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I. Introduccion.

El objetivo central de.la; ingemerla de Vlas Metabohcas es el de optnmnzar v
la formacién del o'los’ productos desead incrementar la eficiencia en la.
utilizacion de los numemes durante’ Un proceso ‘de fermentacion a través de la”

q
mlneralesyglucosa_ ecesn nsnmenzar st doce etabomosprecursores Pero
no todos 'se..necesitan en: as “mismas concentraCIones Por: ejemplo los
ammoac;dos aroma’ucos que se smtetizan a part(r de algunos de estos




compuestos, son relativamente poco abundantes en la célula. Por esta razon, la
célula mantiene un cierto flujo de carbono en cada via metabolica, el cual
depende en general, de la der anda de los productos que se formen a pamr de:
ella (22) , ,




de biosinteis de estos compuestos. También se podrian incrementar la produccién
de otros compuestos de diferentes vias metabdlicas, por. ejemplo, se podria
aumentar la biosintesis de acido oxaloacético (OAA) a través del TCA o de PPC
y de este modo obtener compuestos como aspartato, lisisna, metionina, isoleucina

o treonina.
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Figura 1. Vias Metabdlicas.



1. Antecedentes.

Una de las caractenstlcas relevantes de los mlcroorgamsmos es su gran
versatilidad metabdlica’ para utmzar d«ferentesfuentes de carbono; en med|os que
cambian continuamente, para poder’ asi .competir - eficazmente . ‘conotros
m:croorgamsmos por| nutrientes hmltantes Para’esto, la bactena tahgual que otrosf
organismos, tiene srstem ‘st

‘el sistema -




car fosforilado

]

permite conservar ATP, ya que el producto del transporte es un az

que puede entrar a vias catabdlicas 0 anabdlicas directamente (2).
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El PEP es dos veces mds energético que el ATP (AG® de hidrdlisis -de
cerca de 14 kcal/mol comparado con 7.5 kcal/mol para el ATP). El sistema PTS
tiene un potencial tedrico para acumular su sustrato en un exceso de 10° veces:
contra un gradiente de concentracuon detal modo ‘gue. un. azucar transportable,

ocurra una hidrdlisis del éster fosfo
los sistemas de transporte y permit

Transporte de glucosa.

El transporte de glucosa es uno de Ios mas estudlados en. s‘cher/ch/a' coli
y Salmonella typhimurium. En este caso, el. componente 1% en ‘conjuncion con -
el componente III°® constituyen la principal permeasa espemflcavpara glucosa. La
permeasa de glucosa cataliza simultaneamente el transporte v fosforilacién de
la glucosa y del andlogo no metabolizable. o-metil glucopwanosnd Ademas, la
glucosa puede ser transportada via el sistema:PTS: anosa - (IM“") La
fosforilacion del carbohidrato estd acoplada. a su: translocacu’ ‘a'través de la.,
membrana y la energia para este proceso la provee el lntermedlano ghcohtlco
fosfoenolpiruvato (PEP) (4). . : ,

Genotipos y fenotipos de PTS.

En Escherichia coli, los genes que codifican para Ias en2|mas I (ptsl) HPr
(ptsH) y 1115 (crr) se encuentran ligados en el cromosoma'formando un-operén
(11). El gene ptsG que codifica para la proteina [1°°se'e L en’otro locus.

Mutantes en los genes ptsl y ptsH " son_.inc crecer en
carbohidratos PTS, mientras que mutantes.en los gen roteinas Il y ill
no crecen en el carbohidrato para el cual son e Ya que-algunos
azticares PTS pueden ser sustrato de mas de una’p ; mutacuones en el
componente Il de un azicar especifico no necesanamente provocan incapacidad
de asimilar el sustrato. Por otro lado, se:
presentar supresion de su fenotipo si se crecen prim:  presencia de fructosa
o si llevan una mutacién denomlnada fruH Se plensa ‘que fruR codifica para un




represor de los genes fru entre los que se encuentra el gene fruF, - que codifica
para la proteina FPr o pseudo-HPr. Esta protelna puede reemplazar-a la protema
HPr cuando ésta se expr sa constltutlvamente or efecto de una tacnon en: ‘el
gene fruR. R
Los azucares PTS.ademéds de. que pueden ser transportados por.mas de L
un componente ll ta rar .

