Al observar los parámetros cinéticos de crecimiento; la primera característica notoria es la 

presencia de una fase lag en todas las mutantes; que no se observó en la cepa parental CL3, 

en las microplacas; esta se correlacionó con la respuesta de adaptación de las mutantes al 

cambio de medio; sin embargo, en las cinéticas en minifermentadores, el inóculo se desarrolló 

en el mismo medio, por lo que el efecto por inducción se descarta. 

 

La fase lag es un periodo de ajuste, donde la célula se modifica para adaptarse y tomar ventaja 

del nuevo medio e iniciar su desarrollo; por esto, en modelos de crecimiento, esta se relaciona 

matemáticamente con el producto de parámetros relacionados como la concentración celular; 
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el ambiente extracelular; y el estado fisiológico de la célula. En algunos casos se determina 

como la relación del inverso de la velocidad de desarrollo máxima (máx), con un parámetro 

semiempírico (), que está relacionado directamente con el estado fisiológico; y mide el “trabajo 

de adaptación” que tiene que hacer la célula para entrar a fase exponencial (Journal, Baranyi, 

& Roberts, 1994; Swinnen, Bernaerts, Dens, Geeraerd, & Van Impe, 2004). 

 

Todas las cinéticas realizadas en los minifermentadores en este estudio se realizaron 

manteniendo las condiciones ambientales constantes (37°C, 150 rpm, pH 7.0); todos los cultivos 

celulares se iniciaron a una O.D600nm de 0.1 a partir de un cultivo en fase exponencial O.D600nm 

  <1.0. Debido a esto, el estado fisiológico del inoculo es relativamente similar y el ambiente 

extracelular es idéntico; sin embargo, cada mutante tiene una capacidad diferente de 

adaptación de acuerdo con su programa genético que moldea su respuesta y determina el 

momento justo para iniciar su desarrollo celular en una condición determinada.  

 

Bajo las condiciones de este estudio, las diferentes cepas evaluadas debieron adaptarse para 

paliar con diferentes condiciones de estrés, a saber: desarrollarse en un medio mínimo; a altas 

concentraciones de D-xilosa (213.3 mM). Aunque el medio AM2 contiene un excelente 

osmoprotector (Betaina 100 mM), se ha reportado que las pentosas pueden generar 4 veces 

más estrés osmótico que las sales y hexosas a una dada concentración (Metris, George, 

Mulholland, Carter, & Baranyi, 2014); y por último, el estrés por inanición a medida que pierden 

la habilidad para introducir la única fuente de carbono. Aunque, en la Tabla 13 no se ve una 

correlación directa entre la fase lag y el inverso de la velocidad de crecimiento, si se nota que 

qs puede ser usada como el parámetro fisiológico para reflejar la diferencia genética entre las 

mutantes, ya que se observa una pequeña correlación con la fase lag. 
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Tabla 13. Parámetros cinéticos de crecimiento de las cepas evaluadas en minifermentadores usando medio AM2 suplementados con 40 
g/L de D-xilosa y control de pH automatizado con KOH 2N a 37°C y 150 rpm 
 

 

Velocidad de Crecimiento µ (h-1), Rendimiento (Yp/s), Velocidad especifica de producción de lactato en fase estacionaria y fase exponencial (qp), Velocidad 

especifica de consumo de D-xilosa en fase estacionaria y fase exponencial (qs), Productividad volumétrica de lactato (Qp) Velocidad de consumo volumétrica de  

D-xilosa (Qs)
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Como se deduce en la Tabla 13 la primera mutante construida, FH, de la inactivación de 

XylFGH disminuyó 80% de la velocidad de transporte de D-xilosa, que lleva a que la bacteria 

tenga una velocidad de crecimiento un 36% menor, e induce a la bacteria a generar una 

respuesta a estrés reflejada en una fase lag de 4h donde esta se adapta a la inanición originada 

de la disminución del consumo de D-xilosa. La inactivación de AraFGH tiene un efecto positivo; 

esta cepa muestra una velocidad de consumo de D-xilosa muy semejante a la cepa parental 

CL3; por lo tanto, se restableció la perdida de transporte producto de la eliminación del 

transportador anterior lo que originó un aumento de la velocidad de crecimiento en un 125% 

más, con respecto a la cepa anterior y una disminución de la fase Lag a 2 h.  Este 

comportamiento, es semejante al observado en microplacas y podría estar relacionado con una 

compensación metabólica; al disminuir el gasto energético asociado al transporte de D-xilosa 

por la eliminación de los transportadores ABC dependientes de ATP. 

 

La eliminación del gen xylE mostró una fase lag de 4 h y una disminución en la velocidad de 

transporte de D-xilosa en un 20%, que provocó una velocidad de crecimiento de la mutante 

menor en un 31%, con respecto a la cepa anterior (2H). El comportamiento coincide con el 

comportamiento en microplacas y con los reportes en literatura de que esta permeasa trasporta 

D-xilosa (P. J. Henderson & Maiden, 1990). Sin embargo, este aumento en la velocidad de 

consumo de D-xilosa, no es muy importante teniendo en cuenta que este es el segundo 

transportador especifico de D-xilosa. Este efecto coincide con otro reporte donde su eliminación 

en otro fondo similar al evaluado aquí, tampoco muestra ser tan significativo (Utrilla Carreri 

et al., 2012). 

 

La eliminación de AraE generó una disminución en la velocidad de consumo de D-xilosa en un 

47%; y  reflejó una disminución de la velocidad de crecimiento en un 34% esto se correlaciona 

con el presentado en microplacas y es congruente con los reportes de que AraE transporta 

inespecíficamente D-xilosa (Novotny & Englesberg, 1966).   
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La eliminación del transportador GalP provoco un aumento en una velocidad de crecimiento 

alrededor de 54% con respecto a la cepa anterior; aunque con una fase lag más prolongada de 

8h, que la cepa anterior. Esto sugiere que este transportador, igual que el transportador AraFGH 

posiblemente regula el transporte de D-xilosa en E. coli CL3.  

 

Por último, la eliminación de GatC provoca una disminución en la velocidad de crecimiento 

alrededor del 42.3%; disminución del 59.0% de la velocidad de transporte de D-xilosa con 

respecto a la cepa anterior; y una fase lag de 8h, igual al de la cepa 5P. Este aumento es 

comprensible debido al estrés por inanición, sin embargo, si se compara con el que sufre la 

bacteria al eliminar al transportador XylFG; se puede ver en la Tabla 13 que es relativamente 

de la “misma” magnitud; pero en dicho caso, solo se produce una fase lag de 4h. Esto podría 

deberse al “estrés”, por el defecto fisiológico heredado de la cepa 5P (posible pérdida de la 

expresión del gen yggI, que se relaciona a un factor de estrés del regulon rpoS), (Aldea et al., 

1989; Dong & Schellhorn, 2009; Guinote et al., 2014).  

 

Bajo diferentes condiciones E. coli y otras bacterias entéricas, expresan factores  alternativos 

a 70 que activan la expresión de regulones especiales, en respuesta a eventos fisiológicos 

específicos. En respuesta a estrés, el principal regulador conocido es s (RpoS); su máximo 

nivel de expresión es en fase estacionaria y controla la respuesta a diferentes condiciones de 

estrés tales como pH, ácidos débiles, hambruna, alta osmolaridad, altas y bajas temperaturas, 

entre otras (Hengge-Aronis, 1996; Rahman, Hasan, & Oba, 2006). 

 

El nivel intracelular de RpoS es regulado por varios mecanismos dependiendo del tipo del estrés 

y condiciones de desarrollo; por ejemplo, su transcripción es estimulada por la reducción de la 

velocidad de crecimiento; mientras su transducción es estimulada por shock osmótico, 

disminución de temperatura y pH (Rahman et al., 2006). En medio mínimo se ha observado que 

el nivel de expresión de rpoS es alto y condiciona la respuesta de una red compleja de 200 

genes; especialmente de factores reguladores como hfq, csrA y rpoE y genes de vías 

metabólicas como lysA, lysC y hisD (Dong & Schellhorn, 2009). En un estudio en Salmonella 
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enterica serovar Typhi también se observó que mutantes rpoS, bajo condiciones de estrés 

osmótico, presentan fase lag prolongadas que desaparecen al volver a expresar a rpoS 

(Shiroda, Pratt, Döpfer, Wong, & Kaspar, 2014).  

 

En general al comparar los parámetros de las mutantes (Figura 29), se puede correlacionar que 

hay una respuesta lineal entre la qs y  en casi todas las mutantes; en ellas se observó que su 

aumento/disminución, se reflejó en un aumento/disminución de ; excepto en la mutante 3E; 

por lo que, es importante volver a caracterizar mejor su expresión bajo las condiciones de este 

estudio. Algo importante que se noto es que la eliminación de las permeasas evaluadas aquí 

no siempre originó una pérdida del transporte de D-xilosa; posiblemente porque la expresión y 

actividad de las permeasas está sujeta a una red compleja de regulación. 

