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3. RESUMEN.

El acido shikimico (SA) es un intermediario de la via del shikimato la cual, se
encuentra de manera natural en plantas, hongos, bacterias y algunos parasitos. El SA puede
ser implementado como precursor para la sintesis de antivirales, antitumorales,
antibidticos, etc., razén por la cual se han desarrollado diferentes metodologias para
obtenerlo, siendo unas de las principales su extraccidn a partir de plantas y bacterias.

Escherichia coli normalmente es utilizada como modelo para la sobre-produccién de
SA, sin embargo, el mayor rendimiento obtenido en una cepa derivada es del 42 %, cerca
del 50 % del maximo tedrico. Considerando lo anterior, tanto para este como para otros
metabolitos de interés, se ha comenzado la busqueda de nuevos modelos que de manera
natural sean capaces de producir compuestos de interés industrial, tomando en
consideracion sus caracteristicas para asi, disminuir los costos y tiempo de investigacion.

En este proyecto se planted la evaluaciéon de Pseudomonas chlororaphis ATCC 9446
como nuevo modelo para la produccién de SA, ya que al ser un microorganismo ubicuo del
ambiente, es capaz de crecer en condiciones tanto nutricional como fisicoquimicamente
adversas, asi como utilizar diferentes fuentes de carbono como el glicerol, ademas, hay
reportes de microorganismos pertenecientes a este género que son capaces de producir
fenazinas y otros metabolitos de interés biotecnoldgico. Debido a que en la actualidad no
existe ningun reporte en el que se utilice a este microorganismo para la sintesis de SA, se
siguieron algunas de las estrategias implementadas en E. coli y metodologias para
incrementar la produccion de fenazinas en Pseudomonas.

Nuestra primera estrategia consistié en inactivar la enzima shikimato cinasa para
interrumpir el flujo del SA hacia corismato, producto final de la via del shikimato, asi mismo,
se sobre-expresaron los genes de la via del shikimato y de las pentosas fosfato (aroB,
aroG™, aroE, aroD y tktA) para evitar cuellos de botella y favorecer la acumulacion de
eritrosa-4-fosfato. Por otro lado, para incrementar la cantidad de fosfoenol-piruvato
disponible, se inactivaron de manera independiente los genes que codifican para las
enzimas piruvato cinasa, codificadas por los genes pykA y ttuE para determinar si al igual
gue en E. coli, existen diferencias en el efecto de la inactivacion sencilla de estas enzimas.

El impacto de las modificaciones genéticas realizadas sobre la produccion de SA se
evalué mediante cultivos en medio King modificado, utilizando como fuente de carbono
glucosa o glicerol en biorreactores de 1 L. Al evaluar la cepa silvestre se observé que es
incapaz de acumular SA, sin embargo, las cepas derivadas lograron acumular hasta 0.1 g/L
de SAy 1.16 g/L de compuestos aromaticos totales (dehidroquinato, dehidroshikimato y
SA) existiendo diferencias dependiendo de la fuente de carbono utilizada y la piruvato
cinasa inactivada, demostrando asi que estas presentan diferente actividad y/o regulacion.
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4. ABSTRACT.

Shikimic acid (SA) is an intermediate of the shikimate pathway which is naturally
found in plants, fungi, bacteria and some parasites. SA is used as a precursor for different
pharmaceutical products such as antivirals, antitumorals and antiobiotics. There are various
strategies to obtain these compounds, being extraction from plants and bacteria the
principal sources.

The main microorganism studied for the overproduction of SA has been E. coli but,
after many years of study, the maximum yield obtained has been 42 %, almost 50 % of the
theorical maximum vyield. Considering this, there are differents groups focusing in finding
and selecting better options for the overproduction of different metabolites considering
their natural abilitilies and charactaristics to minimize costs and time of research.

In this project, we propose Pseudomonas chlororaphis ATCC 9446 as a potential
microorganism for the overproduction of SA; P. chlororaphis is an innocuous and ubiquitous
microorganism able to growth in nutritional and physicochemical non-favorables conditions
and also, it utilizes alternative carbon sources such as glycerol. Different strains of P.
chlororaphis have been used to overproduce aromatic compounds such as phenazines and
other biotechnological metabolites. Until now, there are not reports for the production of
SA or any intermediate of the shikimate pathway studied in Pseudomonas spp. Therefore,
we developed our strategy resembling the methodologies applied in E. coli and for the
overproduction of phenazines in Pseudomonas.

Our first approach was to inactivate the enzyme shikimate kinase to avoid the flux
from SA to shikimate-3-phosphate and to interrupt its fluxs to chorismate, the final product
of the shikimate pathway; we also overexpress some genes of the shikimate pathway and
pentose phosphate (aroB, aroG™, aroE, aroD and tktA) to avoid bottlenecks and increased
the production of eritrose-4-phosphate. Finally, to increase the availability of
phosphoenolpyruvate, we inactivated one of the two pyruvate kinase (codified by pykA and
ttuE in P. chlororaphis) to evaluate if there are any difference between them as it happens
in E. coli.

We evaluated all the strains in a modified King medium changing the carbon source
(glucose or glycerol) in 1 L bioreactors. We found that the wild type strain couldn’t
overproduce SA but, some of the derived strains were able to accumulate up to 0.1 g/L of
SA and 1.16 g/L of total aromatic compounds (dehydroquinate, dehydroshikimate and SA),
we observed differences between the carbon sources and the inactive pyruvate kinase,
confirming that differences exist in the activity and/or regulation of these enzymes.
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5. INTRODUCCION.
5.1. Acido shikimico.

El acido shikimico (acido 3,4,5-trihidroxi-1-ciclohexeno-1-carboxilico) (SA) es un
compuesto con 3 centros quirales y un grupo funcional carboxilo (Figura 1), caracteristicas
gue hacen a esta molécula un compuesto versatil y atractivo para diferentes industrias. Fue
aislado por primera vez de la flor japonesa lllicium anisatum y puede ser sintetizado
guimicamente u obtenido de diferentes plantas, bacterias, hongos, algas y algunos
parasitos del grupo Apicomplexa, ya que tienen la capacidad de producirlo mediante la via
del shikimato a partir de la cual, los diferentes organismos son capaces de producir
aminodcidos aromaticos, sideréforos, compuestos acarreadores de electrones y
metabolitos secundarios como son pigmentos y compuestos antimicrobianos (Rawat et al.
2013; Diaz Quiroz et al. 2014; Bilal et al. 2018).

HO.__O

HO™ OH
OH

Figura 1. Estructura quimica del acido shikimico.

Debido a que este compuesto es principalmente utilizado para la sintesis del
oseltamivir fosfato (Tamiflu®), el cual inhibe a la enzima neuraminidasa de los virus de
influenza tipo Ay B, el virus de influenza aviar H5N1 y el virus de influenza humana H1N1,
se ha buscado la optimizacion de los procesos quimicos y biotecnolégicos para lograr
abastecer su demanda y disminuir su costo, ya que después de la pandemia de influenza
AH1N1 reportada en el 2009, el precio del acido shikimico aumentd de $S40 USD/kg hasta
$700 USD/kg. Adicionalmente, el acido shikimico también ha llamado la atencion de
diferentes industrias debido a que, a partir de él se pueden obtener indol y derivados,
alcaloides, productos dermo-cosméticos, exfoliantes, antipiréticos, antioxidantes,
anticoagulantes, anti-inflamatorios y anticancerigenos (Rawat et al. 2013; Martinez et al.
2015).
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5.1.1. Produccion de acido shikimico.
5.1.1.1. Sintesis quimica.

La sintesis quimica del acido shikimico comenzé a partir de la década de 1960
empleando diferentes metodologias. Una de las primeras reacciones exitosas utilizadas fue
la de Diels-Alder en la cual el rendimiento obtenido era menor al 15 %; con el paso de los
afios, esta reaccion fue optimizada hasta lograr obtener un rendimiento del 55 % (Rawat et
al. 2013).

Otra de las alternativas que se han seguido para la produccién quimica del acido
shikimico y sus diferentes enantidmeros, es la produccién a partir de acido quinico y
diferentes azlcares como son la D-arabinosa, D-ribosa y D-manosa siendo este ultimo una
de las sintesis mas simplificadas (5 pasos) con un rendimiento de hasta el 25 % (Zhang et al.
2018).

A pesar de que se han logrado optimizar las reacciones antes mencionadas estds no
son utilizadas a nivel industrial debido al costo y la generacidn de residuos contaminantes,
por lo que se han buscado diferentes alternativas para su obtencidon como son, la extraccién
a partir de plantas y la generacién de microorganismos sobre-productores de acido
shikimico (Rawat et al. 2013).

5.1.1.2. Extraccion a partir de plantas.

Como se ha mencionado anteriormente, el acido shikimico es un intermediario en
la via del shikimato y es utilizado por las plantas como precursor para la sintesis aminoacidos
aromaticos, acido salicilico, taninos, antocianinas y cumarinas. Ademas, se ha observado
gue actua en la detoxificacion por metales y en la movilizacidn del fésforo (Xu et al. 2017).

El anis estrellado japonés (lllicium anisatum) fue la primera planta a partir de la cual
se logré obtener acido shikimico, sin embargo, la mayoria de las especies pertenecientes a
este género sintetizan la toxina anisatina. Esto promovio la busqueda de otras alternativas
como son extracciones a partir de diferentes érganos del liquidambar (Liquidambar
styraciflua, rendimiento del 3.7 % w/w) y el pino (Pinus sylvestris, rendimiento del 1.6 %
w/w). Actualmente, el anis estrellado Chino (/llicium verum) es una de las principales
fuentes de extraccién de acido shikimico por su alto contenido de SA (Tabla 1). No obstante,
se ha observado que algunos compuestos pueden llegar a ser téxicos para los infantes y los
rendimientos obtenidos no sobrepasan una produccion de 1 kg de acido shikimico por cada
30 kg del fruto seco (Ghosh et al. 2012; Bilal et al. 2018).
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Tabla 1. Contenido de SA en diferentes plantas. Modificado de Diaz Quiroz et al. (2014).

Planta Tejido con mayor Contenido de SA
porcentaje de SA (% peso/peso)
licium religiosum Fruto 24.05-24.8

Illicium verum Hook. f. Fruto 17.14-17.77

Hicium lagrt;e}iéatum A.C. Fruto 16.19 — 16-35
Terminalia arjuna Fruto 15.64
Pistacia lentiscus Planta entera 13.28
Symphytum officinale Hojas 12.53
Alangium salvifollum Raiz 11.77

Las metodologias de obtencidn se han basado en una extraccién sélido-liquido
empleando diferentes alcoholes, formacion de complejos, extraccion asistida por
microondas, sonicacion y extracciéon con agua (150 2C y una presion de 15 MPa), sin
embargo, en todos los casos uno de los principales problemas para la extraccién del acido
shikimico es la solubilizacién de la biomasa de la planta (generalmente celulosa,
hemicelulosa y lignina), por lo que en afos recientes se han utilizado diferentes liquidos
idnicos (Xu et al. 2017).

A pesar de los esfuerzos realizados para la extracciéon del dcido shikimico a partir de
plantas, se ha reportado que es necesario un minimo de 6 afios para que el shikimato pueda
ser extraido, ademas, la cantidad maxima presente en el anis estrellado Chino puede variar
dependiendo del érgano del que se obtenga y de la época del afio en la cual se realice este
procedimiento, aunado a esto, el género lllicium necesita condiciones ambientales
especificas para su crecimiento, por lo que hasta ahora solo es cultivada de manera eficiente
en China, EUA y Brasil (Rawat et al. 2013; Zhang et al. 2018)

En la actualidad, las plantas siguen siendo la principal fuente de acido shikimico en
el mundo, sin embargo, los procedimientos tienden a ser caros, largos y generan una gran
cantidad de desechos contaminantes (Rawat et al. 2013; Xu et al. 2017).

5.1.1.3. Produccion a partir de bacterias.

Dado los inconvenientes mencionados para la obtencidon del acido shikimico
mediante sintesis quimica y extraccion a partir de plantas, se ha optado por su produccién
a partir de microorganismos recombinantes que sean capaces de generar este metabolito
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de manera eficiente y barata, con la finalidad de abastecer la demanda de las diferentes
industrias sin generar residuos contaminantes (Rawat et al. 2013).

Los enfoques que han tenido diversos estudios en el mejoramiento de cepas sobre-
productoras son la optimizacién en el consumo de sustrato, la robustez y tolerancia a
metabolitos toxicos y las condiciones de cultivo; generalmente, esto se logra mediante la
eliminacidn de vias metabdlicas que compitan por el sustrato, desregulacion de la o las vias
a nivel transcripcional y enzimatico y la sobre-expresiéon enzimatica para evitar la
generacion de cuellos de botella (Martinez et al. 2015).

Ademas de la via del shikimato presente en los microorganismos, algunos de ellos
son capaces de biotransformar el acido quinico (o quinato) en acido shikimico, dentro de
los cuales destacan los géneros Pseudomonas, Achromobacter, Aspergillus y Neurospora, ya
gue son capaces de transformarlo en uno de los intermediarios de la via (3-dehidroquinato)
mediante la utilizacién de la enzima quinato deshidrogena (Ghosh et al. 2012).

Algunos de los microorganismos mas estudiados para la produccion de shikimato
son Citrobacter sp, Bacillus sp y E. coli, siendo este ultimo el mas utilizado y con una gran
variedad de herramientas moleculares disponibles para su modificacion genética. En la
tabla 2 se presentan algunos ejemplos de las cepas obtenidas mediante ingenieria genética
para la produccion de acido shikimico.

Tabla 2. Principales cepas sobre-productoras de acido shikimico.

Rendimiento
o Condiciones de Titulo
Caracteristicas (% mol

AS/mol glc)

fermentacion (g/L)

E. coli SP1.1pts-
con pts Expresion heterdloga de los = Cultivo alimentado

SC6.090B
(Cﬁanran ot al genes glfy glk de (10 L). 55-170 mM 87 36
2003) ’ Zymomonas mobilis Glcy 15 g/L EL
E. coli AR36 Sobre-expresidon constitutiva Cultivo en lote
(Rodriguez et al. de los genes aroB, tktA, (1L).100g/LGlcy 41.8 42
2013) aroG™, aroE, aroD y zwf. 15 g/L EL
Promotor de arok Cultivo en lote

dependiente de la fase de (25 mL). Medio de
E. coli SK5/pSK6 | crecimiento y expresion de = produccion para AS

5.33 NR

(Lee et al. 2017) la enzima DHQ-SDH suplementado con

proveniente de Populus glicerol (25 g/L) y

trichocarpa EL (15 g/L)
. Cultivo alimentado
Citrobacter (10 L)
reundii ptimizacién del medio y ) .
freundii Optimizacién del medi 504 Gle 4.5 % 9.11 19
(Tripathi et al. condiciones de cultivo 0 TS 7

asparagina, 2 %
CaCoO3
|

15

2013)



Bacillus . Cultivo en lote
Inactivacién del gen aroK'y

megaterium . (10L).
(Ghosh et al. p;ﬁ:::ezodnedcliigi:qtss Medio LB con 4 % 6.02 NR

2016) de fructosa

Inactivacién del sistema PTS
Corynebacterium y el gen aroK; sobre-

glutamicum expresién de la via del Cultivo en lote (1 L)

SKM7 shikimato, la via de las a partir de células 141 51
(Kogure et al. pentosas fosfato y el en arresto

2016) transportador de mio-

inositol

Modificado de Martinez et al. (2015). EL= Extracto de levadura; Glc= Glucosa; NR= No reportado.

6. ANTECEDENTES.
6.1. Via del acido shikimico en E. coli.

En E. coli, la via del shikimato se compone de 7 reacciones obteniendo como
producto final el corismato, el cual es utilizado como precursor para la sintesis de
aminodcidos (fenilalanina, tirosina y triptéfano) y otros compuestos aromaticos. El primer
paso de esta via comienza con la condensacién del fosfoenolpiruvato (PEP; proveniente de
la glucdlisis) y la eritrosa-4-fosfato (E4P; proveniente de la via de las pentosas fosfato) para
generar 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato-7-fosfato (DAHP), esta reaccion es catalizada por
las isoenzimas AroG, AroF y AroH, las cuales estan reguladas mediante un mecanismo de
control alostérico por fenilalanina, tirosina y triptéfano respectivamente. Cabe mencionar
gue estas enzimas también estan reguladas transcripcionalmente por los represores tyrR
(aroG y arofF) y trpP (aroH) y se sabe que la isoenzima AroG genera alrededor del 80 % de
DAHP (Martinez et al. 2015).

La siguiente reaccién de la via esta catalizada por la enzima DHQ sintasa (aroB) y
genera 4acido 3-dehidroquinico (DHQ) que, tras una deshidratacion catalizada por la DHQ
deshidratasa (aroD), genera acido 3-dehidroshikimico (DHS), posteriormente el DHS es
convertido a SA mediante la shikimato deshidrogenasa (aroE); este intermediario es
convertido a 4cido shikimico-3-fosfato mediante las isoenzimas shikimato cinasa | y Il (arok
y arol respectivamente), este a su vez es convertido a 5-enoil-piruvilshikimato-3-fosfato
(EPSP) por la EPSP sintasa (aroA) y finalmente, el EPSP es convertido a corismato (CHA) por
la enzima CHA sintasa (aroC) (Figura 2). En cuanto a la regulacién de las enzimas antes
mencionada se sabe que las enzimas DHQ sintasa, DHQ deshidratasa y SA deshidrogenasa
se expresan constitutivamente mientras que, las DAHP y la SA cinasa Il estan reguladas
transcripcionalmente. Otro de los metabolitos que se pueden obtener a partir de esta via
es el acido quinico (AQ), el cual se genera mediante la transformacién del DHQ catalizado
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por la enzima SA deshidrogenasa/quinato deshidrogenasa (ydiB) y el acido gélico (AG) a
partir del DHS empleando la enzima SA deshidrogenasa (aroE) (Diaz Quiroz et al. 2014;
Martinez et al. 2015).
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ok PYR
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Figura 2. Vias involucradas en la sintesis de acido shikimico en E. coli.

