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1. Resumen

En este trabajo se estudid el consumo de xilosa asociado a la eliminacion de dos
transportadores inespecificos de este azucar, AraFGH y GalP, en la cepa lactogénica JU15* de
E. coli. Los resultados revelan qgue mutantes de estos transportadores no presentan cambios en
la velocidad de crecimiento y en la velocidad especifica de consumo de xilosa. Posteriormente,
a las cepas mutantes de los genes araH, galP y araH-galP se les elimin6 el gen gatC S184L
para observar si el transportador que expresa este gen evita ver el efecto que conlleva la
eliminacion de los genes araH y galP. Sin embargo, no se observaron cambios significativos en
la velocidad de crecimiento y en la velocidad especifica de consumo de xilosa en las cepas
JU15* AaraH, JU15* AgalP y JU15* AaraH AgalP. Como resultado de la eliminacion del gen
gatC S184L, las velocidades de crecimiento y de consumo de xilosa disminuyeron 50 %, lo que
resalta la importancia de este sistema de transporte. En la cepa JU15* también se evalud la
eliminacién de la represion catabodlica por la pérdida del componente PtsG del sistema de
transporte PTS, mediante la eliminacion del gen que lo codifica, ptsG. La pérdida del principal
sistema de transporte de glucosa (PTS) muestra que en ausencia de represion catabolica se
lleva a cabo el consumo simultaneo de la glucosa y la xilosa. Sin embargo, el consumo de
glucosa y la velocidad de crecimiento disminuyeron 65 % con respecto a la cepa parental. En
este trabajo durante el cultivo de la cepa JU15* AptsG se observé que esta cepa habia
incrementado la velocidad de crecimiento a pesar de carecer del sistema PTS, lo que dio pauta
a la obtencion de una nueva cepa denominada JU15* AptsG variante. Como una estrategia
para mejorar el consumo de glucosa, en las cepas JU15* AptsG y JU15* AptsG variante, se
evaluo el efecto que conlleva la pérdida del regulador del operon de galactosa, GalR, mediante
la eliminacion del gen galR. Esta estrategia incrementd 15 % la velocidad de consumo de
glucosa en la cepa JU15* AptsG y la disminuy6 40 % en la cepa JU15* AptsG variante, lo que
sugiere que GalR regula de forma positiva y negativa los genes relacionados al metabolismo de
glucosa. Debido a que la cepa JU15* AptsG variante alcanzo el 75 % de los valores reportados
en la cepa JU15* respecto a las velocidades de crecimiento y de consumo de glucosa, se optd
por hacer evolucién adaptativa en laboratorio de la cepa JU15* AptsG con el objetivo de
incrementar la velocidad de crecimiento y la velocidad de consumo de glucosa. Durante 16
pases en serie se obtuvo en aproximadamente 100 generaciones una cepa que aumenté 1.3
veces la velocidad de crecimiento y 1.6 veces la velocidad de consumo de glucosa.
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2. Introduccién

La ingenieria genética ha puesto en el horizonte a la bacteria Escherichia coli como una opcién
para la produccién de compuestos de interés industrial, mediante procesos de fermentacion.
Esto, debido a que se tiene amplio conocimiento de su metabolismo, consume una amplia
variedad de fuentes de carbono, tiene requerimientos nutricionales simples, presenta un
crecimiento rapido y su manipulacion genética es relativamente sencilla, en comparacion con
otros microorganismos. En busca de optimizar los procesos de fermentacion y reducir los
costos de operacion, se han evaluado diferentes fuentes de carbono. En afos recientes, el
aprovechamiento de hidrolizados de fibras de materiales vegetales, como son los residuos
lignocelulésicos y agroindustriales, para la produccion de azucares fermentables, se ha
convertido en una opcion viable; ya que son fuentes econdémicas, amigables con el medio
ambiente, no comprometen el uso de alimentos como materia prima y su disponibilidad es
elevada. No obstante, a partir de este tipo de residuos se obtienen mezclas heterogéneas de
azlcares, como son hexosas y pentosas, que en la practica afectan los procesos de
fermentacion. La principal problematica es el fenomeno de represion catabdlica, ejercido por la
glucosa, el cual limita el consumo simultaneo de las fuentes de carbono obtenidas (Escalante et
al., 2009). La xilosa es el segundo azucar mas abundante en la naturaleza y junto con la
glucosa, son los principales azucares que se obtienen a partir de los hidrolizados de la fraccion
de hemicelulosa, presente en la lignocelulosa. Aunque también se encuentran, pero en
proporcion baja, otros azucares como galactosa, manosa y arabinosa. (Ye et al., 2013). Debido
a que E. coli puede metabolizar pentosas, la xilosa puede ser aprovechada como fuente de
carbono para la produccion de &cidos organicos y otros productos obtenidos por fermentacion
(Yu et al., 2011). Las proteinas transportadoras que se encuentran en la membrana plasmatica,
de las bacterias, son cruciales para la permeabilidad selectiva de nutrientes y metabolitos.
Estas proteinas regulan el transporte activo y pasivo de solutos pequefios, como
monosacaridos, a través de la membrana celular (Jojima et al., 2010). La internalizacion de
azucares en la bacteria, mediante transportadores especificos e inespecificos, representa una
limitante para su crecimiento y la produccion de compuestos de interés. Para hacer frente a

estas desventajas, una de las estrategias se ha enfocado en la eliminacién del sistema de
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transporte PTS con el objetivo de inhibir la represion catabdlica que tiene la glucosa sobre otros
azucares. Por otra parte, en el caso de la xilosa, la eliminacion del principal transportador de
esta fuente de carbono, XylFGH, le permite ahorrar a la bacteria el ATP que consume este
transportador para la internalizacion de xilosa. En este sentido, se ha reportado que la
eliminacion de XylFGH incrementa la velocidad de crecimiento en condiciones de fermentacion

en cultivos con xilosa (Utrilla et al., 2012; Khunnonkwao et al. 2018).
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3. Marco teoérico

3.1. Generalidades de sistemas de transporte de azlucares en E. coli

La presencia de proteinas transportadoras de elevada especificidad provee la primera barrera
de regulacion entre un organismo y su entorno. Los sistemas de transporte juegan un papel
importante en el crecimiento celular, homeostasis, metabolismo y transduccién de sefales
(Yan, 2015). El transporte de azlcares en bacterias involucra la translocacion de estos
compuestos desde el medio ambiente hacia el interior de la célula mediante proteinas de
membrana. De forma global, los transportadores de azucares en E. coli se clasifican en tres
grupos: el sistema de transporte de fosfotransferasa, la super familia del facilitador principal y
los transportadores de casete de union a ATP (Figura 1); también conocidos por sus

abreviaturas en inglés como: PTS, MFS y ABC, respectivamente (Guan, 2004).

El sistema PTS es una familia de transportadores que se encuentra solamente en bacterias y
juegan un papel importante en el fendbmeno de represion catabdlica. Este sistema esta
conformado por tres proteinas: enzima | (El), proteina histidina (HPr), enzima Il A (EIIA) y
enzima Il BC (EIIBC). Estas proteinas estan acopladas a un proceso de transferencia de grupo
fosfato. Todas las reacciones de transferencia del grupo fosfato entre las proteinas del sistema
PTS son reversibles y el fosfoenolpiruvato funge como activador energético de este sistema, ya
qgue es quien proporciona el grupo fosfato, por lo que se trata de un transporte activo o
primario. Una caracteristica de este transporte es que el sustrato, en este caso el azlcar, entra
a la célula en un estado activado, es decir, el sistema fosforila al azicar durante su transporte
(Gorke y Stulken, 2008).

El sistema de transporte MFS es una familia de proteinas que internaliza iones y solutos a
través de la membrana por mecanismos de difusién facilitada, simporte o antiporte. Estos dos
altimos mecanismos utilizan la energia de gradiente electroquimico para el transporte de
solutos. En el caso del transporte de azucares en E. coli principalmente se lleva a cabo por
simportes de protones, donde el sustrato y un ion hidronio son cotransportados al interior de la
célula. Dado que la energia para el transporte proviene de gradientes electroquimicos, este tipo

de sistemas no consumen energia a partir de donadores de grupo fosfato, por lo que son
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transportes pasivos o también llamados secundarios. Sin embargo, esto limita su capacidad de
transporte, ademas de que el azucar no entra fosforilado a la célula. Con relacién a su
estructura y de forma general, los simportes de protones se conforman de una proteina,

acoplada a membrana con dos dominios denominados N y C (Yan, 2015; Harris et al. 2017).

Periplasma

Membrana celular

ATP ADP + Pi Q"

ABC MFS
(Simporte)

OFosfoenoIpiruvato ——Piruvato

Citoplasma

Figura 1. Sistemas de transporte de azucares en E. coli. El transportador de tipo ABC hidroliza
ATP para el transporte del azucar. El simporte MFS internaliza el azicar mediante gradiente
electroquimico de protones. El sistema PTS acopla la transferencia del grupo fosfato del
fosfoenolpiruvato a un sistema de proteinas para la internalizacion del azucar.

La familia de transportadores de tipo ABC se compone de 3 estructuras. La primera es una
proteina acoplada a membrana que posee dos dominios transmembranales, uno de cada lado
de la membrana, la cual funge como el canal de transporte. La segunda estructura consta de
dos dominios de union a nucleétido localizados en la parte interna de la membrana, los cuales
representan el motor del transportador, ya que la interaccion de estos dominios admite la unién

e hidrolisis del ATP, lo que genera cambios conformacionales que permiten abrir o cerrar el
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canal de transporte. Por ultimo, la tercera estructura es una proteina soluble localizada en el
espacio periplasmico de E. coli, la cual se encarga de capturar y entregar el sustrato al
transportador, debido a que interactia con el dominio transmembranal de la proteina acoplada
a membrana (Moussatova et al., 2008). El consumo de ATP indica que se trata de un sistema
de transporte activo. Sin embargo, a diferencia del sistema PTS, los transportadores de tipo

ABC no incorporan el grupo fosfato al azacar durante su transporte.

3.2. Sistemas de transporte de glucosa en E. coli

En bacterias Gram negativas, la internalizacion de glucosa requiere superar dos envolturas
celulares, una membrana externa, que recubre la pared celular, y una membrana
citoplasmatica. El transporte de glucosa en E. coli implica, en un primer paso, atravesar la
membrana externa a través de un sistema de porinas, las cuales son muy abundantes y
representan alrededor del 2% de todas las proteinas de la célula (Nikaido, 1996). En
concentraciones superiores a 0.2 mM de glucosa, esta fuente de carbono es internalizada
principalmente por las porinas OmpC y OmpF (Death et al., 1993). De esta ultima, se ha
demostrado in vitro que su capacidad de difusion es mayor que la primera (Nikaido y
Rosenberg, 1983). Bajo condiciones de limitacion de glucosa, se induce la expresion de la
glicoporina LamB, la cual contribuye con alrededor de 70% de la capacidad total de transporte

de glucosa, en las condiciones mencionadas (Death et al., 1993).

El sistema de transporte PTS es el principal sistema que posee E. coli para internalizar glucosa,
una vez gque ésta se encuentra en el espacio periplasmico (Figura 2). Los componentes de este
sistema de transporte son: La enzima | (El), la proteina de histidina (HPr), la enzima IlA (EIIA) y
la enzima 1IBC (EIIB y EIIC). Las tres primeras proteinas son solubles y se encuentran en el
citosol, mientras que la ultima tiene sus dos componentes unidos a membrana. Este conjunto
de proteinas esta acoplado a un proceso de transferencia de grupo fosfato y cerca del 50% de
fosfoenolpiruvato disponible en E. coli se destina como donador energético de este sistema
(Flores et al., 2005).
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Figura 2. Mecanismo de transporte de glucosa a través del sistema PTS. Este sistema es el
principal transportador de glucosa en E. coli, ademas regula la represion catabolica. Al agotarse
la glucosa disponible en el ambiente, los niveles de la EIIA fosforilada incrementan, lo que
desencadena la formacion del complejo Crp-AMPc. Este complejo permite la expresion de
genes del metabolismo de azlcares.

El se encuentra codificada en el gen ptsl y posee un sitio de unidn que reconoce el
fosfoenolpiruvato, el cual utiliza como donador de grupo fosfato. En presencia de ion magnesio
(Mg 2%), El es fosforilada (EI-P), a partir de PEP, y transfiere este grupo fosfato a la proteina de
histidina. HPr es una proteina codificada en el gen ptsH, la cual es fosforilada en su residuo de
histidina 15 por EI-P. La enzima IlA se encuentra codifica en el gen crr y su funcién es transferir
el grupo fosfato de su residuo de histidina, el cual previamente fue donado por HPr-P, hacia el
componente EIIB. EIICB es una proteina codificada en el gen ptsG, la cual consta de dos
dominios. El primer dominio es EIIC y se trata de dominio hidrofébico, anclado a la membrana,
gue posee un sitio de union a glucosa. El segundo es EIIB, el cual es un dominio hidrofilico que
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se encuentra expuesto en la parte citosélica de la membrana y cuya funcién es transferir el
grupo fosfato de EIIA-P hacia la glucosa. EIICB funge como una permeasa que de manera
simultanea internaliza y fosforila la glucosa que entra a la célula. Como se describe mas

adelante, el sistema PTS esta involucrado en el fendmeno de represion catabdlica.