 

 

Figura 29. Comparación de los parámetros cinéticos de las mutantes en medio AM2 suplementada con D-xilosa a 40 g/L 

velocidad de crecimiento (), velocidad de consumo de D-xilosa en fase exponencial (qs_ex) y velocidad de consumo de D-
xilosa en fase estacionara (qs_es).  Se observa una relación directa entre la velocidad de crecimiento y la velocidad de 
consumo 
 

La mutante 5P presenta la qs más alta; esto sugiere que la permeasa GatC transporta muy 

bien e inespecíficamente la D-xilosa; sin embargo, su actividad parece estar fuertemente 

regulada; porque sólo se observa después de eliminar varias capas de regulación de otras 

permeasas como AraFGH y GalP. 
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Las mutantes FH y 6G tuvieron la velocidad de consumo de D-xilosa qs más baja a las 

condiciones de este estudio, lo que sugiere que las permeasas XylH y GatC son los que aportan 

más en el transporte de D-xilosa en E. coli CL3 

 

La séxtuple mutante 6G presento los efectos fisiológicos más marcados en los parámetros 

cinéticos de crecimiento y mostró una pérdida en la velocidad de transporte de D-xilosa del 84% 

en fase exponencial con respecto a la cepa parental CL3. Por esta razón esta cepa se usó como 

fondo genético para evaluar la librería de mutantes.  

 

EVOLUCIÓN DIRIGIDA DE LA PERMEASA GatC Y SU DERIVADA GatCS184L 

 

Clonación de las permeasas GatC y GatCS184L en el plásmido pCL 

La clonación de los genes de las permeasas en el plásmido pCL se evaluó mediante su patrón 

de restricción (Figura 30) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% de los productos de 
restricción de los plásmidos pCLGatC y pCLGatCS184L.  

PM.Escalera_1Kb_Invitrogen 1_Inserto gen gatC 2. Plásmido 
pCLGatC 3_Plásmido pCLGatC digerido con PtsI y NcoI 4. Plásmido 
pCLGatCS184L 5. Plásmido pCLGatCS184L digerido con PstI y NcoI 
6. Plásmido pCLGatC digerido con PtsI   7. Plásmido pCLGatCS184L 
digerido con NcoI.  

 

Como se observa en la figura 30 los dos plásmidos (pCLGatC y pCLGatS184L) presentan el 

patrón de restricción esperado con las enzimas PtsI y NcoI que flanquean al gen, liberándolo 

del esqueleto del pCL (carriles 3 y 5). 



62 
 
 

 

 

 

Se confirmo que las construcciones tuvieran la secuencia correcta del gen gatC y gatCS184L 

mediante la secuenciación con el cebador M13 fwd que se une a 57 pb del final del gen y con 

el cebador M13 rev que se une 28 pb del inicio del gen. Para esto se alinearon en el programa 

BioEdit (Figura 31) las secuencias limpias y la secuencia de la cepa silvestre (MG1655), 

reportada para el gen gatC, en el genoma de la E. coli MG1655 (GenBank: U00096.3).  

 

Es importante notar que para la clonación se introdujo una mutación puntual, con la intención 

de generar el sitio de restricción NcoI; esto se observa por la presencia en el segundo 

aminoácido de una Fenilalanina en vez de una Valina. En el caso de la variante GatCS184L se 

puede ver la mutación de un cambio de una serina en la posición 184 por una leucina que no 

está presente en el gen reportado ni en el gen gatC clonado.  
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 Figura 31. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos del gen gatC y gatCS184L.  
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Caracterización de la capacidad de transporte de D-xilosa de las permeasas  

GatC y GatCS184L.  

 

El plásmido derivado de pCL1920 que expresa al transportador GatC (pCLGatC), el otro 

plásmido derivado de pCL1920 que expresa al transportador mutante GatCS184L 

(pCLGatS184L) y el vector de expresión vacío (pCL1920) por separado se usaron para 

transformar cepas electrocompetentes del fondo genético (6G) y generar las cepas 

6G/pCLGatC, 6G/pCLGatCS184L y 6G/pCL1920 respectivamente. Cada cepa se creció en 

medio LB con Spe50 y se crioconservó; todos los ensayos descritos en este trabajo parten de 

estos crioviales.  

 

Efecto de la velocidad de transporte de las cepas 6G/pCLGatC y 

6G/pCLGatCS184L en microplacas a diferentes concentraciones de D-

xilosa.  

 

El primer ensayo que se realizó en microplacas se hizo para diferenciar el transporte de D-xilosa 

de las cepas; como se vio con las mutantes del fondo genético, la velocidad de crecimiento es 

directamente proporcional a la velocidad de consumo de D-xilosa en fase exponencial. Por esto 

se hicieron pruebas originalmente en microplacas para evaluar si existía una diferencia en el 

crecimiento de estas tres cepas. Así mismo también se evaluó el efecto de la concentración de 

D-xilosa en la capacidad de crecimiento y su efecto en el transporte de las permeasas GatC y 

GatCS184L.  

 

El experimento en microplacas permitió evaluar la capacidad de las permeasas clonadas en el 

fondo seleccionado 6G a diferentes concentraciones de D-xilosa (Figura 32). En este se 

observa que a medida que aumenta la concentración, la velocidad de crecimiento de todas las 

cepas también. Sin embargo, la velocidad de crecimiento de la cepa de fondo genético 6G 
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también muestra un aumenta proporcional; lo que sugiere, que la D-xilosa aún se transporta por 

otro sistema activo (otra permeasa), o pasivo (difusión facilitada) diferente a los eliminados 

(Khankal et al., 2008). 

Al aumentar la concentración de D-xilosa hay un aumento de la velocidad de crecimiento 

proporcional de las cepas 6G y 6G/pCL1920; lo que implica, que el transporte depende del 

gradiente de concentración de D-xilosa que parece mostrar que este consumo es debido a un 

mecanismo de difusión facilitada; sin embargo, también se observa que hay un punto de 

saturación a partir de la concentración 10g/L de D-xilosa, donde el incremento deja de ser 

proporcional.  

 

En la figura 32 en todos los casos se observa que la velocidad de crecimiento de la cepa 6G, 

con el vector pCL1920, es levemente superior con respecto a la cepa 6G. Este 

comportamiento, ha sido ampliamente reportado y se explica qué ocurre debido a la carga 

metabólica del vector (Bentley, Mirjalili, Andersen, Davis, & Kompala, 1990; Flores, De Anda-

Herrera, Gosset, & Bolívar, 2004).  Este tipo de comportamiento se ha observado en plásmidos 

con bajo número de copias cuando la vía de las pentosas es activa, porque esta favorece la 

síntesis de elementos extracromosomales al aportar intermediarios metabólicos de la síntesis 

de ácidos nucleicos, como eritrosa-4-fosfato y ribosa-5-fosfato.  

 

Sin embargo, como se observó en los ensayos, con los plásmidos que contiene el gen de las 

permeasas pierde esta ventaja y la célula no puede suplir con intermediarios metabólicos y 

replicar elementos foráneos (Flores et al., 2004; Vind, Sørensen, Rasmussen, & Pedersen, 

1993) y produce respuestas fisiológicas variadas (Bentley et al., 1990; Flores et al., 2004). 
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Figura 32. Efecto de la concentración de D-xilosa en la velocidad de crecimiento de la cepa 6G y cepas derivadas de la transformación con los plásmidos 
pCL1920, pCLGatC y pCLGatCS184L evaluadas en microplacas con medio AM2.  
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En el caso de la cepa con el plásmido 6G/pCLGatC; tiene una diferencia significativa P=0.0185 

en la velocidad de crecimiento con respecto a la cepa 6G/pCL1920; lo que parece sugerir, que 

esta permeasa transporta D-xilosa a las concentraciones evaluadas en estos ensayos.  En el 

caso de la cepa 6G/GatCS184L, hay diferencias significativas p=0.00046 en todas las 

concentraciones evaluadas; respecto al resto de las cepas, esta permeasa la cepa crece entre 

1.5 a 3.0 veces más rápido. Estos ensayos sugieren que la mutación S184L en el transportador 

GatC, le da ventaja a la permeasa, para transportar la D-xilosa entre un 30% a 66%, dependiente 

de la concentración de D-xilosa evaluada.  

 

Evaluación de los parámetros cinéticos de las variantes parentales 

6G/pCLGatC y 6G/pCLGatCS184L en minifermentadores en medio mínimo 

mineral AM2 con D-xilosa 40 g/L. 

Siguiendo la metodología reportada para minifermentadores, se realizaron cinéticas de 62 h en 

minifermentadores y se evaluaron los parámetros cinéticos de todas las cepas a las 48 h. Estos 

se calcularon mediante las fórmulas reportadas en el Apéndice G y como se muestran en la 

Tabla 19, las cepas con los plásmidos disminuyen a la mitad el tiempo de la fase lag con 

respecto a la cepa 6G.   En la Figura 34 se comparan los parámetros cinéticos de las cepas 

de referencia crecidas en minifermentadores. 