Intermediarios en el transporte de glicerol: Gly3P, glicerol-3-fosfato; DHAP, dehidroxiacetona fosfato.
Intermediarios en la via Embden-Meyerhof-Parnas ciclo de los acidos tricarboxilicos (EMP y TCA): PTS,
sistema de fosfotransferasa PEP: glucosa; Glc6P, glucosa-6-fosfato; F6P, fructosa-6-fosfato; F1,6BP, fructosa-
1,6-bifosfato; GAP, gliceraldehido-3-fosfato; PEP, fosfoenolpiruvato; PYR, piruvato; ACoA, acetil-CoA; OAA,
oxalacetato; CIT, citrato. Intermediarios en la via de las pentosas fosfato (PPP): 6PGNL, 6-fosfo-D-glucono-
1,5-lactona; Ru5P, ribulosa-5-fosfato; Xu5P, xilulosa-5-fosfato; R5P, ribosa-5-fosfato; S7P, pseudoheptulosa-
7-fosfato; E4P, eritrosa-4-fosfato. Intermediarios de la via del acido shikimico: DAHP, 3-deoxi-D-arabino-
heptulosonato-7-fosfato; DHQ, 3-dehidroquinato; AQ, acido quinico; DHS, 3-dehidroshikimato; AG, acido
galico; AS, acido shikimico; S3P, shikimato-3-fosfato; EPSP, 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato; CHA, corismato;
Phe, fenilalanina; Tyr, tirosina; Trp, triptéfano.

*Las lineas discontinuas indican regulacion por control alostérico. Modificado de Rodriguez et al. 2013.
|
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6.2. Ingenieria de vias metabdlicas para la sobre-produccion de acido shikimico.

Las principales estrategias utilizadas para obtener cepas sobre-productoras de acido
shikimico estan enfocadas en aumentar la disponibilidad de los precursores de la via del
shikimato (PEP y E4P), asi como interrumpir el flujo del mismo hacia corismato mediante la
inactivacion de la enzima shikimato cinasa. Se ha calculado que el rendimiento tedrico
maximo de una cepa optimizada para la produccién de dacido shikimico mediante la
inactivacion del sistema PTS es del 86 % (mol/mol) (Chandran et al. 2003; Martinez et al.
2015).

6.2.1. Aumento de la disponibilidad de PEP.

Uno de los principales problemas que se han tenido para aumentar la cantidad de
PEP en E. coli son otras vias y sistemas que compiten por este sustrato, dentro de los cuales
destaca el sistema PTS (carbohydrate phosphotransferase system), ya que utiliza el 50 % de
PEP para llevar acabo la translocacidn y fosforilacion de diferentes azicares como la
glucosa, a- y B-glucésidos, aminoglucésidos y polialcoholes provenientes del ambiente
extracelular, ademas, este sistema participa en la regulacién de la expresidon de genes
codificantes para el transporte de carbohidratos mediante los procesos de IEl (Inducer
Exclusion Inhibition) y CCR (Catobolite Control Repression) lo cual, dependiendo de las
fuentes de carbono, imposibilita a las células para utilizar dos o mas fuentes de carbono al
mismo tiempo, esto ha conllevado a optar por la inactivacién del sistema PTS, sin embargo,
se ha observado que esta inactivacién causa problemas para que el microorganismo pueda
utilizar la glucosa como fuente de carbono, impactando negativamente en su velocidad de
crecimiento (Carmona et al. 2015; Martinez et al. 2015).

Para obtener una cepa de E. coli PTS que crezca de manera similar a una cepa PTS’,
se han utilizado diferentes estrategias como, la expresion heteréloga de un transportador
de glucosa (GIf) de Zymomonas mobilis (Chandran et al. 2003) y la evolucién adaptativa de
la cepa E. coli PB11 (PTS": inactivacion de los componentes citoplasmaticos del operén
ptsHIicrr) en un cultivo continuo, utilizando glucosa como Unica fuente de carbono hasta
obtener una cepa evolucionada E. coli PB12: PTS’, glc* (E. coli PB12), capaz de transportar al
carbohidrato eficientemente al citoplasma celular, la caracterizacién genémica de este
microorganismo demostré que existia una sobre-expresion de los genes galP, glk y pgi, los
cuales codifican para la galactosa permeasa, glucocinasa y fosfoglucosa isomerasa
respectivamente, ademas, se encontré una mutacién en el gen arcB que codifica para una
parte del sistema ArcAB involucrado en la adaptacidon a condiciones anaerobias. Se ha
demostrado que este sistema puede expresarse de manera basal en presencia de oxigeno,
por lo que al ser inactivado provoca una sobre-expresion de los genes que codifican para
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las enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) permitiendo asi, una mayor
capacidad respiratoria y metabdlica en la cepa (Flores et al. 2007).

Otra alternativa que se ha seguido para incrementar la disponibilidad de PEP en E.
coli ha sido la inactivacién de los genes pykA o pykF, los cuales codifican para las isoenzimas
piruvato cinasa A y F respectivamente. Inactivaciones sencillas de estos genes han sido
realizadas en nuestro grupo utilizando como fondo genético la cepa E. coli PB12 AaroK
Aarol y los genes aroG™", tktA y aroE sobre-expresados en dos plasmidos diferentes; los
resultados obtenidos demostraron que la inactivacién del gen pykF aparentemente
favorece la acumulacion de PEP logrando un incremento en la produccién de acido
shikimico sin comprometer la viabilidad de la célula al permitir que parte del PEP generado
sea dirigido al ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), por otro lado, la inactivacién pykA no
favorecio la acumulacion de 4cido shikimico bajo las condiciones analizadas (Escalante et al.
2010).

6.2.2. Aumento de la disponibilidad de E4P.

Elincremento en la disponibilidad de E4P se ha logrado mediante la sobre-expresién
de algunos de los genes que codifican para las enzimas participantes en la via de las
pentosas fosfato dentro de los que destacan tktA, gen que codifica para la enzima
transcetolasa | y promueve la conversion de F6P en E4P, aumentando asi el titulo y
rendimiento de shikimato (Escalante et al. 2010; Rodriguez et al. 2017; Bilal et al. 2018).

Otro de los genes que se han sobre-expresado es zwf que codifica para la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, esta enzima es crucial para desviar el flujo de carbono hacia la via
PPP, ya que es la primera reaccién de dicha via; cabe mencionar que estudios recientes
realizados en nuestro grupo han demostrado que la sobre-expresion de este gen en E. coli
AR36 afecta positivamente su velocidad de crecimiento, ademas, al sobre-expresar este gen
se espera que haya una mayor disponibilidad de NADPH, el cual es utilizado por la enzima
shikimato deshidrogenasa (Rodriguez et al. 2013; Rodriguez et al. 2017).

6.2.3. Optimizacion de la via del acido shikimico.

Para obtener cepas recombinantes capaces de acumular acido shikimico es
necesario bloquear su flujo hacia corismato mediante la inactivacion de las isoenzimas
shikimato cinasa | y Il (codificadas por los genes aroK'y aroL respectivamente), sin embargo,
al realizar estas inactivaciones se generan cepas auxétrofas a aminoacidos aromaticos y a
otros compuestos derivados del corismato, por lo que es necesario utilizar medios ricos
(generalmente con extracto de levadura) o medios minimos suplementados con
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fenilalanina, tirosina, triptéfano, acido p-aminobenzoico, acido p-hidroxibenzoico y acido
2,3-dihidroxibenzoico, lo que aumenta el costo de produccién y dificulta un posterior
anadlisis por metaboldmica, protedmica o fluxdmica. Debido a esto, se han buscado
alternativas a la inactivacién total de los genes como, estrategias de expresidon regulada
dependientes de la fase de crecimiento del microorganismo utilizando RNA de interferencia
(iRNA) o diferentes promotores inducibles; este tipo de metodologias permite una mayor
generacién de biomasa en menor tiempo implementando medios minimos la cual, al llegar
a la fase estacionaria, el gen aroK o arol es inactivado para que la cepa sea capaz de
acumular el acido shikimico (Lee et al. 2017).

Para evitar la generacién de cuellos de botella al aumentar la cantidad de PEP y E4P
disponible en la célula, se han sobre-expresado diferentes genes de la via del shikimato
dentro de los cuales destacan aroG y aroF, ya que se ha observado que catalizan
aproximadamente el 80 y 20 % de las reacciones para generar DAHP respectivamente.
Como se ha mencionado anteriormente, las enzimas encargadas de generar el DAHP son
inhibidas por un mecanismo de control alostérico causado por la presencia de fenilalanina,
tirosina y triptéfano, por lo que para contender contra este problema, se ha optado por
modificar dichas enzimas para evitar la regulacién mediante este mecanismo (Martinez et
al. 2015).

Rodriguez et al. (2013) sobre-expresd los genes aroB, aroG™, aroE y aroD mediante
su clonacién en un plasmido (pTrc) utilizando como fondo genético la cepa E. coli PB12 aroK,
arol’, pykF y lacl’, para aumentar la capacidad metabdlica de la célula en la generacidn de
acido shikimico, logrando asi obtener el rendimiento de este metabolito mas alto reportado
hasta ahora (42 %) en una cepa de E. coli.

Finalmente, se ha propuesto la eliminacion del transportador SA codificado por el
gen shiA, ya que se ha observado que a través de este, el acido shikimico puede re-ingresar
a la célula provocando una acumulacién, la cual inhibe a las enzimas DHQ sintasa y
shikimato deshidrogenasa mediante un mecanismo de control alostérico, provocando que
el flujo de carbono se desvie hacia la generacién de acido quinico, dcido gélico y acido
protecatecuico (Escalante et al. 2010).

6.2.4. Nuevos modelos para la produccion de acido shikimico.

A pesar de que E. coli es un microorganismo ampliamente utilizado para la
produccién de metabolitos de interés debido al conocimiento fenotipico, genotipico y
disponibilidad de herramientas moleculares que existen, se ha calculado mediante andlisis
estequiométricos (considerando una cepa PTS con un transporte de glucosa dependiente
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de GIf) que el rendimiento tedrico maximo de &acido shikimico es del 86 % (mol/mol)
utilizando como fuente de carbono a la glucosa, sin embargo, a pesar de las diferentes
estrategias utilizadas a lo largo de los afios, el mayor rendimiento obtenido hasta ahora en
E. coli es del 42 % (Chandran et al. 2003; Rodriguez et al. 2013). Tomando como referencia
lo anterior y a la disponibilidad de informacién y metodologias actuales, diferentes grupos
han comenzado la busqueda de modelos de produccién para este y otros compuestos, mas
robustos y capaces de utilizar medios de cultivo baratos.

La seleccién del organismo a utilizar es crucial y se deben de tener en consideracién
factores técnicos, econdmicos, titulos, productividad y rendimientos para la obtencion de
compuestos de interés. La generacion de modelos a escala gendmica y la facilidad para
generar herramientas moleculares, han permitido que la seleccidn de los microorganismos
se base en sus caracteristicas naturales como son una buena capacidad y versatilidad
metabdlica para utilizar diferentes fuentes de carbono; resistencia a condiciones
estresantes (fisicoquimicas y nutricionales); estabilidad fisioldgica y genética; facilidad para
realizar modificaciones genéticas y resistencia a las condiciones normales de operacién en
un biorreactor con buenas velocidades de crecimiento. De forma ideal, un microorganismo
gue reuna estas caracteristicas puede reducir de manera considerable la cantidad de
modificaciones genéticas que se deben realizar y, como consecuencia, la inversién
necesaria para la obtencidn de cepas sobre-productoras de metabolitos de interés (Nikel et
al. 2014; Gustavsson & Lee 2016).

Es importante mencionar que dentro de los modelos mas recientes utilizados para
la produccién de acido shikimico se encuentra el caso de una cepa de Corynebacterium
glutamicum, a la cual le fueron inactivados los genes Idh, aroK, qsuB, qsuD, ptsH, hdpA y

sobre-expresados los genes tkt, tal, aroG>2%

,aroB, aroD, arok, iolT1, glk1, glk2, ppgk, gapA
logrando obtener un titulo de 141 g/L y un rendimiento del 51 % (mol/mol) (Kogure et al.
2016) (Tabla 2). Este y otros trabajos han despertado el interés de nuestro grupo en buscar
nuevos modelos bacterianos que puedan llegar a presentar una buena capacidad para la
biosintesis no solo de acido shikimico sino también, de otros metabolitos de interés

biotecnolégico como son las fenazinas.

6.3. Pseudomonas spp.
6.3.1. Generalidades y ventajas

El género Pseudomonas es considerado como ubicuo de la naturaleza y se encuentra
en la superficie de plantas, rizosfera, agua, petréleo, insectos y humanos. Esta divido en 5
grupos y comprende 213 especies diferentes que pertenecen al grupo de las y-
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Proteobacterias; se caracterizan por ser microorganismos aerobios, Gram-negativos, no
generadores de esporas y con presencia de flagelos polares (Nikel et al. 2014).

Si bien, dentro de este género existen algunas cepas patégenas para mamiferos y
plantas (como es el caso de P. aeruginosa y P. syringae respectivamente), existen muchas
otras que se distinguen por ser inocuas, adaptarse a diferentes condiciones fisicoquimicas
y nutricionales, presentar una alta resistencia contra el estrés enddgeno y exdgeno, asi
como una capacidad para producir diferentes compuestos de interés biotecnolégico como
es el caso de P. putida, P. fluorescens y P. chlororaphis. La versatilidad de este género se ha
atribuido a diferentes mutaciones, transferencia horizontal de genes y procesos de
recombinacién, ya que el tamafio de su genoma puede variar desde 3.7 Mb (P. stutzeri),
hasta 7.1 Mb (P. aeruginosa) (Nikel et al. 2014; Martinez-Garcia & de Lorenzo 2017).

A pesar de que Pseudomonas spp apenas esta siendo utilizado como modelo para la
produccién de compuestos con interés biotecnolégico, se han observado diversas ventajas
para la produccion de diferentes metabolitos de interés, dentro de las cuales destacan:

e Produccién natural de diferentes metabolitos secundarios como, moléculas de bajo
peso molecular, biopolimeros, proteinas, entre otros.

e Alta tolerancia a condiciones adversas, entre las que destacan el estrés oxidativo,
temperatura, pH, presencia de toxinas y solventes.

e Transporte de carbohidratos independiente del sistema PTS, excepto en el caso de la
fructosa.

e Capacidad para utilizar al mismo tiempo algunas fuentes de carbono como, diferentes
compuestos aromaticos hidrocarbonados, compuestos derivados del petréleo,
polialcoholes, acidos organicos y diferentes carbohidratos.

e (Capacidad para degradar una gran variedad de compuestos quimicos (salicilato,
benzoato, tolueno, xileno, naftaleno, etc.) e integrarlos como intermediarios en alguna
de las vias del metabolismo central de carbono.

e Presencia de una gran variedad de proteinas intermembranales capaces de exportar
solventes toxicos (Rojo 2010; Kahlon 2016; Martinez-Garcia & de Lorenzo 2017).

Un punto que también es importante considerar es que diferentes grupos que
trabajan con este género (especialmente con P. putiday P. chlororaphis) ya han comenzado
a “optimizar” al microorganismo generando cepas con genomas reducidos, con la finalidad
de disminuir el flujo de carbono hacia metabolitos no deseados o dispensables asi como,
con la modificacidon de diferentes mecanismos de regulacién como, el sistema de dos
componentes y aquellos que estdn mediados por GMP ciclico (Martinez-Garcia & de
Lorenzo 2017; Shen et al. 2017).
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6.3.2. Metabolismo central de carbono.

En cuanto a su metabolismo, Pseudomonas spp obtiene la mayor parte de la energia
y precursores necesarios para la biosintesis de moléculas a partir de la via Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP), la via Entner-Doudoroff (ED), la via de las pentosas fosfato (PPP) y
la via de los acidos tricarboxilicos (TCA), las cuales pueden actuar de manera conjunta
dependiendo de la cepa, los sustratos utilizados y de las condiciones fisicoquimicas y
ambientales en las que se encuentre (Nikel et al. 2016).

Bacterias de este género son capaces de codificar para la mayoria de las enzimas
gue usualmente participan en las vias antes mencionadas, sin embargo, se caracteriza por
carecer de la enzima glicolitica 6-fosfofructocinasa | (Pfk) que cataliza la reaccién de la
fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6-bifosfato impidiendo que la glucosa sea catabolizada
mediante la via EMP, por lo que debe ser transformada a 6-fosfogluconato para que pueda
ser utilizada por las vias ED (96 %) y PPP (4 %) (Nikel et al. 2016).

Para contender con esta deficiencia, diferentes estudios han demostrado que
Pseudomonas spp presenta un ciclo llamado EDEMP, el cual, recibe este nombre ya que
estan involucradas la via ED, partes de la vias EMP (en modo gluconeogénico) y PPP, lo cual
favorece la generacién de NADPH en la célula (Nikel et al. 2016). En el caso especifico de P.
putida, al utilizar como Unica fuente de carbono a la glucosa, cerca del 10 % del carbono (en
forma de triosas fosfatadas) es reciclado a glucosa-6-fosfato mientras que el resto es
metabolizado para la sintesis de acetil-coenzima A, a partir del cual, se genera poder
reductor y los precursores necesarios para generar biomasa (Nikel et al. 2015).

La via ED tiene como principales enzimas a la 6-fosfogluconato dehidratasa y 2-ceto-
deoxi-6-fosfogluconato aldolasa, quienes se encargan de transformar el 6-fosfogluconato a
gliceraldehido-3-fosfato y piruvato. El rendimiento total de esta via por molécula de glucosa
es de 1 molécula de ATP, 1 de NADH y 1 de NADPH, sin embargo, debido a la capacidad del
ciclo EDEMP en Pseudomonas, la generacion de poder reductor puede aumentar de manera
considerable debido al reciclaje de las triosas fosfatadas generadas (Kahlon 2016; Nikel et
al. 2016).

La via PPP y ED se conectan mediante el 6-fosfogluconato del cual cerca del 90 % es
dirigido hacia la via ED mientras que el resto sigue la via PPP. En la parte oxidativa de la via
de las pentosas fosfato, el 6-fosfogluconato es oxidado a D-ribulosa-5-fosfato,
posteriormente, dentro de la parte no-oxidativa se generan 3 metabolitos precursores para
la sintesis de nucledétidos y aminoacidos aromadticos (D-ribosa-5-fosfato, D-
pseudoheptulosa-7-fosfato y D-eritrosa-4-fosfato), ademds, esta via es de suma
importancia para la generacion de poder reductor en forma de NADPH, el cual es el principal
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donador de electrones para la sintesis de acidos grasos, sideréforos y el control del estrés
oxidativo (Nikel et al. 2015; Kahlon 2016).

Por ultimo, el TCA se encarga de generar energia, poder reductor y precursores para
la biosintesis de diferentes compuestos empleando como precursor al acetil-coA a partir
del cual, se genera CO,, NADH, NADPH, quinol y GTP. EI NADH, NADPH y quinol son
utilizados como donadores de electrones para generar ATP mediante la fosforilacién
oxidativa, sin embargo, cuando el NADH se acumula debido a la limitacién de oxigeno o
nitrato como ultimo aceptor de electrones, la célula mantiene su equilibrio redox al generar
fenazinas que actlan como aceptores de electrones. Se sabe que P. putida y P. fluorescens
son capaces de utilizar acetato como fuente de carbono asi como el resto de los
intermediarios del TCA, presentando una fase lag al cambiar de una fuente a otra debido a
la necesidad de sintetizar diferentes permeasas necesarias para su transporte (Kahlon
2016).