Existen vias alternas al sistema de transporte PTS, por las cuales la glucosa es internalizada
hacia la célula. Dado que la glucosa es un diasteroisdmero de la galactosa; la glucosa puede
ser reconocida y transportada por los dos principales sistemas de transporte de este isdbmero
conformacional. El primer sistema es un simporte de protones de baja afinidad denominado
GalP, el cual se encuentra codificado en el gen galP. El segundo sistema es un casete de tipo
ABC denominado MgIABC. Este ultimo sistema esta codificado en el operon mgl y esta
conformado por los genes mgIB mglA y mgIC, los cuales se expresan en ese orden. MgIB es la
proteina periplasmica que reconoce a la galactosa y la glucosa, MglA funge como la proteina
de union a ATP y MgIC es el componente de transporte unido a membrana (Death y Ferenci,
1994). La expresion de ambos sistemas se encuentra regulada por las proteinas GalR y GalS,
codificadas en los genes galR y galS, respectivamente. La proteina GalR reprime
principalmente la expresion del gen galP, mientras que la proteina GalS se encarga de reprimir
la expresion del operén mgl. No obstante, se ha reportado que ambas proteinas pueden
entrecruzar la regulacién, ya que sus secuencias reconocen los mismos operadores, pero
interaccionan con diferente afinidad. Componentes del sistema PTS, analogos al sistema PTS
de glucosa, también representan una via alterna por donde esta fuente de carbono es
internalizada en E. coli. Entre ellos se encuentran la permeasa de manosa EIlIDMa", codificada
en los genes manXYZ; la subunidad transportadora especifica de fructosa EIIBCF", codificada
en el gen fruA; y la subunidad transportadora especifica B-glucosidasa EIIC, codificada en el
gen bglF (Luo et al., 2014).
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3.3. Represién por catabolito de carbono

La mayoria de las bacterias son selectivas al consumo de sustratos a partir de mezclas con
diferentes fuentes de carbono, es decir, tienen un consumo jerarquico de azUcares. La
regulacion de este mecanismo se conoce como represion por catabolito de carbono (CCR,
carbon catabolite repression, por sus siglas en inglés) o simplemente represion catabdlica.
CCR es uno de los sistemas de regulacion mas importantes en bacterias y aproximadamente
entre 5y 10% de todos los genes bacterianos se encuentran bajo su control (Gorke y Stilken,
2008). Este mecanismo de regulacion les permite a las bacterias adaptarse rapidamente a la
fuente de carbono preferida que se encuentre disponible en el ambiente, esto lo logran
mediante la inhibicion de la expresion de genes relacionados al metabolismo de azucares que
se encuentran en el medio junto con la fuente de carbono preferida (Deutscher 2008). En E.
coli, los componentes principales de esta via de regulacion son: la enzima IIAGC (EIIA),
adenilato ciclasa (AC), adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y la proteina receptora de AMPc
(Crp). Durante la internalizacion de glucosa, el grupo fosfato es transferido de P-EIIA® hacia el
azucar a través del componente EIIBC. La transferencia del grupo fosfato implica que EIIA® se
encuentre en un estado desfosforilado, dado que el fosfato tiene que ser transferido para
internalizar la fuente de carbono. El transporte de glucosa, a través del sistema PTS, demanda
el consumo de fosfoenolpiruvato. Este hecho, desvia una parte del flujo de PEP hacia el
sistema de transporte PTS y evita que se produzca ATP en la via glucolitica, el cual es el
precursor para la producciéon de AMPc. Se ha reportado que la expresion de genes
involucrados en el metabolismo de azlUcares no esta asociada a los niveles de AMPc. Mas
bien, ello depende del estado fosforilado de EIIACC, |a relacion de PEP a piruvato es el factor
principal que controla el nivel de fosforilacién de EIIA®® (Hogema et al.,1998). Cuando EIIAC
no esta fosforilado interacciona con permeasas de azucares, que no utilizan el sistema PTS,
como son lactosa, maltosa, melibiosa y rafinosa. Esta interaccion bloquea la internalizacion de
estas fuentes de carbono y en consecuencia evita que activen la expresion de genes
implicados en su metabolismo. Este fenomeno que involucra el bloqueo de permeasas por
EIIAC se conoce como exclusion de inductor. En ausencia de glucosa, EIIA®C se encuentra

predominantemente en estado fosforilado. Esto permite que P-EIIACS active la enzima de
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membrana AC, mediante la transferencia del grupo fosfato (Stilke y Hillen, 1999). P-AC
cataliza la produccion de AMPc a partir de ATP. El incremento en los niveles de AMPc activa a
la proteina receptora de AMPc, Crp, lo cual forma el complejo AMPc-Crp. Este complejo activo
reconoce secuencias promotoras y en consecuencia regula de forma positiva la expresion de
genes y operones que codifican proteinas involucradas en el metabolismo de otros azucares,
cuya internalizacidbn no se realiza a través del sistema PTS, como son transportadores y
enzimas. Como se ha descrito, la regulacion de CCR se realiza mediante la modulacion del
estado fosforilado de EIIA®C, por lo que esta enzima desempefia un papel importante en el
fenémeno de represion catabdlica, junto con el regulador maestro Crp (Figura 2).

3.4. Sistemas de transporte de xilosa en E. coli

Existen tres vias diferentes por las que la xilosa es internalizada por E. coli (Figura 3). A

continuacion, se describen estas vias en orden de mayor a menor jerarquia.

La primera involucra un transportador de alta afinidad de tipo ABC, denominado transportador
XylFGH. Este sistema consta de tres proteinas, XylF, XylG y XylH, codificadas en el operon
xylFGH, el cual esta regulado positivamente por XyIR (Song y Park, 1997). La proteina XyIF se
encuentra soluble en el espacio periplasmico y se encarga de capturar xilosa y entregarla a la
permeasa de membrana (Alhem et al.,1982). El componente XylG es la proteina de union ATP
y se encuentra en la parte interna unida a la membrana. Por ultimo, XylH es la proteina que

esté integrada a membrana y tiene actividad permeasa (Sofia et al., 1994).

La segunda via involucra la proteina XylE, el cual es un transportador que pertenece al sistema
MFS. Se trata de un simporte de baja afinidad cuya actividad es impulsada por la fuerza protén
motriz, es decir, la internalizacion de xilosa se lleva a cabo por un gradiente electroquimico de
protones. La proteina XylE se encuentra codificada en el gen xylE, cuya expresién también
esta regulada por xylIR. (Luo et al., 2014). Se ha evaluado el crecimiento de E. coli en cepas
mutantes de los genes xylG y xylE, pero no de ambos. La eliminacion de xylG disminuye el
crecimiento celular 47% en condiciones aerobias con xilosa 40 mM, mientras que, en
condiciones anaerobias con xilosa 60 mM, el crecimiento disminuye 84%. Bajo las mismas

condiciones, se reportdé que la eliminacion del gen xylE disminuye el crecimiento celular 9% y

20



21%, respectivamente (Hasona et al., 2004). Por otro lado, los valores de la constante de
Michaelis-Menten, Ku, nos permiten comparar la afinidad que tienen estos transportadores por
la xilosa. XylE tiene una Kwm entre 63 y 169 uM, mientras que XylFGH tiene una Ku entre 0.2y 4
UM (Sumiya et al., 1995). Esto revela la importancia de XylFGH como la principal via de
transporte xilosa en E. coli.

La tercera via fue reportada al observar que cepas mutantes de los dos sistemas principales de
transporte de xilosa, XylFGH y XylE, adn eran capaces de transportar este azucar. Esta via la
conforma un conjunto de transportadores que no son especificos para xilosa y sin embargo han
demostrado capacidad de internalizarla. En este contexto, hay que destacar la diversidad de la
naturaleza y por lo tanto de los diferentes mecanismos de transporte de los sistemas
reportados. De forma anédloga a los sistemas XylFGH y XylE, la arabinosa es internalizada por
los transportadores AraFGH y AraE, aunque contrario a la xilosa, el transporte de arabinosa se
realiza principalmente por el simporte de protones AraE. Ambos sistemas son capaces de
reconocer a la xilosa e internalizarla (Desai y Rao, 2009). Por lo cual, este conocimiento ha
permitido la expresion heter6loga de simportes ArakE en E. coli, debido a la identidad que
comparte su secuencia con XylE (Maiden et al., 1987), para incrementar el consumo de xilosa
durante la produccién de metabolitos de valor agregado (Bai et al., 2016). Ademas de
internalizar galactosa y glucosa, GalP también es capaz de transportar xilosa (McDonald et al.,
1997), ya que su secuencia comparte 64% de identidad con el transportador ArakE y 34% de
identidad con XylE en E. coli. Por ultimo, la permeasa GatC, la cual representa el componente
EIIC del sistema PTS de galactitol, también ha demostrado capacidad de transporte xilosa
(Utrilla et al., 2012). Ademas de los transportadores inespecificos que se citaron, también se ha
sugerido la existencia de un mecanismo de transporte de xilosa por difusion a través de la
membrana (Khankal et al., 2008; Sacerdote y Szostak, 2005).
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Figura 3. Internalizacién de xilosa a través de sus sistemas de transporte. XyIFGH es un
transportador de tipo ABC y es el principal sistema de internalizacion de xilosa en E. coli. XylE
es un simporte de protones y es el segundo transportador de xilosa. Existen otros
transportadores que no son especificos para la xilosa, pero pueden internalizarla como los de
arabinosa, AraFGH y AraE.

3.5. Metabolismo de glucosay xilosa en E. coli

El sistema de transporte PTS es el encargado de llevar a cabo la internalizacion de la glucosa,
este azlcar entra al citosol de la bacteria como glucosa 6-fosfato. Cuando la glucosa es
transportada a través de sistemas no PTS, su fosforilacion se realiza en citosol por la enzima
glucoquinasa, o también llamada GIlk (Lunin et al.,2004). La fosforilacién de la glucosa en el
carbono seis, es una limitante para el metabolismo de esta fuente de carbono. En condiciones
aerobias, el 76% de la glucosa 6-fosfato se metaboliza por via de la glucolisis y el 24% restante

por via de las pentosas fosfato. Por el contrario, en condiciones anaerobias, el 92% de la
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glucosa 6-fosfato se metaboliza por la via de la glucdlisis y el 8% restante por la via de las

pentosas fosfato (Gonzalez et al., 2017).

En el caso de la xilosa (Figura 3), su internalizacién principalmente se lleva a cabo por los
transportadores Xyl[FGH y XylE. Dentro de la bacteria, la xilosa es convertida en xilulosa por la
xilosa isomerasa, enzima codificada en el gen xylA. Posteriormente, la xilulosa es fosforilada en
el carbono 5 por accién de la xiluloquinasa, enzima codificada en el gen xylB (Jagtap y Rao
2018; Kim y Woo, 2018). La expresion de las 2 enzimas, codificadas en el operén xylAB, es
regulada de forma positiva por XylR (Song y Park, 1997). Sin importar las condiciones de
oxigenacion, la xilulosa 5-fosfato es metabolizada por las enzimas de la fase no oxidativa de la
via de las pentosas, para poder ingresar a la via de la glucélisis como fructosa 6-fosfato y

gliceraldehido 3-fosfato (Desai y Rao, 2009).
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4. Antecedentes

4.1. Eliminacién de transportadores de xilosa y de glucosa en cepas de E. coli para el

consumo de estas fuentes de carbono

La eliminacién de transportadores de xilosa y de glucosa en cepas de E. coli es una estrategia
que se ha llevado a cabo con el objetivo de optimizar el consumo de xilosa y de inhibir el
mecanismo de CCR. Aunque también permite evaluar el grado en que un sistema de transporte
contribuye al consumo de la fuente de carbono evaluada. En el caso de xilosa esta estrategia
se ha aplicado en cepas productoras de &cido lactico y acido succinico (Utrilla et al., 2012;
Khunnonkwao et al. 2018). Donde, debido a que el proceso de fermentacion de xilosa tiene
baja produccion de ATP. La eliminacion del transportador de tipo ABC, XylFGH, permite ahorrar
equivalentes energéticos que son requeridos durante la fermentacion, por lo que el crecimiento
de la cepa incrementa. En otro trabajo, con la finalidad de desarrollar una cepa con capacidad
disminuida de consumo de xilosa, se llevé a cabo la eliminacion, de manera secuencial, de los
genes xylFGH, araH, xylE, araE, galP y gatC en la cepa lactogénica CL3 (fondo genético
MG1655 ApflB AfrdA AadhE). Al evaluar los parametros cinéticos del proceso de fermentacion
de xilosa, se observé que las eliminaciones de los genes araH, sobre el fondo genético CL3
AxylFGH, y galP, sobre el fondo genético CL3 AxylFGH AaraH AxylE AaraE, conllevan a un
incremento en las velocidades de crecimiento y de consumo de xilosa, en comparacioén con sus
respectivas cepas antecesoras (Tabla 1). Los resultados sugieren que la eliminacion de los
genes araH y galP tienen un papel regulatorio en el transporte de xilosa en la cepa CL3 de E.
coli. El incremento de los valores de la velocidad de crecimiento y la velocidad de consumo de
xilosa reportados en la mutante del gen araH podria estar asociado al ahorro energético, ya
qgue este transportador consume una molécula de ATP en la internalizacion de xilosa. En el
caso del gen galP, el aumento de los valores en los mismos parametros cinéticos que para la
mutante araH, podria relacionarse con el flujo de protones que se pierde con la eliminacion del
transportador simporte GalP. Esta pérdida podria generar un gradiente de membrana que
favorece la internalizacién de xilosa a través de otros transportadores inespecificos aun no

reportados (32 via de transporte).
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Tabla 1. Cepas de mutantes de los transportadores de xilosa (Adaptado de Roncancio 2017).
Valores promedio reportados de la fermentacion de 40 g/L de xilosa en medio AM1 en

condiciones no aireadas.