pueden crec':eb
se agrega AMPc a

transporte de uh a kv'car' TS puede S com ensada'por otro trahsportador u otra




proteina que tenga una actividad similar a ia fattante. O bien, un carbohidrato no-
PTS, cuyo sistema de transporte mantiene su actividad normal, parece no .
transportarse por efecto de mutacnones en alguno(s) de los; genes del 1ransportev =
PTS. : » :

E sten rep rtes en la hteratura sobre mutacnones puntuales o d (emones
de pts/-que’ confieren resistencia al antibidtico fosfomicina (27), por fo que se .
puede identificar el fenotipo PTS 'por la adquisicién de esta resnstencna 'y por la:

deficiencia especifica para la utilizacion de azicares PTS. :

Vias alternativas para transporte de giucosa.

Existen varios reportes en la literatura que demuestran que Ia defnc1encna
para crecer en glucosa de las mutantes PTS puede ser: restablemda por
mutaciones en otros loci. Los tres casos mas documentados so s : :

a) Mutaciones que afectan la expresion de galP.

elevada afinidad por glucosa Ky de 0.2.pM). (2
proteina 11%° de’ ‘Salmonella typhlmunum cremd
glucosa en. qunmnostatg : : |

aislado mutantes 11 que pueden transponar glucosa en ausenc:a de fostorilacion
dependiente de PTS (10) Se ha propuesto que. esta enznma funccona como-un:




abiertos. Ademas, en ensayos in vitro, esta proteina alterada es incapaz de
catalizar la fosforitacién de la glucosa por una WlI®fosforilada (ver Fig. 2).

¢) Transporte de glucosa via gluconato,

Muchas enterobacterias contienen la enzima glucosa deshadrogenasa
(GDH) que transforma a la glucosa en gluconato en el espamo penplasmaco La;
apoenzima apoGDH requiere pirrologuinolina:- qumona
prostetnco pero solo algunas especnes como K/ebSIel/




Ill. Objetivo general.

En nuestro laboratorio estamos mteresados en el conocnmtento de Iosv o
mecanlsmos de canahzacnon del flu;o de: carbono de la via: de la QIUCOIISIS y del .-

crecimiento en cultiv
fuente de carbono.

-En Ias cepas obte mdas evaluar su capacrdad para sobreproducrr ammoacndos
aromaéticos.” . :



V. Material y Métodos.

Cepas.
JM101 (supE, thi, Allac-proAB), [F rraDSG proAB laclq ZAM15] (17)
TP2811 (F, xyl, argH1, lacX74, aroB, ilvA, “AlptsH, - ptsl, crr)::Km" )(19)
CGS8Ce902 (F, ihis, leu, /lvA A/ac. mglP galP TmO Tc) (B.
Bachmann), o
JT247 (MC4100 galE:lacZ/F' gal*, AgalR Cm )( ) ,
AG701 (JT247 ga/S::Tn10) (28). - i

Métodos.
Transduccion mediada por Pt

Los protocolos para titulacién y transduccion con P1 utlhzados fueron los
reportados por Sithavy (18). i

Determinacion de fenotipo pts.

omicina .
fructosa) '

Se determinaron diferentes caractenstlcas como resustencna a
(Fm) (19), crecimiento en diferentes azicares PT,
y azicares clase | (glicerol, lactosa y maltosa) [
carbohidratos se usaron como fuente de carbono.en.
para eliminar problemas de identificacién de: fa deﬂ
PTS interviene en la regu!acuon de dnferentes proces
Fm se usd el medio LB (20). B :

Construccién de la mutante pts’ (PB11)

A la cepa JM101 se le transfirié el genotlpo pts utlhzando un lssado del‘
bacteriofago P1 preparado de la cepa TP2811. Se'selecciond una cepa KmTy se
corroboré el fenotipo Gic’ por medio de cajas conteniendo medio, Mac Conkey agar
base, glucosa, y kanamicina (Mck- glc~Km) (38 '

Selecci6n de mutantes PTS™ Glc* por ul,tiv'o,:co’ntinuo“(qu':imi‘o‘stato).

