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I. RESUMEN

El 4cido cafeico (AC) es un compuesto de alto potencial en la industria farmacéutica

por su capacidad de reducir dano por estrés oxidativo y poseer propiedades antivirales,
anticancerigenas, antiinflamatorias, entre otras. Dicho compuesto se encuentra naturalmente en
plantas, pero su extraccion es escasa, costosa y danina para el ambiente. Una alternativa para
contender con estas problematicas es la biosintesis heterdloga de AC en Escherichia coli a partir
de la expresion del gen hpaBC que codifica para la enzima 4-hidroxifenilacetato 3-hidroxilasa la
cual utiliza como sustrato al acido cumarico. El acido cumarico puede ser sintetizado en E. coli
mediante la expresion de los genes que no se encuentran naturalmente en la bacteria y que
codifican para la fenilalanina/tirosina amonio liasa (PAL/TAL) de Rhodotorula glutinis, la cual utiliza
como sustrato a los aminoacidos aromaticos tirosina o fenilalanina en cepas donde ademas el
flujo del carbono se ha dirigido hacia la via del shikimato mediante la expresion de los genes tktA
y aroG™. La expresion de una ruta metabolica heterdloga en E. coli para producir compuestos
que naturalmente dicho microorganismo no produce puede resultar en cuellos de botella o carga
metabdlica. El sistema de co-cultivo es una estrategia utilizada para incrementar la produccion de
compuestos via fermentacion que permite reducir el estrés dentro de las células. En este trabajo
se realizd un co-cultivo de cepas de E. coli donde una de las cepas sintetiza acido cumarico y la
segunda lo utiliza como sustrato para la produccion de AC, con glicerol como fuente de carbono
que ademas de ser sustentable no utiliza fosfoenolpiruvato (PEP) para su internalizacién, dejando
PEP disponible para ser canalizado en mayor proporcion a la via del shikimato. El co-cultivo
alcanzd un titulo de AC de 79.7 £ 6.1 mg/L que es competitivo respecto a otros reportes, tomando
en cuenta que este trabajo se realizd a nivel de matraz y es posible escalarlo a fermentador.
Ademas, se mejoro el sistema de co-cultivo al hacer fluorescentes a las cepas productoras para
permitir el analisis de parametros cinéticos de cada cepa por separado y asi conocer su dinamica
en el co-cultivo.



Il. INTRODUCCION

Los acidos hidroxicinamicos, como el acido cafeico (AC), producidos por plantas, comenzaron

a recibir interés por ser metabolitos secundarios con diversas propiedades. Se ha determinado
que el AC tiene propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas, antivirales,
antidiabéticas y antidepresivas (Rodrigues et al., 2015), por lo cual es un producto relevante para
la industria farmacéutica. El AC es un compuesto que se encuentra naturalmente en plantas y
funge como intermediario en la formacion de una de las tres subunidades que conforman a la
lignina (Guo et al., 2001).

La concentracion de AC en plantas es aproximadamente de 107 ug/g (Tyszczuk et al., 2011);
ésta es tan baja debido a que este compuesto es un intermediario que no se acumula. La
baja concentracidon provoca que su extraccion sea dificil, ineficiente, cara y ecolégicamente
no sustentable (Rodrigues et al., 2017). Para contender con este problema se ha optado por la
produccion heteréloga de AC empleando microorganismos.

La produccién de AC puede llevarse a cabo en bacterias a partir de diversas fuentes de carbono,

en las cuales es necesario dirigir el flujo de las moléculas con 4tomos de carbono hacia la via del
shikimato para lograr la produccién de aminoacidos aromaticos como la tirosina, el triptéfano y

la fenilalanina. La tirosina por esta via produce acido cumarico y éste a su vez, al ser hidroxilado,
produce AC (Hernandez-Chéavez et al., 2019).

Existen muchos microorganismos que pueden utilizar el glicerol naturalmente como unica fuente
de carbono, por lo que es posible utilizarlo como materia prima para procesos de fermentacion
industriales (Papanikolaou y Aggelis, 2009). El glicerol es una fuente de carbono que otorga
diversos beneficios, por ejemplo, al ser subproducto en la generacién de biodiesel y también

de la transesterificacion de aceites vegetales y grasas animales, es una fuente de carbono
ambientalmente amigable y sustentable (Da Silva et al., 2009). Por otro lado, al compararlo con la
glucosa como fuente de carbono, éste es menos costoso en términos energéticos para la célula
porque no utiliza al fosfoenolpiruvato (PEP) en su internalizacién dejando disponible el compuesto
para iniciar la via del shikimato.

Algunos grupos de investigacion suplementan intermediarios de rutas metabolicas para alcanzar
un alto titulo de un compuesto de interés. Para lograr una elevada produccion de AC se han
adicionado al medio de cultivo intermediarios como la tirosina o el acido cumarico, que resultan
costosos.

En este proyecto se propone utilizar un sistema de co-cultivo con dos cepas de E. coli, una de
ellas productora de acido cumarico y la otra productora de AC. Esta estrategia permite dividir

las rutas metabdlicas para la produccion de AC, lo que reduce la carga metabdlica en cada cepa,
permitiendo optimizar los procesos enzimaticos en cada una por separado (Zhang et al., 2015a).
En este sistema se utilizara el glicerol como unica fuente de carbono y se evita la suplementacion
de precursores de la via del shikimato.
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lll. ANTECEDENTES

1.1 METABOLITOS SECUNDARIOS EN PLANTAS

Todos los compuestos en organismos vivos provienen del metabolismo primario o del secundario.
El metabolismo primario es altamente conservado en todos los organismos y da lugar a los
compuestos necesarios para desarrollar las actividades esenciales como la respiracion, la
fotosintesis, formacion de azucares, intermediarios del ciclo de Krebs, proteinas, etc. Por otro lado,
los metabolitos secundarios se generan por rutas derivadas del metabolismo primario. En plantas
los productos del metabolismo primario entran en distintas vias que comienzan la produccion de
metabolitos secundarios y forman productos nitrogenados, terpenos y compuestos fenodlicos

(Fig. 1) (Lincoln y Zeiger, 2006).

CO,
i Fotosintesis

METABOLISMO PRIMARIO DEL CARBONO
Eritrosa-4-fosfato / \ 3-Fosfoglicerato
Fosfoenolpiruvato Piruvato (3-PGA)
C!clo de Io.s acidos Acetil-CoA
tricarboxilicos
Aminoacidos alifaticos
v v
Via del 4cido Via del acido Via del 4cido Via MEP
shikimico maloénico mevalonico
Aminoacidos
aromaticos &
Productos secundarios
nitrogenados
Y v \L v
3 | Compuestos
3 |fendlicos Terpenos

METABOLISMO SECUNDARIO DEL CARBONO

Figura 1. Metabolismo primario y secundario del carbono en plantas. La produccién de compuestos fendlicos se da
cuando el carbono llega del metabolismo primario a la via del acido shikimico y del &cido malénico. En algunos casos
después de la via del shikimato el carbono se dirige a la via de los aminodcidos aromaticos para la posterior formacion
de compuestos fendélicos. (Via MEP= via del metileritritol fosfato) (Tomado de Lincoln y Zeiger, 2006).
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Los acidos fenolicos poseen un anillo que tiene al menos un acido carboxilico funcional y dan
lugar al metabolismo de los fenilpropanoides, de los que se forman compuestos como pigmentos,
antibioticos, protectores contra UV, moléculas de senalizacién y compuestos con funciones
complejas que forman estructuras de soporte para las plantas como la suberina y la lignina. Estos
metabolitos secundarios se derivan de la fenilalanina y tirosina producidas en la via del shikimato.
La fenilalanina genera acido cinamico a través de una reaccidén enzimatica y éste a su vez genera
acido cumarico al ser hidroxilado. Estos son precursores para la produccion de los compuestos ya
mencionados que proporcionan estructura y proteccion (Hahlbrock y Scheel, 1989).

Se ha determinado que los acidos fendlicos son compuestos comunmente bioactivos entre

los metabolitos secundarios y tienen efectos beneficiosos en la salud del ser humano. Los

acidos fendlicos tienen propiedades neuroprotectoras, hepatoprotectoras, antiinflamatorias,
anticancerigenas, antidiabéticas, antimicrobianas y cardioprotectoras (Saibabu et al., 2015). Dentro
de estos acidos hay dos subgrupos: los acidos hidroxibenzoicos y los acidos hidroxicinamicos y se
encuentran principalmente en plantas como el arandano, pera, manzana, mora azul, naranja, uva,
café, cereza, durazno, papa y lechuga (Ozcan et al., 2014).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que las plantas requieren para su
adaptacion al ecosistema, por lo cual se sintetizan cuando son necesarios para la supervivencia
de la planta. Para la formacion de dichos compuestos es necesaria la sintesis de fenilalanina y
tirosina, compuestos aromaticos que se producen posterior a la via del shikimato, esta via se
presenta en plantas y algunos microorganismos (Maeda y Dudareva, 2012).

1.2 PROPIEDADES E IMPORTANCIA DEL ACIDO CAFEICO

El AC es un acido hidroxicinamico; un compuesto aromatico con una cadena lateral de tres
carbonos. Las propiedades del AC derivan de su capacidad de reducir dano por estrés oxidativo.
Al contar con un anillo de benceno el AC es capaz de producir un radical fenoxi que puede
terminar la cadena de reaccién de radicales libres. Por otro lado, tiene una cadena de uniones
insaturadas que ofrecen un sitio adicional para interactuar con especies reactivas de oxigeno
(Fig. 2) (Razzaghi-Asl et al, 2013).

O
HO

HO

Figura 2. Estructura quimica del AC con un anillo bencénico doblemente hidroxilado.