Cepa Cepas obtenidas por eliminaciones secuenciales
parental
. CL3
Parametro CL3 AxyIFGH |CL3 AxyIFGH
(MG1655 | ) 5 aAxyirgH | CE3 AVIFGH | Ao raH AxylE | AaraH AxylE
ApflB AfrdA AaraH AaraE AaraE AgalP
AadhE) g
Ve'oc'dad“d(iﬁgec'm'e”to 0.09620.003 | 0.061+0.018 | 0.138+0.026 | 0.0630.006 | 0.098+0.011
Velocidad especifica de
consumo de xilosa, 0.89+0.03 0.28+0.02 0.59+0.04 0.33+0.06 0.82+0.02
fase exponencial
Qs (g xilosa /g DCW*h)

Por otro lado, mutantes de los componentes del sistema PTS, mediante la eliminacion de los
genes que codifican para algunos de sus componentes, ha permitido el desarrollo de cepas de
E. coli que son capaces de consumir simultaneamente diferentes fuentes de carbono. En este
sentido, de forma general se podria agrupar en dos las estrategias que se han utilizado para
favorecer el consumo simultaneo de glucosa y xilosa. La primera estrategia tiene como objetivo
eliminar el componente EIIBCC° del sistema PTS. Como ya se mencion0, esta proteina,
codificada en el gen ptsG, tiene actividad de permeasa. Su eliminacion incrementa los niveles
de EIIA fosforilada, por lo que se inhibe el fendmeno de CCR. No obstante, la presencia de
azucares PTS, diferentes a la glucosa, estimulan la represion catabdlica. La segunda estrategia
implica la eliminacién de los componentes globales o candnicos del sistema PTS. Los cuales
son las proteinas El, HPr y EllA; codificadas en los genes ptsl, ptsH y crr, respectivamente. La
eliminacién de estos componentes globales suprime el fendbmeno de CCR ejercido por
cualquier azlucar que es transportada por el sistema PTS. Otra aplicacibn que tiene la
eliminacion del sistema PTS, es el redireccionamiento del flujo de fosfoenolpiruvato hacia la
glucdlisis y otras vias metabolicas. Se ha reportado que esto conlleva a la diminucién de la

produccion de acetato en cepas de E. coli PTS'. Por lo que existe un mejor aprovechamiento de
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los esqueletos de carbono, como por ejemplo en la produccién de aminoacidos aromaticos
(Escalante et al., 2010; Wei et al., 2016). No obstante, la eliminacién de los componentes del
sistema PTSC conlleva a la diminucién de las velocidades de consumo de glucosa y de
crecimiento. Con el objetivo de recuperar las velocidades de crecimiento y de consumo de
glucosa se han aplicado estrategias de sobreexpresién del simporte GalP junto con la enzima
Glk. Esto ha permitido recuperar de forma significativa el consumo de glucosa (Hernandez et
al., 2003; Lu et al., 2012; Wei et al., 2016). La evolucién adaptativa representa una opcion para
revertir el fenotipo de consumo de glucosa bajo, ademas de que se puede obtener informacion
de los mecanismos fisiologicos y los genes implicados en el consumo de glucosa en cepas
PTS". Ello es posible mediante la aplicacibn de ingenieria reversa, la cual se apoya de
herramientas como la secuenciacion, cuantificacion de niveles de expresion de ARNm vy
fluxbmica. Esto ha permitido discernir que la pérdida del gen galR se asocia a la recuperacion
de los pardmetros ya mencionados en cepas de E. coli PTS glucosa* (Aguilar et al. en 2012).
Otros trabajos reportaron que mutaciones en los aminoacidos de la proteina GalR, los cuales
son esenciales para el reconocimiento de la secuencia del ADN asociada a la region
operadora, afectan la actividad represora de GalR y por lo tanto conlleva a la expresion del
simporte GalP (McCloskey et al., 2018).

4.2. CepaJuils

La cepa JU15 de E. coli fue disefiada mediante la aplicacion de herramientas de ingenieria
metabdlica y evolucién adaptativa. A partir de la cepa MG1655, la eliminacion de los genes
pflB, adhE y frdA permitié obtener una cepa productora de acido D-lactico con un rendimiento
de producto cercano al 90 %. En este sentido, la eliminacion de la enzima piruvato formato
liasa, codificada en el gen pflB, aumenta la disponibilidad de piruvato intracelular; por otra
parte, la eliminacion de las enzimas alcohol deshidrogenasa, codificada en el gen adhE, y
fumarato reductasa, codificada en el gen frdA, favorecen que el piruvato acumulado sea el
anico aceptor de electrones en condiciones de fermentacion, por lo que la produccién de acido
D-lactico es favorecida. Posteriormente, con la finalidad de mejorar el consumo de xilosa, se

elimino el operon xylFGH y se realizd un proceso de evolucion adaptativa de laboratorio.
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Resultado de este proceso se obtuvo la cepa JU15 cuya secuenciacion del genoma revel6 la
pérdida de un fragmento de 23.7 kb, la eliminacion de los genes midarpA y una sustitucion de
la serina 184 por una leucina en el gen gatC. La mutacion en el transportador de galactitol,
GatC S184L, es la causa del transporte eficiente de xilosa. La cepa JU15 es capaz de producir
acido D-lactico, a partir de pentosas y hexosas, con un elevado rendimiento y productividad,
cuyo fondo genético es MG1655 ApflIB AadhE AfrdA AxylFGH::KmR AmidarpA A23.7kb gatC
S184L (Utrilla, 2010). Para poder obtener mutantes de la cepa JU15, se elimind el casete de
resistencia a kanamicina que sustituia el operén xylFGH (Numeral 13.5), por lo que la nueva
cepa de trabajo se describe como JU15*.

5. Justificacion

El uso de xilosa 0 mezclas de glucosa-xilosa como fuentes de carbono, obtenidas a partir de
residuos lignocelulésicos, tienen una limitante durante la produccion fermentativa de acidos
organicos. Esto es debido al bajo consumo de xilosa y al fendmeno de represion catabdlica por
la glucosa en E. coli. Por lo que, se requiere disefiar nuevas estrategias enfocadas al consumo
y procesamiento de xilosa, asi como el desarrollo de cepas que puedan consumir de forma
simultdnea mezclas de glucosa-xilosa. La caracterizacion del consumo de azUucares en cepas
que tienen eliminados genes que codifican transportadores o proteinas reguladoras, permitira
obtener informacion acerca de los mecanismos implicados en la internalizacién de estas
fuentes de carbono. Con base en lo descrito en los antecedentes, la caracterizacion del efecto
que tiene la eliminacién de los genes araH y galP sobre consumo de xilosa en la cepa JU15*
de E. coli, asi como, la caracterizacion del efecto que tiene la eliminacion de los genes ptsG y
galR sobre el consumo de glucosa y la mezcla glucosa-xilosa. Representa una oportunidad

para la comprensién del consumo de estos azucares.
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6. Hipdtesis

La eliminacién de los genes araH y galP incrementard las velocidades especificas de
crecimiento y de consumo de xilosa en la cepa JU15* de E. coli. Por otra parte, la eliminacion
del componente PtsG, del sistema de transporte PTS, seguido de la eliminacion del gen
regulador galR permitird el consumo simultaneo de glucosa y xilosa, asi como un incremento

en la velocidad de consumo de glucosa.
7. Objetivos

7.1. Objetivo General

Obtener cepas mutantes de E. coli JU15* que presenten un incremento en la velocidad de
consumo de xilosa o un consumo simultaneo de glucosa-xilosa durante el proceso fermentativo

para la produccion de acido Dp-lactico.
7.2. Objetivos Especificos

%+ Construir cepas de E. coli JU15* carentes de los transportadores inespecificos de xilosa:
JU15* AaraH, JU15* AgalP y JU15* AaraH AgalP.

« Determinar los parametros cinéticos y estequiométricos de la fermentacion de xilosa a
acido D-lactico con la finalidad de evaluar el consumo de esta fuente de carbono, en las
cepas JU15* AaraH, JU15* AgalP y JU15* AaraH AgalP.

s Construir cepas de E. coli JU15* carentes del componente ptsG del sistema de
transporte PTS y galR: JU15* AptsG y JU15* AptsG AgalR.

% Evaluar el consumo de glucosa-xilosa y solamente glucosa, mediante la determinacion
de los pardmetros cinéticos y estequiométricos de la fermentacion de glucosa y mezclas
de estos azUcares para la produccion de acido D-lactico, en las cepas JU15* JU15*
AptsG y JU15* AptsG AgalR.
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8. Metodologia

8.1. Cepas, cebadores y plasmido utilizados

Tabla 2. Cepas de E. coli utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Referencia

JU15 Xr(2362575.3AlEt]:I3 aAtgdglAgﬁEﬂB AXYIFGH | rilla et al., 2012
JU15* AaraH JU15* AaraH::KmR Este trabajo
JU15* AgalP JU15* AgalP::KmR Este trabajo
JU15* AaraH AgalP |JU15* AaraH::FRT AgalP::KmR Este trabajo

JU15* AgatC S184L

JU15* AgatC S184L::KmR

Este trabajo

JU15* AaraH AgatC

S184L JU15* AaraH::FRT AgatC S184L::KmR | Este trabajo
*
é‘iéiLAga'P AgaIC | 51515% AgalP::FRT AgatC S184L::KmR | Este trabajo

JU15* AaraH AgalP

JU15* AaraH::

FRT AgalP::FRT AgatC

Este trabajo

AgatC S184L S184L::KmR

JU15* AptsG JU15* AptsG::KmR Este trabajo
*

JU15 AptsG JU15* AptsG::KmR variante Este trabajo

variante

JU15* AptsG AgalR | JU15* AptsG::FRT AgalR::KmR Este trabajo

JU15*AptsG variante
AgalR

JU15* AptsG::

AgalR::KmR

FRT variante

Este trabajo

JU15* AptsG
evolucionada

JU15* AptsG::

KmR evolucionada

Este trabajo
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Tabla 3. Cebadores utilizados en este trabajo.

Cebadores Secuencia (5" 23") Referencia
araH Fw |ATCACTTGCGGTTGCCAGTA
araH Rv | TGCCGATCACCACATTCGTT
galP Fw |GATGCTGCCGGTCTGAAGTA
galP Rv | CCGCAGTGAACACAGCGATA
ptsG Fw [TGGATCGGTTACTGGTGGAAAC
ptsG Rv |CGACAACTGGCAGCTGACATTT
galR Fw [AACCCGAAGTTGACTTCACC
galR Rv |GGGCGATGTCTTTACCCAGC
gatC Fw |TCTACGATGGCGGCGGAAGA
gatC Rv [CATCACGCCGCGAGCCAATA

k1 CAGTCATAGCCGAATAGCCT
k2 CGGTGCCCTGAATGAACTGC
k3 CTGACCGCTTCCTCGTGCTT

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

José Utrilla, 2010

Datsenko y Warner,
2000

Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 1.0 %
tefiidos con bromuro de etidio (tinciéon 1:10000) y se utiliz6 como referencia de peso molecular
la escalera de 1 kb marca INVITROGEN. Los geles se revelaron con un equipo

fotodocumentador marca BIO-RAD modelo GelDoc XR+.

Tabla 4. Plasmido utilizado en este trabajo.

Plasmido [Caracteristica Referencia
Plasmido termosensible que Datsenko y
pCP20 codifica para la FLP Warner 2000

recombinasa
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8.2. Construcciédn de las cepas

La construccién de las cepas derivadas de E. coli JU15* se llevd a cabo por el método de
transduccion con fagos. La colecciéon KEIO (Baba et al., 2006) se utiliz6 como cepa donadora
(Tabla 5), mientras que el fago P1 fue empleado como vector para transferir el material

genético de dicha coleccion a la cepa receptora.

Tabla 5.Cepas donadoras utilizadas en la transduccién con fagos.

Cepa
KEIO Genotipo

ECK1897 |MG1655 AaraH::KmR
ECK2938 |MG1655 AgalP::KmR

ECK1087 |MG1655 AptsG::KmR
ECK2835 |MG1655 AgalR::KmR
ECK2085 |MG1655 AgatC::KmR

Las cepas de la coleccion KEIO tienen sustituido el gen de interés por un gen que confiere
resistencia a kanamicina (KmR), el cual se encuentra flanqueado por sitios FRT (Flp recognition
target); por este motivo, las colonias obtenidas por transduccion fueron seleccionadas en
placas de agar LB (el medio Luria Broth contiene: 5 g/L de extracto de levadura, 15 g/L de

bactotriptona y 10 g/L de NaCl) con kanamicina a una concentracion final de 30 mg/L (km®9).

Las colonias que crecieron sobre el agar LB con kanamicina fueron elegidas al azar y mediante
PCR, a partir de una muestra de ADN cromosomal, se comprobd que el tamafio del producto
obtenido correspondiera al fragmento del gen que fue sustituido por el casete de resistencia de

kanamicina.

Para la produccion de las mutantes dobles o triples, las cepas parentales fueron transformadas
con el plasmido termosensible pCP20, con el objetivo de eliminar el gen de resistencia a
kanamicina. La comprobacion fenotipica de la pérdida del casete de resistencia se evaluo en
placas de agar LB y LB con km3°. La comprobacién genotipica se hizo por tamafio del producto

de PCR. La eliminacién del plasmido pCP20 se hizo mediante una serie de pases en placas de
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agar LB y LB con carbenicilina 100 mg/L que fueron incubados a 37 °C y 42 °C. Las cepas
mutantes JU15* Agen::FRT, ya sin el casete de resistencia, se utilizaron como cepas

receptoras para la construccion de las mutantes dobles y triples.
8.3. Medios de cultivo, condiciones y evaluacion de las cepas mutantes
a. Medio de cultivo

El medio AM1 es un medio mineral compuesto por 2.63 g/L (NH4)2HPOa4, 0.87 g/L NH4H2POa4,
MgSOa4-7H20 1.5 mM, solucion de elementos traza 1.5 mL/L, KCI 2.0 mM y Betaina 1.0 mM. La
solucion de los elementos traza contiene por litro: 1.6g FeCls, 0.2g CoCl2:6H20, 0.1g CuClz,
0.2g ZnCl2-4H20, 0.2g NazMoO4, 0.05g H3zBO3 y 0.33g MnCl2-4H20 (Martinez et al., 2007).

b. Condiciones de cultivo en los minifermentadores

Todos los cultivos se realizaron en minifermentadores con un volumen de trabajo de 200 mL de
medio mineral AM1 suplementado con citrato de sodio 0.1 g/L y con su respectiva fuente de
carbono, glucosa, xilosa 0 mezcla glucosa-xilosa, segun sea el caso. Las condiciones estandar
fueron: 37 °C de temperatura, 150 rpm de agitacion, sin aireacion (no se midié oxigeno disuelto

del cultivo) y con control de adicién de KOH 2 N para mantener el pH a 7.0.
c. Preparacion de stocks de crioviales de las cepas