El género se caracteriza por metabolizar de manera eficiente diferentes fuentes de
carbono como, fructosa, manosa, galactosa, glicerol, hidrocarburos derivados del petréleo,
benzoatos, tolueno, etc., los cuales pueden integrarse a las vias antes mencionadas para la
obtencién de energia y esqueletos de carbono. A pesar de que Pseudomonas spp es un
microorganismo aerobio estricto, este es capaz de crecer en ausencia de oxigeno siempre y
cuando existan sales nitrogenadas (especialmente nitratos y nitritos) que puedan ser
utilizadas como ultimo aceptor de electrones (Kahlon 2016).

El transporte de la mayoria de los nutrientes hacia el citoplasma de la célula esta
mediado principalmente por 4 porinas sustrato-selectivas (OprD, OprP, OprO y OprB) y en
su minoria, por sistemas de transporte activo y el sistema PTS (solo para fructosa). En el
caso especifico de la glucosa, es transportada a través de la membrana interna mediante la
via oxidativa y la via fosforilativa dependiente de nucledtidos, en la primera, la glucosa es
oxidada a gluconato y posteriormente en 2-cetogluconato en el espacio periplasmico, los
cuales son transportados al citoplasma a través de la gluconato permeasa (GntP) y la 2-
cetogluconato transferasa (KguT) respectivamente, en la segunda via, la glucosa es
transportada mediante un sistema ABC; una vez que estd en el citoplasma, la glucosa es
metabolizada a glucosa-6-fosfato. De estas dos posibilidades que tiene el microorganismo,
se sabe que hay un mayor flujo de carbono por la ruta oxidativa (cerca del 80 %) mientras
que el resto utiliza la via fosforilativa (Nikel et al. 2015; Kahlon 2016)

La regulacion del catabolismo de la glucosa, a diferencia de otros organismos, esta
mediada principalmente por sistemas de un componente (OCSs) como son HexR, PtxS, PtxR
y GntR. HexR acttiia como un represor a nivel transcripcional de los operones zwf/pgl/eda y
edd/glk/gltR-2, hasta que reconoce y se une con la molécula 2-ceto-3-deoxi-6-
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fosfogluconato (KDPG), por otro lado, PtxS y PtxR regulan transcripcionalmente los genes
involucrados en el catabolismo del gluconato como son kgu y gad, siendo el 2-
cetogluconato un efector solo para PtxS; finalmente, GntR se encarga de regular los genes
gnukK, gntP y gntZ, perdiendo su efecto negativo sobre los genes en presencia de gluconato
y 6-fosfogluconato (Udaondo et al. 2018).

Por otro lado, al usar glicerol como Unica fuente de carbono se sabe que los genes
necesarios (locus glp), para que Pseudomonas pueda metabolizarlo estan regulados de
manera transcripcional por la proteina GIpR la cual, es inhibida por la presencia del
gliceraldehido-3-fosfato y, en contraparte, estudios en P. putida han demostrado que la
utilizacion de este sustrato aumenta considerablemente con la presencia del glicerol-3-
fosfato (intermediario de la via de metabolizacién). Este poliol es difundido por GlpF al
interior de la célula y, una vez dentro, es fosforilado por GlpK generando glicerol-3-fosfato,
el cual es deshidrogenado a dehidroxiacetona-fostato por GlpD, este ultimo puede ser
utilizado por la via EMP para generar fructosa-1,6-bifosfato o gliceraldehido-3-fosfato (Nikel
et al. 2015; Kahlon 2016).

El glicerol no solo tiene como ventaja ser una fuente de carbono barata, en P. putida
se ha demostrado que al utilizarlo como Unica fuente de carbono se usan de manera
simultanea vias glicoliticas y gluconeogénicas, hay buena eficiencia en la conversién del
poliol a biomasa, hay operacion de componentes especificos de la cadena respiratoria y un
menor estrés fisiolégico (Nikel et al. 2014).

6.3.3. Herramientas moleculares implementadas en Pseudomonas spp.

Gracias a la secuenciacién y anotacion del genoma de diversas cepas de
Pseudomonas, se han logrado desarrollar distintas metodologias para su modificacion
genética. Dentro de las estrategias mas utilizadas para generar cepas con fines
biotecnoldgicos destacan, al igual que en otros modelos, la inactivacién y sobre-expresién
génica, asi como la expresion heterdloga de uno o varios genes.

La modificacion genética de Pseudomonas puede llevarse a cabo de diversas
maneras, en el caso de la expresion heteréloga o sobre-expresién de algun gen, se pueden
utilizar pldsmidos que se introducen a las células mediante metodologias de transduccion y
conjugacién (utilizado especialmente para P. aeruginosa) y de manera mdas amplia la
electrotransformacion (Filloux, 2014).

Los vectores normalmente utilizados en Pseudomonas spp son plasmidos de amplio
nimero de hospederos (BHR por sus siglas en inglés), los cuales también pueden ser
replicados en otras cepas como E. coli, tal es el caso de los vectores derivados del RSF1010,
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replicon RK2, pSa, R388 y pBBR1 (Tabla 3) (Martinez-Garcia & de Lorenzo 2017). Si bien, los
pldsmidos usados en E. coli tienen sitios de origen de replicacién diferentes pero
compatibles con Pseudomonas como son ColE1, se ha observado que para su replicacion en
Pseudomonas se necesita que en el mismo vector este presente un sitio OriV pRO1600 y
una proteina que sea capaz de replicarlo, razén por la cual West y coloboradores (1994)
desarrollaron unos plasmidos denominados pUCP que cumplen con las caracteristicas antes
mencionadas.

Tabla 3. Caracteristicas de algunos vectores utilizados en Pseudomonas spp.

o Tamaiio Origen de Marcador de Numero de
Plasmido S " .
(kbp) replicacidon seleccion copias
RSF1010 . . . A
Baed ) ; RSF1010 Requiere las Resistencia a E. coli: Bajo
(aTglngSi'rI;ls 8.9 proteinas Rep A/B/C  estreptomicina-  Pseudomonas
' ’ ara su replicacion sulfonamida :
et al. 1992) > . STpIp (g2
pBBR1 pBBR1 Requiere . . Mediano
. , Resistencia a ,
(Antoine & 2.6 proteina Rep pBBR1 . numero de
o Cloranfenicol .
Locht 1992) para su replicacidn copias
pRO1600 / ColE1
pUCP24 Requiere la proteina _ _ E. coli: Alto
Resistencia a
(West et al. 4.0 pRO1600 para su . Pseudomonas
. gentamicina )
1994) replicacion en spp: Variable
Pseudomonas spp
pSEVA221 RK2 Requiere de la . . L
. , Resistencia a Bajo numero
(Silva-Rocha et 3.8 proteina TrfA para su

al. 2013)

replicacion

Kanamicina

de copias

Al igual que con otros modelos utilizados, los pldasmidos desarrollados presentan
diferentes caracteristicas como son los marcadores de seleccidn y promotores inducibles,
en el caso de Pseudomonas, estos ultimos usualmente son Pp, Psa; Prhab, Paras, Ptet Y Plac
(inducidos con 3-metilbenzoato, salicilato, ramnosa, arabinosa, tetraciclina e IPTG,
respectivamente), obteniendo niveles de induccién diferentes dependiendo del sistema
gue se esté utilizando asi como de la concentracién de inductor, dicha concentracion, en el
caso de los Pty Pic tiende a ser mayor con respecto a la utilizada en E. coli (Cook et al.
2018).

El “knock-in” de uno o varios genes en el cromosoma de Pseudomonas

generalmente se realiza mediante metodologias basadas en el uso de los transposones Tn5
|
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yTn10y, en caso de que lainsercion se deseé en un sitio especifico, se seleccionan o disefian
transposones (generalmente se busca similaridad nucleotidica con las secuencias attTn7 ya
que estan naturalmente en el cromosoma) que sean capaces de insertarse en una region
especifica del genoma, o bien, se implementan estrategias basadas en el uso de integrasas
gue sean capaces de encontrar sitios especificos en el genoma (Nikel et al. 2014).

La eliminacidn de genes en Pseudomonas spp mediante la insercidn de productos de
PCR (Datsenko & Wanner, 2000) no es eficiente en este género, sin embargo, se ha descrito
una metodologia similar, en la cual se sustituye el gen a inactivar por un cassette de
resistencia a antibiéticos mediado por un mecanismo de doble recombinacion, finalmente,
dicho cassette puede ser escindido con el uso de plasmidos que codifiquen para la
recombinasa FLP (Choi & Schweizer 2005). Tanto la estrategia mencionada anteriormente
como aquellas basadas en el sistema Cre-loxP, han presentado buenas eficiencias en
Pseudomonas pero tienen la desventaja de generar cicatrices FRT o loxP respectivamente,
lo cual puede llegar a ser una limitante cuando se desean hacer varias eliminaciones
secuenciales (Cook et al. 2018).

El sistema CRISPR/Cas9 ha sido ampliamente utilizado en diferentes areas para
realizar modificaciones genéticas precisas, y en la actualidad ya existen reportes de la
utilizacion de este sistema para la edicién de genomas de diversos microorganismos dentro
de las cuales esta el caso de P. putida. La ventaja de este sistema sobre los antes
mencionados es que, si bien, aun esta siendo optimizado, ha permitido la generacién de
cepas mutantes en un menor nimero de pasos, con una mayor eficiencia y sin la presencia
de cicatrices (Cook et al. 2018).

6.3.4 Produccion de metabolitos de interés.

Debido a la diversidad y capacidad metabdlica que presentan las diferentes especies
del género Pseudomonas, estas han comenzado a ser explotadas con fines médicos,
ambientales, agricolas y biotecnoldgicos, ya que pueden realizar biotransformaciones,
sintetizar compuestos quirales, producir biopolimeros y surfactantes, degradar compuestos
organicos, entre otros; la produccidon de estos compuestos de manera natural ayuda al
microorganismo en la competencia y defensa en su ambiente natural. En los ultimos afos,
las especies mas utilizadas han sido P. putida, P. fluorescens y recientemente P. chlororaphis
en las cuales se han realizado diferentes inactivaciones génicas, sobre-expresiones y
expresiones heterdlogas de diferentes proteinas (Kahlon 2016). En la tabla 4 se presentan
algunos ejemplos de las aplicaciones mas relevantes que han tenido algunas especies en los
ultimos anos.

27



Tabla 4. Metabolitos obtenidos a partir de cepas del género Pseudomonas.

Metabolito

Modificacion

Condiciones de

Titulo

P.
chlororaphis
(Gunther et

al. 2005)

P. putida
S12
(Wierckx et
al. 2005)

P. putida
KT2440
(Borrero-de
Acuia et al.
2014)

P.
chlororaphis
GP72
(K. Liu et al.
2016)

P.
chlororaphis
GP72
(Hu et al.
2017)

P.
chlororaphis
HT66
(Yao et al.
2018)

Mono-ramnolipidos
(Con cadenas Cg, Cy,

C12, C14, C12:1, ¥ Cia1)

Fenol

Polihidroxialcanoatos
de cadena mediana

2-hidroxifenazina

Acido trans-2,3-
dihidro-
hidroxiantranilico

Fenazina-1-
carboxiamida (PCN)

genética

Ninguna

Expresion heterdloga
del gen tpl proveniente
de Pantoea
agglomerans, sobre-
expresién del gen
aroF1 (por
transposones) y
mutagénesis al azar
(oprB).

Sobre-expresion del
gen acoA e inactivacion
del gen gcd

Sobre-expresion de los
genes ppsA, tktA, phzC,
aroB, aroD y aroE e
inactivacién de pykF,
rpeA, rsmE e lon

Sobre-expresion de los
genes ppsA y tktA e
inactivacién de phzF,

rpeAy pykF.

Inactivacién de los
genes lon, parSy prsA

fermentacion

Cultivo en lote
(matraz)
temperatura
ambiente.
Medio mineral
con 2 % glucosa.

Sistema bifasico:

medio minimo +
Glc - Octanol

Cultivo en lote
(1.5 L). Medio
M9 con 18.5 g/L
de glucosa.

Cultivo en lote
(matraz). Medio
King’s B.

Cultivo en lote
(matraz). Medio
King’s B.

Cultivo en lote
(matraz). Medio
King’s B.

1g/L

58 mM

0.11 g/g

450.4 mg/L

4.98 g/L

4.10 g/L
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6.4. Pseudomonas chlororaphis

P. chlororaphis se encuentra de manera natural en la rizosfera de diferentes plantas
como es el caso del pimiento verde, arroz, soya y tomate. Se sabe que este microorganismo
juega un papel importante para el crecimiento de las plantas antes mencionadas debido a
la produccién de compuestos que impiden el crecimiento de hongos, insectos, bacterias
patégenas y nematodos debido a su capacidad para producir antibidticos, fenazinas,
quitinasas, entre otros. (Liu et al. 2016; Anderson 2018). El cromosoma de diferentes cepas
de esta especie varia entre 5.59 — 7.07 Mpb, con un rango de genes codificantes para
proteina entre 5,597 — 6,223; al igual que otras especies pertenecientes a este género, el
contenido de GC es relativamente alto (60 — 64%) (Calderdn et al. 2015).

Dentro de las principales caracteristicas reportadas para esta especie destacan su
capacidad para fijar nitrégeno, generar pigmentos fluorescentes, generacion de levana a
partir de sacarosa y la utilizacién de diferentes fuentes de carbono como, el manitol,
manosa, sacarosa, trealosa, a-cetogluconato, m-inositol, triptéfano entre otros (Nishimori
et al. 2000).

La utilizacién de ciertas especies de P. chlororaphis se ha visto favorecida debido a
gue desde 1990 ha sido implementada como biopesticida, promotora de crecimiento de
plantas y reservorio de genes para la generacidon de maices y tomates genéticamente
modificados, tal es el caso del gen ipd072Aa que al ser expresado en maiz codifica una
proteina que es capaz de proteger los cultivos de pestes de escarabajos (Coleopteran)
(Anderson et al. 2018). Aunado a esto, las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de este
microorganismo han promovido su uso para la sintesis de otros compuestos de interés
biotecnolégico como es el caso de ramnolipidos y fenazinas.

6.4.1. Via metabdlica para la produccion de acido shikimico.

Tomando como referencia la secuencia y anotacién de P. chlororaphis ATCC 9446
depositada en la base de datos del GenBank (Moreno-Avitia et al. 2017), se determiné
cuales y cuantos son los genes que participan en la sintesis del acido shikimico en este
microorganismo (Figura 3). Al igual que en E. coli, la via estd compuesta por 7 reacciones
obteniendo como producto final al corismato, a partir del cual se sintetizan aminoacido
aromaticos, algunos cofactores, enzimas, fenazinas y sideréforos (Hu et al. 2017). Las
principales diferencias observadas con respecto a E. coli son la utilizacion de la via ED, la
presencia de dos copias de los genes arof y aroH y la ausencia de los genes aroG y arol.

Una diferencia que llamé la atencion fue que solo uno de los genes (pykA) que
codifican para las isoenzimas piruvato cinasas presenta similitud con el gen reportado para
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E. coli, sin embargo, el otro gen (ttuE) presenta una mayor similitud con la piruvato cinasa
de Agrobacterium vitis, esto puede marcar una diferencia con respecto a E. coli al realizar
las inactivaciones de estos genes en cuanto a su efecto en la capacidad de crecimiento y
produccién de P. chlororaphis.

Por otro lado, P. chlororaphis presenta 2 genes codificantes para las isoenzimas 3-
dehidroquinato sintasa, 3-dehidroquinato deshidratas asi como un gen extra para una
DAHP sintasa (phzC), este ultimo se encuentra dentro del operén phz y se sabe que su
regulaciéon estd dada a nivel transcripcional (Bilal et al. 2017).

30



nuol

Glicerol Glucosa _n‘u‘&_’ DGN == 2KGN
Membrana
b kR GlpF ABC GntP KguT
Glicerol 9 DGN 2KGN
Q’PK gnuk 159’55
wf1
GIV%EDI pV G6P £ v;fgzl kquD __ 6P2KGN
glpD2
DHAP F6P 6PGN Ru5P
oot edd -
fda
iy FBP KDPG
) Xu5P R5P
A figs, GAP “eda xtkm
gapA
|2 GAP £ 3 s7P
gapN | 1,3BPG talg,
pok E4P F6P
3PG phzC aroFl aroH1 DAHEmB 1
* YW laroF2 aroH2 ‘ aroB2
t 1 DHQ
PEP ” T T ¢ar001
DV |
PPSAf‘ tuE | : DHngZ
PYR | arokl
/"'_'OAf\ ¢acei i I #aroEZ
’ I
4 TCA QT +— ACOA™ ! ,  SHK
.\» » AAAAA : | ‘ 8(,9,’5,
—Otrasvias ¢ : ' S3pP
! : ¥ oes
ED I ' EPSP
——EMP & TCA : ! }orec
——PPP | TRP <= CHA=> FENAZINAS
|
—\V/ia del SA : /\

Figura 3. Vias involucradas en la sintesis de acido shikimico en P. chlororaphis ATCC 9446.
Intermediarios en el transporte de glicerol: DHAP, dehidroxiacetona fosfato; Gly3P, glicerol-3-fosfato.
Intermediarios en el transporte de glucosa, en la via de glucdlisis y ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA):
DGN, gluconato; 2KGN, 2-ceto-D-gluconato; 6P2KGN, 6-P-2-ceto-D-gluconato; KDPG, 6-P-2-ceto-deoxi-D-
gluconato; G6P, glucosa-6-fosfato; F6P, fructosa-6-fosfato; FBP, fructosa-1,6-bifosfato; GAP, gliceraldehido-3-
fosfato; PEP, fosfoenolpiruvato; PYR, piruvato; ACoA, acetil-CoA; OAA, oxalacetato; CIT, citrato.
Intermediarios en la via de las pentosas fosfato (PPP): 6PGN, 6-fosfogluconato; Ru5P, ribulosa-5-fosfato;
Xu5P, xilulosa-5-fosfato; R5P, ribosa-5-fosfato; S7P, pseudoheptulosa-7-fosfato; E4P, eritrosa-4-fosfato.
Intermediarios de la via del acido shikimico: DAHP, 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato; DHQ, 3-
dehidroquinato; AQ, acido quinico; DHS, 3-dehidroshikimato; AG, 4cido galico; AS, acido shikimico; S3P,
shikimato-3-fosfato; EPSP, 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato; CHA, corismato; TRP, triptéfano; TYR, tirosina;
PHE, fenilalanina. Las lineas discontindas indican regulacién por control alostérico. *Mapa metabdlico
construido tomando como referencia la anotacidon de Moreno-Avitia et al. 2017.
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7. JUSTIFICACION.