 

A las condiciones evaluadas en este experimento el plásmido pCL1920 (con un bajo número de 

copias; 3 – 5 copias) parece favorecer levemente el metabolismo de la D-xilosa al incrementar 

el crecimiento de la cepa 6G, como se observa en la Figura 33 el vector estabiliza a la cepa 

aumentando en un 43% el crecimiento comparado con la cepa 6G, también se puede observar 

que la cepa con los plásmidos con la permeasa GatC y la permeasa derivada GatCS184L tienen 

un crecimiento 5 veces mayor que la cepa con el vector. 
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La presencia del vector mejora la velocidad de crecimiento en un 18%; el peso seco de biomasa 

es casi un 30% más; y el consumo de D-xilosa en la fase exponencial y estacionaria, aumento 

a más del doble que la cepa 6G (Figura 34). Sin embargo, la fuente de carbono se desvía más 

a la producción de biomasa que a la de ácido láctico ya que el rendimiento de todas las cepas 

con plásmidos disminuyó un 14% con respecto a la cepa 6G.  

 

 

Figura 33 Comparación de crecimiento máximo de las cepas ᐃ6G y los plásmidos pCL1920, pCLGatC y pCLGatS184L en 

minifermentadores en medio AM2 suplementado con 40 g/L de D-xilosa a pH controlado.  

 

También se observa que la expresión de la permeasa GatC mejora la velocidad de crecimiento 

de la cepa en un 55%, la biomasa máxima en un 68%, la velocidad de consumo de D-xilosa en 

fase exponencial y estacionaria respectivamente 40% y 32%; y la productividad volumétrica en 

un 58%.  Estos resultados sugieren que GatC transporta D-xilosa (Khankal et al., 2008). La 

mejora general de los parámetros cinéticos de crecimiento en la cepa 6G/pCLGatC ratifica la 

importancia de esta permeasa en el transporte de D-xilosa a una alta concentración de D-xilosa 

en E. coli y el efecto observado en la cepa knockout de este gen (Khankal et al., 2008). 

 

En el caso de la cepa 6G/pCLGatCS184L comparada con la cepa 6G/pCL1920, se observó 

que casi todos los parámetros fueron mejores, manteniendo la misma biomasa máxima que la 
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cepa con la permeasa GatC (ver Figura 33). La expresión de la permeasa GatCS184L mejoró 

en un 64% el crecimiento máximo, la velocidad de consumo de D-xilosa, en fase exponencial y 

estacionaria, fue respectivamente 59% y 13% mayor; y por lo tanto la productividad de esta 

cepa fue la más alta entre todas las cepas presentadas en la Figura 34. Estos resultados 

sugieren que la permeasa GatCS184L transporta más eficientemente la D-xilosa que la 

permeasa silvestre GatC.  

 

 

Figura 34 Comparación de los parámetros cinéticos de las cepas ᐃ6G y los plásmidos pCL1920, pCLGatC y pCLGatS184L. 

ex: fase exponencial; s: fase estacionaria.  

 

Al evaluar los resultados del fondo genético 6G con el vector y los plásmidos, se observó que 

el comportamiento de las tres cepas sin y con las permeasas es dependiente de las condiciones 

de crecimiento de las cepas. En minifermentadores las cepas presentan una tendencia clara 

mientras en microplacas los resultados son en cierta manera contradictorios; sugiriendo que el 

tamizaje en microplacas no garantiza una correlación de la velocidad de crecimiento de las 

permeasas o con la velocidad de consumo de D-xilosa. Este comportamiento se puede deber a 

que en los cultivos en microplacas no tienen un control estricto del pH y por lo tanto la producción 

de ácido láctico afecta la velocidad de crecimiento.  
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Construcción de la Librería de variantes epPCR de los genes parentales gatC 
y gatCS184L. 

El éxito de un experimento de evolución dirigida requiere del desarrollo de metodologías que 

permitan generar la mayor diversidad posible; y de un método de tamizaje o selección que 

permita aislar las variantes que posean las características buscadas de aquellas que no la 

presentan. En este trabajo, el fin del experimento no solo era generar variantes mejoradas de 

la permeasa GatC; sino también, valorar los efectos de diferentes cambios en la relación 

estructura/función de la permeasa GatC; y obtener poblaciones de variantes con una mejor 

actividad que permita correlacionar que zonas de la estructura de la proteína son importantes 

para el transporte de D-xilosa. 

epPCR de los genes gatC y gatCS184L 

Para generar la mayor diversidad posible en esta librería se realizó una PCR mutagénica 

utilizando las condiciones previamente reportadas (Leung et al., 1989) en la Tabla 7 y Tabla 8 

como templado al gen gatC y el gen gatCS184L. Ambas permeasas, como se comprobó en los 

experimentos en los minifermentadores, le permiten a E. coli mejorar su velocidad de consumo 

de D-xilosa. El método para generar las variantes se utilizó con el fin de mejorar la actividad de 

las permeasas, y también para generar un banco de variantes que ayudara, en forma parcial, a 

entender como las nuevas mutaciones afectan estructuralmente la velocidad de consumo de D-

xilosa de esta permeasa. 

 

Antes de realizar la librería, se evaluó la tasa de mutagénesis de la epPCR, para esto se 

transformó, digirió y clonó en el vector pCL una reacción de epPCR de cada gene en cada 

condición. Después de transformar y recuperar células en medio SOC, se sembraron 50 µL de 

la transformación y se seleccionaron 3 variantes al azar de cada condición y cada gene (12 

variantes en total) para secuenciar.  

 

En las Tablas 14 y 15 se observa el análisis de las secuencias, que se aislaron en una tasa de 

mutagénesis baja 0.41% y 0.52%, para el gen gatC y gatCS184L respectivamente; muy 
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semejante al 0.4% reportado en el artículo original (Leung et al., 1989) en el cual se basaron 

nuestras condiciones experimentales.  

Tabla 14. Mutaciones presentes en la librería del gen gatC.  
Tipo de mutación Tasa baja  Tasa alta 

Frecuencia % Total  Frecuencia % Total 

TRANSICIONES         
A→G, T→C 1 18.2  3 27.3 
G→A, C→T 4 72.7  7 63.6 

TRANSVERSIONES         
A→T, T→A 3 54.5  2 18.2 
A→C, T→G 2 36.4  1 9.1 
G→C, C→G 1 18.2  1 9.1 
G→T, C→A 0 0   3 27.3 

INSERCIONES Y DELECIONES         
Inserciones 0 0.0  8 32.0 
Deleciones 0 0.0  0 0.0 

RESUMEN DE TENDENCIA         
Transiciones/Transversiones 0.83 NA  1.43 NA 

AT→GC/GC→AT 0 NA  0 NA 
A→N, T→N 0 0.0  2 18.2 
G→N, C→N 0 0.0  2 18.2 

TASA DE MUTACIONES         
Mutaciones por Kb 4.1 NA  9.2 NA 

Mutaciones por el gene gatC 11.0 NA  25.0 NA 

      
 
Tabla 15. Mutaciones presentes en la librería del gen gatCS184L. 

Tipo de mutación 
Tasa baja    Tasa Alta 

Frecuencia % Total    Frecuencia % Total 

TRANSICIONES            
A→G, T→C 3 27.3    8 72.7 
G→A, C→T 3 27.3    9 81.8 

TRANSVERSIONES            
A→T, T→A 2 18.2    5 45.5 
A→C, T→G 2 18.2    3 27.3 
G→C, C→G 2 18.2    0 0.0 
G→T, C→A 1 9.1     4 36.4  

INSERCIONES Y 
DELECIONES     

   
    

Inserciones 1 7.1    0 0.0 
Deleciones 0 0.0    0 0.0 

RESUMEN DE TENDENCIA            
Transiciones/Transversiones 0.86 NA    1.42 NA 

AT→GC/GC→AT 0 NA    0 NA 
A→N, T→N 5 45.5    0 0.0 
G→N, C→N 0 0.0    0 0.0 

TASA DE MUTACIONES            
Mutaciones por Kb 5.2 NA    10.7 NA 

Mutaciones por el gene gatC 14.0 NA    29.0 NA 
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En el caso de la tasa alta de mutación como se observa en la Tabla 14, se obtuvieron valores 

de 0.92% y 1.02%, para el gen gatC y gatCS184L respectivamente; en ambos casos se 

obtuvieron frecuencias por debajo del valor reportado de 1.4% para la epPCR de alta tasa de 

mutación. Analizando la relación de transiciones/transversiones de la tasa baja, no se observa 

el sesgo introducido en la tasa alta, esto es deseable porque es una de las principales críticas 

que se le hace a este método de construcción de librerías (Kuchner & Arnold, 1997).  

 

Diversidad de la librería de los genes gatC y gatCS184L 

Después de evaluar la tasa de mutación y de realizar varias pruebas (datos no reportados) y 

encontrar la condición donde el número de variantes en la biblioteca fuera mayor y el porcentaje 

de plásmido religado fuera <1%; se realizaron los bancos. Para calcular el tamaño de los bancos 

de variantes una muestra de 2 µL de ligación se purificó y se transformó en células competentes 

de 6G, las cuales se recuperaron en medio SOC. El número de variantes recuperadas en esta 

muestra del medio LB se reporta en la Tabla 16. 