A partir de una placa de agar LB con colonias de la cepa de interés, se seleccioné una colonia
y se inocul6 en un tubo de cultivo de 16 x 150 con 4 mL de LB, se afiadid6 kanamicina a una
concentracion final de 30 mg/L (sélo para las cepas con gen de resistencia a este antibiotico) y
se incub6 a 37 °C y 300 rpm de velocidad de agitacion durante 5 horas. Transcurrido este
tiempo, el cultivo se encontraba saturado y se inocul6 todo el contenido en un minifermentador
con medio mineral AM1 suplementado con glucosa o xilosa, en una concentracion de 20 g/L.
Se adicion6 kanamicina para tener una concentracion final de 30 ug/mL en el medio de cultivo,
s6lo para las cepas con gen de resistencia a este antibiotico. En un periodo de 14 horas, bajo
las condiciones estandar ya descritas, los cultivos alcanzaron aproximadamente 1.0 D.O.s00nm.
Se centrifugaron 25 mL de medio a 6000 rpm por 4 minutos a temperatura ambiente. Se

desecharon 20 mL del sobrenadante y el boton celular se resuspendio en los 5 mL restantes.
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De esta suspension del paquete celular se tomé un volumen 0.8 mL, el cual se mezclé
(mediante agitacion vigorosa en vortex) con 0.8 mL de glicerol al 80 % en un vial y se dej6 en

hielo seco hasta congelacion, los crioviales se resguardaron a -70°C.
d. Preparacion de cultivo para el in6culo

Para la elaboracion de los inoculos se adicion6 todo el contenido de un criovial a un
minifermentador con 200 mL de medio mineral AM1 suplementado con glucosa o xilosa, en una
concentracion de 20 g/L. Solo para las cepas con casete de resistencia a kanamicina, el medio
de cultivo fue suplementado con kanamicina para tener una concentracion final de 30 pg/mL.
Los inoculos iniciaron con alrededor de 0.01 D.O.soonm Yy Se dejaron en incubacion, en las
condiciones estandar ya descritas, hasta que la biomasa producida alcanz6 entre 0.5 a 1.5
D.O.s0onm (depende de la mutante utilizada). Transcurrido este tiempo, los indculos se
centrifugaron a 6000 rpm por 4 minutos a temperatura ambiente, se desechd el sobrenadante y
el botdén de células fue resuspendido con 15 mL de medio mineral AM1 fresco. Este medio fue
tomado del que ya se encontraba depositado en el minifermentador donde se llevaria a cabo el
pase de células para la fermentacion. Por lo que el volumen inicial de 200 mL no se modificé en

los minifermentadores para las cinéticas.
e. Preparacion de cultivo para la fermentacion

Todos los cultivos para la produccion de acido D-lactico iniciaron a una concentraciéon celular de
aproximadamente 0.037 g ocw /L (0.1 D.O.s00nm) y medio mineral AM1 suplementado con 40 g/L
de fuente de carbono (glucosa, xilosa) o una mezcla glucosa-xilosa (20 g/L de cada azucar). No
se adicion6 antibiético en ningun caso. En las fermentaciones de glucosa y de glucosa-xilosa
se utilizaron indculos con glucosa y en las fermentaciones de xilosa los indculos se hicieron con
xilosa. El tiempo de cinética fue de 48 h bajo condiciones estandar. Las primeras 14 h de
fermentacién se tomaron muestras cada 2 h y posteriormente solo se tom6 muestra a las 24,
36 y 48 h. Al momento se determin6d D.O.s0onm de las muestras y alrededor de 1 mL de cada
muestra se centrifugd a 13,0000 rpm por 1.5 minutos. El sobrenadante de la muestra

centrifugada fue congelado para su posterior analisis.
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8.4. Métodos analiticos
a. Concentracion celular

La concentracion celular de los cultivos fue cuantificada como densidad 6ptica a una longitud
de onda de 600 nm, con un espectrofotometro de marca Thermo Scientific (modelo Genesys
10S UV-VIS). La densidad 6ptica fue convertida en peso seco. Para este proyecto 1.0 D.O.s00nm
equivale a 0.37 g pcwi/L.

b. Cuantificacién de azucares y acidos organicos

La cuantificacion de xilosa, glucosa, acido lactico, acido acético y acido succinico se llevé a
cabo por cromatografia de liquidos de alta resolucion con una columna Aminex HPX-87H (Bio-
Rad). Las condiciones de corrida fueron 50 °C de temperatura y un flujo de 0.5 mL/min con
fase movil 5 mM de &cido sulfirico. La deteccion de los compuestos se hizo de manera
simultanea con un detector de arreglo de diodos (Waters 996) y un detector de indice de
refraccion (Waters 410). La determinacion se realiz6 mediante la comparacion de las areas
bajo la curva de los analitos y los estandares, éstos ultimos a diferentes concentraciones. Para
el andlisis y procesamiento de los cromatogramas fue utilizado el software Empower 2. Los
sobrenadantes, antes de ser analizados, fueron diluidos (1:5 y 1:10) en fase mévil y filtrados en

membranas de 0.45 pm.
c. Determinacion de los parametros cinéticos y estequiométricos

Todos los resultados obtenidos se corrigieron con un factor de dilucion (Fd). Este valor
corresponde al volumen de KOH 2 N afadido en cada tiempo de muestreo. Para la siguiente

formula, el volumen inicial corresponde a 200 mL.
Fd= (volumen inicial + volumen KOH 2N afiadido) / volumen inicial)

El Fd de cada tiempo se multiplico por cada resultado obtenido, correspondiente a ese mismo

tiempo.

Variable (x) = Variable (X)t (g cow/L) * Fd:
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Donde la Variable (x) puede ser la Biomasa, Xilosa, Glucosa o Acido D-lactico u otro producto

del metabolismo de las cepas de E. coli usadas.

Corregidos los valores, se procedié al calculo de los pardmetros. La velocidad especifica de
crecimiento (u) se determind durante la fase exponencial de crecimiento, como criterio se utilizo

un coeficiente de correlacidon mayor a 0.98 en las pendientes.
¢ Velocidad especifica de consumo de sustrato en la fase exponencial (gs exp)

Os exp = M/ Yxis exp

1 = velocidad especifica de crecimiento (ht)

Yws exp = rendimiento de biomasa con respecto al sustrato durante la fase exponencial
¢ Velocidad especifica de produccion en la fase exponencial (gp exp)

Op exp = K™ Ypis exp

Ypis exp = rendimiento del producto con respecto al sustrato durante la fase exponencial
¢ Velocidad especifica de consumo de sustrato en la fase estacionaria (s est)

s est = g de sustrato consumido en fase estacionaria / (t * X prom)

t=tiempo de la fase estacionaria (h)

X prom = promedio de la biomasa en la fase estacionaria (g pcwi/L)
¢ Velocidad especifica de produccion en la fase estacionaria (Qp est)

gp est = g de producto obtenido en la fase estacionaria / (t * X prom)
e Productividad volumétrica

Qp = g de producto / volumen L * tiempo de fermentacion (tiempo al cual se agotan los
azucares o se llega a la maxima concentracion del producto) (g / L * h)

¢ Rendimiento global

Ypis = g de producto obtenido / g de sustrato consumido
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9. Resultados y discusion

9.1. Evaluacién de las cepas JU15* JU15* AaraH, JU15* AgalP y JU15* AaraH AgalP, en

medio AM1 con xilosa

Para cada una de las cepas se prepar6 un inéculo con xilosa a una concentracion de 20 g/L. La
biomasa que se produjo en el inéculo se transfirié a un cultivo para la fermentacion de 40 g/L
de xilosa. En este ultimo, se evalud por triplicado el consumo de xilosa para la produccién de
acido p-lactico. La biomasa que se transfirid a los tres cultivos de la fermentacion se obtuvo a
partir de un solo inéculo. Esta operacion se realizé para las cepas JU15*, JU15* AaraH, JU15*
AgalP y JU15* AaraH AgalP. Los resultados de los pardmetros cinéticos y estequiométricos se

resumen en la Tabla 6 y las Figuras 4 y 5.

Tabla 6. Resultados promedio de los parametros cinéticos y estequiométricos de las cepas
JU15* JU15* AaraH, JU15* AgalP y JU15* AaraH AgalP, medio AM1 con 40g/L de xilosa.

Cepas
Parametro JU15* JU15* AaraH JU15* AgalP JU15* AaraH
AgalP
Velocidad especifica de
crecimiento: u (h't) 0.19+0.10 0.21+0.02 0.21+0.01 0.19+0.00
Rendimiento
Ypis (9 p-lactico/q xilosa) 0.91+0.06 0.91+0.02 0.88+0.04 0.90+0.02
Velocidad especifica de
consumo de xilosa 2.00+0.21 3.2310.17 3.18+0.91 3.13£1.23

s (g xilosa /g pcw+h)
Velocidad especifica de
formacién de producto 3.12+0.20 3.32+0.34 3.38+0.47 3.32+0.73
dp (g D—Iéctico/g DCW*h)
Consumo volumétrico

Qs (g xilosa /L*h), a8 h 0.77+0.00 0.7940.00 0.75+0.01 0.74+0.02
Productividad volumétrica
Qp (g p-actico/L*h), 48 h 0.72+0.04 0.74+.01 0.70+0.03 0.72+0.02
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Los valores de velocidad de crecimiento para las mutantes del gen araH, JU15* AaraH y JU15*
AaraH AgalP, y de la cepa control JU15* se mantuvieron entre 0.19 y 0.21 h'l. Respecto a la
velocidad de consumo de xilosa entre las cepas mutantes del gen araH y la cepa JU15* no se
observaron cambios significativos. Debido a que la cepa JU15 se obtuvo a partir de un proceso
de evolucion adaptativa en xilosa, un perfil de ARN mensajeros nos sugeriria si los niveles de
expresion del operon araFGH, el cual codifica el transportador AraFGH de tipo ABC, se
encuentran reprimidos. En caso de que este transportador no se encuentre expresado en las
condiciones de experimentacion, no habria ahorro de ATP, debido a que no hay internalizacion
de xilosa a través de este sistema. Como consecuencia, no existe un incremento en la
velocidad de crecimiento durante el proceso de fermentacion, tal como ha sido reportado en
otras cepas con la eliminacién de transportadores de tipo ABC (Hasona et al.,2004; Zhu et al.,
2017; Khunnonkwao et al. 2018). Con relaciéon a la eliminacion del gen galP, en las cepas
JU15* AgalP y JU15* AaraH AgalP no se observaron cambios en las velocidades de
crecimiento y de consumo de xilosa en comparacion con la cepa JU15* (Tabla 6). En este
sentido no se ha descrito un mecanismo que justifigue el aumento de consumo de xilosa a
partir de la eliminacion del gen galP. No obstante, existe evidencia experimental en donde la
eliminaciébn de sistemas de transporte alterno para un azucar, en ocasiones beneficia su
consumo (Fuentes, 2013). Suponemos que, en este tipo de fenotipos reportados la epistasis
juega un papel importante (de Visser et al.,, 2011), ya que los sistemas de transporte de
azucares comparten la misma red de metabdlica. Los resultados que reporté Roncancio (Tabla
1) sugieren que posiblemente el gen galP o el transportador GalP tienen un papel regulatorio,
todavia no reportado, sobre el metabolismo de xilosa. La eliminacion de los genes araH, galP y
la forma combinada, araH-galP, no tienen efectos sobre la velocidad de crecimiento y la

velocidad de consumo de xilosa en la cepa JU15*.

Respecto a los demas parametros calculados, el consumo volumétrico se mostré sin variacion
para todas las cepas evaluadas, entre 0.74 y 0.77 g xiosa/L*h; a las 48 horas de cinética
quedaba menos de 1 g/L de xilosa de los 40 g/L iniciales. Por tratarse de un proceso
fermentativo, la conversion de sustrato fue baja para la biomasa y elevada para el acido D-

lactico. Para todas las cepas evaluadas se gener6 alrededor de 1 g pcw/L durante las primeras
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24 horas de cultivo y el rendimiento de &cido D-lactico fue alrededor de 90 % con titulos
cercanos a los 36 g/L de acido D-lactico y una productividad volumétrica cercana de 0.70 g acido
oacico /L*h. En este sentido, ademas de que los genes eliminados, pflB, adhE y frdA,
propiciaron la produccion de acido D-lactico en la cepa JU15* (Numeral 4.2), también se debe
considerar que la regeneracion del poder reductor en la bacteria esta acoplada a la produccion
de este acido organico, es por ello su alto rendimiento y produccién. Debido al tiempo de
fermentacion de 48 horas y la cantidad de acido D-lactico que se obtuvo, la xilosa representa un
azucar alternativo a la glucosa, ya que la cepa JU15* lo biotransforma eficientemente. Por otra
parte, debido a que el transportador GatC S184L juega un papel importante en la
internalizacion de xilosa, ya que la eliminacion del gen gatC S184L en la cepa JU15 disminuye
50 % su velocidad de crecimiento (Utrilla et al., 2012). Se opt6 por eliminar el gen gatC S184L
en la cepa JU15* y en cada una de las mutantes generadas con el objetivo de evaluar si la
presencia de este transportador evita que se perciban cambios sobre las velocidades de
crecimiento y de consumo de xilosa por efecto de la eliminacién de los genes araH y galP y
también para evaluar cobmo contribuye el transportador GatC S184L en la internalizacion de
xilosa en la cepa JU15*. El proceso de eliminacion de este gen se describe en el Numeral 13.2
de los Anexos.
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9.2. Evaluacion de las cepas JU15* AgatC S184L, JU15* AaraH AgatC S184L, JU15* AgalP
AgatC S184L y JU15* AaraH AgalP AgatC S184L, en medio AM1 con xilosa

Para cada una de las cepas se prepard un indculo con xilosa a una concentracion de 20 g/L. La

biomasa que se produjo en el in6culo se transfiri6 a un cultivo para la fermentacion de

aproximadamente 40 g/L de xilosa. En este ultimo, se evalud por triplicado el consumo de

xilosa para la produccion de acido D-lactico. La biomasa que se transfirio a los tres cultivos de

la fermentacion se obtuvo a partir de un solo in6culo. Los resultados de los pardmetros

cinéticos y estequiométricos se resumen en las Figuras 6y 7y en la Tabla 7.
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Figura 6. Cinética de crecimiento, consumo de xilosa y produccion de acido D-lactico de las
cepas JU15* AgatC S184L, JU15* AaraH AgatC S184L, JU15* AgalP AgatC S184L y JU15*
AaraH AgalP AgatC S184L, medio AM1 con 43 g/L de xilosa.
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Tabla 7. Resultados promedio de los parametros cinéticos y estequiométricos de las cepas
mutantes del gen gatC S184L, medio AM1 con 43 g/L de xilosa.