Se usd el fermentado wnck cientific Co.) con una-
jarra para flujo continuo de . ,
glucosa (2 g/} y Km (30 pg/ml). El‘moculo se prepard con la cepa PB11 crecida
en dos cajas de medlo Luna Km con tapzz conﬂuente Este tapete de celulas se

. ’,"”a:

18L de M9 suplementado con Lo



resuspendié en 10 ml de medio M9 y se agrego al fermentador. Las condnmones
de crecimiento fueron: 1 vvm (volumen de alre por. volumen de medlo por mmuto) _
7.0 ¢ i : :

0.8). El fiujo correspondientea cada tasa-c
tres tlempos de retencién o hasta comprobar que Ia densndad K

Mck-glc- Km para aislar colonias ro;as De estas, se seleccuonaron dos colomas’ '
rojas de cada punto y se determiné su fenotipo. v X

Curvas para determinar velocidad de crecimiento.

Todas las curvas de crecimiento se realizaron usando como inéculo el 5% .
de un cultivo crecido toda la noche en medio Luria y lavado con-sales’ M9: Los
cultivos se realizaron en matraces de 125 ml con 20 m! de M9 con glucosa yel.
antibidtico apropiado. Se incubaron a 37°C y 300 rpm. Se determmo la densudad
optica por fotocolorimetria en unidades Klett. :

Enriquecimiento de una mutante PTS" Gic*.

Se hizo una fermentacion en ias mismas conducnones que Ias, enc:onadas '
en la seccion de seleccion de mutantes PTS™ Glc*' por cultivo .continuo y 'se"
tomaron muestras en tres puntos de la curva de chC|mlento correspondlentes al-

Determinacion de aminodcidos aromaticos.

La cuantificacién de aminogcidos aromaticos fue reahzada en Ia Com pama' :
Genencor Int. por la técnica de HPLC. fn TR )

Cuantificacién de gluconato.
Esta determinacién se llevé a cabo con el ensayo comercnal para

cuantificacién de gluconato de la Compafia Boehrmger Mannhelm Cat. No. 428
191. :

12



VI. Resultados.

i} Estrategia para desviar el flujo de carbono de glucdlisis en cepas que
utilicen glucosa por una via alternativa a PTS.

Construccién de la cepa mutante PTS™ (PB11).

Para obtener una cepa capaz de transpontar glucosa utilizando una ruta
metabdlica diferente a la del sistema PTS, se deletd el operdn pts de una'cepa.
con genotipo conocido. Para ello se transdujo a la cepa. JM101 lad Iec:on A(ptsH-,
1, crr)kan contenlda en la cepa TP2811 medlan *

puede utilizar azticares PTS y crece en carbohidratos clase Iy I Lo Sulta
se muestran en la tabla 2. Sl

Obtencién y caracterizacién de cepas pts, Gic’.

En la literatura se reporta que las mutantes pts tienen ‘un Uempo de

duphcac;on de entre 10 y 20 horas y que en medio minimo.con" glucosa como

Unica fuente de carbono se generan mutantes espontaneas que pueden usar este'”
azucar por una vna diferente a PTS (14). Estas mutantes _tienen velocndades de:.

crecimiento de una'y
transpodtar la: ‘glucos:

Mck-glc- Km n: cada cambio de’la: tasa' de dllumon‘;Aparec "'ron colomas ro;
desde que se lnlClO el cumvo conunuo S SRRl

.‘.13
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D. 0. (600 nm)
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0 50 100 150 200
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Figura 3. Curva de crecimiento de la cepa PB11 en cultivo continuo con tasas de dilucién de:
0.08 (1), 0.4 (2), 0.5 (3), 0.6 (4), 0.7 (5), 0.75 (6) y 0.8 (7).