111.3 BIOSINTESIS DEL ACIDO CAFEICO

111.3.1 Via de produccion de acido cafeico en plantas

En plantas la via del shikimato se encuentra en el cloroplasto en donde a partir de PEP
(proveniente de la via glicolitica) y el carbohidrato D-eritrosa-4-fosfato (proveniente del ciclo de las
pentosas fosfato) comienza la primera de siete reacciones enzimaticas que producen fenilalanina,
tirosina y triptofano. La fenilalanina es desaminada por medio de una enzima fenilalanina amonio
liasa (PAL, por sus siglas en inglés) y produce acidos hidroxicinamicos con un esqueleto de
fenilpropano C6C3, dentro de los cuales se encuentra el AC (Fig. 3) (Dixon et al., 2002).

Via de la pentosa fosfato Glucdlisis
Eritrosa 4-fosfato Fosfoenolpiruvato
\ Ruta del 4cido shikimico —
l Ruta del acido maldnico
Fenilalanina
l . PAL

Compuestos fendlicos
(acidos fendlicos, flavonoides)

F 3

Figura 3. Flujo del carbono, que a partir de la via de las pentosas fosfato y la glucélisis lleva a la via del &cido
shikimico. En esa via se produce fenilalanina y a partir de una enzima PAL es posible la produccién de compuestos
fendlicos (Modificado de Ghasemzadeh, 2011).

111.3.2 Funcion del acido cafeico en plantas

El AC estd implicado en la formacién de la lignina, que esta conformada por un gran nimero

de polimeros que resultan de los 4-hidroxifenilpropanoides y se depositan en las paredes de
células secundarias volviéndolas mas rigidas (Vanholme et al., 2010). La lignina esta compuesta
por 3 subunidades, la unidad hidroxifenil (denominada H), la guaiacil (G) y la siringil (S). El AC
en plantas se produce a partir de acido cumarico que puede ser producido a partir de tirosina o
fenilalanina, cuando proviene de la fenilalanina tiene como intermediario al acido cinamico

(Fig. 4). EI AC es intermediario necesario para la formacion de las subunidades G y S de la lignina
(Guo et al., 2001).
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Figura 4. Biosintesis de lignina a partir de tirosina o fenilalanina, teniendo como intermediario al AC.

111.3.3 Extraccion de acido cafeico en plantas

Los compuestos acumulados en plantas se encuentran poco concentrados y su extraccion es
ineficiente, compleja, costosa y con impacto negativo para el ambiente (Rodrigues et al., 2017).
El AC es un intermediario para la produccion de lignina, por lo que no se acumula en las células
y se requiere una enorme cantidad de biomasa vegetal para recuperar una cantidad pequena

del compuesto. Asi mismo, el AC se encuentra mayormente concentrado en plantas de consumo
humano como los frutos rojos, los citricos, el café, tubérculos, entre otros; por lo que ocupar una
gran cantidad de biomasa para su extraccion no es factible.

El AC se encuentra en los cloroplastos de las plantas, lo que requiere métodos de extraccion
complejos. Es necesario utilizar un solvente con afinidad al AC y con una baja toxicidad para

su uso en la industria (Njila et al., 2017). Al hacer una extraccion de compuestos en plantas se
obtienen un amplio numero de moléculas que son afines al solvente, por lo que es necesario
purificar el metabolito de interés. Este es un procedimiento que vuelve muy costosa e ineficiente
su obtencion a nivel industrial (Ye et al., 2010).

ll.4 PRODUCCION HETEROLOGA DE ACIDO CAFEICO

Para contender con las complicaciones presentadas anteriormente se ha optado por la produccion
heter6loga de metabolitos secundarios, procedimiento logrado al realizar ingenieria metabdlica en
microorganismos. La produccion de AC se ha realizado en bacterias y levaduras, utilizando como
fuente de carbono la glucosa, el glicerol e hidrolizados de celulosa y se han obtenido titulos de
hasta 56.6 mM (Hernandez-Chavez et al., 2019).

Para llegar a producir AC a partir de una fuente de carbono como las ya mencionadas, es
necesario dirigir el flujo del carbono a la via del shikimato y producir tirosina (Fig. 5). La tirosina
es el sustrato necesario para la produccion de acido cumarico, compuesto que se produce a partir
de la expresion heteréloga de una enzima con actividad de fenilalanina/tirosina amonio liasa (PAL/
TAL) presente en plantas y algunos hongos. El 4cido cumarico es hidroxilado para producir AC,
proceso que puede ser llevado a cabo por la enzima cumarato 3-hidroxilasa y la 4-hidroxifenil
acetato 3-hidroxilasa (Zhang y Stephanopoulos, 2013).

La ruta metabdlica para la produccion de AC en E. coli a partir de glicerol inicia cuando el glicerol
es internalizado a la célula y produce glicerol-3-fosfato. El glicerol-3-fosfato se incorpora a la
via de las pentosas fosfato y es intermediario en la sintesis de PEP. De estas dos fuentes se
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produce 3-desoxi-D-arabino-heptuselulosonato-7-fosfato (DAHP) que es un precursor de la via del
shikimato. En la via del shikimato suceden diversas reacciones que llevan a la produccion de acido
prefénico y comienza la via de sintesis de la tirosina y fenilalanina. Solamente a partir de tirosina
por medio de una enzima con actividad de PAL/TAL (que es poco especifica) se puede producir
acido cumarico. La sobreexpresion de enzimas hidroxilasas como cumarato 3-hidroxilasa y la
4-hidroxifenil acetato 3-hidroxilas lleva a la producciéon de AC (Hernandez-Chavez et al., 2019).

Se han utilizado precursores como la tirosina y el acido cumarico para la producciéon de AC

en microorganismos, agregandolos al medio de cultivo para reducir los procesos necesarios
para obtener el compuesto de interés. Sin embargo, el uso de precursores resulta costoso,

por ejemplo, el costo de la tirosina es de $262.00 pesos mexicanos por cada 10 g y el del 4cido
cumarico es de $1,306.00 pesos mexicanos por cada 10 g (precios de Sigma-Aldrich, 2019), por lo
que adicionarlos al cultivo no representa una ventaja ya que elevaria los costos de produccién.

Para producir AC sin precursores es necesario la sobreexpresion de genes como tktA que codifica
para la enzima transcetolasa que utiliza el carbono proveniente de la ruta de las pentosas fosfato
(PPP por sus siglas en inglés) para producir eritrosa-4-fosfato (E4P) y el gen aroG™" (fbr:feedback-
inhibition resistance) que codifica para una version mutante de la enzima DAHP sintasa que es
insensible a inhibicidon alostérica. Esta enzima utiliza como sustrato el PEP y el E4P para producir
DAHP, necesario para iniciar la via del shikimato. Por otro lado, se debe inactivar el gen pheA que
es necesario para la produccion de fenilalanina; al eliminarse este gen se produce principalmente
tirosina como resultado de la via de los aminoacidos aromaticos. En conjunto esto provoca que el
flujo de carbono se dirija a la produccién de tirosina lo que resulta en una alta disponibilidad para
buscar mayores titulos de AC (Fig. 5).

También es necesario expresar heterologamente la enzima PAL/TAL para obtener acido cumarico
y la expresion de una hidroxilasa para la obtencién de AC. Para esto se deben expresar genes en
varios plasmidos o plasmidos muy grandes, lo cual puede representar una carga metabdlica alta
para el microorganismo productor e incluso podria ser ineficiente (Millan y Maclean, 2017).

Glicerol Glucosa
Via del
Shikimato —+ CHO — PPA -
i tWA/\
1
H 3pp
i | - 4HPP
: — PPP — E4P tyrB tyrB
| F6P +—
H 1 DAHP o
i v L-Tirosina  L-Fenilalanina
L -+ G3P +—— AT
+
PEP Aci HpaBE  Acido ca  Acido
el = B B
cafeico cumarico cinamico

Figura 5. Biosintesis heteréloga de AC. Se observa la posible entrada de glucosa o del glicerol a la célula, la via de las
pentosas fosfatos (PPP) y la via del shikimato. Posteriormente en la via de los aminoacidos arométicos se producen tirosina,
permitiendo la produccién de AC a través de hidroxilaciones, teniendo como intermediario el &cido cumarico. En verde

se muestran los genes que se sobreexpresan, en rojo los genes que se inactivan y en naranja los genes que se expresan
heterélogamente; todos necesarios para producir un alto titulo de AC (Modificado de Camacho-Zaragoza et al., 2016).
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1.5 SISTEMAS DE PRODUCCION BASADOS EN CO-CULTIVOS

Los co-cultivos de microorganismos representan una estrategia que permite el diseno
independiente de dos cepas, de una o de distintas especies, que permitan la expresion de rutas
metabdlicas en mddulos y con la posibilidad de su optimizacidon paralela. Se pueden utilizar
para balancear rutas biosintéticas, reducir la carga metabdlica y optimizar por separado pasos
biosintéticos lentos que llevan a bajos rendimientos. De esta forma es posible contender con la
ineficiencia biosintética que puede resultar del estrés metabdlico generado por sobreexpresar
rutas complejas y largas (Jones y Wang, 2018).

La bacteria E. coli representa un excelente modelo en ciencia basica y aplicada al ser un
organismo muy estudiado, con genoma totalmente secuenciado y con crecimiento rapido
(Blount, 2015). El sistema de co-cultivo con cepas de E. coli ha sido utilizado por diversos grupos
de investigacién para la produccion de compuestos de interés, por ejemplo, se ha utilizado para
la produccion de glicosidos (Liu et al., 2018), resveratrol (Camacho-Zaragoza et al., 2016), acido
muconico (Zhang et al., 2015) y acido 3-aminobenzoico (Zhang y Stephanopoulos, 2016), entre
otros. En los estudios mencionados se obtuvieron titulos satisfactorios de los compuestos de
interés, por ejemplo, en la produccion de flavonoides en E. coli se reporta que al utilizar co-
cultivos se incremento 970 veces la produccion al compararlo con los previos esfuerzos en
monocultivos (Jones et al. 2016). Estos antecedentes sugieren que el sistema de co-cultivo en
cepas de E. coli puede resultar util para la produccion de AC.