Cinética de las mutantes del gen gatC S184L

Parametro JU15* JU15* AaraH JU15* AgalP JU15* AaraH AgalP
AgatC S184L AgatC S184L AgatC S184L AgatC S184L

Velocidad especifica de

crecimiento: p (h1) 0.11+0.00 0.10%0.00 0.11+0.00 0.11+0.00
Rendimiento
Ypis (g p-lactico/ xilosa) 0.78x0.02 0.83+0.03 0.76x0.06 0.77x0.03
Velocidad especifica de
consumo de xilosa 1.79+0.44 1.56+0.33 2.00+0.25 2.07+0.03

ds (g xilosa /g DCW*h)

Velocidad especifica de
formacion de producto, 0.95+0.06 0.94+0.02 1.12+0.02 1.28+0.05
dp (g D-Iéctico/g DCW*h)

Consumo volumétrico

Qs (g xilosa/L*h), 72 h 0.45+0.01 0.37+0.02 0.40+0.06 0.48+0.05
Productividad volumétrica
Qp (g pHactico /L*h), 72 n 0.31+0.00 0.27+.01 0.26+0.04 0.35+0.02

La evaluacion del consumo de xilosa en las mutantes del gen gatC S184L se hizo mediante el
calculo de la velocidad especifica de consumo de sustrato. Las cepas JU15* AgalP AgatC
S184L y JU15* AgalP AaraH AgatC S184L tuvieron una velocidad de consumo de xilosa de
2.00 y 2.07 g xiosa / g pwc*h, respectivamente. Lo cual representa un incremento en
comparacion con la cepa JU15* AgatC S184L, cuya velocidad fue de 1.79 g xiosa / g pwc*h. Con
la finalidad de concluir si este incremento se debe a la eliminacién del gen galP, a los
resultados obtenidos se les aplico la prueba estadistica ANOVA y se concluyé que no hay
diferencias significativas entre las velocidades especificas de consumo de xilosa de las
mutantes (ver Anexos). Esta conclusion se basé en que la F calculada es menor que la F de
tablas (Fc 1.72 < Ft 4.06). Dado que no existen diferencias significativas en la velocidad
especifica de consumo de xilosa no se observo variacion en la velocidad de crecimiento, para
todas las cepas fue alrededor de 0.11 h'! (Tabla 7). No se encontré evidencia que sustentara

que el transportador GatC S184L encubria el efecto de incremento en la velocidad de
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crecimiento y consumo de xilosa a partir de la eliminacion de los genes araH y galP en la cepa
JU15*,

Por otra parte, la eliminacion del gen gatC S184L en las cepas JU15* AaraH, JU15* AgalP y
JU15* AgalP AaraH disminuyé aproximadamente 33 % su velocidad especifica de consumo de
xilosa y 45 % su velocidad de crecimiento (Tabla 6 y 7). Respecto a la cepa JU15* la
eliminacion del gen gatC S184L no mostré cambios en la velocidad especifica de consumo de
xilosa. Sin embargo, se observd que disminuyd 70 % la velocidad de formacion de producto y
40 % la velocidad de crecimiento (Tabla 8). Esto sugiere que el valor de velocidad de consumo
de xilosa para la cepa JU15* esta subestimado y por lo tanto esta cepa tiene una mayor
capacidad de consumo que la cepa JU15* AgatC S184L. De modo que, los resultados de las
mutantes gatC S184L evaluadas (Tabla 7) indican que el transportador GatC S184L juega un

papel importante en la internalizacion de xilosa en estas cepas.

Todas las mutantes del gen gatC S184L tuvieron una velocidad promedio de crecimiento de
0.11 ht (Tabla 7). De acuerdo con esto, los transportadores XylE y AraE podrian ser los
sistemas que internalicen xilosa en estas cepas, lo que les permite tener crecimiento. Esto
resalta la importancia de los transportadores que utilizan gradiente electroquimico, como es el
caso de los simportes de protones XylE y AraE, ya que no requieren consumir ATP para la
internalizacion de fuentes de carbono. Con relacion a las curvas de crecimiento, las mutantes
gatC S184L no presentaron fase lag o periodo de adaptacion. No obstante, su fase pre
estacionaria tuvo una duracién de 19 horas con una velocidad de 0.04 h, mientras que el
periodo de la fase de crecimiento exponencial fue de 15 horas con una velocidad de 0.11 h.
Este comportamiento en la curva de crecimiento responde a la baja capacidad de consumo de

xilosa en las cepas.

La eliminacién del gen gatC S184L propicié la produccion de acido férmico. Este compuesto no
se cuantificd en las cepas con genotipo gatC S184L*, ya que la cepa parental JU15* tiene
eliminado el gen pflB, el cual codifica para la enzima piruvato formato liasa, responsable de
convertir el piruvato en formato y acetilCoA bajo condiciones anaerobias. En este sentido, se ha
reportado actividad piruvato formato liasa en la enzima a-ceto butirato formato liasa, codificada

en el gen tdcE (Jantama et al., 2008). Debido a que las enzimas TdcE y PfIB comparten 82 %
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de identidad en sus secuencias (Hesslinger et al., 1998) es probable que la enzima TdcE sea la
responsable de producir acido férmico en las mutantes del gen gatC S184L. Se observé en las
cepas que el acido formico se produjo durante las ultimas 12 horas de la fermentacion y se
obtuvieron titulos que oscilan entre 3 a 7 g/L. Esto representa en promedio 5 veces mas acido
formico que la cantidad de &cido acético cuantificada, entre 0.5 y 1 g/L para este ultimo
metabolito (Figura 8). La produccion de estos acidos organicos disminuyo6 en valor promedio el
rendimiento de acido D-lactico de 90 %, en las cepas con gen el gatC S184L, al 78 %, en las

mutantes de este gen (Tabla6y 7).

Tabla 8. Comparacion de los parametros cinéticos y estequiométricos de las cepas JU15* y
JU15* AgatC S184L, medio AM1 con xilosa.

Parametro Genotipo
JU15* JU15* AgatC
S184L
Velocidad de crecimiento
u (h1) 0.19+0.10 0.11+0.00
Rendimiento
Yopis (9 o-lactico /Q xilosa) 0.91+0.06 0.78+0.02
Velocidad especifica de
consumo de xilosa 2.00+0.21 1.79+0.44

ds (g xilosa /g DCW*h)
Velocidad especifica de
formacion de producto 3.12+0.20 0.95+0.06
Op (g p-lactico /g pew*h)
Consumo volumétrico

Qs (g xilosa/L*h), 48 h 0.77+0.00 0.45+0.01
Productividad volumétrica
Qp (g p-actico /L*h), 48 h 0.72+0.04 0.31+0.00
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Figura 8. Produccién de acido formico y acido acético de las mutantes gatC S184L, medio
AM1 con 43 g/L de xilosa. Las cepas con el gen gatC S184L no tuvieron produccion de
acido férmico y acido acético.
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9.3. Evaluacion de las cepas JU15* JU15* AptsG AgalR, JU15* AptsG variante y JU15*

AptsG variante AgalR, en medio AM1 con glucosa-xilosa

Para cada una de las cepas se prepar6 un indculo con glucosa a una concentracion de 20 g/L.
La biomasa que se produjo en el inéculo se transfirio a un cultivo para la fermentacion de 20
g/L de glucosa con 20g/L de xilosa. En este ultimo, se evalud por triplicado el consumo de
glucosa-xilosa para la produccion de acido D-lactico. La biomasa que se transfirio a los tres
cultivos de la fermentacion se obtuvo a partir de un solo inéculo. Esta operacion se realizo para
las cepas JU15* JU15* AptsG, JU15* AptsG AgalR, JU15* AptsG variante y JU15* AptsG
variante AgalR. Los resultados de los parametros cinéticos y estequiométricos se resumen en

la Tabla 9 y Figuras 9 y 10.

Tabla 9. Resultados promedio de los parametros cinéticos y estequiométricos de las cepas
JU15*, JU15* AptsG, JU15* AptsG AgalR, JU15* AptsG variante y JU15* AptsG variante AgalR,
medio AM1 con 20g/L de glucosay 20g/L de xilosa.

Cepas evaluadas

Parametro JU15* JU15* JU15* JU15* AptsG
JU15* AptsG AptsG AptsG AgalR variante
AgalR variante
Velocidad especifica de
crecimiento: p (h?) 0.24+0.01 0.17+0.03  0.20+0.01 0.22+0.01 0.20+0.01
Rendimiento Ypis
(9 p-lactico /g gluc-xil) 0.88+0.07 0.94+0.00 0.70+0.03 0.91+0.03 0.83+0.01

Consumo volumétrico de
glucosa Qs (g glucosa/L*h) 24n  0.84+0.02 0.30+0.05 0.50+0.01 0.85+0.02 0.49+0.03

Consumo volumétrico de
xilosa Qs (g xilosa /L*h) 48 h 0.19+0.02 0.39+0.00 0.40+0.00 0.40+0.01 0.40+0.00

Consumo volumétrico de
glucosa-xilosa Qs (g glucosa- 0.61+0.01 0.71+0.00 0.81+0.00 0.82+0.02 0.84+0.00
xilosa /L*h) 48 h

Productividad volumétrica
Qp (g p-iactico /L*) a8 h 0.54+0.03 0.67+.01 0.57+0.03 0.75%0.00 0.70+0.01
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Los resultados de la Figura 9 confirman que la cepa JU15* presenta el fendmeno de represion
catabdlica (CCR), ya que hasta que termina de consumir la glucosa, alrededor de las 14 horas,
da inicio el consumo de la xilosa. Para esta cepa, transcurridas 48 horas de cinética quedan por
consumirse 10 g/L de xilosa, debido a que el fendmeno CCR retrasa su consumo. La
eliminacion del gen ptsG, en la cepa JU15*, logré inhibir la represion catabdlica, ya que la
glucosa y la xilosa se consumen de forma simultanea (Figura 9). Esto conllevo a que la cepa
JU15* AptsG consumiera la xilosa en un periodo aproximado de 35 horas, lo que se traduce en
un incremento del 100 % sobre el consumo volumétrico de esta fuente de carbono. Este
fenotipo se debe a que la eliminacion del componente EIIBC del sistema PTS de glucosa,
codificado en el gen ptsG, produce la acumulacion de la enzima IlA en estado fosforilado. EIIA-
P activa la enzima adenilato ciclasa para que sintetice AMPc. El incremento de los niveles de
AMPc favorece la formacion del complejo Crp-AMPc, el cual activa la transcripcion del gen crp
(Takahashi et al., 1998). Este complejo regula la transcripcién de los genes involucrados en el
transporte y metabolismo de xilosa (Song and Park, 1997), por lo que finalmente la represion
por catabolito se inhibe. No obstante, tal y como se ha reportado en otros trabajos (Yao et al.,
2011; Kim et al., 2015), la eliminacion del componente PtsG hace mas lento el consumo de
glucosa, en comparacion con la cepa JU15* debido a la pérdida del principal sistema de
transporte de este azucar. La velocidad especifica de crecimiento de la mutante JU15* AptsG
es 30 % menor que la velocidad de la cepa JU15* (0.17+0.03 h! contra 0.24+0.01 h7,
respectivamente), ya que, para esta Ultima cepa, el consumo inmediato de glucosa impulsa la
generacion de biomasa durante las primeras 12 horas. Esto se refleja en que el consumo
volumétrico de glucosa a las 24 horas es 1.8 veces mayor en la cepa JU15* que en la JU15*
AptsG. Sin embargo, la productividad volumétrica para esta Ultima cepa es 24 % mayor en
comparacién con la cepa parental JU15* (Tabla 9), debido a que las dos fuentes de carbono

son consumidas al mismo tiempo para la produccion de acido p-lactico.

En el proceso de fermentacion de la cepa JU15* AptsG AgalR, la glucosa se consumié en
aproximadamente 35 horas. Esto representa una mejora significativa en comparacioén con el
consumo de la cepa JU15* AptsG, donde a las 48 horas de fermentacion habia un remanente

de 4 g/L de glucosa. El consumo volumétrico de glucosa incrementé 65% en la cepa JU15*
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AptsG AgalR con respecto a la cepa JU15* AptsG. Este incremento se reflejo en la velocidad
de crecimiento, al ser 17.5 % mayor en la cepa JU15* AptsG AgalR. Sin embargo, a pesar de
que la eliminacion del gen galR mejoré la capacidad de consumo de glucosa, no logré
restablecer los valores de los parametros cinéticos que se obtuvieron en la cepa JU15* (Tabla
9).

El incremento en la capacidad de consumo de glucosa que se obsevo al eliminar el gen galR
en la cepa JU15* AptsG esta asociado a la pérdida de regulacién del operén de galactosa,
como consecuencia de la eliminacion de su regulador. Esto incrementa los niveles de expresion
del simporte de protones GalP, lo que permite la internalizacion de glucosa a mayor velocidad
en la célula. Se ha reportado que el transportador GalP tiene la capacidad de internalizar xilosa
(Henderson, 1990). Sin embargo, su posible expresion en las mutantes JU15* AptsG AgalR y
JU15* AptsG variante AgalR, no tiene efecto sobre el consumo volumétrico de xilosa, ya que se

mantuvo en 0.40 g xiosa /L*h para todas las mutantes.

Durante la evaluacién del consumo de glucosa-xilosa de la cepa JU15* AptsG se obtuvo una
variante, denominada JU15* AptsG variante, la cual presentaba una mayor velocidad de
crecimiento que la cepa JU15* AptsG (Tabla 9). Se comprobé el genotipo AptsG::km galR* en
la cepa variante (Numeral 13.1) y posteriormente se evalué su capacidad de consumo de
glucosa-xilosa. Al comparar la cinética de consumo (Figura 9) se observo que a las 24 horas de
cultivo la cepa JU15* AptsG variante ya habia agotado la glucosa, mientras que la cepa JU15*
AptsG a las 48 horas de fermentacion aun tenia 10 g/L de glucosa. En este sentido, la cepa
JU15* AptsG variante incrementd 29 % la velocidad de crecimiento, y 165 % el consumo
volumétrico de glucosa. Ademas, al compararla con la cepa JU15* tiene un consumo
volumétrico de glucosa-xilosa 30 % mayor y con respecto a la cepa JU15* AptsG AgalR su

consumo volumétrico de glucosa es 70% mayor.