El interés industrial sobre el acido shikimico ha llevado a diferentes grupos de
investigacion a la generacién de microorganismos recombinantes capaces de producirlo de
una manera eficiente y a bajo costo, sin embargo, no se ha realizado ningun estudio
relacionado con P. chlororaphis ATCC 9446. Se ha reportado que este microorganismo
puede asimilar diversas fuentes de carbono al mismo tiempo, es capaz de producir de
manera natural diferentes metabolitos de interés como, las fenazinas y presenta cierta
tolerancia a condiciones extremas, lo cual podria favorecer el uso de este modelo para la
produccién de acido shikimico.

8. HIPOTESIS.

Se obtendran cepas derivadas de Pseudomonas chlororaphis ATCC 9446 sobre-
productoras de dacido shikimico al interrumpir la via del shikimato, aumentando la
disponibilidad de los precursores del metabolismo central de carbono (PEP y E4P) y
mediante la sobre-expresién de los genes que participan en la via (aroB, aroD, aroE y

aroG™).

9. OBJETIVOS.
9.1. General:

Evaluar la capacidad de produccion de acido shikimico en cepas derivadas de P.
chlororaphis empleando medio rico con diferentes fuentes de carbono.

9.2. Particulares:

e Generar una cepa de P. chlororaphis capaz de acumular acido shikimico mediante la
inactivacién del gen que codifica la enzima shikimato cinasa (arok).

e Comparar el efecto de la inactivacién de uno de los genes que codifican para la enzima
piruvato cinasa (pykA y ttuE) en la cepa P. chlororaphis AaroK sobre el crecimiento y la
produccién de acido shikimico.

e Sobre-expresar los genes que participan en la via del dcido shikimico (aroB, aroD, aroE,
aroG), asi como el gen tktA.

e Evaluar la capacidad de produccién de acido shikimico en sistemas de fermentacién
empleando medio rico con glucosa, glicerol y una mezcla de ambos.
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10. MATERIAL Y METODOLOGIA.

En la figura 4, se muestra un diagrama general de la metodologia experimental
seguida durante el proyecto de maestria.

Resistencia a
o 4—
antibiéticos

Glucosa

Inactivacion de arok 1 i

2

Glucosa +
Glicerol

Construccion Inactivacion de las | -
— .
de pFLP2Tc piruvato cinasas ‘ ; Glicerol
AaroK Aarol l]
A2 A3 a0
Construccion ¢ Sobre-expresion 1 l
de pUCP24A5 de la via SHK
Numero de RT-PCR —
coplas

Figura 4. Diagrama general de la metodologia experimental.

10.1. Cepas, plasmidos y condiciones de crecimiento.

Las cepas y pldsmidos utilizados se enlistan en la tabla 5. La propagacién de las cepas
derivadas de E. coli y P. chlororaphis se realizé en medio Luria-Bertani (LB; Triptona 1 %,
Extracto de levadura 0.5 % y NaCl 0.5 %) con una temperatura de incubacién de 37 y 30 °C,
respectivamente. En caso de ser necesario, a los cultivos de E. coli se afiadié carbenicilina
(Cb, 100 pg/mL), gentamicina (Gm, 10 pg/mL), kanamicina (Km, 30 pug/mL) o tetraciclina
(Tc, 30 pug/mL) mientras que, para P. chlororaphis se utilizé6 gentamicina (50 pg/mL),
kanamicina (50 pg/mL) y tetraciclina (50 pug/mL). Las concentraciones antes mencionadas
fueron utilizadas en todos los experimentos a menos que se indique lo contrario.
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Tabla 5. Cepas y plasmidos utilizados.
Cepa/Plasmido Caracteristicas relevantes Referencia

E. coli DH5a - -

P. chlororaphis )
Cepa silvestre -

ATCC 9446
P. chlororaphis Al Cepa AaroK::Km Este trabajo
P. chlororaphis A11 Cepa AaroK’; Km® Este trabajo
P. chlororaphis A2 Cepa AaroK ApykA::Km Este trabajo
P. chlororaphis A3 Cepa AaroK Attuk::Km Este trabajo
P. chlororaphis A25 Cepa AaroK ApykA::Km; pUCP24A5 Este trabajo
P. chlororaphis A35 Cepa AaroK AttuE::Km; pUCP24A5 Este trabajo
Plasmidos
okD4 Cassette de resistencia para Km flanqueado por Datsenko & Wanner
sitios FRT 2000
PEX18Gm Vector suicida en P. chlororaphis Hoang et al. 1998
pBR322 Contiene cassette de resistencia para Tc Bolivar et al. 1977
pFLP2 Codifica para la recombinasa FLP y resistencia a Ap Hoang et al. 1998
oTrcAro6 Contiene el operdn que codifica para los genes Rodriguez et al. 2013

aroB, tktA, aroG™, aroE, aroD y zwf

Vector de clonacién TOPO®, codifica para la .
pCR-XL-TOPO® . . o . o ] Invitrogen®
resistencia a kanamicina y zeocina, sitio ori pUC

Vector BHR (sitios ori ColE1 y pRO1600), codifica
pUCP24 . . West et al. 1994
gen de resistencia a Gm

pFLP2Tc Codifica para la recombinasa FLP y resistencia a Tc Este trabajo

Vector suicida en P. chlororaphis para la )
pPEX18Gm:AaroK ] L Este trabajo
inactivacién del gen arokK

Vector suicida en P. chlororaphis para la )
PEX18Gm:ApykA ] L Este trabajo
inactivacién del gen pykA

Vector suicida en P. chlororaphis para la )
pPEX18Gm:AttuE ] L Este trabajo
inactivacién del gen ttuk

Vector pCR-XL-TOPQO® con los genes aroB, tktA,
PCR-XL-TOPO-Aro5 aroG™, aroE, aroD provenientes del plasmido Este trabajo
pTrcAro6

Vector pUCP24 con los genes aroB, tktA, aroGﬂ”, )
pUCP24 Aro5 . L. Este trabajo
arokE, aroD provenientes del plasmido pTrcAro6
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10.2. Evaluaciodn de la resistencia a antibiéticos de P. chlororaphis ATCC 9446.

Para las pruebas realizadas se partié de colonias aisladas crecidas previamente en
agar LB (Triptona 1 %, extracto de levadura 0.5 %, NaCl 0.5 % y agar bacterioldgico 2 %), las
cuales fueron estriadas por triplicado en agar LB con la respectiva concentracién de
antibidtico (Tabla 6). El crecimiento fue evaluado después de 24 h de incubacién a 30 °C.

Tabla 6. Concentracion de antibidticos utilizados.

Concentracion

Antibiético (ng/mL)
Acromicina 50
Carbenicilina 100
Cloranfenicol 30
Espectomicina 50
Estreptomicina 100
Gentamicina 50
Kanamicina 50
Tetraciclina 50
Zeocina 100

10.3. Obtencion de material genético.
10.3.1. Extraccion de DNA cromosomal.

La extraccion de DNA cromosomal fue realizada con el kit UltraClean™ Microbial
DNA isolation (MOBIO®), siguiendo las instrucciones de uso del proveedor (Anexo II).

10.3.2. Extraccion de DNA plasmidico.

Se siguié la metodologia miniprep por lisis alcalina (Ausubel et al, 1999), por lo que
cultivos saturados fueron alicuotados en micro tubos de centrifuga de 1.5 mL los cuales se
centrifugaron a 13,200 rpm/2 min. El paquete celular se re-suspendié en 1 mL de la solucidn
| fria (Tris-HCI 0.05 M, EDTA 0.05 M, sacarosa al 8 %, pH = 8), se centrifugd de la misma
manera, se retird el sobrenadante y se afiadieron 150 uL de la solucién | fria, 5 uL de RNasa
y 350 pL de la solucién 11 (SDS al 1 % y NaOH 0.02 M), se mezcld por inversion y se incubd
en hielo 10 minutos. Transcurrido el tiempo, se afiadieron 250 pL de la solucidn Il fria
(acetato de sodio 3 M, pH =5.2), se homogeneizd por inversién y se incubd en hielo 30 min.

Esta mezcla se centrifugd a 13,200 rpm/5 min, el sobrenadante obtenido se colocé en un
-~ ]
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micro tubo de centrifuga nuevo al cual se le agregd 1 mL de isopropanol y se centrifugo de
la misma manera, la pastilla resultante se disolvié en 1 mL de etanol al 70 % y se centrifugd
bajo las mismas condiciones. Se desechd el sobrenadante y el precipitado se secé a 30 °C/10
- 15 min, este ultimo se re-suspendié en 50 uL de buffer TE (Tris-KCl 10 mM, EDTA 1 mM y
pH=8) y fue almacenado a -20 °C hasta su uso.

10.4 Electrotransformacion.

10.4.1. Preparacion de células electrocompetentes y electrotransformacion en E. coli
DH5a..

A partir de un cultivo saturado de la cepa se inocularon 250 pL en 50 mL de medio
YENB (extracto de levadura 0.75 % y caldo nutritivo 0.80 %) hasta obtener una densidad
Optica (ODgoonm) €ntre 0.6 - 0.9 (aproximadamente de 3 a 4 h). El inéculo se centrifugd a 4
°C/8,000 rpm/5 min, el sobrenadante fue desechado y las células fueron lavadas 2 veces
con 20 y 10 mL de agua bidestilada fria respectivamente. El “pellet” obtenido fue re-
suspendido en 1 mL de glicerol al 10 % y colocado en tubos de 1.5 mL los cuales, se
centrifugaron a 13,200 rpm/1 min, el sobrenadante fue desechado y se afiadieron 300 pL
de glicerol al 10 %, finalmente, se alicuotaron 50 pL de la suspensién en tubos de 1 mL; las
células obtenidas fueron almacenadas a —70 °C.

La electrotransformacion se llevé a cabo con 50 pL de células y de 2 -4 uL de DNA
(10 — 500 ng), utilizando un pulso eléctrico de 1,800 V (cubetas de electroporacion de 0.1
cm) o0 2,500 V (cubetas de electroporacion de 0.2 cm); las células fueron recuperadas en 1
mL de medio SOC (Triptona 2 %, extracto de levadura 0.5 %, NaCl 0.058 %, MgSQO, anhidro
0.12 %, NaCl.6H,0 0.2 %, KCl 1.25 mM y glucosa 20 mM) e incubadas a 37 °C/300 rpm/2 h.
La seleccién de las colonias se realizd plaqueandolas en agar LB con las respectivas
concentraciones de antibidticos.

10.4.2. Preparacion de células electrocompetentes y electrotransformacion en P.
chlororaphis.

A partir de un criovial almacenado a =70 °C, se inoculé una asada en 4 mL de medio
LB, el cual se incubd a 30 °C/300 rpm/18 h, se transfirié 1.5 mL de medio a 2 micro tubos de
centrifuga y se centrifugd a 13,200 rpm/2 min, transcurrido el tiempo, se desechod el
sobrenadante y las células se lavaron 2 veces con 1 mL de sacarosa 300 mM. Finalmente,
las células se re-suspendieron en 100 pL de la misma solucidn. Se agreg6 de 2 a 4 uL de DNA
(100 -500 ng) a 50 uL de célulasy, por ultimo, a la mezcla le fue aplicado un pulso eléctrico
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de 1,800 V (cubetas de electroporacion de 0.1 cm) o 2,500 V (cubetas de electroporacion
de 0.2 cm).

De igual manera, las células fueron recuperada en medio SOC a 30 °C/300 rpm/2 h,
y fueron plaqueadas en agar LB con su respectivo antibidtico.

10.5. Generacion de herramientas moleculares.
10.5.1. Plasmido pFLP2Tc.

El cassette de resistencia a tetraciclina fue amplificado del plasmido pBR322 utilizando
la polimerasa KAPA HiFi (KAPA BIOSYSTEMS®) siguiendo las recomendaciones del
proveedor, las condiciones de reaccidn se encuentran descritas en la tabla 5. Los “primers”
PfolFw y AhdIRv (Anexo I) contienen los sitios de corte para las enzimas de restriccion Pfo |
y Ahd | en los extremos 5" y 3°, respectivamente. El amplicdn fue purificado a partir de un
gel de electroforesis siguiendo las instrucciones del proveedor (GenelET Gel Extraction,
Thermo Scientific®, Anexo Ill).

Tanto el producto de PCR purificado como el plasmido pFLP2 fueron digeridos durante
toda la noche (Buffer tango 1X; DNA 1 ug; Pfo10.5 U; Ahd | 1 U) y, finalmente, fueron ligados
durante toda la noche con la ligasa T4 (ThermoScientific®) siguiendo las instrucciones del
proveedor y una relacién inserto:vector 3:1. El producto obtenido fue electrotransformado
en E. coli DH5a. (10 — 100 ng). Las colonias obtenidas fueron analizadas mediante la
extraccion del plasmido y la digestién del mismo.

10.6. Inactivacion de los genes aroK, pykA y ttuk.
10.6.1. Overlap Extension PCR.

Por cada gen inactivado se utilizaron un total de 3 pares de “primers” (Anexo |); el
primer par amplifica de 200 a 400 pb rio arriba del extremo 5" del gen a inactivar, el segundo
par amplifica el cassette de resistencia a kanamicina flanqueado por sitios FRT del pldsmido
pKD4 mientras que el tercero, amplifica de 200 a 400 pb rio abajo del extremo 3" del gen de
interés. Las secuencias que fueron utilizadas como molde para el disefio de los “primers”
provienen de la anotacién del genoma reportado por Moreno-Avitia et al. 2017, excepto
para el gen aroK, en el cual se utilizé6 una secuencia consenso obtenida a partir de los
alineamientos de 500 pb rio arriba y rio abajo del gen de interés de las cepas P. chlororaphis
PA23 vy P. chlororaphis O6.

Las amplificaciones se realizaron utilizando 0.5 U de DNA polimerasa KAPA™ HiFi
(KAPA BIOSYSTEMS®), KAPA HiFi buffer Fidelity (1X), KAPA dNTP Mix (0.3 mM de cada uno),
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“primers” correspondientes (0.3 uM de cada uno), 10-100 ng de DNAy 1 % DMSO en caso
de usar DNA cromosomal como templado; las condiciones de reaccién se encuentran
descritas en la tabla 7.

Tabla 7. Condiciones para la amplificacién por PCR de los fragmentos 5°, 3, Km®, Tc® y overlap

PCR.
Numero de
Temperatura / Tiempo -
P / P ciclos
Desnaturalizacion
. 95 °C/3 min 1
inicial
Desnaturalizacién 98 °C/20 s
| tivacion d K, pykA, ttuE
nactivacion de aroK, pykA, ttuE y 63.3°C/30's
Alineamiento overlap
Cassette de resistencia (Kmy Tc) 64 °C/30 s 30
Fragmentos 5"y 3" de aroK, pykA, .
. v 2 72 °C/1.5 min
ttuk
Amplificacidn c d ¢ T
tt ist i
assette de resistencia (Kmy Tc), 72°C/1.5 min
overlap
Extension final 72 °C/5 min 1

Para la reaccién de overlap extension PCR (OE PCR) se utilizaron las condiciones
descritas en la tabla 7 y la mezcla de reaccidon antes mencionada, ajustando la concentracion
de cada fragmento a 15 ng. Los primeros 3 ciclos de PCR se realizaron en ausencia de
primers y después, la reaccidn continud por 27 ciclos mas con los pares de “primers”
aroK5’FHindlll y aroK3'RHindlll para la inactivacion del gen aroK; PykI5FHindlIl y
Pyki3'RHindlll para la inactivacion del gen pykA y Pyk25FHindlll y Pyk23’RHindlll para la
inactivacion del gen ttuE.

10.6.2. Ligacion del fragmento de OE PCR al plasmido pEX18Gm.

El fragmento obtenido de la reaccién de OE PCR se purificé a partir del gel de
electroforesis con el kit mencionado anteriormente vy, fue digerido con la enzima Hind 1lI
(ThermoScientific®) durante 3 h a 37 °C, empleando la mezcla de reaccién recomendada
por el proveedor (Buffer R 1X; DNA 1 ug; Hind Ill 0.5 U), el producto obtenido fue ligado al
vector pEX18Gm (previamente digerido bajo las mismas condiciones) con la ligasa T4 como
se ha descrito anteriormente.
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10.6.3. Seleccion de mutantes.

El producto de ligacion obtenido fue electrotransformado en E. coli DH5a. y, una vez
que la secuencia del plasmido fue comprobada mediante patrones de restriccion, este fue
electrotransformado en P. chlororaphis.

Las colonias obtenidas después de la electrotransformaciéon en P. chlororaphis
fueron inoculadas en agar LB + Km, agar LB + Gm y agar LB + Km + 5 % de sacarosa, las cajas
se incubaron a 30 °C/24 h. Aquellas colonias que no crecieron en el medio con gentamicina,
pero si crecieron en los medios con kanamicina con y sin sacarosa, fueron seleccionadas
para comprobar la inactivacion genotipicamente mediante PCR y secuenciacién. En el caso
de que todas las colonias obtenidas crecieran en el medio con Gm, estas fueron re-
inoculadas en medio LB + Km + sacarosa (10 %) e incubadas a 30 °C/300 rpm/24 h,
posteriormente, fueron plaqueadas en agar LB + Km + sacarosa (5 %) en cuadrante radial
para obtener colonias aisladas, las cuales fueron de nuevo inoculadas en los medios con
Gm, Km y Km + sacarosa (5 %); este procedimiento se realiz6 hasta obtener colonias que
presentaran el fenotipo deseado en los medios mencionados.

10.6.4. Comprobacion fenotipica.

La cepa mutante P. chlororaphis AaroK generada, asi como sus derivadas son
auxoétrofas a aminodcidos aromaticos y a otros compuestos derivados del corismato, por lo
gue una manera sencilla de comprobar este fondo genético fue inoculando a las posibles
colonias mutantes en medio minimo (mezcla de sales M9 1X, glucosa 0.4 %, MgS04 1 mM
y CaCl2 0.3 mM) e incubdndolas a 30 °C/300 rpm/ 24 h. Aquellas colonias cuyos inéculos no
crecieron en este medio fueron seleccionadas para comprobar la inactivacién por PCR.