Se tomaron dos .colonias de cada una de las diluciones 0.4, 0.6, y 0.8
(Cols. 4, 10, 32, 40, 99 y 103 respectivamente) para determinar si-habia
diferencias en las. velocidades:de .crecimiento. dependlendo del flujo con que
fueron seleccionadas.'Las curvas de: crecnmlemo se muestran‘en‘la figura’d.

Cepa

JM101

TP2811

PB11

10Glc* '

32Glc*

40Gic*

99GIic*

103GIct= PB13. |-

15
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Figure 4. Curvas de crecimiento de diferentes mutantes PTS Glc obtenidas
por cultivo de flujo continuo.



Tabla 3. Velocidades de crecimiento y tiempos de duplicacion de las cepas pts’
Glc* seleccionadas en cultivo continuo.

Cepa Veloc:dad de creclmlento Tiempo de dupllcaclon T,
i ‘, (h) :

JM101 0.83

PB12 164 0

PB13 101

azucares PTS pero - si pueden 7

adquieren resistencia a fo: ' ‘de’ )
que pueden utilizar glucosa omo fuente'de carbonoy el fenotipo es'el mismo’ que‘ :
las anteriores a excepmon de la’ glucosa o cual: lndlca queila lucosaifdebe ser :
transportada por una via diferente a.la del’ snstema {PTS

ii} Caracterizacion de las cepas pts Gic*.

Transferencia del fenotipo Glc* a un fondo ‘PTS” g

Cabia la posibilidad de que las cepas: PB12 y 13 tuvneran una mutacnon en-.
un solo gene y este pudiera ser transferido a un fondo PTS por transduccron con
el fago P1 y de este modo se tendna' .
continuo y con la certeza de. obten
variedad de mutantes. ..

Se trat6 de transdt
PB12yPB13yver si '
transductantes en:medio'minimo con gIt
por lo menos seis ve
se conwmera en PTS




pero nunca se encontré una derivada de la cepa PB11 que pudiera crecer en
glucosa como fuente de carbono. '
Los resultados mostraron que si bien.no existieron problemas para la
transduccion, no se pudo transferir el fenotlpo que determlna a capacndad de'las-
cepas PB12 y PB13 para crecer en glucosa. Esto’ suglrlo que realmente este
fenotipo es resultado de mas de una mutacion.: T :

Identificacion del fenotipo Gic'.

Se intentd identificar el tipo de mutamones sufndas por Ias cepas PB12 y
PB13 tomando en cuenta los datos reportados enla: lneratura que indican que por
lo menos hay tres posibilidades de transporte dre glucosa ‘en cepas PT»S‘ :

a) por la permeasa de galactosa, ' : o

b) por la via de gluconato y.

c) por un componente 118k de

18
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Figura 5. Curvas de crecimiento de cepas PTS—Glc+y galP™



Tabla 4. Produccion de gluconato en diferentes cepas.

Cepa gluconato
(ng/mi)
PBi2 70.00
PB12P . 0.00°
PB13 © 817
PB13P 4.54 .

Los resultados muestran que la PB12 no produce gluconato y que enla
PB13 si se encuentra presente; este compuesto -8i-bien: Ja:PB13P no: crecié-
durante el tiempo registrado, el cultlvo habia crecndo' as 24 horas® y.tenfan =
aproximadamente la mitad de concnetracnon de'gluc vato con respect
progenitora. : e

c) Se descarté la posbnhdad de que . fuera :
componente 11% desacoplado puesto que en este.caso,:
galP no deaberia afectar el fenotipo de utilizacion® de{ glugpsg.

ldentificacion del fenotipo ga®*

Una vez determinado que la permeasa de galactosa sta’ lnvolucrada en
la utilizacidén de glucosa en las cepas mutantes, se lnte to id tflcar la razon ‘por.

tip ’ T L e
Por tal razo _“se transdu;o la cepa PB11 con’ P1 de Ias cepas JT237 o

2



(galR:Cm™)y AG701 {galS::Tn10, TcF). Las cepas obtenidas se denominaron NF1
(PB11 gaR), NF4 (PB11 galS) y NF5 (PB11 galR', galS’). Elfenotipo de estas
cepas se indica en la tabla 5. Los resultados.mostraron:que GalS-no esta. -
involucrada.en el fenotlpo Glez: ero. al parecer GalR 3| permne ;emrada deq~

crecimiento de esta
coloracién en Mckg r

Postma (32)
clase Il producuda '

gle con AMPc 500pr En‘la’ tabla 5 se muestran Ios resultados obtemdos

21



Tabla 5. Crecimiento en glucosa y glucosa con AMPc.