Por otra parte, se esperaba que la eliminacion del gen galR en la cepa JU15* AptsG variante
incrementaria el consumo de glucosa. Sin embargo, su eliminacién disminuy6 50% el consumo
volumétrico de esta fuente de carbono, lo que prolongé al doble el periodo de consumo de este

azucar. El efecto contrario que tiene la eliminacion del gen galR en las cepas JU15* AptsG y
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JU15* AptsG variante sugiere que la internalizacion de glucosa no se lleva a cabo por los

mismos transportadores.

Las cepas que reportaron mayor velocidad de crecimiento son aquellas que tienen un consumo
preferente por glucosa y no por xilosa, estas son la JU15* y JU15* AptsG variante. Esto es
porque un mol de xilosa rinde 0.67 moles de ATP y uno mol de glucosa rinde 2 moles de ATP.
Ademas, el transporte de xilosa y la produccién de xilulosa 5-fosfato consume dos moléculas
de ATP, mientras que el transporte de glucosa y la generacién de glucosa 6-fosfato se requiere
el equivalente de una molécula ATP (Jojima et al., 2010). Aunado a esto, el balance de carbono
es menor para xilosa, dado que esta molécula tiene un esqueleto de cinco carbonos, mientras
que el esqueleto de glucosa se compone de seis carbonos. Si bien, las velocidades especificas
de consumo de glucosa y de xilosa no es posible calcularlas. La comparacién del consumo
volumétrico de glucosa de la cepa JU15* (0.84+0.02 g giucosa /L*h) contra los valores de
consumo volumeétrico de xilosa de las cepas con genotipo AptsG (0.40+0.02 g xiosa /L*h), ponen
en perspectiva la diferencia que existe en la capacidad de internalizacién de las fuentes de
carbono en la cepa JU15* de E. coli. En este caso, al tomar como referencia el consumo
volumétrico y la cantidad de biomasa producida, podriamos inferir que el consumo de glucosa

es el doble que el de xilosa.

Los resultados de los valores de consumo volumétrico de glucosa-xilosa reportados (Tabla 9),
revelan la ventaja del genotipo AptsG. Ya que, a pesar de que la cepa JU15* presenta un
consumo volumétrico de glucosa elevado, su consumo volumétrico de glucosa-xilosa es menor
entre 15 y 30 % en comparacion con las demas cepas. El consumo simultaneo de la glucosa y
xilosa incrementa 24 % la productividad volumétrica de &cido D-lactico en la cepa JU15* AptsG
y alrededor de 35 % en las cepas JU15* AptsG variante y JU15* AptsG variante AgalR, con
respecto a la cepa JU15*. En el caso de la cepa JU15* AptsG AgalR no se observaron
incrementos en la productividad volumétrica, debido a un error de cuantificacion del acido b-
lactico en el HPLC; sin embargo, tuvo un consumo volumeétrico de glucosa-xilosa similar al de

las cepas JU15* AptsG variante y JU15* AptsG variante AgalR.
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9.4. Evaluacion de las cepas JU15* JU15* AptsG AgalR, JU15* AptsG variante y JU15*

AptsG variante AgalR, en medio AM1 con glucosa

Para cada una de las cepas se prepar6 un inoculo con glucosa a una concentracion de 20 g/L.
La biomasa que se produjo en el inéculo se transfirio a un cultivo para la fermentacion de 40
g/L de glucosa. En este ultimo, se evalué por duplicado el consumo de glucosa para la
produccion de acido Dp-lactico. La biomasa que se transfirié a los dos cultivos de la fermentacion
se obtuvo a partir de un solo in6culo. Esta operacion se realizé para las cepas JU15*% JU15*
AptsG, JU15* AptsG AgalR, JU15* AptsG variante y JU15* AptsG variante AgalR. Los
resultados de los parametros cinéticos y estequiomeétricos se resumen en la Tabla 10 y las

Figuras 11y 12.

Tabla 10. Resultados promedio de los parametros cinéticos y estequiométricos de las cepas
JU15*, JU15* AptsG, JU15* AptsG AgalR, JU15* AptsG variante y JU15* AptsG variante AgalR,
medio AM1 con 40 g/L de glucosa.

Cepas evaluadas

Parametro JU15*
JU15* JU15* JU15* JU15* AptsG
AptsG AptsG AptsG variante
AgalR variante AgalR
Velocidad especifica de
crecimiento: u (h't) 0.32+0.00  0.12+0.00 0.15+0.01 0.24+0.00 0.16+0.00
Rendimiento
Ypss (9 p-lactico /g glucosa) 0.81+0.03 0.78%0.01 0.79+0.01 0.83+0.0 0.85+0.02
Velocidad de consumo de
glucosa 6.52+0.32 2.06%+0.13 2.37+0.09 5.01+0.39 2.70%+0.23
Os (g glucosa /g pcw*h)
Velocidad de formacion
de producto 5.36+x0.39 1.46+0.12 1.85+0.17 4.15+0.10 2.32+0.01
dp (g D-lactico /g DCW*h)
Consumo volumétrico
Qs (g glucosa /L*h) 24 n 1.75+0.00 0.46%0.02 0.70+0.03 1.57+0.02 0.62+0.04
Productividad volumétrica
Qp (g p-actico/L*h) 24 h 1.42+0.04  0.36%.02 0.56+0.02 1.35+0.03 0.56+0.01
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Figura 11. Cinética de crecimiento, consumo de glucosa y produccién de acido p-lactico de las
cepas JU15* JU15* AptsG, JU15* AptsG AgalR, JU15* AptsG variante y JU15* AptsG variante
AgalR, medio AM1 con 40 g/L glucosa. La cinética de la cepa JU15* muestra una disminucién
en la biomasa durante el ultimo muestreo. Ello revela que existe muerte celular durante las
altimas 10 horas del cultivo, debido a que la glucosa se termin6 de consumir en este periodo de
tiempo.
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medio AM1 con 40 g/L de glucosa.
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La eliminacion del sistema PTS en la cepa JU15* disminuye en 62.5 % la velocidad de
crecimiento y un 68 % la velocidad especifica de consumo de glucosa (Tabla 10). Debido a que
la pérdida del sistema PTS conlleva a que la fosforilacion de la glucosa sea dependiente de
ATP y no de PEP. La baja disponibilidad de equivalentes energéticos disminuye el crecimiento
de la cepa (Fuentes et al. 2013). A pesar de que se elimind la principal via de internalizacion
de glucosa, la cepa JU15* AptsG mantiene la capacidad de consumir esta fuente de carbono a
una velocidad de 2 g de glucosa por gramo de biomasa por hora, lo que le permite crecer a una
velocidad de 0.12 hl. Existe una variedad de transportadores que posiblemente utiliza esta
cepa para internalizar glucosa. Estudios mediante analisis fluxémico han reportado que el
consumo de glucosa en cepas PTS" se lleva a cabo principalmente por el simporte de protones
de galactosa GalP (McCloskey et al., 2018). El transportador de tipo ABC de galactosa es otro
sistema que también podria internalizar glucosa, ya que se ha encontrado un aumento en sus
niveles de expresion (Hua et al., 2004), como consecuencia de la baja concentracion
intracelular de glucosa (Gosset 2005). Ademas de los transportadores de galactosa, sistemas
PTS, como la permeasa de manosa EIIDMa", |a subunidad transportadora especifica de fructosa
EIIBCF" y la subunidad transportadora especifica B-glucosidasa EIIC, también son capaces de
internalizar glucosa (Luo et al., 2014).

Es probable que el estrés en la cepa JU15* AptsG debido al bajo consumo de glucosa, junto
con la presion de seleccion por la presencia de glucosa en los cultivos, propiciaron la obtencion
de una cepa denominada JU15* AptsG variante. Esta cepa reportdé una velocidad de consumo
1.5 veces mayor que la de la cepa JU15* AptsG (5.01+0.39 contra 2.06+0.13) y una velocidad
de crecimiento del doble (0.24+0.0 contra 0.12+0.0). Esto muestra la capacidad que tienen las
cepas PTS de E. coli en revertir el fenotipo de baja capacidad de consumo de glucosa,
fendbmeno que ya ha sido reportado (Sauer 2001; Yan and Fong 2018). La eliminacion o
mutaciones del gen galR (Aguilar et al., 2012), asi como mutaciones sobre la secuencia
operadora que reconoce el regulador GalR (McCloskey et al.,, 2018), son claves en la
recuperacion del consumo de glucosa en las cepas PTS'. Respecto al transportador de
galactosa de tipo ABC, no se ha reportado que juegue un papel central sobre la recuperacion

del consumo de glucosa en cepas PTS". Posiblemente porque es un transporte que consume
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ATP para la internalizacion de azlcares, lo que representaria un gasto energético para la
célula. En este trabajo, la cepa JU15* AptsG variante alcanzé aproximadamente el 75% de los
valores de las velocidades de crecimiento y de consumo de glucosa obtenidos en la cepa
JU15*.

La eliminacién del gen galR en la cepa JU15* AptsG conllevé a un aumento de los parametros
cinéticos en los siguientes valores: 25% la velocidad de crecimiento, 15% la velocidad de
consumo de glucosa y 40% el consumo volumeétrico de glucosa (Tabla 10). Dichos resultados
revelan que la estrategia realizada si corresponde a la hipotesis planteada; sin embargo, la
eliminacién del regulador GalR no permite recuperar los niveles de los parametros obtenidos en
la cepa JU15*. Este fendmeno podria estar asociado a dos factores. El primer factor tiene que
ver con la represion por parte de otros elementos de regulacion. Cabe sefalar que ademas de
GalR existe otra proteina involucrada en el regulon gal, se trata de GalS. Se ha reportado que
GalR y GalS comparten un 53% de identidad en su secuencia de aminoacidos (Weickert y
Adhya, 1992), lo que les permite entrecruzar la regulacion. Es por esta raz6n que ambas
proteinas reguladoras son capaces de reconocer los mismos operadores, pero con diferentes
afinidades. Aunque en el caso del gen galP, se tiene reportado que GalR es el mayor represor
(Geanacopoulos y Adhya, 1997). El segundo factor se relaciona con la fosforilacion de la
glucosa por la enzima glucoquinasa. Durante el consumo de este azucar, el componente
EIICCl, del sistema PTS, es quien se encarga de transportarla hacia el citoplasma y fosforilarla,
de manera simultanea. El grupo fosfato que esta enlazado a la glucosa evita que abandone la
célula, ademas de mantenerla en un estado activado para poder ser metabolizada. Sin
embargo, en fenotipos PTS" la internalizacion de glucosa se realiza a través de transportadores
gue no son capaces de fosforilarla. por lo que se requiere de la enzima glucoquinasa. En este
sentido, una estrategia que se ha utilizado para incrementar de forma significativa la velocidad
de consumo de glucosa en cepas PTS de E. coli, es la sobreexpresion del gen glk (Hernandez
et al., 2003; Lu et al., 2012; Wei et al., 2016). Ademas, se ha observado que la expresion de la
glucoquinasa juega un papel importante en cepas PTS que incrementaron el consumo de
glucosa como resultado de procesos de evolucién adaptativa (Groot et al., 2017). No obstante,

existe el caso en el que bajo condiciones anaerobias la sobrexpresién de glk en una cepa PTS"
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de E. coli no aumenté las velocidades de consumo de glucosa y de crecimiento (Wang et al.,
2006). Por otra parte, la cepa JU15* AptsG AgalR variante reportdé una disminucion de 40 % en
la velocidad especifica de consumo de glucosa y 35 % en la velocidad de crecimiento, en
comparacion con los valores obtenidos en la cepa JU15* AptsG variante. En este caso, la
eliminacion del gen galR en la cepa JU15* AptsG variante tuvo un efecto contrario al observado
en la cepa JU15* AptsG. Esto sugiere que, en el fondo genético de la cepa variante, la proteina
GalR permite expresion significativa de genes relacionados al metabolismo de glucosa. Si bien
es conocido que GalR es el represor de los genes implicados en el metabolismo de galactosa,
existe el reporte de que también puede fungir como activador. En este sentido, el andlisis de un
perfil transcripcional global de una cepa de E. coli mutante del gen galR, revel6 una
disminucién de la expresion de genes como gatABC, manY y ptsH (Qian et al.,2016), los
cuales, de forma respectiva, codifican componentes de sistema PTS de galactitol, sistema PTS
de manosa y la proteina HPr de sistema PTS. En el caso de la cepa JU15* AptsG variante el
fenotipo de consumo de glucosa podria estar relacionado a algun sistema PTS cuya expresion

disminuyo al eliminar el gen galR.
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9.5. Evolucién adaptativa de la cepa JU15* AptsG

Debido a que a cepa JU15* AptsG variante consumié los 40 g/L de glucosa en un lapso de 28
horas, mientras que la cepa JU15* AptsG AgalR a las 48 horas de la fermentacion todavia
tenia 7.31 g/L de glucosa en el medio de cultivo. Se opt6 por hacer la evolucién adaptativa en
laboratorio de la cepa JU15* AptsG, con la finalidad de incrementar la velocidad de consumo
de glucosa y la velocidad de crecimiento. Para ello, se utiliz6 medio AM1 suplementado con 40
g/L de glucosa y kanamicina a una concentracion final de 30 pg/mL, en las condiciones
descritas en el Numeral 8.3. Se adicion6 un criovial de la cepa JU15* AptsG::KmR a un
minifermentador y a partir de este cultivo se hicieron pases consecutivos durante la fase
exponencial hasta observar un incremento en la velocidad de crecimiento y de consumo de
base, similares a los reportados para la cepa parental JU15*. En un periodo de 309 horas se
realizaron 20 pases (Figura 13) y se seleccionaron los pases 14 y 16 para aislar y evaluar
colonias, 4 colonias del pase 14 y 3 colonias del pase 16. Se opt6 por evaluar estos pases ya
que en pases posteriores no se observd incrementos significativos en la velocidad de
crecimiento. De las 7 colonias evaluadas se obtuvo una del pase 16, la cual presentd los
mejores pardmetros cinéticos y estequiométricos con respecto a todas las demas. Para el
fenotipo reportado se requirieron alrededor de 100 generaciones, las cuales equivalen a los 16
pases en minifermentador. En la Tabla 11 y la Figura 14 se presenta la comparacion de los
parametros cinéticos y estequiométricos de las cepas JU15* JU15* AptsG, JU15* AptsG
AgalR, JU15* AptsG variante y la cepa obtenida por evolucion adaptativa en laboratorio,

correspondiente al pase 16.
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Figura 13. Evolucién adaptativa de la cepa JU15* AptsG, medio AM1 con 40 g/L de glucosa.
Se realizaron 20 pases durante 300 horas.