En la naturaleza existen consorcios en los que microorganismos forman interacciones para lograr
procesos complejos al dividir labores. Los co-cultivos sintéticos presentan una manera de explorar
la interaccion que puede ser benéfica entre los distintos miembros (Zhou et al., 2015). Al realizar
co-cultivos se han encontrado ventajas como la posibilidad de reducir la toxicidad o inhibicion
generada por la acumulacién de intermediarios (Fig. 6) (Camacho-Zaragoza et al., 2016). También,
la modularidad permite identificar de manera efectiva y rapida la mejor cepa para una enzima
particular o médulo de la ruta metabdlica (Zhang y Stephanopoulos, 2016). Se siguen explorando
y encontrando ventajas al realizar co-cultivos biosintéticos, por lo cual, utilizar dicho sistema para
producir AC puede resultar en interacciones benéficas que permitan una produccion mas eficiente.

16



Glicerol Glicerol

Glicerol Glicerol
G3P » PPP G3P
T thtA
. E4P : Acetil
PEP —— 4 DAHP e e
aroG™®" l
Malonill-Coa < A
heA ; ]
p ;*Pph -.\.. STS W\L/%T"““aJQ\J
PP HPP i ; -
: / I\ [ L pp-cumarill-CoA }:/
L-PHE  L-TYR o acL Resveratrol ~Resveratrol

TAL
p-CA— 4 —~ p-CA — @& ——+p-CA

Acido p-cumdrico

Figura 6. Sistema de co-cultivo de E. coli para la produccion de resveratrol. Se observa que la primera cepa libera
acido cumarico al medio y la segunda lo introduce para producir resveratrol. El acido cumarico puede ser téxico en
altas concentraciones, por lo cual liberarlo al medio y no acumularlo representa una ventaja para la cepa productora
(Modificado de Camacho-Zaragoza et al., 2016).

1.6 PROTEINAS FLUORESCENTES COMO HERRAMIENTA PARA EL MONITOREO
DE CEPAS DE PRODUCCION

Una de las desventajas de los co-cultivos es que complica el monitoreo y control de cada
poblacion, lo cual es necesario para entender su dinamica. Como alternativa para resolver

dicho problema se pueden emplear proteinas fluorescentes (FPs por sus siglas en inglés) para
monitorear cada cepa del co-cultivo. Las FPs se han utilizado como herramienta en muchas
aplicaciones por ser marcadores no invasivos y no toxicos que permiten la visualizacion y
cuantificacion de proteinas, asi como el andlisis de su localizacién y movimiento en células vivas.
Se han utilizado también para monitorear interaccidon entre proteinas, como biosensores que
describen eventos biolodgicos y estudios de movimientos de poblaciones de proteinas en las
células, entre otros (Lippincott-Schwartz y Patterson, 2003). En este proyecto se propone integrar
FPs diferentes en el cromosoma de cada cepa del co-cultivo para monitorear cada una por
separado.

La primera proteina fluorescente en ser purificada fue la proteina verde fluorescente (GFP por
sus siglas en inglés) que se descubri6 en la medusa Aequorea victoria. El gen gfp fue clonado
y se comenzo a utilizar para el analisis de organismos transgénicos y para estudios en biologia
aplicada. Se han realizado mutaciones para optimizar la GFP y para realizar cambios que lleven
a la produccion de FPs con diferentes longitudes de onda que sean distinguibles en el analisis.
Se ha logrado la creacion de FPs azules y amarillas (BFP yYFP respectivamente) a partir de la
GFP, aunque también se ha ampliado el descubrimiento de FPs buscando en otros organismos
marinos. El estudio de FPs puede llevarse a cabo por la observacion con equipos simples o
especializados como fluorometros, espectrofotometros o citometros de flujo (Stewart Jr, 2006).

La FP en rojo lejano (FRFP por sus siglas en inglés) codificada por el genTagRFP657 se obtuvo
realizando mutagénesis aleatoria en una proteina roja fluorescente denominada mKate que fue
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purificada de la anémona Entacmaea quadricolor. Esta FRFP tiene el pico de excitacion a 600nm
y el de emisidon a 650nm y es posible detectarla mediante el uso de un laser rojo presente en
algunos citometros de flujo (Morozova et al., 2010). Por otro lado, la GFP tiene dos picos de
excitacion y dos de emision (395-508nm y 470-503nm), que son diferentes y alejados al que
tiene la FRFP por lo que es posible distinguir entre ambas FPs con citometro de flujo u otros
instrumentos de deteccion (Chalfie, 1995).

1.7 GLICEROL COMO FUENTE DE CARBONO

Existen muchos microorganismos que pueden utilizar el glicerol naturalmente como unica fuente
de carbono, por lo que es un excelente sustituto para procesos industriales de fermentacion
(Papanikolaou y Aggelis, 2009). El glicerol, al ser subproducto de la transesterificacion de aceites
vegetales y grasas animales, representa una fuente de carbono sustentable ambientalmente.

Asi mismo en procesos industriales, principalmente en la produccion de biodiesel, se esta
sobreproduciendo glicerol por lo cual utilizarlo para producir metabolitos de interés representa
una valorizacion del producto. El precio estimado del glicerol es de $2.60 a $4.40 pesos mexicanos
por kilogramo, mientras que la glucosa se estima en $12.00 pesos mexicanos por kilogramo
(Quispe et al., 2013).

El metabolismo de la glucosa depende del sistema de fosfotransferasa (PTS, por sus siglas en
inglés) necesario para su internalizacion a la célula. El sistema PTS utiliza PEP, que provee de
fosfato al sistema para transportar la glucosa y de esta manera poder internalizarla a la célula
(Nelson et al., 2008). Cuando el glicerol esta presente como unica fuente de carbono, entra a la
célula por medio de difusion simple, sin consumir PEP, por lo que mas del PEP producido en el
metabolismo se puede utilizar para la via del shikimato, con lo que se aumenta considerablemente
el rendimiento para producir compuestos aromaticos y metabolitos derivados de éstos. Por los
beneficios presentados se propone utilizar glicerol como fuente de carbono en los cultivos de este
trabajo.

1.8 INGENI!ERiA D!EViAS METABOLICAS EN Escherichia coli PARA LA
PRODUCCION DE ACIDO CAFEICO EN UN SISTEMA DE CO-CULTIVO

La ruta metabdlica para la produccion de AC en E. coli a partir de glicerol inicia cuando el glicerol
es internalizado a la célula por medio del transportador de membrana GlpF y se produce glicerol-
3-fosfato. El glicerol-3-fosfato se utiliza para comenzar la via de las pentosas fosfato y para la
producciéon de PEP. De estas dos fuentes se produce 3-deoxy-D-arabinoheptulosonato-7-P (DAHP,
por sus siglas en inglés), que es un precursor de la via del shikimato. En la via del shikimato
suceden diversas reacciones que llevan a la sintesis de corismato, posteriormente se da la
produccion de acido prefénico y comienza la via de sintesis de la tirosina y fenilalanina. Solamente
a partir de tirosina por medio de las enzimas PAL o TAL (que son poco especificas) se puede
producir acido cumarico y la sobreexpresion de enzimas hidroxilasas mencionadas anteriormente
lleva a la produccion de AC a partir de acido cumarico (Hernandez-Chavez et al., 2019).

En este trabajo se busca la produccion heterdloga de AC en E. coli al sobreexpresar los genes tktA
y aroG™" que codifican para las enzimas transcetolasas y DAHP sintasa, respectivamente, con el
fin dirigir el flujo metabdlico a la via del shikimato. La inactivacién del gen pheA que codifica para
la enzima corismato mutasa-prefenato deshidratasa interrumpe la via de sintesis de fenilalanina,
lo que ocasiona que en la via de los compuestos aromaticos se produzca principalmente tirosina.
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Asi mismo, se expresara heter6logamente la enzima PAL/TAL de la levadura Rhodotorula glutinis
para lograr la produccion de acido cumarico, el acido cumarico se produce en una cepa que lo
libera al medio de cultivo. Por ultimo, se sobreexpresaran los genes hpaBC de la cepaW de E. coli
que codifican para la enzima 4-hidroxifenil acetato 3-hidroxilasa que produce el AC. En la figura se
muestra al transportador de acido cumarico AaeXAB (Fig. 7).

WpheA- Productora de ac. cumdrico WhpaBC Productora de AC
W3110(pheA::Km)/pJLBaroGfbrtktA/pTrcPALRg W3110/pTrchpaBC
Glicerol Glicerol

Glicerol
v 5 -
G3P » PPP
v
. Eap =
PEP s DAHP
aroG™

Glicerol

v
G3P

PEP—PYR J Acetiim

.
pheA | PPh
A‘P a
PP HPP i
4 v ["“w"\\v =
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Acido p-cumirico

Figura 7. Cepa productora de acido cumdrico y cepa productora de AC construidas para ser probadas en co-cultivo.
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IV. JUSTIFICACION

El AC es un compuesto que se encuentra naturalmente en plantas y tiene propiedades de
interés farmacéutico y comercial. Su extraccion es un proceso costoso, ambientalmente danino
e ineficiente, por lo que es importante producirlo a través de microorganismos en sistemas

de fermentacion y utilizando ingenieria metabdlica. E. coli se ha utilizado para producir AC en
cantidades limitadas. Una opcion para aumentar los niveles de produccion es dividir las rutas
metabdlicas para la produccion de AC en dos cepas cultivadas de manera simultanea. Una

de ellas especializada para generar 4c. cumarico y una segunda para transformarlo en AC, en
medio simple con glicerol como fuente de carbono. Ademas, cada cepa puede ser modificada
genéticamente en el cromosoma con la insercidn de genes reporteros que codifican para las
proteinas fluorescentes FRFP 6 GFP de tal manera que se pueda estudiar la dinamica individual
y de conjunto de las cepas durante el co-cultivo. Con este sistema se busca establecer la base
para contar con un proceso biotecnoldgico de produccién sustentable y escalable, que permita la
obtencién de AC evitando asi la costosa extraccion de tejidos vegetales (Fig. 8).