10.6.5. Comprobacion por PCR de colonia.

Las colonias seleccionadas fueron re-suspendidas en medio LB con kanamicina, asi
como en 30 pL de agua bidestilada, estas ultimas se colocaron en un bafio de agua en
ebullicion durante 5 minutos, se centrifugaron a 13,200 rpm/2 min y se recuperd el
sobrenadante, el cual fue utilizado como templado para la reaccidon de PCR con la enzima
Taq DNA polimerasa (recombinante) de Thermo Scientific®. La mezcla de reaccién contenia
DMSO (10 %), Taqg Buffer con KCI (1X), dNTP Mix (0.2 mM de cada uno), “primer forward” y
“reverse” utilizados para realizar el overlap PCR de cada mutante (0.1 uM de cada uno),
MgCl, (2 mM), Taq DNA polimerasa recombinante (2 U) y de 10 — 100 ng de DNA molde. El
programa de PCR se encuentra descrito en la tabla 8.
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Tabla 8. Comprobacién por PCR de las cepas mutantes.

Numero de
Temperatura / Tiempo
P / P ciclos
Desnaturalizacion
. 95 °C/3 min 1
inicial
Desnaturalizacién 95°C/30s
Alineamiento 68.4°C/30 s
30
AaroK: 72 °C/1.5 min
Amplificacién o
ApykA y AttuE: 72 “C/3 min
Extensién final 72 °C/5 min 1

10.6.6. Secuenciacion de las mutantes generadas.

Una vez identificadas por electroforesis en gel de agarosa que presentaban el patrén
de bandeo deseado fueron enviadas a secuenciar a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion
de ADN del Instituto de Biotecnologia. La mezcla de reaccidn para secuenciacién se preparé
en 16 uL conteniendo 100 ng de producto de PCR y 10 pmoles de primer.

10.6.7. Eliminacidn del cassette de resistencia en las cepas mutantes.

La cepa AaroK fue electrotransformada con el plasmido pFLP2Tc como se describid
anteriormente y recuperada en 1 mL de medio SOC durante 1 h/30 °C. El volumen total fue
plaqueado en agar LB + Tc (125 ug/mL), el cual se incubd a 30 °C/48 h. Las colonias obtenidas
fueron inoculadas en agar LB + Tc (125 pg/mL) y LB + Km e incubadas bajo las mismas
condiciones. Aquellas colonias que crecieron en el medio con Tc, pero no en el medio con
Km, fueron re-inoculadas en medio LB + sacarosa (10 %) e incubadas a 30 °C/24 h/300 rpm.
Este cultivo se re-inoculd en cuadrante radial en agar LB + sacarosa (5 %) y se incubé a 30
°C/24 h; las colonias aisladas obtenidas se inocularon en medio LB + Tc (125 pg/mL) y medio
LB + sacarosa (5 %) y, aquellas que presentaron sensibilidad al antibiético, fueron
seleccionadas para comprobar la eliminacién del cassette de resistencia por PCR y
secuenciacion como se describid anteriormente.

10.7. Sobre-expresion de la via del SA.

La sobre-expresion de la via del acido shikimico se realizé tomando como vector de
expresion al plasmido pUCP24, al cual le fueron subclonados en el sitio de clonacion
multiple los genes aroB, tktA, aroG™, aroE y aroD; la amplificacion de este operdn (operén

- ________________________________________________________________________________________|
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Aro5) fue realizada utilizando como molde al plasmido pTrcAro6 (10 — 100 ng), 0.02 U de la
DNA polimerasa Phusion High-Fidelity (Thermo Scientific®), buffer Phusion HF (1X), dNTPs
(200 uM c/u) y primers (BamAroS5F y XbaAro5R, 0.5 uM de cada uno); las condiciones de
reaccién se encuentran descritas en la tabla 9.

El amplicon obtenido se purificé por gel y se poliadenilé en el extremo 3’
incubandolo en un volumen de 10 pL con Taq buffer (1X), 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM dATP y 1
U de Taqg DNA polymerase durante 30 min a 72 °C. El producto obtenido fue ligado al vector
pCR-XL-TOPQ® siguiendo las instrucciones del kit TOPO® XL PCR Cloning (Anexo IV).

Tabla 9. Condiciones para la amplificaciéon del operén Aro5.

Temperatura / Tiempo Numero de ciclos

Desnaturalizacion inicial 98 °C/30's 1
Desnaturalizacién 98 °C/10's

Alineamiento 61.8°C/30's 25
Amplificacion 72 °C/3 min

Extensién final 72 °C/10 min 1

La construccidn obtenida fue electrotransformada en E. coli DH5q, a partir de las
cuales se extrajo el plasmido y se comprobd el resultado mediante patrones de digestion
con las enzimas BamH | y Xba | (Buffer Tango 1X; DNA 2 ug; BamH | 0.5 U; Xba | 0.5 U;
ThermoScientific®).

Posteriormente, el operén fue subclonado en el plasmido pUCP24, para lo cual el
plasmido fue digerido de manera secuencial con las enzimas BamH | y Xba | durante 3 h
cada uno (utilizando la mezcla de reaccidén descrita anteriormente) y, posteriormente,
purificado a partir de un gel de agarosa, por otro lado, el plasmido pCR®-XL-TOPO®-Aro5
fue digerido y purificado bajo las mismas condiciones. El operén Aro5 y el plasmido pUCP24
fueron ligados como se ha descrito anteriormente. Las células electrotransformada con el
producto de ligacidn fueron seleccionadas utilizando agar LB + Gm + IPTG (20 mM) + X-gal

(80 pg/mL).

La comprobacidn de esta construccidn se realizé mediante patrones de digestién
con las enzimas BamH |y Xba |, mediante la amplificacién por PCR del operdn, asi como por
secuenciacion de todo el operdn, para lo cual, se disefiaron y usaron “primers” que
amplificaran de 1,200 a 1,400 pb (primers descritos en el Anexo I), dichos amplicones fueron
obtenidos con la mezcla de reaccidn y condiciones descritas anteriormente en esta seccion,
cambiando Unicamente la temperatura de alineamiento (66.7 °C) y el tiempo de extension
|
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(1 min). Los productos de PCR fueron enviados a secuenciar siguiendo las instrucciones de
la Unidad de Sintesis y Secuenciacién del IBt, UNAM (descritas en la seccién 6.6.6.).

Para obtener informacion acerca del nimero de copias del plasmido pUCP24A5 se
realizaron ensayos de qPCR mientras que, por RT-qPCR se determiné el nivel de expresién
de los genes presentes en el operdn (aroB, tktA, aroG™, aroD y aroB) en cada una de las
cepas y medios probados.

10.7.1. Determinacion del nimero de copias del plasmido pUCP24A5.

El nimero de copias se determind por qPCR utilizando tres cultivos independientes
en fase estacionaria temprana, crecidos en medio King modificado (glicerol o glucosa 15
g/L, extracto de levadura 20 g/L, MgS0O4 1.5 g/L y K;HPO4 1.5 g/L) + Gm con su respectiva
fuente de carbono (glucosa o glicerol). Las muestras se ajustaron a una densidad éptica de
0.6 y se realizaron diluciones decimales seriadas hasta que estuvieran dentro del rango
dinamico. La reaccion de qPCR se llevd a cabo bajo las condiciones descritas por Aguilar et
al. (2012), utilizando el kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo
Scientific®), las placas Axygen® PCR-96M2-HS-C, el equipo 7300 Real Time PCR System y el
software ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Thermo Scientific®).

Los datos obtenidos fueron analizados por método 22°“? (Livak & Schmittgen 2001),
utilizando como gen de referencia a aacC1 (resistencia a gentamicina, presente en el
pldsmido) y a rpoD para normalizar los datos.

10.7.2. Extraccion de RNA, cDNA y RT-qPCR.

Se realizaron extracciones de RNA total a partir de 50 mL de muestra con 1 mL de
RNAlater (Invitrogene®), colectadas de los cultivos en fermentadores de 1 L cuando estos
tenian una ODgoonm de 1 (fase exponencial temprana); las muestras fueron centrifugadas a
5,000 rpm / 5 min y la pastilla resultante fue almacenada a -70 °C hasta su tratamiento.

El RNA se obtuvo utilizando la metodologia de fenol caliente (Aguilar et al. 2012); su
integridad fue evaluada mediante un gel de agarosa al 2 % mientras que la concentraciény
pureza se determind con el equipo Nanodrop 2000c (Thermo Scientific®). El producto
obtenido fue tratado con TURBO DNA-free kit (Ambion Inc. USA) a 37 °C durante 1 h para
eliminar el DNA cromosomal contaminante.

El cDNA se obtuvo siguiendo las indicaciones del proveedor del kit RevertAid™ H
minus First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific®), utilizando 5 pg de RNA y una mezcla
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de los “primers reverse” (“b”, 10 pmol / uL) especificos para los genes de interés (Anexo 1),
finalmente, la reaccién de qPCR se realizé como se describié en la seccidn anterior.

10.8. Evaluacion de la capacidad crecimiento y produccion de los metabolitos
intermediarios de la via del shikimato.

10.8.1. Evaluacidn de las cepas en matraces de 250 mL.

Se realizaron cinéticas de crecimiento en matraces de 250 mL con 50 mL de medio
King modificado hasta el inicio de la fase estacionaria (10— 12 h). Para ello, se utilizaron pre-
cultivos con 4 mL de medio King modificado (utilizando glucosa como fuente de carbono),
incubados a 30 °C/300 rpm/12 h (cepa silvestre) o 24 h (cepas mutantes) a partir de los
cuales se inéculo 1 mL en los matraces.

Para el caso de los cultivos de las cepas A25 y A35, al medio se le agregé 1 mM de
IPTG y 50 pg/mL de gentamicina desde el pre-indculo y, después de 24 h de incubacion, se
analizo el sobrenadante por HPLC como se describe en la siguiente seccidn.

10.8.2. Evaluacidn de las cepas en fermentadores de 1 L.

Estas evaluaciones fueron realizadas al menos por triplicado en jarras autoclaveables de
1L (Applikon®) conectados a los controladores Applikon ADI 1010 BioController y ADI 1025,
para monitorear temperatura, pH, agitacion (rpm) y oxigeno disuelto.

Se utilizaron 500 mL de medio King modificado, 0.6 vwm y de 600 — 900 rpm
(manteniendo la concentracidn de oxigeno disuelto arriba del 30 %), en todos los casos se
utilizaron pre-indculos como se describe anteriormente, a partir de los cuales se transfirié
1 mL del cultivo en matraces de 250 mL con 50 mL del mismo medio y, se incubd bajo las
mismas condiciones hasta que las células estuvieran en fase de crecimiento exponencial (de
4 a 8 h), a partir de este ultimo, se utilizé el volumen necesario para ajustar la ODggonm de
cada fermentador a 0.1. Durante 24 h se tomaron muestras del cultivo para determinar la
ODeoonm, realizar cuenta en placa vy, posteriormente analizar el sobrenadante por HPLC.

10.8.3. Cuenta en placa.

Para comprobar que las cepas A25 y A35 mantenian el plasmido pUCP24A5 a lo largo
de las fermentaciones, se tomaron 100 uL de cultivo, los cuales se diluyeron en soluciéon
salina isotdnica (SSI), a partir de esta dilucién se realizaron diluciones decimales seriadas
para que el nimero de colonias por placa estuviera en el rango de 15 a 200 colonias. El
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plaqueo se realizé por duplicado en medios con y sin gentamicina y el nUmero de colinas se
determind después de 24 h de incubacion a 30 °C.

10.8.4. Cuantificacion de metabolitos y aminoacidos aromaticos.

El andlisis de HPLC fue realizado con un sistema Waters, Millford, MA. que cuenta
con una bomba cuaternaria 600E, inyector automatico 717, indice de refraccion de 2410y
detector de arreglo de diodos (996). Las muestras previamente filtradas (filtros de 0.45 um)
fueron separadas en una columna de acidos Aminex C-18 de BioRad®; el tiempo de corrida
de cada muestra fue de 35 min y los compuestos determinados fueron glucosa (Glc), glicerol
(Gly), acido acético (AA), acido shikimico (AS), acido dehidroshikimico (DHS), acido quinico
(AQ), acido galico (AG) y acido dehidroquinico (DHQ).

Para la cuantificacion de aminoacidos aromaticos se utilizé el sistema Agilent HPLC
system (Agilent Technologies) como lo describe Martinez-Gédmez et al. (2012).

10.8.5. Calculos y analisis estadistico.

Todos los resultados obtenidos fueron analizados de manera independiente y
promediados al final. Para obtener la biomasa a partir de la informacion de la ODgoonm
obtenida durante la cinética, se utilizd la ecuacion: Biomasa= 0.52 * ODggonm, €ste factor de
conversion fue obtenido por Moreno-Avitia (no publicado) mediante curvas de peso seco
vs ODegoonm- La velocidad especifica de crecimiento (i) se obtuvo mediante la linealizacion
(R*>0.98) de las curvas de crecimiento durante la fase exponencial con la ecuacion LnX=LnX,
+ 1 * t (X= biomasa; Xo= biomasa inicial; t=tiempo).

El rendimiento biomasa/sustrato (Yx/s) fue determinado al graficar la concentracion
de la fuente de carbono vs la biomasa en cada punto durante la fase exponencial, es
importante mencionar que al utilizar medio rico, no toda la biomasa es generada solo por
el uso de la fuente de carbono, por lo que este calculo se realizd solo para aquellas cinéticas
cuyo valor de R? fuera mayor a 0.95, por otro lado, la velocidad especifica de consumo en
la fase exponencial (gsexp) S€ determind con la ecuacion gsexp= 1/ Yx/s.

Para comparar los efectos que tenian las modificaciones genéticas de cada una de
las cepas, se determinaron los titulos y rendimientos en la produccién de compuestos
aromaticos totales (CAT) y SA. Para el rendimiento de CAT (Ycar/c), se utilizé aquel punto en
el que la suma de DHQ, DHS y SA fuera mayor, mientras que, para el rendimiento de
shikimato (Ysa/c) solo se considerd el punto de mayor produccion de este metabolito, estos
valores fueron divididos por la cantidad de fuente de carbono consumida en ese momento.
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Para la determinacion de las UFC/mL de la cuenta en placa se utilizé la siguiente
ecuacion: UFC / V. plaqueado * factor dilucidon (UFC= Unidades Formadoras de Colonias; V
plagueado= Volumen plaqueado). Finalmente, el andlisis estadistico se realizé con Prism 7,
GraphPad Software, Inc. (Versién 7.0e).

45



11. RESULTADOS Y DISCUSION.

11.1. Evaluacién de la resistencia natural a antibiéticos de Pseudomonas chlororaphis
ATCC 9446.

Debido a que el género Pseudomonas presenta de manera natural resistencia a
diferentes antibidticos, se decidié evaluar a la cepa en este aspecto para determinar las
herramientas moleculares que podrian utilizarse durante el proyecto. Este género es
resistente a diferentes antibidticos ya que le confiere una ventaja en su nicho ecoldégico;
esta caracteristica se atribuye en parte, a la ausencia de porinas poco selectivas capaces de
difundir pequefios compuestos hidrofilicos como es el caso de OmpF en E. coli. En su lugar,
se ha visto que Pseudomonas spp tiene porinas OprgG cuya expresién depende de las
condiciones de crecimiento como son, la presencia de antibiéticos (norfloxacina,
tetraciclina y kanamicina) o altas concentraciones de nutrientes (micronutrientes e
hidrocarburos), ademas, su genoma codifica para diferentes porinas capaces de transportar
moléculas toxicas al exterior de la célula como son OprM, OpmG, OpmH y Opml (Kahlon
2016).

Dentro de los antibidticos probados, se observd que P. chlororaphis es resistente a
carbenicilina, cloranfenicol, estreptomicina, spectomicina y zeocina, mientras que es
sensible a gentamicina, apramicina, tetraciclina y kanamicina (Figura 5).

Figura 5. Evaluacidn de la resistencia a antibioticos de Pseudomonas chlororaphis.
A. Carbenicilina; B. Cloranfenicol; C. Estreptomicina; D. Espectomicina; E. Gentamicina;
F. Apramicina; G. Kanamicina; H. Tetraciclina

La carbenicilina es una penicilina semi-sintética y se sabe que la resistencia a este
antibiotico estd dada por la sintesis de B-lactamasas o mutaciones en las transpeptidasas
y/o transglicolasas involucradas en la sintesis del peptidoglicano (Walsh 2000). De acuerdo

- ________________________________________________________________________________________|
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con la anotacién del genoma de P. chlororaphis, este microorganismo tiene la capacidad de
sintetizar 3-lactamasas lo que le confiere resistencia a este antibidtico.

El cloranfenicol puede difundir a través de la pared celular de los microorganismos
y unirse de manera reversible a la subunidad ribosomal 50S, inhibiendo asi su actividad de
peptidil transferasa, lo que evita que la cadena polipeptidica se elongue. Dentro de los
mecanismos reportados para la resistencia a este antibidtico se encuentra la expresién de
las cloranfenicol-acetiltransferasas, conocidas como CATs, que unen covalentemente uno o
dos grupos acetilo a los grupos hidroxilo del cloranfenicol para que no pueda unirse a la
unidad ribosomal (Munita & Arias, 2016).

Por ultimo, la estreptomicina y la espectomicina pertenecen al grupo de los
aminoglucésidos y su efecto antimicrobiano es debido a su unién con la subunidad
ribosomal 30S, lo que evita la interaccién entre el ribosoma y el mRNA. Los posibles
mecanismos de resistencia a este tipo de antibiéticos se fundamentan en la capacidad de
los microorganismos para sintetizar acetilasas, fosforilasas y adenilasas capaces de
modificar quimicamente a estos antibidticos y asi, evitar un efecto adverso en la célula
(Munita & Arias, 2016).

11.2. Plasmido pFLP2Tc

Debido a que P. chlororaphis ATCC 9446 es intrinsecamente resistente ampicilina,
los pldsmidos que contengan este marcador de seleccién no pueden ser utilizados para la
seleccidon de colonias mutantes. El pldasmido pFLP2 (utilizado para eliminar cassettes de
resistencia flanqueados por sitios FRT, Hoang et al. 1998) presenta como gen de seleccién
la resistencia a la ampicilina, razén por la cual fue necesario reemplazarlo por un gen que le
confiera a la cepa resistencia a tetraciclina. Este gen se amplificé del plasmido pBR322 y se
ligd al plasmido pFLP2 como se describe en la metodologia. Cabe mencionar que el gen de
resistencia a ampicilina fue eliminado con la finalidad de que este no presentara un tamafio
mayor, lo cual podria afectar la eficiencia de transformacion de las cepas mutantes.