Tabla 11. Resultados promedio de los parametros cinéticos de las cepas JU15*, JU15* AptsG,
JU15* AptsG AgalR, JU15* AptsG variante y JU15* AptsG evolucionada, medio AM1 con 40g/L

glucosa.

Cepas evaluadas

Parametro

JU15* JU15* AptsG JU15* JU15* AptsG
JU15* AptsG AgalR AptsG evolucionada
variante
Velocidad especifica
de crecimiento: p (h'') 0.32+0.00 0.12+0.00 0.15+0.01  0.24+0.00  0.28+0.00
Velocidad especifica
de consumo 6.52+0.32 2.06+0.13 2.37+0.09 5.01+0.39  5.45+0.20
s (g glucosa /g bcw*h)
Consumo volumétrico
Qs (g glucosa/L*N) 241 1.75£0.00 0.46+0.02  0.70+0.03  1.57+0.02  1.70+0.03
Rendimiento
Ypis (Q o-lactico/d glucosa)  0.81+£0.03  0.78+0.01  0.79+0.01  0.83+0.00  0.85+0.00
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Figura 14. Valores promedio de los pardmetros cinéticos y estequiométricos de las cepas
JU15*, JU15* AptsG, JU15* AptsG variante y JU15* AptsG, medio AM1 con 40 g/L de glucosa.

El proceso de evolucion adaptativa en laboratorio incrementdé 1.3 veces la velocidad de
crecimiento de la cepa JU15* AptsG (de 0.12 a 0.28 h'). Este incremento es 15 % superior a la
velocidad de crecimiento obtenida en la cepa variante. La cepa JU15* AptsG evolucionada
alcanz6 80 % del valor de la velocidad especifica de consumo y el 90 % del valor de la
velocidad de crecimiento reportados para la cepa JU15* El periodo de fermentacion se
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prolongé 3 horas en la cepa evolucionada con respecto a la cepa JU15* debido a que el
consumo volumétrico es menor (1.62 contra 1.75 g/L*h). No obstante, el consumo volumétrico
de la cepa evolucionada es el triple del obtenido en la cepa JU15* AptsG (1.62 contra 0.51
g/L*h). Los pardmetros cinéticos de velocidad de crecimiento y velocidad de consumo de
glucosa en la cepa JU15* AptsG evolucionada son el doble de los que se obtuvieron con la
estrategia de eliminacion de los genes ptsG y galR (Tabla 11). Este resultado destaca la
evolucion adaptativa en laboratorio como una herramienta para la optimizacion de consumo de
fuentes de carbono en cepas de E. coli. Hay que remarcar la capacidad de transporte de
glucosa que tienen las cepas obtenidas. En este sentido, durante la fase exponencial se
observa que un gramo de biomasa de las cepas JU15* AptsG variante y la JU15* AptsG
evolucionada, consumen por hora 5.01 y 5.45 gramos de glucosa, respectivamente. A
diferencia de la cepa JU15* AptsG AgalR, cuyo consumo sélo es de 2.37 gramos de glucosa
por cada gramo de biomasa producida. Los rendimientos de acido D-lactico en promedio se
mantuvieron alrededor del 80 % para todas las cepas evaluadas. Debido a la diferencia entre el
namero de generaciones requeridas para obtener las cepas JU15* AptsG variante y la JU15*
AptsG evolucionada, 10 generaciones y 100 generaciones, respectivamente; resulta importante
secuenciar estas cepas para determinar si lo reportado es consecuencia de mutaciones o de

adaptacion fisioldgica.

Es posible que el bajo consumo de glucosa en cepas PTS genere estrés celular y este a su
vez incremente la actividad de mecanismos mutagénicos. En este contexto, se ha reportado
gue cepas triples mutantes de los genes ptsH ptsl y crr inducen la respuesta SOS, mediada por
las proteinas RecA y LexA, durante procesos de evolucion adaptativa (McCloskey et al; 2018).
La respuesta SOS permite la expresién de genes de reparacion de ADN, como son dinB y
ruvABC, los cuales incrementan la probabilidad de introducir mutaciones sobre el genoma
(McKenzie et al.,, 2001). Ademas de la respuesta SOS, también se debe mencionar las
activaciones de la respuesta de estrés general, mediada por el factor sigma RpoS, y la
respuesta de estrés estricta, mediada por los metabolitos tetrafosfato y pentafosfato de
guanosina (ppGpp y pppGpp) (Kreuzer, 2013). Durante la respuesta de estrés general se

sobreexpresa la proteina RpoS, la cual regula alrededor de 200 genes. Dentro de estos, se
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encuentra el gen dinB, cuya expresion produce la ADN polimerasa IV, la cual sustituye a la
ADN polimerasa lll durante el proceso de replicacion (Weber et al., 2005). La ADN polimerasa
IV aumenta la frecuencia de mutacion (Wagner y Nohmi, 2000). Respecto a la respuesta de
estrés estricta, los metabolitos ppGpp y pppGpp se unen a la ARN polimerasa y afectan su
capacidad de reconocimiento hacia promotores. Esto permite la expresion de diversos genes
por la unién de RpoS a sus sitios promotores. Ya se ha comprobado que cepas mutantes del
gen crr, el cual codifica para la enzima IIA del sistema PTS, incrementan los niveles de
expresion de RpoS y la sintesis de ppGpp durante la fase de crecimiento (Flores et al., 2008).
Si bien los trabajos citados involucran mutantes de los genes ptsH ptsl y crr, es la baja
capacidad de consumo de glucosa lo que desencadena las respuestas mencionadas. Prueba
de ello es que los niveles de la proteina RpoS incrementan a medida que disminuye la tasa de
dilucién en cultivos continuos (Yao et al., 2011). Es probable que la diversidad de sistemas de
transporte alternativo que existen para la glucosa junto con los mecanismos mutagénicos que
se desencadenan por respuesta de estrés en cepas con bajo consumo de glucosa, son los
factores que propiciaron la obtencion de las cepas JU15* AptsG variante y JU15* AptsG

evolucionada.
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10. Conclusiones

La eliminacion de los genes araH, galP y la forma combinada araH galP no incrementaron las
velocidades especificas de crecimiento y de consumo de xilosa en la cepa JU15* de E. coli. Por
otra parte, la eliminacion del componente PtsG, del sistema de transporte PTS, propicio el
consumo simultaneo de glucosa y xilosa. La eliminacion del gen regulador galR en la cepa
JU15* AptsG incrementd 25 % la velocidad de crecimiento y 15 % la velocidad de consumo de

glucosa.

Los transportadores AraFGH y GalP no representan una via importante para la internalizacion
de xilosa en cepas JU15* y JU15* AgatC S184L.

Con base en la comparacion de los resultados obtenidos en este trabajo y los reportados por
Roncancio en 2017, el efecto que tiene la eliminacién de los genes galP y araH sobre el

consumo de xilosa podria ser dependiente del fondo genético de la cepa utilizada.

El transportador GatC S184L juega un papel importante en el consumo de xilosa en las cepas
derivadas de la cepa JU15*. Su eliminacién disminuyé la velocidad de crecimiento
aproximadamente 45 % vy la velocidad de consumo de xilosa en 33 %. Ademas, de favorecer de

manera directa o indirecta la produccion de acido férmico.

La eliminacion del gen ptsG en la cepa JU15* afect6 la capacidad de consumo de glucosa, esto
se reflejo en la disminucion de las velocidades de crecimiento y de consumo de glucosa 62% y
68%, respectivamente. No obstante, el fenotipo de consumo simultdneo de glucosa-xilosa
incrementd 24 % la productividad volumétrica para la cepa JU15* AptsG al compararla con la

cepa parental JU15*,

Es probable que el estrés por el consumo de glucosa bajo en la cepa JU15* AptsG junto con la
presion de seleccion por la presencia de glucosa en los cultivos propiciaron la obtencién de una
cepa variante, JU15* AptsG variante. La cual alcanz6 75% de los valores reportados en la cepa

JU15* respecto a las velocidades de crecimiento y de consumo de glucosa.

Es probable que el producto del gen galR regule, de forma directa o indirecta, la expresion de
genes relacionados al metabolismo de glucosa en la cepa JU15* AptsG variante. Ya que la
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eliminacién de este gen disminuye las velocidades de crecimiento y de consumo de glucosa en

35 % y 40 %, respectivamente.

La evolucion adaptativa representa una mejor alternativa para revertir la baja capacidad de
consumo de glucosa en cepas mutantes del sistema PTS. Con esta estrategia se obtuvo una
cepa que muestra un incremento al doble de las velocidades de consumo de glucosa y de

crecimiento, en comparacion con las cepas en las que se elimino el gen galR.

11. Perspectivas

Evaluar el efecto que tiene la eliminacién de los genes galP y araH en otras cepas de E. coli.

Evaluar el efecto que tiene la eliminacion del gen tdcE sobre la produccién de &cido férmico en
la cepa JU15* AaraH AgalP AgatC S184L.

Evaluar si la eliminacion de los genes araC y fruR, relacionados a la regulacién del
metabolismo de azlcares de cinco carbonos, junto con la sobreexpresion del regulador XyIR,
relacionado a la expresion de genes del metabolismo de xilosa, representa una estrategia para

incrementar el consumo de xilosa en cepas de E. coli.

Evaluar el consumo de xilosa y también de los azUcares presentes en los hidrolizados de

rastrojo de maiz con la cepa JU15* AptsG evolucionada.

Secuenciar las cepas JU15* AptsG variante y JU15* AptsG evolucionada para determinar cual
es el genotipo que permite que estas cepas tengan un elevado consumo de glucosa a pesar de

carecer del sistema PTS.

Determinar los mecanismos por los que GalR funge como activador y represor, en el consumo

de glucosa, en la cepa JU15* AptsG variante.
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13. Anexos

13.1.Construccion de las cepas JU15* AaraH, JU15* AgalP, JU15* AaraH AgalP, JU15*
AptsG, JU15* AptsG AgalR y JU15* AptsGvariante AgalR

A partir de la coleccion KEIO, se aislaron colonias en una caja con agar LB km3° y se les realiz6
extraccion de ADN cromosomal con la técnica de ebullicién. Posteriormente, se comprobo el
genotipo de casete de resistencia a kanamicina por tamafio de producto de PCR, con los
cebadores descritos en la Tabla 3. Se utiliz6 como control la cepa JU15* y se confirmd que esta
cepa tenia los genes que se iban a eliminar por transduccién. Para la evaluacién del gen ptsG
se utilizé el cebador de confirmacion de kanamicina, k2, ya que el gen y el casete (que
sustituye el gen) tienen tamafio similar, ptsG 2384pb y AptsG::kmR 2451pb. En la evaluacion de
la mutante KEIO ECK2938 no se utilizo el cebador galP Fw, ya que esta mutante no tiene la
region de alineamiento del cebador, debido a que el casete de kanamicina sustituye esta
secuencia que flanquea al gen galP. En todos los productos se observaron los tamafnos

esperados.

Tabla 12. Comprobacion de las cepas KEIO y los genes a eliminar de la cepa JU15*.

Se describen los cebadores y muestras de ADN que se utilizaron por cada carril. Los resultados
de amplificacion de productos por PCR se muestran en las Figura 15y 16.

Carril Cebador Muestra de ADN | Tamafo (pb)
1 |ptsG Fw-ptsG Rv JU15* 2384
2 | ptsG Fw-ptsG Rv ECK1087 2471
3 | k2-ptsG Rv ECK1087 1295
4 |galR Fw-galR Rv JU15* 1520
5 |galR Fw-galR Rv ECK2835 1988
6 |araH Fw-araH Rv JU15* 1709
7 |araH Fw-araH Rv ECK1897 2239
8 |k2-araH Rv ECK1897 1123
9 |galP Fw-galP Rv JU15* 2392
10 |galP Fw-galP Rv ECK2938 2517
11 |k2-galP Rv ECK2938 1300
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Figura 15. Comprobacion de los genotipos ptsG, AptsG::kmR, galR y AgalR::kmR en las cepas
KEIO y la cepa JU15*.

Carril 1 confirmacion de gen ptsG en cepa JU15* (2384 pb); carriles 2 y 3, confirmacion de
genotipo AptsG::kmR en la cepa ECK1087, carril 2 (2471 pb) y carril 3 (1295 pb); carril 4,
confirmacion gen galR en cepa JU15* (1520 pb) y carril 5, genotipo AgalR::kmR en la cepa
ECK2835 (1988 pb).

2500 pb
2000 pb
1500 pb -

1000 pb

Figura 16. Comprobacién de los genotipos araH, AaraH::kmR, galP y AgalP::kmR en las cepas
KEIO y la cepa JU15*.

Carril 6, confirmacién de gen araH en JU15* (1709 pb); carriles 7 y 8, genotipo AaraH::kmR en
la cepa ECK1897, carril 7 (2239 pb) carril 8 (1123 pb); carril 9, gen galP en JU15* (2392 pb);
carriles 10 y 11, genotipo AgalP::kmR en la cepa ECK2938, carril 10 (2517 pb) y carril 11 (1300

pb).
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Mediante la técnica de transduccién por fagos se obtuvieron las cepas JU15* AptsG, JU15*
AgalP, y JU15* AaraH. En todos los casos, se seleccionaron al azar alrededor de 5 colonias y
se comprobo el genotipo por tamafio de producto de PCR. Los cebadores y las muestras de
ADN utilizadas se describen en la Tabla 13. En las Figuras 17 y 18 se observan los geles con
los tamafios de banda obtenidos. En todos los productos se obtuvieron los tamafios de banda

esperados.