 
Tabla 16. Tamaño de la librería 

Gen templado 
Condición 

epPCR 
# de las 

variantes 

% 
Plásmido 
religado 

gatC 
Tasa baja 143,600 0.1 
Tasa alta  132,000 0.1 

gatCS184L 
Tasa baja 90,000 0.8 
Tasa alta 54,000 1.3 

 

Como se observa en la Tabla 16 la cantidad de variantes obtenidas por g de ADN de epPCR 

recombinado con el vector pCL recuperadas en medio SOC y sembradas en LB-Spe50, se redujo 

en este orden gatCS184L< gatC<pCL1920 (Figura 35): se sabe por las cinéticas de crecimiento 

(sección anterior) que la permeasa GatCS184L transporta mejor que la permeasa GatC, y es 

notorio que el vector en el fondo genético tiene menor transporte. 

 

Estos resultados sugieren que, a mayor actividad de la permeasa, menor es el porcentaje de 

recuperación en medio sólido Figura 35. Se comparo la viabilidad de las células competentes; 
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utilizando otro fondo genético E. coli MC1061trpf tetraciclina resistente; pero se observó (datos 

no mostrados) que el porcentaje de recuperación fue aún menor. Por tal razón, se descartó 

aislar variantes de la biblioteca en medio solido LB-Spe50 directamente; pues de esta forma, se 

introduce un sesgo al disminuir la probabilidad de recuperación de las variantes quizás con 

mejor actividad. 

 

 

Figura 35  colonias recuperadas de 200 µL de medio de recuperación SOC con células electrocompetentes ᐃ6G 

transformadas con A) plásmido pCL1920, B) plásmido pCLGatC y C) plásmido pCLGatCS184L.   

 

A partir de la secuencia de nucleótidos del gen gatC o gatCS184L, la tasa de mutación, el 

porcentaje de intercambio de nucleótidos experimental, el tamaño mínimo de la librería (Tabla 

14 y 15) y la eficiencia de amplificación (Tabla 10) se estimó la composición de la librería de 

variantes con el programa PEDEL-AA(Firth & Patrick, 2008). En el apéndice K se encuentra el 

“output” del programa para cada condición. 

 

Tabla 17. Composición de librería de mutantes estimada con PEDEL-AA usando los parámetros estimados 
en la secuenciación de epPCR  

Propiedad 

Estimación 
gatC  gatCS184L 

Baja Alta   Baja  Alta 

Tamaño de la librería  143,600 132,000  90,000 54,000 
Número de variantes sin inserciones, codones de paro o 
eliminaciones 

109,000 88,790 
 

74,170 34,470 

Número promedio de aminoácidos sustituidos por variante 3 6  4 7 
Secuencias no mutadas (%total de la librería) 3.7 0.2  2.0 0.05 
Número de proteínas distintas completas en la librería  89,350 88,280  67,480 34,470 

 

A                                            B       B                                                   C 
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La Tabla 17 se observa las dimensiones finales de la librería generada la cual es la suma de 

todas las variantes obtenidas en las diferentes condiciones de epPCR, con un total 419,600 

variantes. De estas, 306,430 variantes (73%) se espera no presenten eliminaciones, codones 

de paro o inserciones. El promedio de mutaciones por variante está entre 3-7 mutaciones, 

7,404.0 de las variantes de la biblioteca (1.8%) no tendrán mutaciones y se estima que el 

número de proteínas distintas completas generadas será de 279,580 

Tamizado de la librería de variantes de la permeasa GatC y GatCS184L. 

El otro paso importante para tener éxito en un experimento de evolución dirigida es tener las 

condiciones para que la característica deseada sea seleccionable; gran parte de los procesos 

de selección se realizan mediante ensayos de complementación de la actividad deseada o de 

resistencia a una condición de estrés determinado. 

 

 

Figura 36. Gráfica de velocidad de crecimiento promedio durante el proceso de tamizaje de la librería mediante 
pases seriales en minifermentadores a pH controlado con el medio de selección. Los puntos en color (amarillo) 
son los pases que se eligieron para enviar a secuenciar variantes.  

 

En nuestro caso el tamizaje de las variantes de la librería se realizó usando la  como la variable 

de selección; teniendo en cuenta, que esta es directamente proporcional a la qs en fase 

exponencial, es decir a la velocidad global de consumo de D-xilosa por gramo de célula. Esta 
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relación se fundamenta en la evaluación de los parámetros cinéticos de las mutantes del fondo 

genético, y en las cepas de 6G con los plásmidos pCLgatC y pCLgatCS184L. 

 

El tamizaje de la librería se realizó, por transferencia serial, de las variantes de la librería en la 

fase media exponencial (O.D600 1; serialmente, fueron diluidas a O.D600 0.01 en los 

minifermentadores con el medio de selección; medio mineral AM2 suplementado D-xilosa 40g/L 

y Spe50. En cada pase 1 mL del cultivo a transferir se conservó en crioviales a -70 °C; los pases 

seriales fueron realizados hasta que se observó que la  del cultivo se mantuvo constate entre 

pases. En nuestro caso se realizaron 9 pases seriales; el cultivo inició con una =0.037 h-1; que 

mejoró ostensiblemente en el segundo pase a 0.12 h-1; en el cuarto pase presento la mejor 

=0.22 h-1; después, en los pases sucesivos la  fue descendiendo hasta que se mantuvo en 

los últimos pases en 0.18 h-1. 

Selección y caracterización estructural de las variantes de la librería GatC y 

GatCS184L 

Para aislar las variantes reportadas en este estudio se sembraron en cajas de LB-Spe50; a partir 

de 200 µL de una dilución 1x10-7 de 100 µL de cultivos en medio de selección, de los pases 1, 

4, 6 y 7. Se obtuvieron 51 variantes en total. Con las colonias aisladas se hicieron cultivos en 

medio LB-spe50; que se usaron para crioconservar las cepas y aislar los plásmidos.  

 

Doce variantes se enviaron a secuenciar seleccionadas así: 5 variantes al azar del pase 1 (IR12, 

IR13, IR16, IR18, IR19); 5 variantes del pase 4 todas derivadas de la clona GatCS184L (IR41, 

IR44, IR46, IR47, IR48); una variante del pase 6 derivada de la clona GatCS184L (IR61); y una 

variante del pase 7 derivada de la clona GatC (IR71). En la Tabla 18 se reportan las mutaciones 

encontradas en las variantes seleccionadas.  

 

En la Tabla 18, se observa que al inicio de la librería el 60% de las variantes secuenciadas, 

presentan mutaciones sin sentido; que codifican para una proteína más pequeña (IR12, IR13, 
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IR16), al parecer no funcional; en los pases superiores las variantes secuenciadas conservan 

el tamaño original del ORF funcional de la permeasa GatC.  

 
 
Tabla 18. Mutaciones en las variantes Seleccionadas y Secuenciadas de la librería. 

Variante 
gen 

Templado 
Aminoácido 

Mutado 
Tipo de 

mutación 
Tamaño  

ORF 

IR12 gatCS184L 
I116S 
I177A 
R206 

Sustitución 
Sustitución 
Sin sentido 

205 

IR13 gatCS184L 
T158I 
G232 

Eliminación  
Sin sentido 

231 

IR16 gatCS184L 
I198V 
Q277 

Sustitución 
Sin sentido 

276 

IR18 gatC 
F156F 
E173V 

Silenciosa 
Sustitución 

451 

IR19 gatC 
I207V 
H303L 

Sustitución 
Sustitución 

451 

IR41 gatCS184L R216C Sustitución 451 
IR44 gatCS184L K276E Sustitución 451 
IR46 gatCS184L V307A Sustitución 451 
IR47 gatCS184L I124I silenciosa 451 

IR48 gatCS184L N416D Sustitución 451 
IR61 gatCS184L F340L Sustitución 451 
IR71 gatC I358V Sustitución 451 

 

En los últimos pases no se encontró un único tipo de variante o plásmido vacío; lo cual sugiere, 

que el método de selección pudo discernir entre cepas con mutaciones que favorecen el 

crecimiento de las que no. También se observa que al inicio de la librería había relativamente 

más variantes con múltiples aminoácidos mutados como se predijo estadísticamente con 

PEDEL-AA en la Tabla 17. Sin embargo, en los últimos pases; solo se aislaron variantes con 

un aminoácido mutado por gen lo que sugiere que las variantes generadas en esta librería con 

múltiples mutaciones no son funcionalmente viables y la actividad de esta permeasa es 

relativamente sensible a cambios múltiples.  