En la figura 6A, se muestra el perfil de restriccion del plasmido pFLP2, el cual
presentd una banda de un tamafio aproximado a 8,200 pb correspondiente al vector sin el
inserto y una banda de 1,100 pb correspondiente al gen de resistencia a ampicilina; por otro
lado, el perfil de restriccién del plasmido pFLP2Tc presentd una banda de un tamaio de
1,300 pb correspondiente al gen que confiere resistencia a la tetraciclina. Junto a los
patrones de bandeo obtenidos se muestran los mapas de cada uno de los plasmidos
utilizados (Figura 6B).
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Figura 6. Construccion del plasmido pFLP2Tc: Electroforesis en gel de agarosa y disefio in silico.
A. Electroforesis en gel de agarosa (1 %, 100 V). M. Marcador de peso molecular (1 kbp DNA
ladder O’GeneRuler™ ThermoScientific'); 1. pFLP2; 2. Perfil de restriccidén con las enzimas Pfo | y
Ahd | del plasmido pFLP2; 3. pFLP2Tc; 4. Perfil de restriccién con las enzimas Pfo | y Ahd | del
pldsmido pFLP2Tc. B. Mapas de los plasmidos utilizados.

11.3. Obtencion del fondo genético: Inactivacion de los genes aroK, pykA y ttukE.

Las inactivaciones genéticas se realizaron siguiendo una metodologia basada en la
doble recombinacion reportada por Choi & Schweizer (2005), para la cual es necesario
amplificar de 200 — 600 pb rio arriba y rio abajo de los genes a inactivar, asi como un cassette
de resistencia (en este caso Km flanqueado por sitios FRT) unido entre los dos extremos
mediante OE PCR. Este fragmento, con ayuda de los mecanismos naturales de la cepa para
recombinar, es integrado al DNA cromosomal en un sitio especifico.

En la figura 7, se muestra esquemdaticamente la region del genoma, en la cual se
realizaron las inactivaciones de los genes aroK (6A), pykA (6B) y ttuE (6C), los amplicones
obtenidos, asi como los resultados de secuenciacion de cada cepa. Cabe mencionar que el
gen aroK fue el primero en ser inactivado, ya que a partir de esta cepa se realizaron las
inactivaciones independientes de los genes pykA o ttukE.
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Figura 7. Amplicones, diagramas in silico y resultados de secuenciacion de las cepas WT y mutantes.
A. Inactivacion del gen aroK. Carril 1: WT; 2: Al; 3: Cepa Al1. B. Inactivacion del gen pykA. Carril 1: A1l
(amplificacion de aroK); 2: A2 (amplificacion de aroK); 3: WT (amplificacién de pykA); 4: A2
(amplificacion de pykA). C. Inactivacion del gen ttuE. Carril 1: A11 (amplificacion de aroK); 2: A3
(amplificacion de aroK); 3: WT (amplificacidn de ttuk); 4: A3 (amplificacién de ttuE). M= Marcador de

peso molecular (1 kbp DNA ladder 0’GeneRuler™

ThermoScientific®).
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El carril 1 de la figura 7A muestra el amplicon obtenido desde 274 pb rio arriba hasta
219 pb rio abajo del gen aroK (1,011 pb en total), el siguiente carril corresponde a la
amplificacién del gen interrumpido por el cassette de resistencia a Km (2,051 pb) mientras
que, el ultimo carril corresponde a la cepa Al11, la cual en el lugar del gen aroK presenta un
sitio FRT como consecuencia de la eliminacién de la resistencia utilizando la recombinasa
FLP. Los resultados de secuenciacion concordaron con el disefio in silico disefiado
previamente, asi como con la longitud del gen silvestre e inactivado.

Las inactivaciones de los genes que codifican para las isoenzimas piruvato cinasas
(pykA y ttuk) se realizaron de manera independiente para determinar cudl era el efecto de
cada una ellas en la capacidad de produccién y crecimiento de las cepas. Si bien, no hay
reportes que describan el posible efecto que puede tener una u otra inactivacién en el P.
chlororaphis, se sabe que en E. coli las 2 piruvato cinasas que estan codificadas en su
genoma alteran de manera diferente la capacidad del microorganismos para crecer y/o
producir metabolitos derivados de la via para la sintesis de aminoacidos aromaticos
(Escalante et al. 2010).

La interrupciéon de los genes pykA (2,044 pb) y ttuE (2,114 pb) por el cassette de
resistencia a Km se comprobé por el aumento de tamaiio en la region de insercion. En la
figura 7B se muestran estas diferencias obteniendo bandas de un tamafio aproximado de
2,220 pb y 2,314 pb respectivamente (Figura 7B y 7C). Una vez obtenidas las cepas
mutantes, la inactivacién del gen aroK fue corroborada y comparada con la cepa parental
(A11). De igual manera, los genes de interés en cada cepa fueron secuenciados y, después
de analizar los alineamientos se corroboré la inactivacion de los genes.

Para descartar la posibilidad de que las cepas generadas pudieran tener otro gen
que codificara para la enzima shikimato cinasa, se realizaron pruebas fenotipicas en medio
minimo, ya que las cepas que son incapaces de seguir con la via del acido shikimico se
vuelven auxétrofas a aminodcidos aromaticos y a otros compuestos derivados del
corismato (Martinez et al. 2015). Como se esperaba, la cepa silvestre fue capaz de crecer
en dicho medio utilizando como fuente de carbono glucosa o glicerol, sin embargo, las cepas
Al y sus derivadas fueron incapaces de crecer medio minimo por la auxotrofia antes
mencionada (Figura 8).

50



Figura 8. Capacidad de crecimiento de las cepas en medio minimo. De izquierda a
derecha: P. chlororaphis ATCC 9446, blanco del medio de cultivo y P. chlororaphis AaroK.

11.4. Sobre-expresion de la via del acido shikimico.

Durante afos, nuestro laboratorio de IVM (Ingenieria de Vias Metabdlicas) ha
buscado diferentes estrategias para aumentar el titulo y el rendimiento de acido shikimico
en E. coli, por lo que se han generado diferentes plasmidos que contienen varios de los
genes presentes en la via del shikimato, uno de los que ha presentado mejores resultados
es el plasmido pTrcAro6, el cual fue desarrollado por Rodriguez et al. (2013), a pesar de los
buenos resultados de este plasmido en E. coli, no fue posible utilizarlo en P. chlororaphis ya
qgue es incapaz de replicar plasmidos que solo contengan como origen de replicacién a
ColE1/pMB1/pBR322/pUC (West et al. 1994). Este impedimento nos condujo a amplificar
por PCR y clonar un operdn con los genes aroB, tktA, aroG™, aroE y aroD provenientes de
pTrcAro6 en el vector pUCP24 (ori ColE1l/pMB1/pBR322/pUC, pRO1600 oriV, pRO1600 rep,
Gm®, Piac), sin embargo, a pesar de que se afiadieron los sitios de restriccién necesarios para
clonar el operdn en el plasmido, este no pudo ser ligado directamente, por lo que el
fragmento fue ligado en plasmido pCR®-TOPO-XL® y, posteriormente, subclonado en el
vector de interés (Figura 9).
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Figura 9. Diagrama de los plasmidos pTrcAro6, pCR®-XL-TOPO-Aro5® y pUCP24A5.

La figura 10A indica los patrones de restriccién obtenidos en el vector pCR®-XL-
TOPO-Aro5 extraido de las colonias candidatas al ser digerido con las enzimas BamH | y Xba
, los fragmentos generados corresponden al tamano del operdn (5.9 kb) y al vector pUCP24
(3.4). A pesar del bajo nimero de colonias obtenido todas contenian el inserto de interés,
lo que podria indicar que la clonaciéon directa al pldsmido pUCP24 no fue posible por una
baja eficiencia de las enzimas de restriccidn para cortar los extremos del amplicén.

En la figura 10B se encuentran los patrones de digestion el plasmido pUCP24 con el
operodn de interés, las bandas obtenidas corresponden al operdn (6 kb) y al resto del
pldasmido (4 kb). Asi mismo, antes de transformar este vector en P. chlororaphis, se
corroboré la construccién mediante PCR y secuenciacién de todo el operdn (Figura 10C);
cabe mencionar que la secuenciacién correspondiente a la region del gen tktA presentd
algunos nucleétidos sin resolver, sin embargo, al secuenciar la regién con otro primer, la
secuencia pudo ser corroborada.
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Figura 10. Patrones de restriccion y secuenciacién del plasmido pUCP24A5.
A. Patrones de restriccion obtenidos con las enzimas BamH | y Xba | del plasmido pCR-TOPO-XL-
Aro5. B. Patrones de restriccion obtenidos con las enzimas BamH | y Xba | del plasmido pUCP24A5.
C. Alineamiento entre los resultados de secuenciacién y el plasmido pTrcAro6.

11.4.1. Determinacion del numero copias del plasmido pUCP24A5.

El pldasmido pUCP24 fue desarrollado desde hace ya varios afios (West et al. 1994),
sin embargo, no existen muchos reportes en los que lo utilicen como un vector de expresion
o reporten su comportamiento en el género Pseudomonas (Silva-Rocha et al. 2013). Los
pldsmidos pUCP son de amplio nimero de hospederos por lo que pueden ser replicados por
diferentes microorganismos debido a la presencia de dos sitios ori (ColE1 y pRO1600). Se
sabe que los plasmidos pUCP presentan un alto numero de copias en E. coli el cual estd
determinado por el sitio ColE1l, sin embargo, en Pseudomonas spp este valor varia
dependiendo de la cepa y las condiciones de cultivo, ya que depende de la region pRO1600
(Silva-Rocha et al. 2013).

Los resultados de gPCR mostraron que el plasmido es de bajo nimero de copias (de
5 a 8 copias) en las cepas A25 y A35, ademas, este valor no depende de la cepa ni de la
fuente de carbono utilizada en el medio de cultivo (Figura 11).
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Figura 11. Nimero de copias del plasmido pUCP24A5 en las cepas A25 y A35.
Determinado mediante qPCR. Cepas cultivadas en medio King con glucosa o glicerol. *El valor se
determind utilizando como control interno (house-keeping) al gen rpoD y como referencia al gen

aacCl1 (resistencia a gentamicina).

11.4.2. RT-qPCR.

La expresion de los genes controlados por el promotor /ac tiende a ser elevada en
cepas de E. coli, sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, no existen muchos
reportes en los que se caracterice este promotor en el género Pseudomonas. En general,
Piac presenta una menor fuerza de expresidon en Pseudomonas en comparacion con E. coli.
Estudios sugieren que esto se debe a que al menos en P. putida, la expresién del gen lacl es
muy elevada, por lo que la concentracion de inductor necesaria para la expresion de los
genes controlados bajo este promotor es mayor (10 veces con respecto a E. coli) (Cook et
al. 2018).

Los genes aroB, tktA, aroG™, aroE y aroD, presentes en el plasmido pUCP24A5 estan
regulados bajo el promotor P, (Figura 9), considerando lo anterior, nos interesaba saber si
estos genes se estaban expresando, si existia una expresion diferencial y, por ultimo,
determinar posibles diferencias entre cepas y los medios utilizados.

Los resultados de RT-gPCR indican que, los genes del operén se estdn expresando
diferencialmente bajo todas las condiciones probadas, ya que los valores de Ct (Anexo V)
de todos los genes en las cepas A25 y A35 estan en un rango de 15 a 20 ciclos, mientras que
este valor en la cepa silvestre es mayor a 28 ciclos (al igual que los blancos), este resultado
es indicativo de la expresidn génica. Sin embargo, no se les puede asignar un valor relativo
por varias razones, una de ellas es que los genes son totalmente heterdlogos, por lo que no

se tiene un gen en el cromosoma con el cual se pueda comparar, por otro lado, si se toman
|
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como referencia los genes equivalentes en P. chlororaphis, las aproximaciones podrian
variar, ya que estan regulados por diferentes promotores y la cepa presenta de 1 a 2 copias
en el cromosoma de cada uno de los genes presentes en el operdn AS.

Comparando los resultados obtenidos de la expresion génica con la cepa A25
cultivada en medio King con glucosa es claro que existe una expresion diferencial de los
genes del operdn respecto a aroG™ siendo el mayor en todos los casos (Figura 12). La
expresion del resto del operdn no resulto ser significativa excepto en la cepa A35 al utilizar
glicerol como fuente de carbono; en la comparacién de tktA vs aroE y tktA vs aroD, los genes
pertenecientes a la via del shikimato mostraron una menor expresion, lo que podria
deberse a que Py, no es lo suficientemente fuerte como para favorecer la transcripcion de
estos dos ultimos genes.

Al ser aroG"™ el que presenta una mayor expresion relativa, se espera que el re-
direccionamiento del flujo de carbono hacia la via del shikimato sea buena, ya que la enzima
gue codifica este gen, se encarga de condensar al PEP y E4P, sin embargo, al haber una
expresion diferencial en el resto de los genes (especialmente en aroE y aroD), podrian
generarse cuellos de botella lo que podria limitar la acumulacién de shikimato.

RT-qPCR
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Figura 12. Resultados de RT-qPCR de las cepas A25 y A35 en medio King con glucosa o glicerol.
*Expresidn relativa tomando como referencia los genes en el pldsmido pUCP24A5 de la cepa A25
cultivada en medio King con glucosa. Andlisis estadistico realizado en cada condicién con la prueba
de Tukey. El asterisco (*) indica una diferencia significativa respecto al gen aroG™ mientras que el
simbolo de suma (+) indica una diferencia significativa respecto al gen tktA en cada una de las con.
Un simbolo indica un p value <0.05 y cuatro simbolos indica un p value <0.001.
|
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11.5. Evaluacion de la capacidad crecimiento y produccion de acido shikimico de las cepas
generadas.

11.5.1. Evaluacion de la cinética de crecimiento en matraces de 250 mL.

Estas evaluaciones cinéticas se hicieron para determinar el tiempo necesario para
que las cepas llegaran a la fase exponencial en presencia de glucosa y asi, utilizarlo como
inéculo para los biorreactores. Esto permite evitar que una vez en el fermentador las cepas
presenten una fase lag prolongada.

La figura 13 muestra que la cepa silvestre alcanza la fase exponencial después de 2
a 4 h de cultivo mientras que las cepas mutantes tardan de 6 a 8 h. En el caso de las cepas
mutantes, la inactivaciéon del gen aroK resultdé ser la mutaciéon que generd un mayor
decremento en cuanto su produccion de biomasa y la velocidad de crecimiento, reduciendo
esta Ultima en aproximadamente un 50 % con respecto a la cepa silvestre (WT=1.23 £ 0.10
h''; A1=0.55 +0.04 h).

Evaluacion en matraz
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Figura 13. Cinética de crecimiento de las cepas WT, Al (AaroK), A2 (AaroK, ApykA), A3 (AaroK,
AttuE), A25 (AaroK, ApykA/pUCP24A5) y A35 (AaroK, AttuE/pUCP24A5 en matraces de 250 mL

Volumen de trabajo de 50 mL de medio King con glucosa. Condiciones de incubacién: 30 °C/300
rpm.

Si bien, no hay reportes en los que la via del shikimato haya sido bloqueada en P.
chlororaphis, se ha visto que, tanto en E. coli (Chen et al. 2012) como en Bacillus
megaterium (Ghosh et al. 2016), el bloqueo del flujo de shikimato a corismato afecta de
manera negativa tanto la velocidad de crecimiento como la biomasa generada, debido a la
incapacidad de sintetizar aminodacidos y otros compuestos derivados de esta via. En el caso
particular de Pseudomonas, es probable que este decremento también se deba a que al
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bloquear la via del shikimato, se impide la biosintesis de fenazinas las cuales, ademas de
ayudar al microorganismo a colonizar raices y a competir con otros organismos en su nicho
ecolégico, se ha propuesto que pueden actuar como aceptores de electrones para la
generacién de energia y el mantenimiento del balance redox de la célula mediante la re-
oxidacion de NADH (Price-Whelan et al. 2006).

La figura 14 muestra un comparativo de las velocidades de crecimiento de las cepas
A2, A3, A25y A35 (las dos ultimas inducidas con IPTG desde el pre-indculo) al utilizar medio
King con glucosa, glicerol y una mezcla 1:1 de glucosa:glicerol. Estos resultados demostraron
que el plasmido no presenté un efecto drastico en cuanto a su velocidad de crecimiento
respecto a las cepas parentales e incluso, este parametro incrementd en la cepa A2 al
utilizar glicerol y la mezcla de fuentes de carbono. Este comportamiento, a pesar de parecer
contradictorio, ya habia sido reportado en E. coli por Rodriguez, et al (2013), quien atribuyé
el incremento a la velocidad de crecimiento a una mejor distribucién del carbono,
impidiendo asi la acumulacién de moléculas regulatorias (como el PEP) dentro de la célula.

A2/ A25 A3/ A35

081 081 [ Parental
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Figura 14. Comparacion de las velocidades de crecimiento entre las cepas parentales (A2 y A3) y
las cepas transformantes (A25 y A35).
Cultivadas en medio King con diferentes fuentes de carbono. Condiciones de incubacion: 30
°C/300 rpm. Glc= Glucosa; Gly= Glicerol; Mix= Mezcla glucosa: glicerol.

Para determinar si alguna de las fuentes de carbono favorecia la sobre-produccién
de shikimato, se compararon los titulos obtenidos de CAT (Compuestos aromaticos totales:
DHQ, DHS y SA) por las cepas A25 y A35 después de 24 h de incubacién bajo las condiciones
antes descritas (Figura 15). Los resultados demostraron que, para ambas cepas, la
utilizacion de la glucosa favorece la producciéon de CAT (DHQ DHS y SA) seguido del glicerol
y la mezcla de fuentes de carbono, razén por la cual se decidid no seguir evaluando esta
ultima condicion. Las diferencias en los titulos obtenidos en cada una de las cepas indican

57



gue, las piruvato cinasas codificadas por los genes pykA y ttuE presentan una diferente
actividad y/o regulacién que se discutirda mas adelante.

Metabolitos A25 Metabolitos A35
0.5- 0.5-
O SHK
I I 04 B DHS
S 3] — S .31 E DHQ
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Figura 15. Titulos de CAT obtenidos después de 24 h de incubacion de las cepas A25 y A35.
Induccién con 1 mM de IPTG en medio King con diferentes fuentes de carbono. Condiciones de
incubacién: 30 °C/300 rpm. Glc= Glucosa; Gly= Glicerol; Mix= Mezcla glucosa:glicerol; SHK= acido
shikimico; DHS= acido dehidroshikimico; DHQ= acido dehidroquinico.

11.5.2. Evaluacion cinética y de produccion en fermentadores de 1 L.
11.5.2.1. Obtencion del fondo genético

El metabolismo central de P. chlororaphis, asi como las enzimas involucradas en la
via del acido shikimico difieren con respecto a los principales organismos utilizados para la
sobre-produccién de shikimato como son E. coli, Corynebacterium glutamicum y Bacillus
spp, sin embargo, los precursores para la via de sintesis son los mismos (PEP y E4P), por lo
gue la metodologia planteada en este proyecto abarca estrategias utilizadas para aumentar
la disponibilidad de los precursores en otros microorganismos y que en general han
presentado buenos resultados.