Tabla 13. Comprobacion de la eliminacion de los genes ptsG, galP y araH en la cepa JU15*.

Carril Cebador muestra de ADN | Tamario (pb)
1 |ptsG Fw-ptsG Rv | JU15* AptsG::kmR 2384
k2-ptsG Rv JU15* AptsG::kmR 1356

2

3 |araH Fw-araH Rv | JU15* AaraH::kmR 2239
4 |galP Fw-galP Rv [JU15* AgalP::kmR 2517
5 |k2-galP Rv JU15* AgalP::kmR 1300

2500 pb

1500 pb

750 pb

Figura 17. Comprobacion del genotipo de la mutante JU15* AptsG::kmR.

Carril 1, casete de kanamicina en sustitucion del gen ptsG, cebadores externos (2384 pb) y

carril 2, cebador externo con cebador interno de kanamicina (1356 pb).
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Figura 18. Comprobacién de los genotipos de las mutantes JU15* AaraH:kmR y JU15*
AgalP::kmR.

Carril 3, casete de kanamicina en sustitucion del gen araH en la cepa JU15* cebadores
externos (2239 pb); carril 4, casete de kanamicina en sustitucion del gen galP en la cepa
JU15* cebadores externos (2517 pb) y carril 5, cebador externo con cebador interno de
kanamicina (1300 pb), cepa JU15* AgalP::kmR.

Cuando se evalud el consumo de glucosa-xilosa en la cepa JU15* AptsG se observd que uno
de los triplicados tenia un crecimiento superior al resto, por lo que se decidié aislar una muestra
para descartar contaminacion del cultivo. Mediante tamafio de producto de PCR se evalu6 el
genotipo AptsG::kmR galR* en dicha muestra (Tabla 14). Los resultados muestran que la
bacteria tiene sustituido el gen ptsG por el gen de resistencia a kanamicina, ademas de que el
gen galR se encuentra en cromosoma (Figura 19). Se evalu6 el consumo de glucosa-xilosa de
esta variante, JU15* AptsG variante. Posteriormente se le eliminé el gen regulador de

galactosa, galR, para evaluar el efecto sobre el fenotipo de consumo de glucosa.
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Tabla 14. Comprobacién de genotipo AptsG::kmR y galR* en la variante obtenida.

Los resultados de la PCR se muestran en la Figura 8.

. Muestra ~
Carril Cebador ADN Tamafio (pb)
1 |ptsG Fw-ptsG Rv 2451
2 |k2-ptsG Rv JU15* AptsG::kmR 1395
3 |galR Fw-galR Rv variante 1520
i:g_;r'? 5 T
A -3
B = S
a3
2500 pb
1500 pb .
1000 pb —»o0 .
—

Figura 19. Comprobacién de los genotipos AptsG::kmR y galP* en la cepa JU15* AptsG
variante.

Carriles 1 y 2, confirmacion del casete de kanamicina en sustitucion del gen ptsG. Carril 1
cebadores ptsG Fw-ptsG Rv (2451 pb) y carril 2 cebadores k2-ptsG Rv (1395 pb). Carril 3,
confirmacion del gen galR, cebadores galR Fw- galR Rv (1520 pb).

Para la construccion de las cepas dobles mutantes, se transform6 a las cepas JU15*
AaraH::kmR, JU15* AptsG::kmR y JU15* AptsG::kmR variante con el plasmido pCP20 con el
objetivo de eliminar el gen de resistencia a kanamicina, cuya escision de este gen deja un sitio
FRT sobre el genoma. La comprobacién se hizo por tamafio de producto de PCR y en todos los
productos se observaron los tamafos esperados. En la Tabla 15 se describen los cebadores y
las muestras de ADN utilizadas. En las Figuras 20 y 21 se observan los geles con los tamafos

de banda obtenidos. En todos los productos se obtuvieron los tamafos de banda esperados.
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Tabla 15. Comprobacién de la eliminacién del casete de resistencia en las cepas JU15* AptsG,
JU15* AptsG variante y JU15* AaraH.

También se describe el cebador y muestra de ADN utilizada para confirmar el gen galP en la
cepa JU15* AptsG.

Carril Cebador muestra de ADN Tamafio (pb)
1 |ptsG Fw-ptsG Rv |JU15* AptsG::FRT 1080
2 |galR Fw-galR Rv |JU15* AptsG::FRT 1520

JU15* AptsG::FRT
variante

4 |araH Fw-araH Rv |JU15* AaraH::FRT 848

3 | ptsG Fw-ptsG Rv 1080

1500 pb

1000 pb

Figura 20. Comprobaciones del genotipo FRT y del gen galR en la cepa JU15* AptsG::FRT.
Carril 1, tamafio de banda de FRT en cepa JU15* AptsG::FRT, cebadores ptsG Fw-ptsG Rv
(1080 pb); carril 2, genotipo galR en cepa JU15* AptsG::FRT, cebadores galR Fw-galR Rv
(1520 pb) y carril 3, tamafio de banda de FRT en cepa JU15* AptsG::FRT variante, cebadores
ptsG Fw-ptsG Rv (1080 pb).
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Figura 21. Comprobacion del tamafio de banda de FRT en la cepa JU15* AaraH::FRT. Carril 4,

cebadores araH Fw-araH Rv (848 pb).

Una vez comprobada la eliminacion del casete de resistencia de kanamicina a las cepas. Se
obtuvieron las cepas JU15* AptsG AgalR, JU15* AptsG variante AgalR y JU15* AaraH AgalP,
mediante el método de transduccion con fagos. En la Tabla 16 se describen los cebadores y
las muestras de ADN utilizadas para la comprobacion genotipica. En las Figuras 22 y 23 se
observan los geles con los tamafos de banda obtenidos por PCR. En todos los productos se

1000 pb

750 pb —#

obtuvieron los tamafios de banda esperados.

Tabla 16. Comprobacion de las mutantes JU15* AptsG AgalR, JU15* AptsG variante AgalR y

JU15* AaraH AgalP.

Carril Cebador muestra de ADN Tamafio (pb)
1 | ptsG Fw-ptsG Rv Z‘é;ﬁéﬁfﬁi&:FRT 1080
2 | galR Fw-galR Rv Z‘éiﬁéﬁ(‘r’;ﬁG“FRT 1988
3 |ptsG Fw-ptsG Rv Z‘é;ﬁéﬁfﬁi&”:m variante 1080
4 |galR Fw-galR Rv ig;f;ﬁ?;ﬁe“':m variante 1988
5 |galP Fw-galP Rv ig;f;:ﬁﬂgH::FRT 2517
6 |K2-galP Rv ig;f;:f(‘;: aH:FRT 1300
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2000 pb

1000 pb

750 pb

Figura 22. Comprobacién del genotipo AptsG::FRT AgalR::kmR.

Confirmacion de genotipo AptsG::FRT con cebadores ptsG Fw-ptsG Rv (1080 pb), carril 1
muestra JU15* AptsG AgalR y carril 3 muestra JU15* AptsG variante AgalR. Confirmacion de
genotipo AgalR::kmR con cebadores galR Fw-galR Rv (1988 pb), carril 2 muestra JU15* AptsG
AgalR y carril 4 muestra JU15* AptsG variante AgalR.

2500 pb
2000 pb

1500 pb

1000 pb

Figura 23. Comprobacién del genotipo AgalP::km en la cepa JU15* AaraH::FRT AgalP::km.
Carril 5 cebadores galP-Fw-galP Rv (2517pb), carril 6 cebadores k2-galP Rv (1300pb).
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13.2. Eliminacién del gen gatC S184L de las cepas JU15* JU15* AaraH, JU15* AgalP y
JU15* AaraH AgalP

La eliminacion del gen gatC S184L se llevd a cabo por el método de transduccion con el fago
P-1 descrito en el Numeral 8.2. La cepa ECK2085 con fondo genético MG1655 AgatC::KmR se
empleé como cepa donadora y como cepa receptora se utilizaron las cepas JU15* JU15*
AaraH, JU15* AgalP y JU15* AaraH AgalP, a las cuales previamente se les eliming el casete
de resistencia a kanamicina con el plasmido pCP20. A las colonias candidatas que se
obtuvieron por la técnica de transduccién con fago se hizo extraccion de ADN cromosomal con
la técnica de ebullicion. Se realiz6 la comprobacion genotipica por tamafio de producto de
PCR, con los cebadores gatC Fw, gatC Rv y k2 (Tabla 3). Las cepas evaluadas se describen

en la Tabla 17 y los resultados de la PCR se muestran en la Figura 24.

Tabla 17. Comprobacion de los genotipos AgatC::km en la cepa KEIO, gatC S184L en JU15*y
AgatC S184L::km en las mutantes construidas.

Carril Cebador Muestra de ADN Tamafio (pb)
1 gatC Fw-gatC Rv |KEIO AgatC::km 2154
2 k2-gatC Rv KEIO AgatC::km 1338
3 gatC Fw-gatC Rv |JU15* 1992
4 k2-gatC Rv JU15* No amplifica
5 gatC Fw-gatC Rv |JU15* AgatC S184L::km 2154
6 k2-gatC Rv JU15* AgatC S184L::km 1338
7 gatC Fw-gatC Rv |JU15* AaraH AgatC S184L::km 2154
8 k2-gatC Rv JU15* AaraH AgatC S184L::km 1338
9 gatC Fw-gatC Rv |JU15* AgalP AgatC S184L::km 2154
10 |k2-gatC Rv JU15* AgalP AgatC S184L::km 1338
11 |gatC Fw-gatC Rv é‘iéiﬁf‘nrqak' AgalP AgatC 2154
12 |k2-gatC Rv é‘iéiﬁfr;aH AgalP AgatC 1338
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Figura 24. Comprobaciéon del genotipo AgatC::kmR en KEIO, gatC S184L en JU15* y AgatC
S184L::km en mutantes construidas.

Carril 1 y 2 confirmacion del genotipo AgatC::km en la cepa KEIO; carril 3 confirmacion del gen
gatC S184L en la cepa JU15*; carril 4 comprobacion de ausencia de casete de resistencia a
kanamicina en la cepa JU15* (no debe amplificar banda con el cebador interno k2); carril 5 al

12 confirmacion del genotipo AgatC S184L::km en las 4 mutantes obtenidas.

13.3. Analisis estadistico de las mutantes gatC

Andlisis estadistico ANOVA de la velocidad especifica de consumo de xilosa en las cepas
JU15* AgatC, JU15* AaraH AgatC, JU15* AgalP AgatC y JU15* AaraH AgalP AgatC

Fuente de Grados SS MS F calculada | F de tablas | p-valor
variacion de 0.05; 3; 8

libertad
Tratamientos 3 0.4751 0.15836 1.72646 4.06618 0.23859
Error 8 0.7338 0.09172
Total 11 1.2089

Como 1.72 < 4.06, se acepa la hipotesis nula; no hay efecto de los genes eliminados sobre la velocidad
especifica de consumo de xilosa de las cepas evaluadas.
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13.4.Evaluacién de cepas MG1655 y MG1655AgalP en medio AM1 con xilosa 40g/L

Cinética
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Figura 25. Cinética de crecimiento y consumo de xilosa de las cepas MG1655 y MG1655
AgalP, medio AM1 con 40 g/L de xilosa.

Tabla 18. Resultados promedio de los pardmetros cinéticos y estequiométricos de las cepas
MG1655 y MG1655 AgalP, medio AM1 con 40g/L de xilosa.

Parametro Genotipo
MG1655 MG1655 AgalP
Velocidad de crecimiento
u (h1) 0.28+0.00 0.28+0.00
Velocidad especifica de
consumo de xilosa 3.56+0.16 3.47+0.23

s (g xilosa /g pcw*h)
Consumo volumétrico

Qs (g xilosa/L*h), 14n 0.65x0.03 0.70x0.04
Consumo volumétrico
Qs (g xilosa /L*h), a8 h 0.59+0.03 0.62+0.00
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13.5. Procedimiento de eliminacion de casete de kanamicina de la cepa JU15

Como una primera etapa del proyecto se elimind el casete de resistencia a kanamicina que
sustituia el operén xylFGH en la cepa JU15, JU15 AxylFGH::KmR. Debido a que uno de los
sitios FRT del gen de resistencia tenia una mutacion, no fue posible utilizar el plasmido pCP20
para escindir el gen. Por lo que la estrategia que se sigui6 fue la obtencién de la cepa MG1655
AxyIFGH::CmR la cual serviria como fondo genético para hacer fagos, los cuales mediante
transduccion sustituirian el casete de resistencia a kanamicina, en la cepa JU15 AxylFGH::KmR,
por el de cloranfenicol. Con el método de Datsenko (Datsenko y Warner, 2010) se sustituy6 el
operon xylFGH de la cepa MG1655 de E. coli por un gen de resistencia a cloranfenicol. Para
ello se utilizaron cebadores (Utrilla, 2010) que alinean con la region externa del operon xylFGH
y con una secuencia que flanquea el gen de resistencia a cloranfenicol del plasmido pKD3.
Mediante PCR se obtuvo un fragmento que contiene la secuencia del gen de resistencia a
cloranfenicol flanqueada por secuencias que alinean con la region externa del operon xylFGH.
Posteriormente, este fragmento se introdujo por electroporacion en la cepa MG1655, la cual
previamente habia sido transformada con el plasmido pKD46. Se evalu6 por PCR el tamafio del
casete de resistencia a cloranfenicol y a la cepa confirmatoria se le hicieron pases a 42°C para
eliminar el plasmido pKD46. Mediante transduccion se ataco a la cepa JU15 AxylFGH::KmR con
fagos que tenian el fondo genético de la cepa MG1655 AxylFGH::CmR y mediante PCR se
evaluaron colonias candidatas al casete de resistencia a cloranfenicol. La cepa obtenida, JU15
AxylIFGH::CmR, fue transformada con el plasmido pCP20 para eliminar el casete de resistencia.
Se hizo PCR para confirmar el tamafio que deja la escisién del casete. Mediante este flujo de
trabajo se obtuvo la cepa JU15 AxylFGH::FRT, denominada para fines practicos como JU15*.

La cual se utilizé para la obtencion de las cepas de este trabajo.
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