 

Es importante notar que el 86% de las variantes mejoradas derivan del gen de la permeasa 

GatCS184L, mutante con una actividad mejorada, ya comprobada de la permeasa silvestre 
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GatC. Por tanto, sí puede existir una variante de GatC con múltiples mutaciones positivas; pero, 

la probabilidad que se genere en un único paso al azar es muy bajo y para lograrlo se necesita 

una librería con una población de variantes exorbitante 1x1023 >. Con las condiciones técnicas 

actuales, él límite de tamaño a nivel de laboratorio para generación de librerías es de 1x108; por 

lo tanto, solo ciclos sucesivos de mutaciones positivas dan mejores resultados, pero 

técnicamente es muy laborioso. Estos hechos implican que después de generar un conjunto de 

variantes positivas es mejor utilizar otras técnicas de evolución dirigida, p.ej. como “DNA 

shuffling”; que aumenta la tasa de mutaciones positivas mezclando la epPCR. 

 

La variante IR47, contiene una mutación silenciosa por lo que está sigue codificando para la 

permeasa original GatCS184L; sin embargo, como se midió su (0.13h-1) es muy inferior al 

rango de  del pase en que se encontró (0.22 h-1). Se pensó que las frecuencias de preferencia 

del uso del codón generado en la mutación, mejoraba la expresión de la variante; sin embargo, 

en E. coli ésta es relativamente igual, el codón original (3.05) y el nuevo (2.52), por lo que 

técnicamente la actividad de esta mutante es indistinguible de la parental y al caracterizarla se 

confirmó este resultado. Dicha mutante tiene la misma actividad que la GatCS184L (Apéndice 

F). Por lo tanto, la presencia de esta mutante muestra que el tamizado no fue tan fino para poder 

eliminar cepas con actividad “basal”. Es importante que para futuros ciclos de mutación se debe 

considerar aumentar la presión de selección a nivel de la concentración de sustrato o bien 

utilizar otro modo de selección, con un principio semejante pero más controlable y sensible a 

los cambios en la µ; p. ej. Como el cultivo alimentado a diferentes tasas de dilución.  

 

Caracterización de los parámetros cinéticos de las variantes seleccionadas 

de la librería. 

Se realizaron cinéticas en minifermentadores a pH controlado en medio AM2 suplementado con 

D-xilosa 40 g/L como única fuente de carbono y se cuantificó la biomasa, la concentración de 

lactato, piruvato y acetato producido y de D-xilosa consumida; estos datos se usaron para 

caracterizar los parámetros cinéticos, de las variantes secuenciados de los pases 4, 6 y 7.  



13 
 
 

 

 

 

 

Como se observa en la Tabla 19, el 86% de las variantes aisladas tienen mejores qs que las 

cepas parentales; las mejores variantes positivas (mejor ) se obtuvieron del pase 4 (IR41, IR44 

y IR46); y confirma que la velocidad global de crecimiento fue correctamente seleccionada como 

base del proceso de tamizaje en minifermentadores. También, es importante recalcar que, en 

este tipo de tamizado, el aislamiento no es limitado a la búsqueda de un tipo único de cepa 

“ganadora”; si no, que permite aislar un grupo de variantes con un rango de actividad semejante.   
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Tabla 19 Comparación de los parámetros cinéticos entre las permeasas GatC y GatCS184L y las variantes seleccionadas de los últimos 
pases. 

 

Cepa  t (h)
Fase 

Lag (h)

 6G 48 4 0.046 ± 0.017 0.277 ± 0.056 0.85 ± 0.30 0.746 ± 0.386 0.039 ± 0.020 0.338 ± 0.069 0.286 ± 0.116 0.094 ± 0.039 0.079 ± 0.064

6G_ pCLGatC 48 4 0.106 ± 0.009 1.233 ± 0.342 0.74 ± 0.06 2.654 ± 0.318 0.079 ± 0.009 0.520 ± 0.144 0.386 ± 0.112 0.642 ± 0.287 0.475 ± 0.265

6G_ pCLGatCS184L 50 4 0.121 ± 0.010 0.869 ± 0.092 4.10 ± 7.10 0.798 ± 1.383 0.497 ± 0.862 0.131 ± 0.228 0.538 ± 0.057 0.114 ± 0.198 0.468 ± 0.038

6G_IR41 36 0 0.214 ± 0.008 0.908 ± 0.018 0.83 ± 0.02 9.673 ± 0.405 0.177 ± 0.007 1.256 ± 0.034 1.039 ± 0.021 1.140 ± 0.047 0.943 ± 0.035

6G_IR44 36 0 0.198 ± 0.010 1.004 ± 0.044 0.78 ± 0.11 7.610 ± 1.157 0.155 ± 0.024 1.066 ± 0.137 0.835 ± 0.074 1.071 ± 0.141 0.838 ± 0.077

6G_ IR46 36 0 0.182 ± 0.002 1.184 ± 0.083 0.85 ± 0.06 5.532 ± 0.394 0.155 ± 0.011 0.843 ± 0.071 0.716 ± 0.062 0.997 ± 0.049 0.847 ± 0.045

6G_IR47 48 4 0.131 ± 0.024 1.193 ± 0.057 0.78 ± 0.07 3.900 ± 0.785 0.102 ± 0.021 0.618 ± 0.059 0.482 ± 0.024 0.737 ± 0.148 0.574 ± 0.105

6G_IR48 48 0 0.150 ± 0.014 0.958 ± 0.014 0.83 ± 0.04 5.564 ± 0.593 0.125 ± 0.013 0.771 ± 0.041 0.639 ± 0.015 0.739 ± 0.078 0.612 ± 0.057

6G_IR61 36 0 0.175 ± 0.004 1.072 ± 0.028 0.87 ± 0.05 5.484 ± 0.327 0.151 ± 0.009 0.873 ± 0.027 0.757 ± 0.045 0.935 ± 0.026 0.811 ± 0.047

6G_IR71 36 0 0.166 ± 0.002 1.060 ± 0.070 0.81 ± 0.01 6.134 ± 0.101 0.135 ± 0.002 1.027 ± 0.069 0.833 ± 0.055 1.089 ± 0.017 0.884 ± 0.009

Qp                                  

(g/L lac/h)
 µ (h-1) Yp/s qp

Fase exponencial Fase estacionaria

qs qp
Qs                                  

(g/L xilosa/h)

qs  

g/Lxilosa*gWDC

Xmáx                    

g/L

Velocidad de Crecimiento µ (h-1), Rendimiento (Yp/s), Velocidad especifica de producción de lactato en fase estacionaria y fase exponencial (qp), 

Velocidad especifica de consumo de D-xilosa en fase estacionaria y fase exponencial (qs), Productividad volumétrica de lactato (Qp) Productividad 

volumétrica de consumo de D-xilosa (Qs) 
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Los resultados los dividimos en función de la mejora de las propiedades cinéticas de las 

variantes con respecto a su gen parental. En el caso de las derivadas del gen gatCS184L la 

mejor variante IR41 (GatCS184L, R216C); tiene una  60% mejor, dos veces la qs exponencial, 

y 1.7 veces la qs estacionaria, en comparación con la parental pCLGatCS184L, esto ocasiona 

que la productividad de ácido láctico se duplique. La segunda mejor variante IR44 (GatCS184L, 

K276C) tiene un 48% mejor , 1.5 veces la qs exponencial y 1.4 veces la qs estacionaria que la 

parental pCLGatCS184L; y su productividad sea 1.8 veces mejor. La tercera mejor variante 

IR46 (GatCS184L; I370A) tiene un 36% mejor , 1.2 veces la qs exponencial y 1.2 veces la qs 

estacionaria que la parental pCLGatCS184L; con una productividad mejorada 1.8 veces. La 

cuarta mejor variante es la IR61 (GatCS184L, F340L); tiene 30% mejor , 1.2 veces la qs 

exponencial y 1.2 veces la qs estacionaria que la mutante parental GatCS184L, y una 

productividad 1.7 veces mejor. La quinta mejor actividad es la variante IR48 (GatCS184L, 

N416D); su  es 27% mejor, tiene 1.3 veces mejor qs exponencial y 1.1 veces mejor qs 

estacionaria y 1.3 veces mejor productividad.  

 

En el caso de la única derivada aislada del gen gatC la variante IR71 (GatCI358V), tiene un 

56% mejor , 2.3 veces mejor qs exponencial, 2.0 veces mejor qs estacionaria y su 

productividad 1.9 veces con respecto a la parental pCLGatC. 

 

En general las propiedades de todas las variantes mejoraron entre 1.2 a 2.0 veces la 

productividad de la fermentación lo que implica una disminución de los tiempos de la 

fermentación entre 6.7 h a 20 h. Sin embargo, a futuro es importante evaluar el efecto de estas 

mutaciones a nivel de genoma, confirmar los resultados, y verificar que la actividad no es 

producto de la expresión por el número de copias expresadas del plásmido. 

 

Análisis topológico de las variantes aisladas de GatC y GatCS184L  

Debido a la dificultad de generar cristales de proteínas de membrana, sólo se conoce la 

estructura detallada de un pequeño grupo de estas moléculas. Un aspecto importante de la 
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estructura de las proteínas de membrana es la topología membranal, esto es, el número y la 

orientación de los segmentos de la proteína que atraviesan la bicapa lipídica.  