Para tener una referencia con la cual determinar el efecto de las modificaciones
genéticas realizadas en P. chlororaphis, se caracterizd a la cepa silvestre en cuanto su
capacidad de crecimiento y produccion de metabolitos implementando medio King
modificado con glucosa o glicerol. Las fermentaciones realizadas (Figura 16, Tabla 10)
mostraron que el microorganismo es capaz de crecer hasta 1.4 veces mas rapido al utilizar
como fuente de carbono la glucosa (1.23 + 0.10 h™* contra 0.89 + 0.06 h™), sin embargo,
tanto la generacidon de biomasa, asi como el Yy/s se ven favorecidos durante el crecimiento
de la cepa en glicerol. Estas observaciones concuerdan con lo reportado para otras cepas
de Pseudomonas, como es el caso de P. putida KT2440, en donde se ha demostrado que
esta diferencia se debe a que al utilizar glicerol la cepa presenta un menor estrés oxidativo

- ________________________________________________________________________________________|
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debido a que el consumo del glicerol es mds lento y tiende a desperdiciar menos carbono
en forma de CO, y/o otros co-productos como el acido acético (Nikel et al. 2014).

Por otro lado, las fuentes de carbono fueron consumidas por el microorganismo de
manera diferente, si bien, el extracto de levadura aporta diferentes componentes que
pueden estar siendo consumidos al mismo tiempo, se pueden realizar aproximaciones
acerca de la velocidad de consumo de cada sustrato durante el crecimiento exponencial.
Los resultados muestran que el gsex, de la glucosa fue casi 6 veces mayor que el del glicerol
(134.59 + 18.50 mmolc/ gpcw™ h contra 20.04 + 2.49 mmolc/ gocw™ h), esto concuerda con
lo representado en las graficas, ya que la glucosa es consumida en su totalidad alrededor
de las 8 h del cultivo, mientras que el glicerol es consumido totalmente 12 h después de
haber iniciado la fermentacién.
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Figura 16. Cinéticas de crecimiento y produccion de la cepa silvestre.

En el medio con glucosa no se detectd en el sobrenadante ningln intermediario de
la via del shikimato, mientras que, al utilizar glicerol, el microorganismo produjo CAT con
un rendimiento del 0.001 = 0.000 mmolcar/mmolc siendo el DHQ el mas abundante.
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Estudios metabolédmicos en la cepa P. chlororaphis HT66 utilizando como fuente de carbono
glicerol, han demostrado que de los metabolitos de la via del shikimato, el DHQ es el que se
encuentra en mayor concentracién seguido del DHS, SA y DAHP (Yao et al. 2018).

La primera mutacién realizada involucra al gen aroK (cepa Al) que como se ha
demostrado en experimentos anteriores, genera cepas auxodtrofas a aminodacidos
aromaticos y a otros compuestos derivados del corismato, lo que indica que es el Gnico gen
gue codifica para la enzima shikimato cinasa. Al igual que los resultados en matraces de 250
mL, se observé un decremento tanto en la velocidad de crecimiento como en la biomasa
generada con respecto a la cepa silvestre sin importar la fuente de carbono utilizada (Figura
17, Tabla 10). Esta disminucién en la velocidad de crecimiento es de alrededor de un 50 %
y el efecto fue mds notorio al utilizar glucosa como fuente de carbono. A diferencia de la
cepa silvestre, la mutante Al no presentd una gran diferencia en cuanto la biomasa maxima
generada en glucosa o glicerol, lo cual se explica debido a que su crecimiento estd
delimitado principalmente por la cantidad de aminoacidos aromaticos y/o otros sustratos
aromaticos que pudieran estar presentes en el medio de cultivo.

De igual manera que en la cepa silvestre, la velocidad de consumo de la glucosa
(43.68 £ 6.97 mmolc/ gocw™ h) fue mas alta que con glicerol (7.02 + 1.34 mmolc/ gocw™ h).
Sin embargo, estos valores disminuyeron en la cepa mutante alrededor de 2.5 veces, esto
también se ve reflejado en el incremento del tiempo necesario para que la cepa consumiera
toda la glucosa (24 h) y el glicerol, el cual, después de 24 h aun estaba presente en medio.

Otra diferencia notable con respecto a la cepa silvestre es que la cepa Al produjo
una mayor cantidad de acido acético, sin embargo, este no llegd a acumularse como en el
caso de E. coli debido a la preferencia de consumo que tiene de P. chlororaphis por los
acidos organicos (Rojo 2010).

Con esta inactivaciéon se logré que el microorganismo pudiera acumular CAT en el
medio con glucosa, con un rendimiento de 0.002 + 0.000 mmolcar/mmolc sin embargo, los
resultados al utilizar glicerol fueron 10 veces mejores (0.02 = 0.00 mmolcar/mmolc; 20 veces
mas con respecto a la cepa silvestre); al utilizar glucosa, el metabolito que presentd una
mayor acumulacién fue el DHS, mientras que el DHQ fue el mas abundante al utilizar como
fuente de carbono el glicerol.

Como se ha mencionado anteriormente, el metabolismo de la glucosa y del glicerol
son totalmente distintos lo que puede traer como consecuencia las diferencias observadas,
a pesar de ello, no hay estudios que profundicen en los cambios que puede haber en el
metabolismo secundario al utilizar una u otra fuente de carbono.
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Figura 17. Cinéticas de crecimiento y produccion de la cepa Al (arok-).

Las inactivaciones sencillas de las enzimas piruvato cinasas sobre el fondo genético
aroK mostraron diferencias en su velocidad de crecimiento y el rendimiento Yx/s obtenido
en cada uno (Figura 18, Tabla 10). La cepa aroK pykA (A2) tuvo un ligero aumento en su
velocidad de crecimiento con respecto a la cepa parental al ser cultivas en el medio con
glucosa (0.74 £ 0.09 h''), mientras que con glicerol, su velocidad de crecimiento (0.49 +0.15
h™) decayé cerca un 30 % con respecto a la cepa parental en el mismo medio, esta tendencia
también fue observada con la cepa aroK ttuE (A3), cuyas velocidades de crecimiento en
glucosa y glicerol fueron 0.61 + 0.05 h™* y 0.55 + 0.12 h™ respectivamente.

Otra consecuencia de las inactivaciones independientes de las enzimas piruvato
cinasas es que su rendimiento Yy/s disminuyd con respecto a la cepa parental sin importar
la fuente de carbono utilizada, este efecto también se ha visto en cepas derivadas de E. coli,
y es generado por que al bloquear una de las enzimas, el flujo de carbono hacia el TCA
disminuye y en teoria, la cantidad de PEP disponible aumenta, favoreciendo su utilizacion
por otras vias (Escalante et al. 2010).
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Figura 18. Cinéticas de crecimiento y produccion de la cepa A2 (aroK pykA’) y A3 (aroK ttuF).
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En contraparte a la disminucién del rendimiento Yy/s, los titulos y rendimientos de
CAT incrementaron en ambas cepas debido a una mayor disponibilidad de PEP; al utilizar
glicerol como fuente de carbono, la cepa A2 (aroK pykA’) presentd un mayor titulo de CAT
que la cepa A3 (aroK ttuE’). Por otro lado, esta tendencia se invirtio al utilizar glucosa como
fuente de carbono, lo cual remarca aun mas las diferencias en el metabolismo para
catabolizar los sustratos. Cabe resaltar que la cepa A3 bajo estas condiciones tuvo uno de
los titulos mas altos de CAT obtenidos en este proyecto (1.16 + 0.03), a pesar de ello no fue
posible detectar shikimato en el sobrenadante, lo que sugiere la presencia de cuellos de
botella en la via del SA.

Las diferencias entre las dos cepas se atribuyen a que al igual que en E. coli, las
piruvato cinasas codificadas por estos genes tienen diferentes caracteristicas, desde su
actividad hasta su regulacion, lo que puede impactar de diversas maneras la velocidad de
crecimiento, generacion de biomasa y sobre-produccidon de metabolitos de interés (Ponce
et al. 1995; Zhao et al. 2017); desafortunadamente, este tipo de comparaciones no han sido
ampliamente estudiadas en el género Pseudomonas, por lo que se conoce poco acerca de
estas enzimas, asi como de las posibles consecuencias que podrian tener al ser inactivadas.
Un reporte de Wang et al. (2018) muestra que no existen diferencias en los niveles de
expresion de los genes pykF y pykA en una cepa silvestre de P. chlororaphis HT66, sin
embargo, al inactivar el gen phzE que codifica para la enzima antranilato sintasa, encargada
de desviar el corismato hacia la sintesis de fenazina-1-carboxiamida, el gen pykF y pykA
presenta una expresion diferencial, siendo este ultimo el que presentdé un mayor
incremento al utilizar como fuente de carbono glicerol. Tomando como referencia lo
anterior, es probable que la cepa utilizada en este proyecto tenga un comportamiento
similar a P. chlororaphis HT66 en cuanto a la sobre-expresién de una de las piruvato cinasas
al inactivar uno de los genes involucrados en la sintesis de fenazinas, razén por la cual
existen diferencias en la produccién de CAT entre las cepas A2 y A3, sin embargo, esto tiene
gue ser corroborado mediante ensayos de RT-qPCR.

Después de las inactivaciones realizadas hasta este punto, se esperaba una mayor
acumulacién de shikimato, sin embargo, este fue indetectable por HPLC en la mayoria de
los casos. Este resultado puede atribuirse a diferentes causas que involucran sistemas de
regulacién, actividades enzimaticas y vias competitivas por lo que aun es necesario realizar
mas estudios para determinar el paso limitante.

63



11.5.2.2. Sobre-expresion de la via del acido shikimico

Una estrategia que ya ha sido utilizada para la produccién de shikimato es sobre-
expresar los genes presentes en su via de sintesis, siendo el plasmido pTrcAro6 uno de los
gue ha presentado mejores resultados en E. coli.

Las cepas A25 y A35 contienen parte del operén del plasmido pTrcAro6 exceptuando
el gen zwf, el cual decidimos no incluirlo debido al tamafio del operén completo asi como,
por las capacidades metabdlicas de Pseudomonas chlororaphis ya que de acuerdo a la
anotacioén, la cepa tiene al menos 2 copias de este gen (Pablo I. Nikel et al. 2014). La
eliminacidn del gen zwf conllevé a la generacién del operdn Aro5, el cual codifica para los
genes aroB, tktA, aroG™, aroE y aroD; con esta estrategia se espera contrarrestar la
regulacién por control alostérico para la sintesis de DAHP a partir de PEP y E4P con la enzima

aroG™

, evitar la generacion de cuellos de botella al sobre-expresar los genes que codifican
para las enzimas que catalizan las tres primeras reacciones de la via del shikimato y

aumentar la disponibilidad de E4P con la sobre-expresién del gen tktA.

Es importante mencionar que los genes del operdn son totalmente heterdlogos
(provenientes de E. coli) y con porcentajes de GC muy diferentes a los de Pseudomonas,
esto podria estar delimitando de manera importante la capacidad que tiene la cepa para
traducir los mRNA a proteinas y, por lo tanto, su capacidad de produccidn.

En la figura 19 se encuentran los resultados de las fermentaciones realizadas con las
cepas A25 al ser inducidas con 1 mM de IPTG. Las velocidades de crecimiento (Tabla 10),
variaron entre un 20 y 30 % con respecto a la cepa parental en los medios respectivos,
existiendo un decremento al utilizar glucosa como fuente de carbono (0.59 +0.04 h™ vs 0.74
+0.09 h™') y un aumento al utilizar glicerol (0.68 + 0.02 h™ vs 0.49 + 0.15 h™).

Los parametros cinéticos determinados corroboraron de nuevo las diferencias en el
metabolismo que tiene la cepa al utilizar una u otra fuente de carbono, ya que al utilizar
glucosa, el Yy;s no cambia con respecto a la cepa parental y existe un incremento en la
cantidad de CAT producidos, sin embargo, al utilizar glicerol el Yy;sincrementé (0.03 £ 0.01
vs 0.18 £ 0.07) y la produccién de CAT fue considerablemente menor a lo obtenido al utilizar
glucosa, esto sugiere que el carbono proveniente del glicerol, en lugar de ser desviado
preferencialmente hacia la via del SA, estd siendo utilizado para generar biomasa y/o otros
compuestos no determinados.

Es claro que al utilizar glucosa hay una dependencia de la producciéon con el
crecimiento de la cepa ya que el DHQ se acumula durante la fase exponencial y una vez que
esta termina, el metabolito no se vuelve a acumular, aunado a esto, el DHS presentd una
acumulacién durante la fase exponencial y parte de la fase estacionaria, sin embargo, al
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igual que el DHQ, su concentracién empieza a decaer después de las 16 h de fermentacion.
El comportamiento de la acumulacion de DHQ es apreciable al utilizar glicerol como fuente
de carbono, pero, a diferencia de la utilizacién de glucosa, el DHS no presentd una
acumulacién si no que se mantuvo practicamente constante a lo largo de la cinética.
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Figura 19. Cinéticas de crecimiento y produccion de la cepa A25 (aroK pykA’, pUCP24A5)

Por otro lado, los resultados de la evaluacién de la cepa A35 se encuentran en la
figura 20y la tabla 10. En este caso, las velocidades de crecimiento con respecto a las cepas
parentales no variaron mas de un 20 % en los respectivos medios de cultivo, ademas, el Yy/s
tanto en el medio con glucosa o glicerol incrementd, siendo mas notable al utilizar glucosa,
a pesar de ello, en este medio se obtuvieron los mejores titulos de TAC con esta cepa y, de
igual manera, existe una dependencia entre la produccion y el crecimiento del
microorganismo. Si bien, no hay reportes que describan un comportamiento similar, se sabe
que Pseudomonas presenta diferentes sistemas de regulacion para la sintesis de
metabolitos secundarios como son los sistemas de dos componentes, quorum sensing,
snRNA, entre otros (Bilal et al. 2017).

65



A35 (Glc) A35 (Gly)
103 [ 20 10, r 20
j B - oo oo o . —
= Y S . 15 = d o’ 9
3 4] i%..\ A P> < 3 ¥ (15 =
© i g 8 © | [ ()
i " £ 10 .
E 01y ots % = £ /" oy
i) » L 5 @ 0.1 Q
0.01 T T T r . 0
0 4 8 12 16 20 24 0.01 T . . . . 0
0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (h .
po (h) Tiempo (h)
) 1.0- ) 1.0-
2 0.8 ;H 2 0.8
goe{ &1 S 0.6
S 0.4- S 0.4
3 041 ¢ S 04 by
8 4 ‘ A1 8 3
o 0.21 ) / o 0.29,° ‘/i
= 5 i T e = tihes P
= 0.0+ M = 552 S — = i = o.o-.--—i-é-nt:'-.- 2 ——
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (h) Tiempo (h)
e Biomasa = Glucosa Glicerol e« DHQ DHS —+ SHK —+ GA <+ AA

Figura 20. Cinéticas de crecimiento y produccion de la cepa A35 (aroK ttuE, pUCP24A5)

En general, estas cepas produjeron una mayor cantidad de DHQ, lo que podria
sugerir que se esta generando un cuello de botella para la sintesis de DHS vy, por lo tanto,
de SA. Recordando los resultados de RT-qPCR, los genes aroE y aroD son los que tienen una
menor expresion relativa, lo cual puede deberse a varias razones, una de ellas es que el
promotor no es lo suficientemente fuerte como para favorecer la transcripcién de estos dos
ultimos genes, o bien, existen mecanismos regulatorios propios de la cepa que impiden una
sobre-produccién de SA, ya que en investigaciones realizadas para generar cepas sobre-
productoras de alguna fenazina o algun otro producto derivado de corismato, se observan
cambios significativos hasta que se realizan inactivaciones en diferentes genes regulatorios
como son phzl/phzR, lon, parS, psrA, rsmA, entre otros. (Selin et al. 2014; Yao et al. 2018).

Los reguladores mencionados anteriormente actuan en diferentes niveles y de
diferente manera, por ejemplo, la proteina Lon reprime al sistema de dos componentes
GacA/GacS que es considerado el regulador maestro del metabolismo secundario, ya que
controla de manera positiva la expresién de ncRNAs como son RsmX, RsmY y RsmZ, los
cuales se unen a las proteinas RsmA/E, evitando asi que estas Ultimas se unan al RNA y
blogueen la traduccién del RNA. Por otro lado, el sistema de quorum sensing (QS) PhzR/Phzl
es activado al interactuar una N-acil homoserin lactona (AHL, producida por Phzl) con PhzR
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formando asi, un complejo que se une de manera especifica al motivo phz box ubicado rio
arriba del operén phz, favoreciendo su expresion. Este sistema de QS, a su vez, puede ser
afectado de manera negativa por el regulador PsrA, el cual evita la sintesis de AHL lo que
inactiva el sistema QS (Venturi 2006; Bilal et al. 2017; Yu et al. 2018; Yao et al. 2018).

Tanto la cepa A25 como la A35 presentaron una mayor acumulacién de CAT al
utilizar la glucosa como fuente de carbono, sin embargo, la produccion de shikimato se ve
favorecida al utilizar glicerol. La cepa A25 logré la mayor produccion de CAT (1.12 £ 0.05
g/L) al utilizar glucosa, sin embargo, la produccién de acido shikimico solo fue de 0.07 +
0.005 g/L; por otro lado, la cepa que acumuld una mayor cantidad de SA fue la A35 (0.10 £
0.01) al utilizar como fuente de carbono el glicerol con un titulo de CAT de 0.51 + 0.05. Si
bien, el titulo de shikimato no es elevado, es notable el efecto del plasmido pUCP24A5, ya
que sin él, el shikimato no puede ser detectado en el sobrenadante de las cepas A2 y A3 sin
importar la fuente de carbono utilizada.

Para descartar que los titulos de shikimato obtenidos no se debieran a una pérdida
del plasmido a lo largo de la fermentacién, se realizaron cuentas en placa en agar King con
y sin antibiotico (Figura 21) mostrando que después de 24 h, las cepas aun lo conservan.

Cabe seialar que cuando las cepas llegan a la fase estacionaria, el numero de UFC
deberia de mantenerse constante, ya que no existen los suficientes nutrientes en el medio
para suplementar la auxotrofia y generar mas células, lo que es notable al comparar la
cuenta en placa de las muestras tomadas a las 14 h y 24 h de la fermentacidn. Sin embargo,
al finalizar el experimento, la biomasa incrementa cerca de un 50 % con respecto a la
biomasa que se tenia al término de la fase exponencial. Este incremento se debe a una
probable interferencia de algin metabolito producido por la cepa, lo que hace que el valor
se sobre-estime, mientras que por otro lado, las células pueden estar acumulando otros
compuestos en forma de granulos lo que genera células de mayor tamafio v,
consecuentemente, estas interfieran de manera diferente al medir la ODggonm. Cualquiera
gue sea el caso, es importante determinar cuales son esos posibles metabolitos para evitar
que se desvie el flujo de carbono hacia su sintesis.
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Figura 21. Cuenta en placa en medio King con su respectiva fuente de carbono.
Muestras plaquedas con o sin antibidtico en agar King con su respectiva fuente de carbono.