WnpheA- Productora de ac. cumdrico WhpaBC Productora de AC
W3110(pheA::Km)(lacZ: TagRFP857)/pJIBaroG™tktA/pTrcPALRg W3110(lacZ::gfp)/pTrchpaBC
Glicerol Glicerol

Q/\)L OH
HO

B Dp—CA

Acido p-cumirico

Figura 8. Modelo utilizado en este proyecto. Muestra la cepa WpheA- productora de dcido cumarico a partir de
glicerol, las enzimas sobreexpresadas (marcadas con una flecha verde) y las mutaciones (marcadas con un tache rojo).
También se muestra la cepa WhpaBC productora de AC, que introduce &cido cumarico a la célula para producir AC por
medio de la enzima hidrolasa codificada con el gen hpaBC. La cepa WpheA- se esquematiza en rojo al tener el gen
codificante para la proteina TagRFP657 en cromosoma mientras que la cepa WhpaBC se muestra en verde ya que tiene
el gen codificante para la GFP insertada en cromosoma.
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V. HIPOTESIS

Al cultivar simultdneamente la cepa (WpheA-) productora de acido cumarico con la cepa
(WhpaBC) productora de AC, sera posible desarrollar un sistema de co-cultivo para sintetizar AC
a partir de glicerol. Asi mismo, al generar un fondo genético con insercion de FPs en cromosoma,
permitird detectar la proporcion de cada cepa del co-cultivo para su analisis individual.

VI. OBJETIVO

V1.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar y utilizar estrategias para el mejoramiento del sistema de co-cultivo para la
produccion de AC a partir de glicerol con las cepas de E. coliWpheA- y WhpaBC.

V1.2 0BJETIVOS PARTICULARES

Caracterizar monocultivos en medio M9 con glicerol de las cepas: WpheA- productora de acido
cumarico y WhpaBC productora de AC.

Caracterizar co-cultivos en medio M9 con glicerol de las cepas: WpheA- productora de acido
cumarico y WhpaBC productora de AC.

Modificar la cepa WpheA- productora de acido cumarico con la insercién del gen TagRFP657 en
cromosoma para generar la cepa WpheA-/lacZ::TagRFP657.

Generar la cepa WhpaBC/lacZ::gfp a partir de colonias W3110 que contienen la insercién del
gen gfp en el cromosoma y transformarla con el plasmido de produccion de AC.

Analizar la fluorescencia de las cepas generadas (WpheA-/lacZ::TagRFP657 y WhpaBC/lacZ::gfp)
en el citometro de flujo.
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VII. DISENO EXPERIMENTAL

VIL.1 CEPAS Y PLASMIDOS

Las cepas de E. coliy plasmidos empleados y construidos en este trabajo se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados en este trabajo.

Cepa Caracteristica Referencia
WpheA- W3110 (pheA::Km)/pJLBaro *'tktA |Vargas-Tah et al., 2015
y pTrcPALRg KmFf, Tc? y CbF,
WhpaBC W3110/pTrchpaBC.Cb~. Sanchez-Andrade, n.d.
WpheA-//lacZ:: | W3110 Este trabajo
TagRFP657 (pheA::FRT)(/acZ::TagRFP657)/
pJLBaroG™®tktAy pTrcPALRg Km?,
GmF, TcRy Cbh.
Wf13/lacZ::gfp | W3110 (lacZ::gfp) Cm?~. Ruiz-Guerrero, n.d.
WhpaBC/ W3110 (lacZ::gfp)/pTrchpaBC Cm” | Este trabajo
lacZ::gfp y Cb".
Plasmido Caracteristica Referencia
pJLBaroG™tktA |aroG™ bajo la regulacion de Balderas-Hernandez et
lacUV5 y tktA bajo su promotor al., 2009
nativo Tc".
pTrcPALRg Gen PAL de R. glutinis clonado en | Vargas-Tah et al., 2015
el vector pTrc99A Cb-.
pTrchpaBC Genes hpaBC de E. coliclonados [ Sanchez-Andrade y
en el vector pTrc99A CbH”. Gosset, n.d.
pKD46 Genes y, By exo de la recombina- | Datsenko y Wanner,
sa Red del fago A bajo regulacion |2000.
de ParaB y con replicaciéon termo-
sensibles del plasmido pSC101.
Cb~.
pTrcTagRFP657 | GenTagRFP657 clonado en el vec- | Martinez-Mejia, n.d.
tor pTrc99A. CbF
pLoxGentrc Gen aacC1(GmR) entre las se- Sabido et al., 2009
cuencias loxP con gen represor
lacl, secuencia Ptrcy terminador
rrnB. Gm".
pLoxGentrcTa- |Derivado de pLoxGentrc con el Este trabajo
gRFP657 genTagRFP657. Gm".

n.d.= sin publicacion o fecha de publicacion.
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VIl.2 MEDIOS DE CULTIVO

Composicion de los medios de cultivo empleados para cinéticas de crecimiento y técnicas
moleculares:

* Medio mineral M9: 6 g/L de Na,HPO,, 3 g/L de KH,PO,, 0.5 g/L de NaCl, 1 g/L de NH,Cl, 2 mM
de MgSO,, 0.1 mM de CaCl,, 0.01 g/L de vitamina B1y 10 g/L de glicerol.

Medio Luria-Bertani (LB): 10 g/L de triptona, 5 g/L de extracto de levadura y 5 g/L de NaCl.
Medio YENB: 75 g/L de extracto de levadura y 8 g/L de caldo nutritivo.

Medio SOC: 20 g/L de bactotriptona, 5 g/L de extracto de levadura, 2.5 g/L de MgSO,, 2 g/L de
MgCl,, 0.58 g/L NaCl, 93.18 mg/L de KCI.

Medios de cultivo utilizados en las cinéticas de crecimiento:

Tabla 2. Medios de cultivo utilizados en cinéticas de crecimiento y especificaciones. Con los antibiéticos,

Carbenicilia, , (Cb), Tetraciclina,, (Tc) y Kanamicina,, (Km) a concentracion de 30 pg/mL

Cepal(s) Pre-Inéculo Inéculo Cultivo

WpheA- LB, Cb,Tc, |Medio M9, Cb, | Medio M9, Cb,Tc, IPTG 0.1
Km Tc mM, L-fenilalanina 0.3 mM

WhpaBC LB, Cb Medio M9, Cb [ Medio M9, Cb, IPTG 0.1 mM,

acido p-cumarico 3 mM

WpheA-y LB, Cb Medio M9, Cb | Medio M9, Cb, IPTG 0.1mM,

WhpaBC L-fenilalanina 0.3 mM

(co-cultivo)

VI1.3 CINETICA DE CRECIMIENTO

Pre-inoculo

Se inoculé una asada de la cepa conservada en glicerol (WpheA- o WhpaBC) en un tubo de ensayo
con 4 mL de medio LB y los antibiéticos de seleccion. Los tubos fueron incubados por 8 h, a 37°C
y 300 rpm.

Indculo

Se determinaron las unidades de densidad optica (a 600__ unidades de absorbancia) (D.O.) del
preindéculo en un espectrofotdmetro para calcular el volumen necesario para iniciar el inéculo en
25 mL de medio mineral M9 a una D.O. de 0.1 en matraces de 125 mL. El in6culo fue incubado por
12 ha37°Cy 300 rpm.

Cultivo

Se inicio el cultivo a una D.O. de 0.1 en 50 mL de medio mineral M9 y en matraces de 250 mL,
realizando cuadruplicados de cada cultivo. Los cultivos fueron incubados a 37°C y 300 rpm. Se
muestred 1 mL del cultivoalasOy2h,0.5mLalas4,6y8hy0.1mLalas 10,24,36y 50 hy se
cuantificé la D.O. multiplicando por el factor de dilucion, asi mismo la D.O. se multiplicé por 0.37
(factor de conversién de D.O. a peso seco (p.s.) estandarizado para la cepa W3110) para determinar
la biomasa en p.s. con unidades de g/L. Asi mismo, se colecté 1 mL de cultivo para analizar por
cromatografia liquida de alta presion (HPLC por sus siglas en inglés) en los tiempos 0, 4, 8, 24, 36
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y 50 h, colocandolos en microtubos y centrifugando por 3 min para recuperar el medio libre de
células y conservar en congelacion.

La cuantificacién del glicerol se llevo a cabo en un sistema de HPLC Waters, empleando una
columna Aminex HPX-87H y con fase movil de H,SO, 5 mM a un flujo de 0.5 mL/min a 50°C. La
cuantificacion de acido cumarico y AC se llevé a cabo en un sistema HPLC Agilent 100 en una
columna Phenomenex Synergi Hydro RP C18 y fase movil A de 0.1% TFA en metanol con fase
movil B de 0.1% TFA en agua, con un flujo de 1 mL/min a 45°C. Las muestras fueron filtradas con
membranas de nylon de 0.45 pm y la cuantificacion de las muestras se realizé por interpolaciéon de
una curva estandar construida con estandares de los compuestos a determinar.