 

 

Figura 37 Topología de las variantes con mayor actividad usando OCTUPUS. 

 

Para realizar el análisis topológico se usó el software OCTUPUS el cual realiza la predicción 

topológica usando modelos ocultos de MARKOV y redes neuronales para predecir la estructura 

de proteínas de membrana. Para esto realiza primero un BLAST para crear un perfil de 

secuencias homologas. Estas se utilizan como “input” de un conjunto de predictores basados 

en redes neuronales, los cuales calculan para cada residuo la probabilidad de encontrarlo en el 

interior (i) o fuera (o) o dentro de la membrana (m). En el tercer paso, estas predicciones se 
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utilizan como input a un modelo oculto de Markov, que los utiliza para calcular la topología más 

probable “output” 

 

Como se observa en Figura 37, la variante IR41 con mayor actividad presenta una mutación en 

el tercer dominio interno de la permeasa GatC; esta mutación, coincide con la mutación de la 

permeasa de la cepa parental GatCS184L generada en la evolución adaptativa de la cepa JU01, 

la cual también cae en el tercer dominio interno. En ambos casos la actividad parece estar 

favorecidas al disminuir la polaridad del aminoácido. En el caso de la variante IR44 también la 

mutación recae en un dominio interno, sin embargo, en este caso es el aumento de la polaridad 

del aminoácido la que favorece la actividad de esta mutante.  

 

En el resto de las variantes positivas (IR46, IR61 y IR71) las mutaciones recaen a nivel de las 

hélices de transmembrana; sin embargo, en sitios diferentes, al comienzo, medio y al final de la 

hélice. La mayoría de estas variantes tienden al intercambio de aminoácidos no polares 

ramificados por no polares menos ramificados.  Solo la variante con menor actividad IR48, varia 

de un aminoácido polar, cargado positivamente) a un aminoácido cargado negativamente. No 

obstante, es importante entender que a nivel tridimensional estos pueden estar interaccionando, 

pero debido a que no hay estructuras cristalizadas de esta proteína, no se puede demostrar 

esta aseveración.    

 

Estos resultados sugieren que el tercer dominio interno es importante para el transporte. Sin 

embargo, se recomienda que en trabajos futuros se aíslen más variantes y se analicen sus 

mutaciones para llegar a una conclusión concreta del efecto de esta región en el transporte de 

D-xilosa. Se sugiere evaluar estas mutaciones, usando un modelo tridimensional construido por 

homología con otras proteínas de membrana similares que permita determinar cómo estas 

mutaciones mejoran la velocidad de transporte de D-xilosa.  
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RESUMEN DE RESULTADOS 

 

• Se lograron aislar cepas con un transporte mejorado de D-xilosa derivadas de las 

permeasas GatC y GatCS184L.  

 

• La eliminación de los genes de los transportadores conocidos de D-xilosa (xylFH, xylE, 

araH, araE, galP y gatC) no suprime totalmente la capacidad de transporte de D-xilosa, 

y mantiene un 16.3% de la velocidad de consumo de D-xilosa con respecto a la cepa 

parental CL3. 

 

• El efecto de la eliminación de las permeasas XylFH, AraE y GatC disminuye la qs; 

mientras que la eliminación de las permeasas AraH y GalP la aumentan. Estos resultados 

indican, que los efectos de la inactivación de genes asociados al transporte no siempre 

resultan en la perdida de transporte y refleja que el sistema de transporte de D-xilosa en 

E. coli está altamente regulado. 

 

• Se verificó que la velocidad de crecimiento está directamente relacionada con una 

velocidad de consumo mayor de D-xilosa, por lo cual es un buen parámetro para evaluar 

cepas capaces de transportar eficientemente D-xilosa.  

 

• La variación significativa del rendimiento biomasa/xilosa conforme varia la  muestra que 

las cepas con menores velocidades de crecimiento priorizaron la formación de biomasa. 

  

• Bajo las condiciones de trabajo estudiadas, la evaluación de la velocidad específica de 

consumo de D-xilosa (qs) en fase exponencial y en estacionaria permite inferir que:  

 

▪ La supresión de la permeasa XylH es responsable de la pérdida del 80% del 

transporte de D-xilosa. 
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▪ La eliminación de la permeasa AraH restituye el 73% del transporte, lo que parece 

sugerir que este transportador está regulando a XylFGH, o hay un efecto 

compensatorio debido al ATP en el metabolismo de la bacteria. 

 

▪ La eliminación del simporte AraE muestra una pérdida del 53% del transporte de D-

xilosa.  

 

▪ La supresión del transportador GalP, sugiere un efecto regulatorio, porque su 

eliminación restituyó en un 30% el transporte de la D-xilosa.  

 

▪ La supresión del gen gatC lleva a la disminución de 84% de la capacidad de transporte 

de D-xilosa con respecto a la cepa 5P. 

 

• Los resultados sugieren que hay otros mecanismos (pasivos o activos) involucrado(s) en 

el trasporte de D-xilosa diferentes a los reportados hasta el momento en E. coli MG1655. 

 

• Las permeasas GatC y GatCS184L expresadas en plásmido transportan eficientemente 

la D-xilosa y mejoran el transporte de este azúcar en la cepa 6G en un 55% y 64%, con 

respecto a la cepa con el plásmido control (pCL1920). 

 

• Las permeasas GatC y GatCS184L expresadas en plásmido mejoran el crecimiento de 

la cepa 6G producto de la mejora de la velocidad de consumo de D-xilosa. 

 

• La estrategia de construir librerías mediante evolución dirigida de los genes de las 

permeasas GatC y GatCS184L permitió obtener 6 variantes al azar con una velocidad 

de consumo de D-xilosa mejorada. Sin embargo, si se realiza un tamizado exhaustivo 

quizás se podrían obtener más y mejores variantes o más información para construir un 

modelo estructural completo de esta permeasa. 
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• El método de tamizaje usado mediante pases y diluciones seriadas de las variantes de 

la librería en el medio de selección fue efectivo: el 86% de las variantes seleccionadas al 

azar resultaron con mejores características que la cepa parental con el gen sin 

evolucionar.  

 

• La mayoría de las variantes seleccionadas (6) son derivadas del gen gatCS184L y solo 

una variante es derivada de gen gatC. Sin embargo, esta variante tiene más velocidad 

de crecimiento en un 43% que la generada por gatCS184L expresado en plásmido.  

 

• La evolución dirigida usando epPCR permitió aislar variantes entre un 24% a 63% 

mejores ; entre 1.3 veces - 2 veces mejores qs y Qp mayores que permiten disminuir el 

tiempo de la fermentación entre 8 a 18 h.  

 

• Las variantes con mejor actividad presentan mutaciones en el tercer dominio interno de 

la permeasa GatC analizadas con el software OCTOPUS (Prediction of membrane 

protein topology). 
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CONCLUSIÓN 

 

 

 

Se aislaron variantes de la proteína transportadora GatC, obtenidas por mutaciones al azar, que 

permitieron mejorar la velocidad de consumo de D-xilosa y la velocidad de producción de D-

lactato por fermentación de cepas derivadas de E. coli CL3. 
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PERSPECTIVAS 

• Evaluar el efecto de otras permeasas no específicas como ManX, RbsK y su aporte en el 

transporte de D-xilosa. 

• Evaluar directamente el efecto de solo eliminar las permeasas responsables del >80% del 

transporte XylH y GatC en las cepas CL3 y/o JU15; y confirmar este comportamiento al 

eliminarlas individualmente. 

• Evaluar el efecto de eliminar las permeasas AraH y GalP para mejorar la velocidad de 

crecimiento de las cepas y su efecto individual como una posible estrategia de ingeniería de 

vías metabólicas.  

• Realizar un análisis de transcriptómica y proteómica de la cepa sin las permeasas 6G y de 

la cepa parental CL3, con el fin de identificar los genes involucrados en el transporte que se 

expresan, su nivel de expresión, e identificar si hay o no otras posibles permeasas 

involucradas en el transporte de D-xilosa. 

• Evaluar la capacidad de transporte de estas variantes realizando mutaciones sitio dirigida 

(CRISPR/Cas9) sobre el gen gatCS184L en el genoma de E. coli JU15; verificar el efecto de 

las mutaciones encontradas y evaluar su efecto en el transporte de D-xilosa y en la 

productividad de ácido láctico. 

• Realizar otros ciclos de mutagénesis usando DNA shuffling con las variantes obtenidas en 

esta librería, para lograr mejores variantes con una mejor capacidad de transporte de D-

xilosa. 