Debido a que se cree que el medio utilizado puede ser una limitante para las cepas
como consecuencia de su auxotrofia y a la carga metabdlica extra que tienen, se analizo el
consumo de aminodcidos aromaticos en el medio en diferentes puntos de las cinéticas de
crecimiento de las cepas A25 y A35. Como se observa en la Figura 22, el triptéfano es el
aminodcido limitante para que las cepas puedan seguir en crecimiento exponencial, ya que
éste se agota del medio entre las 8 y 9 h del cultivo, es importante observar que las cepas
al ser crecidas en glicerol consumen de manera mas rdpida y al mismo tiempo (después de
4 h de cultivo) los 3 aminoacidos, por otro lado, al utilizar glucosa hay una diferencia de
tiempo al comenzar a consumir triptéfano y fenilalanina (después de 4 h), y finalmente la
tirosina (después de 12 h), lo cual indica que hay diferentes mecanismos de regulacién para
el catabolismo de las fuentes de carbono, asi como el resto de los componentes presentes
en el extracto de levadura.
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Figura 22. Consumo de aminoacidos aromaticos de las cepas A25 y A35.

Los resultados obtenidos durante este proyecto mostraron que es posible obtener cepas

derivadas de P. chlororaphis capaces de acumular SA y otros intermediarios de la via del shikimato,

si bien, al comparar los titulos obtenidos con los resultados de cepas derivadas de E. coli, P.

chlororaphis ATCC 9446 aun necesita optimizaciones en el re-direccionamiento del flujo de carbono,

asi como un mayor conocimiento sobre su metabolismo central y secundario. Con este primer

acercamiento se lograron elucidar diferencias entre las fuentes de carbono utilizadas, asi como el

rol de las isoenzimas piruvato cinasas, esta informacidn, ademas de ayudar a plantear otras

estrategias para incrementar la sintesis de SA, puede ser utilizada para mejorar la sobre-produccion

de fenazinas o de algun otro metabolito que tenga como precursor al corismato.
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Tabla 10. Parametros cinéticos y de produccidn de SA y CAT determinados a partir de las cinéticas de crecimiento en fermentadores de 1

Fuente OSexp PTitulo SA v “Titulo de CAT “Year/c

Cepa de (h) (mmolc/ (g/L) (mmol SA/ (g/L) (mmol CAT/

carbono gocw*h) mmol C) mmol C)
wT Glc 1.23+0.10  0.01+0.00  134.59+18.50 ND ND ND ND

WT Gly 0.89+0.06 0.05+0.01 20.04£2.49 ND ND 0.09+0.01 0.001 £ 0.000
Al Glc 0.62 £ 0.06 0.01 +0.00 43.68 + 6.97 ND ND 0.09 £ 0.00 0.002 + 0.000
Al Gly 0.73+0.09 0.09 £ 0.02 7.02+1.34 0.04 +0.00 0.0008 £+ 0.0002 0.35+0.02 0.02 £ 0.00
A2 Glc 0.74 £ 0.09 0.01 +0.00 62.37 £6.03 ND ND 0.17 £0.03 0.003 + 0.000
A2 Gly 0.49+0.15 0.03+£0.01 14.31+£2.23 ND ND 0.46 £ 0.07 0.02 +£0.00

A25 Glc 0.59+0.04 0.01 £0.00 54.09 + 5.57 0.07 £ 0.00 0.0009 + 0.0000 1.12 £ 0.05 0.05 +£0.00

[ [ [ [ [ [ [ [

A25 Gly 0.68 £ 0.02 0.18 £ 0.07 4.23+1.67 0.09+0.01 0.002 + 0.000 0.35+0.13 0.007 + 0.004
A3 Glc 0.61+0.05 0.003 +£0.000 227.39 £28.99 ND ND 1.16 £0.03 0.02 £ 0.004
A3 Gly 0.55+0.12 0.05+0.07 9.17+£0.43 ND ND 0.29+0.10 0.008 £ 0.004

A35 Glc 0.51+0.03 0.01 +0.00 37.32+10.26 0.08 £ 0.01 0.002 + 0.000 1.02+0.14 0.06 £ 0.01

A35 Gly 0.57+0.01 0.09 £0.01 6.65+ 0.68 0.10+0.01 0.002 + 0.000 0.51+0.05 0.008 + 0.002

ND: No determinado; a. Determinado durante la fase exponencial; b. Determinados en el punto de mayor produccion de shikimato; c. Determinados en el punto de
mayor produccion de CAT.



12. CONCLUSIONES.

Se determinaron los niveles basales de produccidon de DHQ, DHS, SA, AQy AG de la
cepa P. chlororaphis ATCC 9446 en biorreactores de 1 L, obteniendo Unicamente
concentraciones detectables en el sobrenadante al utilizar glicerol como fuente de carbono.

Las inactivaciones realizadas conllevaron a la generacidn de tres cepas, las cuales
tienen inactivado el gen aroK (Aly All), los genes aroK'y pykA (A2) y los genes aroK'y ttuk
(A3), teniendo como consecuencia un decremento en su velocidad de crecimiento, pero un
aumento en la produccion de compuestos aromadticos totales con respecto a la cepa
silvestre utilizando como fuentes de carbono glucosa o glicerol.

La inactivacion sencilla de las piruvato cinasas conllevd a diferentes fenotipos, lo que
comprueba que cada una presenta una actividad y/o regulacion diferente bajo las
condiciones probadas.

La sobre-expresion de los genes aroB, tktA, aroG™, aroE y aroD favorecié adn mas
la produccion de DHQ, DHS y SHK, sin embargo, nuestro metabolito de interés fue el que
tuvo en menor titulo y rendimiento mientras que, el DHQ fue el mas abundante.

Existen diferencias en los pardmetros cinéticos determinados al utilizar glucosa o
glicerol como fuente de carbono. El medio con glucosa presenté mejores resultados para la
sintesis de los intermediarios de la via (DHQ, DHS y en su minoria SA) mientras que, con
glicerol se obtuvieron mayores titulos de SA. Las mejores cepas obtenidas para la sintesis
de SA fueron las cepas A35 (0.10 g/L) y A25 (0.09 g/L) al utilizar medio King con glicerol.

13. PERSPECTIVAS.

1. Implementar diferentes estrategias de cultivo en las cepas A25 y A35, asi como evaluar
diferentes medios de cultivo para la produccién shikimato

2. Valorar si la traduccién de los genes presentes en el pldsmido pUCP24A5 no se estd
viendo afectada por la diferencia en la utilizaciéon de codones, o bien, por mecanismos
regulatorios propios de la cepa.

3. Probar diferentes vectores de expresidon que contengan promotores mas fuertes, asi
como determinar el mejor orden de los genes presentes en el operdn A5 para minimizar
los cuellos de botella.

4. Determinar el posible flujo de carbono en las cepas A25 y A35 mediante la cuantificacion
de mRNA por RT-qPCR de algunos genes involucrados en la sintesis de acido shikimico y
en el metabolismo central de carbono.

5. Determinar el posible efecto de algunos reguladores del metabolismo secundario
presentes en Pseudomonas chlororaphis ATCC 9446.
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Anexo |I: Primers utilizados.

Nombre Secuencia (5'2>3°)

aroK5 FHindllI
aroK5'RKmF
arokK3’FKmR
arokK3 RHindllI

PykI5 FHindlIl
PykI5 RKmF
PykI3’FKmR

PykI3"RHindlIl

Pyk25 FHindlll
Pyk25 RKmF
Pyk23'FKmR

Pyk23 RHindIIl

KmF
KmR
PfolFw
AhdIRv

BamAro5Fw
XbaAro5Rv

Fwd Xba
Rv Xba
Fw secl
Rv secl
Fw sec2
Rv sec2
Fw sec3
Rv sec3
Fwd Bam
Rv Bam
FW tktA

rpoD a

qPCR y RT-qPCR

Inactivacién del gen aroK
ATC CGG AAG CTT CCG CCG ATC AAG AAG AACGA
CTC CAG CCT ACA CAATCG CTC CCC CAT TGG CCC AAC AAG AA
CTCTAA GGG CTT CTC AGT GCG CAA CTG CCT CCCCGTTAA TG
ATC CGG AAG CTT CCG GTC CAA CAAACCTTC GC
Inactivacién del gen pykA
ATC CGG AAG CTT CAT CAC CCG TTC GCA GTT GC
CTC CAG CCT ACA CAATCG CTC ACG GAC GGA CAT GCA AAG AC
CTC TAA GGG CTT CTC AGT GCG GTT GGC GAC CCG ATG GTCT
ATC CGG AAG CTT GCG CAA GGT GAT CGAGGAG
Inactivacidn del gen ttuE
ATC CGG AAG CTT CCG TTG TAG CTG AAC AGC CC
CTC CAG CCT ACA CAATCG CTC CTG ATC TGA GCC TGT AGC CG
CTC TAA GGG CTT CTC AGT GCG GTC AGG CGT CAT GTT GGG G
ATC CGG AAG CTT CGC AAT GCC GAG TTC CTCCT
Cassettes de resistencia
GAG CGA TTG TGT AGG CTG GAG
CGC ACT GAG AAG CCC TTA GAG
AGC TTT TCC GGG ACG TAT CAC GAG GCCCTT TCG

AGC TTT GAC TCC CCG TCG GAG TGG TGA ATC CGTTAG C
Operon Aro5

CGG GAT CCC GCA CAC AGG AAACAG ACCATG
GCT CTA GAG CCC GGG TAC CGA GCT CTT ATG
Secuenciacion del operdén Aro5
GGA TGT GCT GCAAGG CGATT
CCACTCCTITTCCCTG GACTG
CTG ATG CCA CTG GAT GTT GC
AGG GCT GATTAACGATCC GC
GCT CAT CAG GTC AGC GAG AT
CTACGG TGT TCG CGA GTT CG
CAT CAG GAA GGT GGA GGT GT
CTC AAG CGG GCT GGG TTA CC
GCATCT CTC CCG CAAGGACT
TACCGCCTTTGA GTG AGC TG
CGA TAG CAT TCT GAG ACG CT
REFERENCIA

GGC AGT GGA AAC CGA CAT TG Este trabajo
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rpoD b TTT CGATTT CGC CTT CACGT Este trabajo

aacCl a TGG CGG TACTTG GGT CGATA Flores (No publicado)
aacClb CGT GCAAGC AGATTACGG TG Flores (No publicado)
aroB a GTT ATCCTC CCT GACGGCG Garcia et al. 2017
aroB b ACC AGC GTAGTATCG CGA CC Garcia et al. 2017
tktA a AGT CCT GTG GCG TGATTT CC Flores et al. 2005
tktA b AGA TCA GCATGG AGCCGTG Flores et al. 2005
aroG a GTC GGCTTC AAA AAT GGCAC Garcia et al. 2017
aroG b CCCCATTTC GTT ACG GACAG Garcia et al. 2017
aroD a AGC CGA AGA AAT CATTGC CC Garcia et al. 2017
aroD b ACG TCAGCACATCGCTGGTA Garcia et al. 2017
aroE a AAT CCG ATA GCC CAC AGC AA Garcia et al. 2017
aroE b TCATTG ATG GGT GCC AAC AC Garcia et al. 2017

En morado se muestra la secuencia afiadida a los primers para realizar la digestién con Hindlll, en
rojo la secuencia de homologia con el extremo 5°del cassete de resistencia a kanamicinay en
verde para el extremo 3".
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Anexo Il: Metodologia para la extraccion de ADN cromosomal con el kit UltraClean™
Microbial DNA isolation (MOBIO®).

1.

10.

11

12.

Se centrifugd a 10,000 rpm/1 min 1.8 mL de la suspensién saturada del microorganismo
al que se le realizé la extraccién de ADN cromosomal.

El “pellet” se resuspendié en 300 pL de la solucién “MicroBead”, se mezclé con el vértex
y se transfirio todo el volumen al tubo “MicroBead”.

Se agregaron 50 pL de la solucion “MD1” al mismo tubo y se mezclé en el vértex a
maxima velocidad por 10 minutos.

Se centrifugd a 10,000 rpm/30 s y el sobrenadante se transfirié a un tubo colector de 2
mL.

Se afladieron 100 pL de la solucién “MD2” al sobrenadante y se homogeneizé en el
vortex por 5 segundos. La solucion se incubé a 4 °C/5 min.

Se centrifugd a 10,000 rpm/1 min y el sobrenadante se transfirié a un tubo colector de
2 mL.

Se agregaron 900 pL de la solucién “MD3” y se mezclé en el vértex durante 5 segundos.

Se transfirié 700 uL dentro del tubo “Spin Filter” y se centrifugd a 10,000 rpom/ 30 s. Se
descarté el sobrenadante, se repitio este paso con el resto del volumen de la solucién
anterior.

Se afiadieron 300 uL de la solucion “MD4”, se centrifugd a 10,000 rpm/30 sy se descarto
el sobrenadante.

Se centrifugd de nuevo la solucién a 10,000 rpm/1 min y se descarto el sobrenadante.
El filtro de este tubo se transfirié a un tubo colector nuevo de 2 mL.

. Se agregaron 50 pL de la solucion “MD5” en el centro del filtro y se centrifugé a 10,000

rom/30 s.

Se descarté el filtro y se almacend la soluciéon con ADN a -20 °C.
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Anexo lll: Metodologia para la purificacion de DNA con el kit GeneJET Gel Extraction
(Thermo Scientific®).

1.

Se cortd la banda de interés a partir del gel electroforesis la cual, se colocé en tubos de
1.5 mL.

Se agregd un volumen equivalente (relacién peso:volumen) del buffer de unidén y se
incubd durante 10 min a 60 °C durante 10 min.

Se transfirié hasta 800 pL de la solucién a la columna “GenelET purification”, se
centrifugé durante 1 min a 13,200 rpm y se desechd el sobrenadante. Este paso se
repitié hasta pasar todo el volumen de la primera solucién por la columna.

Se agregaron 700 uL de la solucién de lavado a la columna y se centrifugd dos veces bajo
las condiciones anteriores desechando el sobrenadante.

La columna se colocé en un tubo nuevo, se agregaron 50 L del buffer de elucién y se
centrifugd a 13,200 rpm/2 min.

El sobrenadante obtenido contiene el DNA purificado y se almacend a -20 °C hasta su
uso.

Anexo IV: Metodologia de clonacién implementando el kit TOPO® XL PCR cloning
(Invitrogen™).

1.

Se prepard una mezcla de reaccion que contenia 4 uL del amplicén purificado y 1 uL del

vector pCR-XL-TOPO® y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente.

2. Transcurrido el tiempo, se afiadié 1 pL de la solucién 6X TOPO® Cloning Stop Solution.

La mezcla obtenida fue electrotransformada en E. coli DH5a.
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Anexo V: Resultados de RT-qPCR.

Muestra

Ct

W1tGlcl aroB

28.5211

A25Gly3 tktA

17.2337

A25Glcl aroD

17.1331

W1tGlc2 aroB

28.2164

A25GlIcl tktA

22.0836

A25Glc2 aroD

17.2144

W1tGlc3 aroB

28.4835

A25Glc2 tktA

18.3807

A25GlIc3 aroD

17.0329

W1tGly1 aroB

28.2262

A25GlIc3 tktA

18.486

A25Glyl aroD

16.4921

W1tGly2 aroB

27.9205

A35Gly1 tktA

18.3353

A25Gly2 aroD

16.2896

W1tGly3 aroB

28.2913

A35Gly2 tktA

19.3122

A25Gly3 aroD

14.4697

A25Glc1 aroB

22.0343

WtGlcl aroG

28.0919

A35Glcl aroD

18.9258

A25GlIc2 aroB

22.4574

WtGlc2 aroG

28.2719

A35Glc2 aroD

16.0291

A25GIc3 aroB

22.312

WtGlc3 aroG

28.2915

A35GIc3 aroD

15.6173

A25Glyl aroB

21.5191

W1tGly1 aroG

28.0262

A35Glyl aroD

16.0936

A25Gly2 aroB

21.8863

W1tGly2 aroG

28.3614

A35Gly2 aroD

16.9944

A25Gly3 aroB

19.2462

W1tGly3 aroG

28.2859

A35Gly3 aroD

16.5786

A35Glc1 aroB

24.168

A25Glcl aroG

19.4065

W1tGlc1 aroE

29.1307

A35GlIc2 aroB

20.4035

A25Glc2 aroG

19.55

W1tGlc2 aroE

29.5409

A35GIc3 aroB

20.4408

A25Glc3 aroG

18.7757

W1tGlc3 aroE

29.5779

A35Glyl aroB

20.5798

A25Glyl aroG

19.0889

W1tGly1 aroE

29.1607

A35Gly2 aroB

21.8783

A25Gly2 aroG

18.423

W1tGly2 aroE

29.788

A35Gly3 aroB

21.4407

A25Gly3 aroG

16.2224

W1tGly3 aroE

29.1296

WitGlcl tktA

28.0873

A35Glcl aroG

20.5767

A25Glc1 aroE

17.7804

WitGlc2 tktA

29.0308

A35Glc2 aroG

15.9989

A25Glc2 aroE

16.3631

WtGlc3 tktA

28.997

A35Glc3 aroG

15.9021

A25Glc3 aroE

17.3255

WitGly1 tktA

29.012

A35Glyl aroG

15.9502

A25Gly1 aroE

17.5679

WitGly2 tktA

28.5245

A35Gly2 aroG

16.641

A25Gly2 aroE

17.4767

WitGly3 tktA

29.3363

A35Gly3 aroG

16.1079

A25Gly3 aroE

15.5355

A25GlIcl tktA

20.1843

WtGlcl aroD

30.2506

A35Glcl aroE

20.2358

A25Glc2 tktA

20.4514

WtGlc2 aroD

29.5082

A35Glc2 aroE

16.9005

A25GlIc3 tktA

20.175

W1tGlc3 aroD

31.2313

A35Glc3 aroE

16.7258

A25Gly1 tktA

19.397

W1tGly1 aroD

29.7225

A35Glyl aroE

16.8326

A25Gly2 tktA

19.3807

W1tGly2 aroD

30.8701

A35Gly2 aroE

17.4456

W1tGly3 aroD

29.5437
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