VI1.4 REACCIONES EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCRs) Y OLIGONUCLEOTIDOS

Las PCRs realizadas en este trabajo se llevaron a cabo con laTaq polimerasa recombinante

(Thermo Fisher) con un volumen de reaccién de 50 uL. La reaccién se llevo a cabo con 0.2 mM de

dNTP’s, 0.3 uM del Primer Forward (Fw), 0.3 uM del Primer Reverse (Rv), 1X BufferTag, MgCI2 2

mM, 0.9 uL de la enzimaTagDNA polimerasa y del DNA templado se agreg6 el volumen necesario

para obtener de 50-100 ng (cuantificado por nanodrop). La reaccién se llevo a cabo en el equipo

BioRad Thermal Cycler C1000 usando un programa con las siguientes etapas:

1. Un ciclo de pre-desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos.

2. 30 ciclos de amplificacion, cada uno con un paso de desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos,
alineamiento con temperatura variable dependiendo de los oligos utilizados de 54-60°C por 1
minuto y polimerizacién a 72°C por 1 minuto por cada kpb

3. Un ciclo de extension final a 72°C por 7 minutos.

Los oligonucledtidos utilizados para amplificar mediante PCR el DNA cromosomal, DNA
plasmidico y para realizar las comprobaciones de integraciones en cromosoma se describen en la
Tabla 3:

Tabla 3. Oligo-empleados para este trabajo:

Nombre del oligo Secuencia b-3’ Uso

trcmelA/lacZfwd | GAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGA- | Amplificacidon de
TACTGTCGTCGTCCCCTCAAAC- pLoxGentrcFRFP
GCTTATCATCGACTGCACGG e integracién
cromosomal

trcmelA/lacZrvs | GACATGGCCTGCCCGGTTATTAT- | Amplificacion de
TATTTTTGACACCAGACCAACTG- [pLoxGentrcFRFP

CACAGATGCGTAAGGAGAA e integracion
cromosomal
pheA- Fw GACGCCACAATCAATACACC Comprobacién de
genotipo pheA-
pheA- Rv CGTCGAGCACGATCAGAATA Comprobacion de

genotipo pheA-




Nombre del oligo Secuencia 5’-3" Uso

MCS down GCAAGCAGATTACGGTGACG Comprobacioén de
sustitucion de frfp por
lacZ en cromosoma.
Fw

pLoxGentrcup |TGTGCTGCAAGGCGATTAAG Comprobacién de
sustitucion de frfp por
lacZ en cromosoma.
Rv

gfp F GACCCGCCACAACATTGAAG Comprobacién de
sustitucion de gfp por
lacZ en cromosoma.
Fw

LacZ::tcm GTGGCGAACGATGAGCCAAT Comprobacién de
sustitucion de gfp por
lacZ en cromosoma.
Rv

VIL.5 TRANSFORMACION CON PLASMIDOS DE PRODUCCION

Se realizaron transformaciones bacterianas en las cuales se introdujeron plasmidos a las cepas
para la produccion de acido cumarico y AC. Se comenzo realizando una mini-preparacion de
plasmido por lisis alcalina en la cual se incubé la cepa que contiene el plasmido en 4 mL del
medio LB con el antibidtico de resistencia a 37°C por toda la noche. Posteriormente 1.5 mL del
cultivo saturado se transfirié a un microtubo que se centrifugé a maxima velocidad por 1 minuto a
temperatura ambiente (TA) y se elimind el sobrenadante. Se lavo la pastilla con una solucion SET
(Sacarosa, EDTA yTris), se centrifugé en las mismas condiciones y se elimino el sobrenadante.

Se resuspendio la pastilla en solucién SET con 5 yL RNAasa (a 0.0001 g/L), SDS 2% y NaOH 0.4

N, incubando en hielo por 8 minutos. Posteriormente se agrego acetato de sodio 3 M y se dejo
incubando en hielo por 20 min. Se centrifugd por 5 minutos aTA y se recuper6 el sobrenadante, se
agrego isopropanol y se agitd, posteriormente se centrifugd por 5 minutos aTA. Se lavo la pastilla
con etanol al 70%, se centrifugd por 5 minutos se eliminé el sobrenadante y se dejo secar por 15
minutos. Asi se obtuvo el plasmido purificado para la transformacion.

De las cepas a transformar se prepararon células electrocompetentes de la siguiente forma: A
partir del glicerol de la cepa conservada a -70°C se inocularon las cepas en un tubo con 4 mL de
medio YENB por toda la noche a 37°C y 300 rpm. Posteriormente se inoculd 0.25 mL de ese cultivo
saturado en 50 mL de medio YENB dentro de un matraz de 500 mL bajo las mismas condiciones.

Cuando el cultivo llegé a una D.O. entre 0.5 y 0.9 el cultivo se pasé a tubos conicos y se centrifugd
a 8,000 rpm y 4°C por 5 minutos. Se lavo la pastilla 2 veces en agua desionizada para finalmente
resuspender en glicerol al 10%, haciendo alicuotas de 50 pL en microtubos y conservando en hielo
seco para su almacenamiento a -70°C.

Con las células electrocompetentes se llevo a cabo la electrotransformacion, se descongelo

una alicuota y se le agreg6 de 1-4 pL del DNA obtenido en la mini-preparacion de plasmido. Se
transfirié la suspensién en una cubeta de electroporacién de 0.2 mm y se electroporé a 2500 V.
Se anadieron 950 puL de medio SOC y se transfirid a un tubo de cultivo para incubar 1 ha 37°Cy
300 rpm. Se platearon las células en cajas con LB y el antibiotico de seleccidon con la resistencia
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codificada en el plasmido y se incubaron toda la noche a 37°C. Se probaron 5 colonias realizando
una mini-preparacion de plasmido de cada una, digiriéendolo con enzimas de restriccion y
corriendo un gel de agarosa para comprobar el tamano del plasmido.

En este trabajo se transformo la cepa WpheA-/lacZ::TagRFP657, que tiene el gen que codifica

para la FRFP sustituyendo a /acZ en cromosoma, con los plasmidos pJLBaroG™tktA y pTrcPALRg
que permiten la produccién de acido cumarico a partir de glicerol. Asi mismo se transformo

la cepa Wf13 lacZ::gfp, que contiene el gen que codifica para la proteina GFP en cromosoma,

con el plasmido pTrchpaBC que permite la produccion de AC a partir de dcido cumarico. Asi se
obtuvieron las cepas productoras fluorescentes para poder analizar en citdmetro de flujo.

VI1.6 CLONACION E INTEGRACION AL CROMOSOMA DEL GEN TagRFP657 A E. coli

El genTagRFP657 se integré en un vector pTrc y se obtuvo el plasmido pTrcTagRFP657, vector de
clonacién que permite la digestion con enzimas de restriccion que cortan el plasmido en sitios
unicos. Dicho plasmido se digirié con las enzimas Ncol y Hindlll para liberar el fragmento del gen
TagRFP657, dicha digestidn se llevo a cabo con el buffer 1 XTango con el doble de enzima Hindlll
que de Ncol, a 37°C por 3 h y se inactivaron las enzimas a 80°C por 20 min.

El genTagRFP657 se clono en el plasmido pLoxGentre, que contiene el gen de resistencia

a gentamicina (Gm) y sitios de reconocimiento a los oligos de amplificacion. El plasmido
pLoxGentrc se digirié con las enzimas Ncol y Hindlll con las mismas condiciones de la digestién
mencionada anteriormente. Posteriormente se realizé la ligacion del plasmido y el genTagRFP657
con 1 unidad de ligasaT4 a 22°C por 15 h y se inactivé a la ligasa a 65°C por 10 min, la ligacién se
transformo en células electrocompetentes de E. coliy asi se obtuvo como producto el plasmido
pLoxGentrcTagRFP657 plasmido que posibilita amplificar un fragmento de PCR con el marcador
de seleccion por resistencia a Gm y el fragmento codificante al gen de interésTagRFP657 (Fig. 9).

HindIIl (2124)

Figura 9. Clonacién de gen TagRFPG57 en el pldsmido pLoxGentrc. A) Pldsmido pTrcTagRFP657. B) Plasmido
pLoxGentrc, ambos plasmidos se digirieron con las enzimas Ncol'y Hindlll. C) Plasmido producido pLoxGentrcTagRFP657.
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Posteriormente se generé un producto de PCR utilizando los siguientes oligos:

e trcmelA/lacZfwd

5" GAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACgcttatcatcgactgcacgg3’
H1 P1

e trcmelA/lacZrvs
5'GACATGGCCTGCCCGGTTATTATTATTTTTGACACCAGACCAACTgcacagatgcgtaaggagaa3’
H2 P2

Donde P1y P2 tienen homologia al plasmido molde pLoxGentrcTagRFP657 y H1 y H2 tienen
homologia al gen lacZ (Sabido et al., 2009). El producto de PCR se digirié con Dpnl, que reconoce
sitios metilados y corta plasmidos y no productos de PCR ya que es el producto el que se busca
incorporar al DNA. Se corrié un gel preparativo de agarosa con el producto de la digestion y se
purifico la banda que contiene el DNA lineal para la integraciéon al cromosoma (Fig. 10).

(1) StarttremelsflacZrus (2 . 66) (2663 .. 2727) tremeld/lacZhwdEnd (2728)

500 1000 1500 ZooaT 2500

Gen @ - O (T 1] m
H2 |  Mi3fwd loxP loxpP rrnB T1 terminator MCS | tre promoter | H1
=] KS primer lac operator P1

PCR TagRFP&57+Genk
2727 bp

Figura 10. Producto de PCR con genes codificantes para la FRFP y la resistencia a Gm. Se observan las regiones H1
y P1, asi como H2 y P2 de los oligos para la amplificacién.

Se transformo la cepa W3110 (pheA::FRT) con el plasmido pKD46 que contiene las recombinasas
del sistema Lambda red. Se prepararon células electrocompetentes de dicha cepa y se
transformaron con 100 ng del DNA lineal producto de PCR, esto se realiz6 para la integracion del
DNA lineal al cromosoma y se dejé recuperando por 4 h en la incubadora a 30°C. En dicho tiempo
el DNA lineal se recombind con el DNA cromosomal de la cepa, reconociendo la secuencia de
homologia al gen lacZy sustituyéndolo por el gen de resistencia a Gm y TagRFP657 provenientes
del DNA lineal (Fig. 11). Posteriormente se plaqueé en medio LB con Gm, para la recuperacion.

|5"a"‘ © ‘End (4970}
10007 Zo00T 30007 4000
0 IR Y - | I ] Lac? \
H1 I MCS | ] 1 H2
MCS MCS rrnB T1 terminator loxP KS primer

sustitucion GentrcTagRFP657
4970 hp
L ___________________________________________________________________________________________|

Figura 11. Fragmento de DNA cromosomal con el fragmento de DNA lineal proveniente de la PCR sustituyendo el
gen /acZen el cromosoma de E. coli.