• Realizar un estudio de “docking” con la permeasa GatC, que permita con los datos 

experimentales encontrados correlacionar cuales zonas de la proteína son indispensables 

para el transporte de D-xilosa y ahondar en la relación estructura función de esta permeasa.  
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APÉNDICES 

Apéndice A. Inactivación génica con el fago P1 
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Apéndice B.  Cinética de las mutantes sin adaptación (a) y adaptadas (b) en microplacas en medio 
AM2 con 5 g/L D-xilosa. 
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Apéndice C. Cinética de las mutantes adaptadas en microplacas en medio AM2 con 5g/L de D-
xilosa 
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Apéndice D Cinética de crecimiento, consumo de D-xilosa y producción de D-Lactato y parámetros 
cinéticos y estequiométricos obtenidos de un cultivo con CL3 en minifermentadores de 200 mL 
con 40 g/L de D-xilosa a 37 °C y 150 rpm.  

 

 

0.0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

30.0

35.0

40.0

45.0

0.000

0.100

0.200

0.300

0.400

0.500

0.600

0.700

0.800

0.900

1.000

0.000 6.000 12.000 18.000 24.000 30.000 36.000 42.000 48.000 54.000 60.000

X
ilo

sa (g
/L)

Lactato
 (g

/L)

B
io

m
as

a 
(g

/L
)

Tiempo (h)

Biomasa (g/L) xilosa (g/L) Lactato (g/L)



iv 
 
 

 

 

 

Apéndice E. Cinética de crecimiento de las mutantes con capacidad disminuida de transporte de 
D-xilosa en minifermentadores de 200 mL con 40 g/L de D-xilosa a 37 °C y 150 rpm.  
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Comparación del consumo D-xilosa de las mutantes con capacidad disminuida de transporte de 
D-xilosa en minifermentadores de 200 mL con 40 g/L de D-xilosa a 37 °C y 150 rpm. 
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Comparación de la producción de D-lactato de las mutantes con capacidad disminuida de 
transporte en minifermentadores de 200 mL con 40 g/L de D-xilosa a 37°C y 150 rpm. 
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Apéndice F. Cinética de crecimiento de las variantes de ᐃ6G/ con las mutantes aisladas de 

pCLgatC y pCLGatCS184L en minifermentadores de 200 mL con 40 g/L de D-xilosa a 37 °C y 150 
rpm. 
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Apéndice G. Cálculos usados para determinar los parámetros Cinéticos de 
crecimiento  

 

Velocidad especifica de crecimiento µ (h-1) 

Se calculada a partir de la gráfica del logaritmo de la biomasa ln(x) (gCELL) v/s el tiempo t (h). La 

velocidad especifica de crecimiento se obtiene de la regresión lineal en la fase de crecimiento 

exponencial  

ln(x)=µt(x) + ln(x0) 

utilizando como parámetro para evaluar la correlación lineal el método de mínimos cuadrados 

(r2) en valores superiores a >0.95. 

 

Rendimientos en la fase de crecimiento exponencial  

Los rendimientos Yx/s (gCELL/gxilosa), Yp/s (glactato/gxilosa) y Yx/p (gCELL/gxilosa), durante la fase de crecimiento 

exponencial fueron calculados de la siguiente manera:  

𝒀𝒑/𝒔 =
𝑔

𝐿
𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡𝑜 (𝑝)

𝑔

𝐿
𝑑𝑒 𝑥𝑖𝑙𝑜𝑠𝑎 (𝑠)

          𝒀𝒙/𝒔 =
𝑔

𝐿
𝑑𝑒 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 (𝑋𝑚𝑎𝑥)

𝑔

𝐿
𝑑𝑒 𝑥𝑖𝑙𝑜𝑠𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑎 (𝑠)

          𝒀𝒑/𝒙 =
𝑔

𝐿
𝑑𝑒 𝑙𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡𝑜(𝑝)

𝑔

𝐿
𝑑𝑒 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 (𝑋𝑚𝑎𝑥)

 

 

Cálculo de la velocidad especifica de consumo de sustrato 

La velocidad especifica de consumo de D-xilosa qs (gxilosa/gCELL*h) y de producción de láctico qp 

(glactato/gWDC*h), fueron calculadas en la fase exponencial de los cultivos así: 

𝒒𝒔 =
𝜇

𝑌𝑥
𝑠⁄
                 𝒒𝒑 = 𝜇 ∗ 𝑌𝑝

𝑠⁄  

Y en la fase estacionaria así:  

𝒒𝒔 =
𝑆𝑚á𝑥

𝑋𝑚𝑎𝑥 ∗ 𝑡(𝑚𝑖𝑛)
                 𝒒𝒑 =

𝑃𝑚á𝑥

𝑋𝑚𝑎𝑥 ∗ 𝑡(𝑚𝑖𝑛)
  

 

Productividad volumétrica de lactato Qp (glactato/L*h). 

𝑸𝒑 =
(

𝑔
𝐿

)  𝑙𝑎𝑐𝑡𝑎𝑡𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 (𝑝)

(ℎ) 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑓𝑒𝑟𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (𝑡)
 

 



ii 
 
 

 

 

 

Apéndice H. Medios de cultivos  

Medio Luria – Bertani (LB)  

Es Medio de cultivo para bacterias compuesto por: 

Componente g/L 

Extracto de levadura 5 
Triptona 10 
NaCl 10 
Ajustar pH a 7.5   

Para hacer medio sólido se añadieron 20 g/L de agar- agar. El antibiótico se añadió de acuerdo a la cepa 

usada y a la concentración que cada experimento indica y en el momento en que el medio estuviera 

tibio, previo a servir las cajas o en el caso del medio liquido en el momento de inocular el medio con la 

cepa. 

Medio SOC  

Es un caldo superóptimo con represión catabólica (SOC), se utiliza para recuperar las células 

electroporadas y obtener una eficacia de transformación máxima en E. coli.  

Componente Concentración 

Extracto de levadura 5 g/L 
Triptona 20 g/L 
NaCl 10 mM 
KCl 20 mM 
Glucosa 20 mM 
Ajustar pH a 7.0   

 

Medio MacConkey Modificado  

Es un tipo de medio usado para seleccionar bacilos Gram negativos de fácil desarrollo, aerobios y 

anaerobios facultativos, capaces de fermentar la fuente de carbono que se use, en este trabajo (D-

Xilosa). 

Componente g/L 

Peptona 17 
pluripeptona 3 
Fuente de carbono (xilosa) 10 
Mezcla de sales biliares 1.5 
NaCl 5.0 
Agar 13.5 
Rojo neutro 0.03 
Cristal violeta 0.001 
Ajustar pH a 7.1±0.2  
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El medio se preparó añadiendo 50 g/L de agar-agar y se deja reposar por 5 min, se mezcla hasta 

uniformar, se calienta suavemente y se deja hervir por 2 min hasta disolver y se esteriliza en autoclave 

a 121°C durante 15 min. El antibiótico se añadió de acuerdo con la cepa evaluada y a la concentración 

que cada experimento indica, en el momento en que el medio estuviera tibio, previo a servir las cajas. 

 

Medio mínimo mineral AM2(Martinez et al., 2007)  

Es el medio utilizado en cultivos aireados y no aireados, en nuestro caso fue suplementado con ácido 

cítrico (100 mg/L) y como fuente de carbono (D-xilosa) a las concentraciones que indica cada 

experimento. 

Componente g/L 

(NH4)2HPO4 2.63 
NH4H2PO4 0.87 
MgSO4.7H2O 10 
KCl 0.15 
Betaína 1M 1.0 mL 
Elementos traza* 1.5 mL 
Otros**  

*La solución de elementos traza contiene por litro (1.6g FeCl3, 0.2g CoCl2.6H2O, 0.1g CuCl2, 0.2g 

ZnCl2.4H2O, 0.2g Na2MoO4, 0.05g H3BO3 y 0.33g MnCl2.4H2O).  
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Apéndice I. Secuencias de los genes gatC y gatCS184L 