Los resultados m ure'!sft'nv'_‘an;que; ,
puesto que no hubo alteracio

Transferencia del fenotipo Glc
La cepa PTS .cor
a una velocidad muy baj

de las mutaciones' lnvo
determlnado por solo;

proyecto no era 'dlspensable reahzarlo

2R



Reproducibilidad det método de obtenciéon de mutantes espontaneas por
cultivo continuo.

En tanto no se conozca el genotipo de las mutantes PTS Gle* se requerira
de la elaboracion de un cultivo continuo para obtener el fenotipo Glc* en la cepa
de interés. Para asegurar que los resultados obtenidos en este trabajo son
reproducibies en otras cepas de E. coli se construyeron derivadas similares a las
obtenidas con la JM101.
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Figura 6. Curvas de crecimineto de cepas galR y galS
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Figura 7. Curvas de crecimiento de cepas KDK11 PTS ~Glc t obtenidas
por cultivo continuo.
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Figura 8 Curva de crecimiento de diferentes mutantes PB103 PTS GIc obtenidas por

cultivo continuo
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Figura 9. Porcentaje de aparicién de mutantes PTS clet.



Se usaron como cepas progenitoras la KDK1 y la PB103 (Genencor Int.,
USA) A partir de estas se construyeron sus derivadas PTS por delecién del
operon pts. y se obtuwerpn las.cepas '. KDK11 v NFG respectnva_me‘nte :Se

7y 8. Esto es, cepas con diferentes velocidades de crec;mnent

También ‘se repitio el cultivo continuo de la’ PB1 “tres ocasnones
diferentes bajo las mismas condiciones que el primero y en to kos Io ’casos se.
obtuvieron resultados similares a los iniciales. S

Porcentaje de aparicion de mutantes Gic™.
Para determinar en qué momento del crecnmlento ‘empie: ' p"areéer :
mutantes espontaneas dela cepa PB11 que puedan crecer en i ‘

Tabla 6. P@rceﬁt'

Tiempo'(h)

27



Enriquecimiento de una sola mutante.

La estrategia del cultivo continuo permitié obtener dlversas mutantes Glc
pero no fue posible determinar si se podia seleccionar una: sola mutante si‘el .
cultivo hubiese alcanzado la fase estacionaria. - Para demostrar siesto sucedla se

ultimo punto de cada
Mck-glc (ver tabia 7:

'colomas ro;as

2B



En este caso, como en el caso anterior, existe un cierto porcentaje de
colonias blancas que podrian ser células que dejaron de crecer o:bien; que-
crecieron utilizando algin componente. producudo;por aquellas-que utchzaron“i
glucosa como fuente de carbono. e

Para identificar si las mutantes asi’ seleccnonadas 'son-idénticas en cuanto B
a comportamiento de crecimiento y si las. colo ias entes-al final de -
los cultivos no pueden crecer en -medio” mlmm con glucosa .57 alslaron tres -
colonias blancas y cuatro colonias: rb] 42 (
crecimiento de cada una (figura 12)..
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Figura 12. Seleccién de mutantes del cultive continuo de PB11



De los resultados obtenidos se concluyd que las colonias blancas no
crecieron en glucosa y que las mutantes PTS' Glc* seleccionadas fueron de un
mismo grupo que correspondié al de menor velocidad de crecimento (0.4), como
la cepa PB12. . L

Mutantes PTS Glc* en la cepa PB103.