27



La integracion del genTagRFP657 en el cromosoma provoca la eliminacion del gen lacZ, esto
permite seleccionar las colonias de las candidatas positivas por su color blanco en una placa que
contiene X-gal porque perdieron la actividad beta galactosidasa codificada por el gen /acZ. El
fenotipo negativo se observa en las colonias azules que muestran este color por la reacciéon de la
beta galactosidasa con el X-gal.

El sistema completo se presenta a continuacion (Fig. 12):

A) tremelAflacZrvs

loxP
pLoxGentrcTagRFPE57

- TagRFPE5T
{
fre:
»

tremel AdlacZfwd

l loxP loxP
ﬁ TagRFP657

C)
@ TagRFP657 B it Gm
B S . A—— -
LacZ::tremelAfwd MCS down pLoxGentrc up

LacZ::tremelArys

Figura 12. Esquema del sistema de integracion al cromosoma. A) Generacion del producto de PCR a partir del
pLoxGentrcTagRFP657, los primers utilizados para amplificar (tremelA//acZfrwd y tremelA/lacZrvs) llevan identidad con
el pldsmido templado y con /acZ. B) Recombinacion homéloga entre el DNA lineal y /acZ cromosomal mediada por el
sistema A-Red. C) Seleccién de las transformantes por su resistencia a Gm y fenotipo de colonia blanca. Confirmacién
por PCR con oligos MCS down y pLoxGentrc up. (Modificado de Sabido et al., 2009).

VIL.7 CITOMETRIA DE FLUJO EN CEPAS PRODUCTORAS, FLUORESCENTES

Se realizaron pre-inéculos, inéculos y cultivos de las cepas WpheA-/lacZ::-TagRFP657 y WhpaBC/
lacZ::gfp con los mismos medios utilizados en las cinéticas de crecimiento. Los cultivos se dejaron
en incubacion por 8 h y se tomaron muestras de 1 mL en microtubos.

Las muestras se procesaron al centrifugar a 13 Krpm por 3 minutos y después se elimino el
sobrenadante. Se agregé 1 mL de PBS para frenar el crecimiento celular, analizar en citdmetro
de flujo AMNIS y determinar la fluorescencia de las células en la muestra. Se utilizo el citometro
de flujo AMNIS ImageStream MKII con flujo a velocidad de 44 mm/segundo y diametro de 7
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micrones. Para detectar la fluorescencia en rojo se utilizo el laser a 592 _ con intensidad de 300

mW y para detectar la fluorescencia en verde se utilizo el laser a 488 con intensidad de 200 mW.

Al observar conglomerados en las muestras se agrego un lavado conTriton X-100 al
procesamiento de muestras. Se colocd 1 mL de la muestra en un microtubo, se centrifugd por 3
minutos y se elimino el sobrenadante, se agregd 1 mL de PBS +Triton X-100 al 0.1%, y se agito
en vortex por 1 min y posteriormente se centrifugé a 13 Krpm por 3 minutos, eliminando el
sobrenadante y conservando las muestras en 1 mL de PBS para analizar en el AMNIS.
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VIil. RESULTADOS Y DISCUSION

VIII.1 CARACTERIZACION DE CEPAS PRODUCTORAS EN MONOCULTIVO Y CO-CULTIVO

Para cumplir los objetivos del proyecto se comenzd caracterizando individualmente la cepa
WpheA-, productora de acido cumarico (Fig. 13) y la cepa WhpaBC, productora de AC (Fig. 14). De
cada una se determino el crecimiento en peso seco (p.s.), el consumo de glicerol y la produccion
de acido cumarico por la cepa WpheA-y AC por la cepa WhpaBC.
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Figura 13. Cinética de crecimiento, consumo de glicerol y produccién de &c. cumarico de la cepa WpheA- en medio
mineral M3 con 10 g/L de glicerol como fuente de carbono. El crecimiento se expresa en p.s. con concentracion dada
en g/L. La concentracion del glicerol y el ac. cumarico esta dada en g/L.

La cepa WpheA- consumio aproximadamente 6 g/L de glicerol en 50 h, llegd a un peso seco de
0.551 £ 0.009 g/L y a la fase estacionaria en dicho tiempo. La produccion de acido cumarico por
esta cepa fue de 0.042 + 0.009 g/L en 50 h comenzando la produccion a las 8 h del cultivo.
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Figura 14. Cinética de crecimiento, consumo de glicerol y ac. cumérico y produccion de AC de la cepa WhpaBC en
medio mineral M3y 10 g/L de glicerol como fuente de carbono y con 0.58 g/L de ac. cumérico suplementado al medio.
El crecimiento se expresa en p.s. con concentracion dada en g/L. La concentracién del glicerol, el &c. cumarico y el AC
estd dada en g/L.

La cepaWhpaBC también consumid aproximadamente 6 g/L de glicerol en 50 hy llega a la

fase estacionaria en ese tiempo con un peso seco de 0.826 + 0.003 g/L. La cepa consumio
practicamente todo el acido cumarico suministrado (0.586 + 0.085 g/L) y la conversiéon de

acido cumarico a AC fue del 90%, produciendo 0.530 + 0.096 g/L de AC. La conversion de acido
cumarico a AC se lleva a cabo mayormente a partir de las 4 h y hasta las 24 h, ya que el sustrato
se agota en ese tiempo. La velocidad de crecimiento (u) de las cepas en monocultivo obtenidas
fue de 0.11 £ 0.005 (h™") para la cepa WpheA- y de 0.14 + 0.008 (h'") para la cepa WhpaBC siendo
estadisticamente distintas (P=0.0108). Al ser mas lenta la cepa productora de acido cumarico, tarda
mas tiempo (42 h aprox.) en llegar a fase estacionaria, mientras que la cepa productora de AC
llega a dicha fase a las 24 h de iniciado el cultivo.

El analisis de la velocidad de produccién (qp) de dcido cumarico por la cepa WpheA- y la velocidad
de consumo (gs) del mismo por la cepa WhpaBC muestran la gp= 0.0099 g ac. cumarico/g
células*h y la gs=0.169 g ac. cumarico/g células*h durante la fase exponencial (de 0 a 8 h). Los
calculos de la razén gs/qp en el rango de las 0 a las 8 h muestran que en fase exponencial la
velocidad de consumo de acido cumarico es 17 veces mayor que la velocidad de su produccion.
Con estos céalculos y teniendo en cuenta que la cepa productora de AC tiene una mayor velocidad
de crecimiento que la cepa productora de acido cumarico, se decidié hacer dos co-cultivos
variando la proporcidon de células al iniciar el experimento. El co-cultivo 1:1 se preparé como
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experimento control para explorar el comportamiento de los pardmetros cinéticos estando las dos
cepas acopladas y se planeo un co-cultivo 17:1, buscando que al estar 17 veces mas concentrada
la cepa WpheA- la velocidad de produccion y de consumo de acido cumarico puedan aproximarse
y asi lograr el mayor titulo de AC.

Los resultados mostraron que tanto en el co-cultivo con proporciéon 1:1 (Fig. 15) como el de
proporcion 17:1 (Fig. 16) el consumo de glicerol fue mas del 90% y el peso seco alcanzado a las

50 h fue de 0.739 + 0.014 g/L y de 0.736 + 0.005 g/L respectivamente. El co-cultivo 1:1 no alcanzo

la fase estacionaria en 50 h, mientras que el co-cultivo 17:1 alcanzo la fase estacionaria a partir

de las 36 h. En el co-cultivo de proporcién 1:1 se llevé a cabo la conversion de la mayor parte del
acido cumarico a AC, llegando a producir 0.042 + 0.004 g/L de AC. En comparacion, en el co-cultivo
de proporcion 17:1, a pesar de acumular notoriamente el acido cumarico, se observa menor
producciéon de AC alcanzando 0.028 + 0.002 g/L.

Cocultivo con proporcién 1:1
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Figura 15. Cinética de crecimiento, consumo de glicerol y produccién de &c. cumarico y AC de co-cultivo con
proporcion 1:1 de las cepas WpheA- y WhpaBC, en medio mineral M9y 10 g/L de glicerol. El crecimiento se expresa
en p.s. con concentracién dada en g/L. La concentracion del glicerol, el ac. cumérico y el AC esté dada en g/L.
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Cocultivo con proporcién 17:1
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Figura 16. Cinética de crecimiento, consumo de glicerol y produccién de ac. cumdrico y AC del co-cultivo con
proporcién 17:1, en medio mineral M3y 10 g/L de glicerol. Co-cultivo con 16 veces mds concentrada la cepa
WpheA- que la WhpaBC al iniciar el cultivo (0 h). El crecimiento se expresa en p.s. con concentracién dada en g/L. La
concentracion del glicerol, el 4c. cumérico y el AC esté dada en g/L.

La bioconversion de acido cumarico a AC observada en el monocutivo de la cepa WhpaBC es
cercana al 100%, es decir, por cada molécula de acido cumarico se obtiene una molécula de AC.
Por eso es de esperarse que en los co-cultivos, eventualmente cada molécula de acido cumarico
sea convertida a una molécula de AC si se extiende el tiempo del cultivo. Por lo tanto, si sumamos
la cantidad de acido cumarico y AC en todos los cultivos, obtendremos la cantidad total capaz de
ser producida de AC en cada co-cultivo (Tabla 4).
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Tabla 4. Titulo de &cido cumarico, AC y su suma obtenidos en los monocultivos y co-cultivos.

Titulo ac. cumarico Titulo ac. cafeico Titulo ac. cumarico +

(mg/L) (mg/L) ac. cafeico (mg/L)
Woher
WhpaBC 530 + 95.7*
Co-cultivo 1:1 52+14 41.8 £+ 4.3 47 £ 5.7
Co-cultivo 17:1 51.9+ 3.7 278+24 79.7 £ 6.1

*En este experimento se adicionaron 600 mg/L de acido cumarico al medio de cultivo.