>gatC_gene 
atgTTTTCAGAAGTCATGCGTTATATTCTCGACCTCGGCCCTACGGTGATGCTGCCGATTGTCATCA
TTATTTTTTCTAAAATATTAGGCATGAAGGCAGGCGATTGCTTTAAAGCGGGTCTGCATATCGGGAT
TGGCTTTGTTGGCATTGGCCTTGTGATTGGCTTAATGCTGGATTCCATTGGCCCGGCGGCGAAAG
CGATGGCGGAAAATTTCGACCTGAATCTGCATGTGGTCGATGTTGGCTGGCCGGGCTCTTCACCA
ATGACCTGGGCGTCGCAAATTGCGCTGGTGGCGATTCCGATTGCGATTCTGGTTAACGTGGCGAT
GTTACTGACCCGTATGACGCGGGTGGTAAATGTTGATATCTGGAATATCTGGCATATGACCTTCAC
CGGCGCGTTGCTGCATCTGGCAACCGGTTCATGGATGATAGGGATGGCAGGTGTGGTAATTCAC
GCGGCGTTTGTTTATAAGCTCGGCGACTGGTTTGCCCGCGATACCCGAAATTTCTTTGAGCTGGA
AGGTATTGCTATTCCGCACGGTACGTCGGCGTATATGGGGCCGATTGCGGTGCTGGTCGATGCTA
TCATCGAGAAAATCCCAGGCGTTAACCGAATTAAATTTAGCGCCGACGATATTCAGCGCAAATTTG
GTCCATTTGGCGAGCCTGTCACCGTGGGTTTTGTGATGGGGCTGATTATCGGCATCCTCGCGGGT
TACGATGTCAAAGGTGTATTGCAGCTGGCGGTAAAAACGGCGGCAGTGATGCTGCTAATGCCACG
GGTGATTAAACCCATCATGGATGGTTTAACGCCCATCGCTAAGCAGGCTCGTAGTCGTTTACAGG
CGAAGTTCGGCGGTCAGGAGTTCCTGATTGGCCTTGATCCGGCGTTGCTGCTGGGACATACGGC
GGGGTGGTATCGGCAAGCCTGATTTTTATCCCACTCACCATTTTAATTGCTGTTTGTGTGCCGGGT
AATCAGGTGCTGCCGTTTGGCGATCTTGCCACCATCGGCTTCTTCGTGGCGATGGCGGTCGCCGT
GCATCGTGGAAATCTGTTCCGCACCTTAATCTCGGGTGTCATCATTATGAGCATCACCCTGTGGAT
CGCGACGCAAACTATTGGTTTGCACACCCAACTGGCGGCTAATGCTGGGGCGTTAAAAGCCGGG
GGTATGGTGGCTTCAATGGATCAGGGCGGTTCTCCCATTACCTGGTTACTGATTCAGGTTTTCTCC
CCGCAAAATATTCCCGGTTTCATTATTATCGGTGCAATTTATCTGACCGGTATTTTCATGACCTGGC
GTAGAGCGCGTGGCTTTATTAAACAAGAGAAAGTCGTTCTCGCAGAAtaa 

 
>gatCS184L_gene 
TTATTCTGCGAGAACGACTTTCTCTTGTTTAATAAAGCCACGCGCTCTACGCCAGGTCATGAAAATA
CCGGTCAGATAAATTGCACCGATAATAATGAAACCGGGAATATTTTGCGGGGAGAAAACCTGAATC
AGTAACCAGGTAATGGGAGAACCGCCCTGATCCATTGAAGCCACCATACCCCCGGCTTTTAACGC
CCCAGCATTAGCCGCCAGTTGGGTGTGCAAACCAATAGTTTGCGTCGCGATCCACAGGGTGATGC
TCATAATGATGACACCCGAGATTAAGGTGCGGAACAGATTTCCACGATGCACGGCGACCGCCATC
GCCACGAAGAAGCCGATGGTGGCAAGATCGCCAAACGGCAGCACCTGATTACCCGGCACACAAA
CAGCAATTAAAATGGTGAGTGGGATAAAAATCAGGCTTGCCGATACCACCGCCGTATGTCCCAGC
AGCAACGCCGGATCAAGGCCAATCAGGAACTCCTGACCGCCGAACTTCGCCTGTAAACGACTACG
AGCCTGCTTAGCGATGGGCGTTAAACCATCCATGATGGGTTTAATCACCCGTGGCATTAGCAGCA
TCACTGCCGCCGTTTTTACCGCCAGCTGCAATACACCTTTGACATCGTAACCCGCGAGGATGCCG
ATAATCAGCCCCATCACAAAACCCACGGTGACAGGCTCGCCAAATGGACCAAATTTGCGCTGAAT
ATCGTCGGCGCTAAATTTAATTCGGTTAACGCCTGGGATTTTCTCGATGATAGCATCGACCAGCAC
CGCAATCGGCCCCATATACGCCgACGTACCGTGCGGAATAGCAATACCTTCCAGCTCAAAGAAATT
TCGGGTATCGCGGGCAAACCAGTCGCCGAGCTTATAAACAAACGCCGCGTGAATTACCACACCTG
CCATCCCTATCATCCATGAACCGGTTGCCAGATGCAGCAACGCGCCGGTGAAGGTCATATGCCAG
ATATTCCAGATATCAACATTTACCACCCGCGTCATACGGGTCAGTAACATCGCCACGTTAACCAGA
ATCGCAATCGGAATCGCCACCAGCGCAATTTGCGACGCCCAGGTCATTGGTGAAGAGCCCGGCC
AGCCAACATCGACCACATGCAGATTCAGGTCGAAATTTTCCGCCATCGCTTTCGCCGCCGGGCCA
ATGGAATCCAGCATTAAGCCAATCACAAGGCCAATGCCAACAAAGCCAATCCCGATATGCAGACC
CGCTTTAAAGCAATCGCCTGCCTTCATGCCTAATATTTTAGAAAAAATAATGATGACAATCGGCAGC
ATCACCGTAGGGCCGAGGTCGAGAATATAACGCATGACTTCTGAAACCAT 
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Apéndice J. Reporte de PEDEL-AA para la librería obtenida con epPCR de baja tasa de 

mutación 
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Reporte de PEDEL-AA para la librería obtenida con epPCR de alta tasa de mutación 
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Reporte de PEDEL-AA para la librería obtenida con epPCR de baja tasa de mutación para 
el gen gatCS184L 
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Reporte de PEDEL-AA para la librería obtenida con epPCR de alta tasa de mutación para 
el gen gatCS184L 
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Apéndice K. Análisis estadístico  
 

Todos los experimentos realizados en este trabajo fueron hechos por triplicado, en todas las 

cinéticas de crecimiento para determinar los parámetros cinéticos de crecimiento de todas las 

cepas se realizaron a las mismas condiciones mínimo tres experimentos independientes tanto 

en minifermentadores como en microplacas como se describe en métodos. Las medidas 

tomadas durante cada prueba se usaron para determinar los parámetros cinéticos de 

crecimiento como se expone en el apéndice G, sin embargo, los valores de los parámetros 

cinéticos de crecimiento que se reportan en las tablas son producto del promedio de los 

parámetros cinéticos obtenidos de los triplicados y el error que aparece reportado en las tablas 

es la desviación estándar de estos mismos triplicados. En las gráficas cada punto de la cinética 

a un tiempo dado es el promedio de las tres medidas de tres muestras independientes 

realizadas a las mismas condiciones y la barra de error es la desviación estándar de estas tres 

medidas.   

 

Para determinar si había o no significancia entre la cepa del fondo genético vacío, con el vector 

y la cepa con los plásmidos con las variantes GatC y GatCS184L, se realizó una prueba ANOVA 

o de análisis de varianza, esta se basó en el planteamiento de dos hipótesis, la hipótesis nula 

(Ho) y la hipótesis alternativa (Ha) que en este caso fue así: 

 

Ho  µ0 = µ1 = µ2; que son iguales las velocidades de crecimiento de las cepas evaluadas. 

Ha  µ0  ≠ µ1 ≠ µ2; que hay diferencia en las velocidades de crecimiento de las cepas evaluadas.  

 

Con esta prueba estadística se determinó si las diferencias en la velocidad de crecimiento entre 

las cepas evaluadas a una misma condición son debido a cambios por tratamiento, error 

experimental o una desviación atípica, teniendo en cuenta el nivel de significancia, esta es 

evaluada en función del valor α=0.05, el cual es calculado asumiendo que la hipótesis nula es 

verdadera, por tanto: 
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Si P>0.05 se acepta la hipótesis nula 

Si P<0.05 se acepta la hipótesis alternativa 

Para los datos reportados en este trabajo 

ᐃ6G ᐃ6G/pCL1920 ᐃ6G/pCLGatC ᐃ6G/pCLGatCS184L 

0.060 0.060 0.050 0.100 

0.120 0.120 0.100 0.350 

0.235 0.240 0.223 0.337 

0.250 0.260 0.220 0.410 

 

Según el test de Friedman calculado con el paquete estadístico GraphPad PRISM 6.01 para 

estas cuatro cepas como 4 bloques experimentales independientes el valor P = 0.0003, lo que 

implica en este caso es que a las condiciones evaluadas las cepas control (Fondo genético ᐃ6G 

vacío y el fondo control con el vector ᐃ6G/pCL1920) y las cepas del fondo genético con los 

plásmidos con el gen del transportador nativo ᐃ6G/pCLGatC y el transportador mutado 

ᐃ6G/pCLGatCS184L son significativamente diferentes.  

 

Para evaluar específicamente la diferencia entre los controles y la cepa con el gen nativo del 

transportador GatC en la cepa se hizo esta misma prueba  

Ho = ᐃ6G = ᐃ6G/pCL1920 = ᐃ6G/pCLGatC 

Ha = ᐃ6G ≠ ᐃ6G/pCL1920 ≠ ᐃ6G/pCLGatC 

P = 0.0185  

 

Se hizo los mismo con los controles y la cepa con el gen del transportador mutante GatCS184L 

Ho = ᐃ6G = ᐃ6G/pCL1920 = ᐃ6G/pCLGatCS184L 

Ha = ᐃ6G ≠ ᐃ6G/pCL1920 ≠ ᐃ6G/pCLGatCS184L 

P = 0.0046  

 

Esto sugiere que hay una diferencia significativa mayor entre el comportamiento de la cepa con 

el plásmido GatCS184L que con el gen nativo GatC.  
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