La cepa PB103 ha sido seleccionada en fermentador para la produccion de -
compuestos aromaticos tales como fenilalanina y tnptofano Tranformada-con
plasmidos multicopia que contienen los genes que’ codmcan ‘para. enzimas
involucradas en la biosintesis de estos compuestos esta’cepa’ produce-altos: -
niveles de triptofano pero no alcanza el:méximo:1edrico:calculado. Se: planteo
entonces la posibilidad de aumentar los rendimientos de esta cepa mediante la -
redireccion del flujo de .carbono’ para aumentar Ia‘ dlspomblhdad de’ PEP ye de,_
eritrosa-4-fosfato (E4P): La hlp'
pldsmidos antes mencuonado
biosintesis de aminodcidos’ aromatu r-tal razon se construyeron cepas con”
este fenotipo con la estrategia: indicada enla:seccién anterior. Los'niveles: de
produccién de aminodcidos aromaticos fueron evaluados en d:chas mutantes

iii} Aplicacion de las cepas construidas.

Produccién de aminoacidos aromaticos en las cepas NF8 y NF9

De las mutantes aisladas por cultivo contmuo de a cepa NF6 se.-"
seleccronaron dos colonias (2 y 22) a Ias que ‘se dénomind NFB y NFQ*‘

En la tablasse mdtc nlos' ge econtlenen ,uno‘de lospasmldos '
utlhzados Los resultados demostraron que se lncremento en 25 veces Ia

2
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Figura 13 Produccién de DAHP en diferentes fondos genéticos

‘giojiuaboid edeo el B oadsas uod ouejoidul ap uoonpold



i

2.5

2.0

g/litro

1.5

1.0

0.5

0.0

W

N =

A T Y
N\

)
%

Figura 14 Produccién de triptofano e intermediarios.
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Figura 15. Vias de sintesis de amiynoacidos aromaticos
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Tabla 8. Genes contenidos en los pldsmidos necesarios para la produccién de
triptofano.

Plasmido

pRWS5

pRWStkt

pCL101EA

pBE6
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Vil. Discusién.

Holms (7), ha calculado el flujo. de carbono-en las vias metabdlicas
prmcnpales de Escherichia coli crecida en medio minimo. En la figura 1.se muestra .
cémo la célula adminisira el PEP.que seforma‘en la; glucohsus De esos “célculos
se desprende que el PEP- 1ormado 't traves de la~ glucohsns,;se dlstnbuye :
diferencialmente en 4 vnas como s ( en;la-figl :

e “3.8%

T 16'2%
Fosfoenolpiruvato™ - - e
. 66.0%

C4s%

Flgura 16 Dlst b cn

EI anal; €
ammoacndos mati

un 50% con respecto a !
glucosa en el qunmnost
velocidades de cremrment
Resultd de pamcular lmponanCIa la estrategla dlsenad' pue .fcon este ;




sistema se lograron obtener diterentes mutantes que de o'tro modo s hublesen'
tenido que generar una por una. _
Otra caracteristica lmponante de esta estrategla es. Ia reproducubmdad que .




ESTA TESIS MO DI
LR BE LA Biflioisia

condiciones de seleccion de las mutantes, en particular al hecho de que en todos
los experimentos el nivel de oxigeno disuelto siempre estuvo controlado y las
células nunca estuvieron bajo condiciones limitantes de oxigeno.

Si bien en todas las mutantes estudiadas, GalP es el transportador debe
haber otras mutaciones que las hacen dlferentes entre s, como fo demu_estrany

nao asimilaron: glucosa con'
pudieran crecer. en glucos




indolacético, colorantes como azut indigo, etc. (ver figura 17). Sin embargo, como
se menciond anteriormente, para sobreproducir estos compuestos ha sido
necesario redisefiar el metabOhsmo celularfa través de’ Ia lngemena de vnas
metabdlicas. £

aromaticos. Los resultados d
cepas demuestran que la’ cep alca
mas que o obtenido con la cépa jctors
logro redmglr el flujo de’ carbono
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Figura 17. Productos de interés comercial que se pueden obtener por la via de sintesis
de ammoécndos aromaticos.
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