En el co-cultivo 1:1 se alcanza un titulo de AC mayor que en el de 17:1, pero sumando la
concentracion de acido cumarico y AC se obtiene un titulo total de AC de 79.7 + 6.1 mg/L en el
co-cultivo con proporciéon 17:1, siendo mayor que en el co-cultivo 1:1 que llegd a 47 + 5.7 g/L.
Este analisis indica que el sistema de co-cultivo desarrollado en este trabajo tiene potencial para
sintetizar simultaneamente los dos productos de interés y que es muy importante ajustar la
relaciéon de las cepas para conseguir que el acido cumarico producido sea consumido para llevar
a la produccion de AC. El reto al que nos enfrentamos es de optimizar el sistema de bioconversion
de manera eficiente para mejorar la produccion de AC. Una alternativa sera escalar los cultivos
de matraz a fermentador para aumentar la produccion hasta diez veces mas, como ha sucedido
al escalar otros productos. Entonces, reitero que llevar a cabo el escalamiento ascendente es de
sumo interés para el co-cultivo desarrollado en esta tesis.

Ademas de pretender escalar el sistema, para conocer la proporcion dptima entre las cepas

del co-cultivo que conduzca a la mejor produccion de acido cumarico y que sea convertido
eficientemente a AC, se realizaron los calculos para conocer la velocidad especifica de produccion
de acido cumarico de la cepa WpheA- asi como la velocidad especifica de consumo de acido
cumarico y de produccion de AC por medio de la cepa WhpaBC durante las 50 h del cultivo, y no
solamente durante la fase estacionaria ya que la produccién de acido cumarico no sucede de las 0
a las 8 horas, sino que comienza a las 8 h y continta hasta las 50 h (Tabla 5).

Con estos calculos, al hacer una comparacién entre la velocidad especifica de produccion de
acido cumarico y la velocidad especifica de consumo del mismo compuesto en los monocultivos
durante las 50 h, se obtuvo que la velocidad de consumo es 8 veces mayor que la de produccion.
Tomando en cuenta este resultado se sugiere que realizar un co-cultivo con proporcion 8:1, con

8 veces mas concentrada la cepa WpheA- productora de 4cido cumarico podriamos optimizar la
produccion de AC, evitando la acumulacion de acido cumarico, pero con una cantidad que permita
un mayor titulo de AC.

Tabla 5. Velocidad especifica de produccion de acido cumarico por medio de la cepa WpheA- (gp ac. cumdrico
WpheA-). Velocidad especifica de consumo de acido cumérico (gs ac. cuméarico WhpaBC) y de produccién de AC por
medio de la cepa WhpaBC (qp AC WhpaBC). Todos los datos calculados de los monocultivos a las 50 h.

qp ac. cumarico WpheA-* gs ac. cumarico WhpaBC* qp AC WhpaBC**

0.0016 + 0.0003 0.0133 £ 0.0024 0.0134 + 0.0022

*g ac. cumarico/g células*h ~ ** g AC/g células*h
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VIII.2 CEPAS FLUORESCENTES Y PRODUCTORAS

A pesar de conocer la velocidad de crecimiento y los parametros cinéticos de las cepas en
monocultivo, no podemos afirmar que en co-cultivo se conserven los mismos valores. La
actividad bioldgica de las cepas en el mismo cultivo podria modificarse con respecto a los
monocultivos, por lo que el analisis de los co-cultivos se dificulta al no conocer la proporcion de
cada cepa durante la cinética. Para seguir el comportamiento de cada cepa en el co-cultivo se
puede rastrear cada una durante la cinética por cuentas viables, donde cada colonia corresponde
a una célula. Esto es posible cuando las cepas tienen diferentes marcadores de seleccion como
en el caso de este trabajo, sin embargo, se probo la técnica y resulté muy laboriosa y presenté
mucha disparidad en las 4 repeticiones realizadas. Otra manera de resolver dicha problematica
es poniendo marcadores de genes fluorescentes en el cromosoma de cada cepa, en esta tesis se
propuso realizar integraciones en el cromosoma para generar cepas fluorescentes, codificantes
para dos distintas FPs y asi poder determinar por fluorescencia la proporcion de cada cepa en los
tiempos de cultivo analizados. Esta estrategia permite entender la dinamica de crecimiento de
cada una de las cepas presentes en el co-cultivo.

La cepaWpheA-/lacZ::TagRFP657 se generd en un fondo genético W3110 y se realizé la inserciéon
a cromosoma del genTagRFP657 que sustituyé al gen lacZ. Se transformo dicha cepa con los
plasmidos para produccion de acido cumarico, pJLBaroG™tktA y pTrcPALRg (Fig. 17).

Figura 17. Comprobacién genética de cepa WpheA-/lacZ::TagRFP657. 1) Marcador de peso molecular 1 kb de
Thermo. 2) Comprobacién de mutacién de pheA (850 pb). 3) Comprobacion de insercién de TagRFP657 (329 pb). 4) Dos
plasmidos de produccion pJLBaroG™tktA (9745 pb) y pTrcPALRg (6404 pb) con digestion simple.
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La cepaWhpaBC/lacZ::gfp se gener6 con un fondo genético W3110, con la sustitucion del gen
lacZ por gfp en el cromosoma. Asi mismo se transformo con el plasmido de produccion de AC,
pTrchpaBC (Fig. 18).

Figura 18. Comprobacion de cepa WhpaBC//acZ:gfp. 1y 2) Digestién simple de plasmido pTrchpaBC (6465 ph).
3) Digestion doble de plasmido pTrchpaBC (Fragmento de 2340 pb y fragmento de 4125 ph). 4) Marcador de peso
molecular 1 kb de Thermo. 5) Comprobacidn de insercién de gfp (303 pb).

VIII.3 CITOMETRIA DE FLUJO EN CEPAS FLUORESCENTES Y PRODUCTORAS

Se realizaron cultivos tanto de las cepas fluorescentes generadas: WpheA-/lacZ::TagRFP657 y
WhpaBC/lacZ::gfp como de las cepas WpheA- y WhpaBC sin fluorescencia tomando las ultimas
como control. Se tomaron muestras a las 8 h de cultivo, se analizaron en citometro de flujo AMNIS
y se grafico la intensidad de fluorescencia de cada una.

Se cuantifico la intensidad de fluorescencia de la cepa WpheA-/lacZ::TagRFP657 en el canal 11 del
citometro que tiene el laser que permite cuantificar la fluorescencia en rojo. El laser se puso a la
maxima potencia. Comparada con el control (A), que tiene un pico de fluorescencia debajo de 0,
se observa que la intensidad de la cepa fluorescente en rojo lejano tiene un pico de fluorescencia
entre 0 y 1000 (Fig. 19). Con estos resultados se determiné que la cepa era fluorescente y que
puede reconocerse en co-cultivo con alguna cepa que no tenga el gen que codifique para la FRFP.
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Figura 19. Comprobacién fenotipica de cepa fluorescente en rojo lejano empleando citometria de flujo. A) Control:
WpheA-. B) Cepa con proteina fluorescente en rojo lejano (FRFP) en cromosoma: WpheA-//acZ::TagRFP657.

Por otro lado se cuantifico la intensidad de fluorescencia de la cepa WhpaBC/lacZ::gfp en el canal
2 del citdmetro que tiene el laser que permite cuantificar la fluorescencia en verde. En este caso
vemos que en la fluorescencia del control (A) los valores van del 0 al 400 contando con un pico en
el 200. Esto se debe a que todas las células tienen autofluorescencia en la longitud de onda verde.
Sin embargo se observa que la cepa WhpaBC/lacZ::gfp cuenta con una fluorescencia mayor, con
un pico de intensidad en el 400, por lo cual se puede separar de la las células que solo presentan
autofluorescencia (Fig. 20).
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Figura 20. Comprobacién fenotipica de cepa fluorescente en verde empleando citometria de flujo. A) Control:
WhpaBC. B) Cepa con protefna fluorescente en verde (GFP) en cromosoma: WhpaBC/lacZ:gfp.
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Se present6 una dificultad al analizar las cepas en el citdmetro, ya que las cepas en cultivo
formaron agregados que no permiten una corrida rapida para analizar célula por célula en

el citometro. El tritdn es un detergente capaz de cambiar la polaridad de las membranas sin
danar la integridad de la célula y se utiliza para desintegrar biofilms (Chen y Stewart, 2000),
por lo cual se prob6 para ver su eficiencia para disgregar conglomerados. Se realizé un cultivo
de la cepaWhpaBC/lacZ::gfp y se realizé un tratamiento conTriton X-100 al 0.1%. Se analizo
dicho tratamiento y una muestra sin el tratamiento como control. Se obtuvo que la muestra sin
tratamiento de Triton X-100 tuvo tan solo 20.77% de células Unicas, mientras que la muestra
con tratamiento contd con 46.92% de células unicas. Teniendo mas del doble de células Unicas
se determind que el tratamiento con Triton X-100 facilita el analisis de los cultivos que forman
agregados.

Las dos cepas fluorescentes se utilizaron para realizar un analisis comparativo de la longitud de
onda de cada cepa y no tener errores generados por la autofluorescencia de las células. Para
comprobar que se pueda distinguir la proporcidén de cada cepa durante una cinética se realizaron
mezclas de las cepas y se analizaron en el citdometro AMNIS. El analisis se realiz6 comparando la
intensidad del canal 11 que se utiliza para analizar la fluorescencia del color rojo y la intensidad del
canal 2 que se utiliza para analizar la fluorescencia del color verde.

Se obtuvieron poblaciones de células fluorescentes en rojo y células fluorescentes en verde

(Fig. 21). Al utilizar un control de cada cepa fluorescente, se determiné la distribucion de cada
poblacion al graficar la intensidad del canal 11 vs. la intensidad del canal 2 y se eliminaron las
células que no tienen ninguna fluorescencia definida. Asi se logré determinar el porcentaje de
células fluorescentes verdes y rojas en proporciones predeterminadas, lo que nos permitira
realizar co-cultivos y determinar la proporcion de cada cepa en distintos tiempos para asi estudiar
su dindmica.
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Figura 21. Poblaciones formadas en el citémetro de flujo AMNIS al graficar la intensidad en el canal 11 vs. la
intensidad en el canal 2. A) Poblacion generada de la cepa WpheA-//acZ:TagRFP657. B) Poblacion generada de la
cepa WhpaBC//acZ:gfp. C, D, E y F) Mezclas de cultivos de las cepas WpheA-/lacZ:TagRFP657 y WhpaBC//lacZ:gfp,
cuantificacion de la proporcion de cada poblacion por la distribucion obtenida en los controles. €) Mezcla con 9 veces
mas concentracion de la cepa WpheA-/lacZ:TagRFP657 que de la cepa WhpaBC//acZ:gfp. D) Mezcla con dos veces
mas concentracion de la cepa WhpaBC//acZ:gfp que de la cepa WpheA-//acZ:TagRFP657. E) Mezcla con la misma
concentracion de cada cepa. F) Mezcla con 9 veces mas concentracion de la cepa WhpaBC//acZ:gfp que de la cepa
WpheA-/lacZ:TagRFP657. En rojo se representa el porcentaje de la cepa WpheA-/lacZ:TagRFP657 y en verde se
representa el porcentaje de la cepa WhpaBC//acZ:gfp.

En este trabajo se alcanzo un titulo de 79.7 + 6.1 mg/L de AC en un sistema de co-cultivo de E. coli.

Al comparar con otros trabajos de grupos de investigacion que han producido AC por medio de
microorganismos y sin suplementar ningun intermediario al cultivo, encontramos que todos lo
han hecho en monocultivos con las siguientes caracteristicas y titulos:

Tabla 6. Trabajos con los mayores titulos de AC y las caracteristicas de sus condiciones.

Titulo Fuente de Tiempo de Induccion Referencia
carbono cultivo
766.6 mg/L | Glucosa + 72 h Alas3h Huang et al., 2013
glicerol
233 mg/L Celulosa 310 h Alas4h Kawaguchi et al.,
2017
150 mg/L Glucosa 36 h D.0.de 0.6 Kang et al., 2012
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Titulo Fuente de Tiempo de Induccion Referencia

carbono cultivo
106 mg/L Glucosa 96 h Desde el inicio | Zhang y
Stephanopolos,
2013
50.2 mg/L Glucosa + 48 h D.O. de Lin yYan, 2012
glicerol 04a0.5

Todos los trabajos mencionados utilizan otras fuentes de carbono adicionales al glicerol o en lugar
de glicerol, por lo que no son exactamente comparables con el trabajo presentado. La glucosa
tiene 6 carbonos mientras que el glicerol tiene 3 carbonos por lo que el importe de carbono es
menor con la fuente de carbono utilizada en este trabajo, que se utilizé por ser sustentable y més
econdmica.

En dos de los trabajos donde se obtiene un alto titulo de AC se utilizan cepas sobreproductoras

de tirosina, lo que sugiere que los pasos que llevan a la generacion de tirosina son importantes
para la produccion de AC. Esto es relevante para optimizar el sistema en este trabajo ya que

a partir de la tirosina las reacciones enzimaticas necesarias para producir AC son eficientes y
pocas. La capa que se buscaria modificar es la WpheA- para lograr una mayor produccién de
tirosina que pueda ser hidroxilada a acido cumarico y éste pueda ser convertido a AC por la cepa
WhpaBC. Se propone sobreexpresar genes de la via del shikimato que aumenten la producciéon de
corismato y/o sobreexpresar los genes tyrA y/o tyrB que codifican para las enzimas que llevan a la
produccion de tirosina cuando el flujo del carbono sale de la via del shikimato.

En algunos de los trabajos con altos titulos de AC el cultivo se extiende muchas horas y se
suplementan altas cantidades de fuentes de carbono, si se buscara obtener un mayor titulo de AC
con el sistema de este trabajo se podria probar suplementar el medio de cultivo con mas glicerol
y extender las horas del co-cultivo. Asi mismo, la mayoria de los trabajos con los que se ha
comparado inducen los plasmidos de produccion tiempo después de iniciar el cultivo y no al inicio
del cultivo como en este trabajo. Llevar a cabo la induccién a las 3 h, tomando como antecedente
el trabajo que alcanza los mayores titulos de AC, puede beneficiar el sistema utilizado.

Por otro lado, este sistema se trabajo a nivel de matraz, se ha determinado que escalar los cultivos
de matraz a biorreactor puede llevar a un aumento de hasta diez veces en la produccion de un
compuesto, por lo que llevar a cabo el escalamiento ascendente es de interés para el co-cultivo
generado ya que resultaria ser mucho mas competitivo.

Un resultado importante de este trabajo fue que las cepas se benefician de estar en co-cultivo.

El 4cido cumarico es un compuesto téxico para las células bacterianas y se ha reportado que
tiene efectos negativos tanto fuera de las células (en el medio), provocando cambios en la
permeabilidad de la membrana impidiendo que la célula pueda mantener macromoléculas en el
citoplasma, como dentro de la célula, al unirse al DNA e inhibir funciones celulares (Lou et al.,
2012). Al estar en co-cultivo la cepa WpheA- esta produciendo acido cumarico y la cepa WhpaBC
esta internalizando el dcido cumarico y transformandolo a AC, por lo que al ser internalizado se
reducen los niveles de acido cumarico en el medio reduciendo la toxicidad que tiene y el efecto
del cambio en la permeabilidad de la membrana. Asi mismo, la reduccién de la concentracion
de acido cumarico en el medio podria facilitar la salida del compuesto al estar mas concentrado
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dentro de la célula que en el medio y asi propiciar su rapida salida, reduciendo el efecto inhibitorio
de funciones celulares.

Por ultimo, para mejorar la cepa WpheA- es posible sobreexpresar el transportador que exporta el
acido cumarico de la célula al medio. Dicho transportador esta codificado por el operén aaeXAB
y al sobreexpresar los genes del operdén se esperaria que la concentracion de acido cumarico
dentro de la célula disminuya, reduciendo los efectos toxicos que produce en bacterias para que
asi pueda haber un mejor crecimiento de la cepa en el cultivo que lleve a una mayor produccién
de acido cumarico y en consecuencia de AC en el co-cultivo (Camacho-Zaragoza et al., 2016).

Asi mismo, la cepa WhpaBC podria mejorarse si se elimina el operén aaeXAB, evitandose de

esta manera que el acido cumarico sea expulsado del citoplasma y no esté disponible para ser
transformado en AC por la enzima hidroxilasa.
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IX. CONCLUSIONES
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Se caracterizaron monocultivos de las cepas WpheA- y WhpaBC, observandose la produccion
de 41.8 £+ 8.9 y de 530 + 95.7 mg/L de ac. cumarico y AC, respectivamente.

Se realizaron co-cultivos que permitieron la produccion de AC a partir de glicerol, teniendo
como intermediario el 4&cido cumarico y obteniendo una cantidad de 79.7 = 6.1 mg/L de AC.
Los resultados de este trabajo demuestran que el co-cultivo con proporcion 1:1 es mas
eficiente al tener una conversion casi completa de 4cido cumarico a AC. El co-cultivo con
proporcion 17:1 permitié mas produccion de acido cumarico incluso que en los monocultivos.
Esto demuestra que una mayor concentracion de la cepa WhpaBC favorece al co-cultivo y es
posible ajustar la proporcion para eficientar la conversién de acido cumarico a AC.

Al realizar co-cultivos con proporcion 17:1 se observé que la produccién de acido cumarico
incrementa, aunque es una proporcion que lleva a una acumulaciéon de acido cumarico y que
no permite una conversion eficiente a AC.

Se integro6 al cromosoma el gen que codifica para la proteina fluorescentes FRFP sustituyendo
el gen lacZ en una cepa WpheA- obteniendo la cepa fluorescente en rojo lejano (comprobado
al observar la expresion por citometria de flujo) y productora de acido cumarico WpheA-/
lacZ::TagRFP657.

Se transformé la cepa Wf13/lacZ::gfp con el plasmido pTrchpaBC, teniendo una cepa
fluorescente en verde (comprobado al observar la expresion por citometria de flujo) y
productora de acido cafeico WhpaBC-/lacZ::gfp.

Se distinguieron las cepas fluorescentes generadas en este trabajo por medio de citometria de
flujo.

Se analizaron poblaciones de las cepas fluorescentes generadas en este trabajo en cada
longitud de onda, obteniendo porcentajes de cada cepa.

Las cepas en cultivo formaron conglomerados que dificultan el andlisis por citometria, lavar
las muestras conTriton X-100 permitio disgregar conglomerados para facilitar el analisis.



X. PERSPECTIVAS

Se probara la condicion de 8:1 de las cepas en co-cultivo ya que parece tener mayor eficiencia
para la produccion de AC. Asi mismo dicha condicién se probara cuantificando la proporcion
de cada cepa en distintos tiempos al contar con las cepas fluorescentes distinguibles en
poblaciones.

Probar el sistema de co-cultivo con tiempo de cultivo mas largo, aumentando la concentracién
de la fuente de carbono y cambiando el tiempo de induccion podria llevar a un titulo mayor de
AC.

Probar el sistema de co-cultivo en biorreactor, con condiciones a definir, para asi escalar el
sistema y alcanzar titulos mayores de AC.

Buscar mejorar la cepa WpheA-, lo cual se puede lograr sobreexpresando genes que lleven

a una mayor produccién de tirosina, asi como sobreexpresando los genes del transportador
AaeXAB para que el acido cumarico sea exportado de la célula al medio con mayor rapidez,
disminuyendo los efectos toxicos de dicho compuesto.

Buscar mejorar la cepa WhpaBC, lo que se puede lograr al eliminar la expresion del
transportador AaeXAB, evitando que se exporte el acido cumarico para dejarlo disponible en la
célula para su conversion a AC.

Al contar con las cepas fluorescentes y un método para disgregar los conglomerados,

serd posible realizar co-cultivos y determinar la proporcion de cada cepa en cada tiempo,
permitiendo un analisis de la dinamica de las cepas en co-cultivo.
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