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1. RESUMEN

El antranilato y el catecol son compuestos con éplicaciones en la industria quimica. A partir de
ellos se generan una gran cantidad de productos, entre ellos, saborizantes, pigmentos, firmacos,
protectores solares, etc. En este trabajo se disefiaron cepas de Escherichia coli (E. coli) capaces de
sintetizar antranilato y catecol a partir de glucosa. Para ello se utilizaron técnicas de ingenieria metabélica
que incluyen el disefio de fondos genéticos adecuados pafa‘este proposito, asi como los sistemas de
expresion convenientes.

La cepa E. coli 9923 es una cepa Trp” generada por mutacion al azar, la cual, mostré la capacidad
de producir antranilato con un rendimiento a partir de glucosa del 10% con respecto al méaximo tedrico.
Con la finalidad de aumentar la capacidad de sintesis de antranilato en ésta cepa, se cqmprometié el flujo
de carbono hacia la ruta de sintesis de arométicos mediante la sobreexpresion del gen droG’b’ que codifica
para una versién mutante de la enzima DAHP sintasa insensible a inhibicién alostérica. Con esta estrategia
se logré un rendimiento de 66.5 mg ant/g gluc, lo cual corresponde al 19% del maximo teérico.
Conjuntamente, se sobreexpl:esé el gen tkt4 que codifica para una enzima clave en la ruta de sintesis de la
eritrosa-4-fosfato y con lo cual se lograria un aumento en la disponibilidad de este precursor, de esta
manera se alcanzé un rendimiento de 78.3 mg ant/g gluc que corresponde al 22% del maximo tedrico.

La clonacién y secuenciacién de los genes irpEGD que codifican para la enzima antranilato
sintasa provenientes de la cepa 9923 (trpEGDqy,3) permitio establecer que existén mutacipﬁes en el gen
trpD, las cuales son responsables del fenotipo observado. La expresion de los genes trpEGDggy; bajo su
promotor Ptrp en un plasmido de bajo nimero de copias pCL1920 (pCL#rpEGD), permitié transferir la
capacidad.de producir antranilato a otros fondos genéticos. La cepa JM101trp fue construida mediante la
inactivacion de los genes cromosomales #pEGDC utilizando productos de PCR. Al transformar esta cepa
con el_plésmido" pCL#rpEGD se alcanz6 un rendimiento de 90.98 mg ant/g glucosa, ademas se logro la
conjunta sobreexpresién del gen aroG", llegando a rendimientos de 108 mg ant/ g gluc que corresponde
al 34% del méximo tedrico. :

La cepa 9923 productora de antranilato, y la cepa 9923 que expresa los genes aroG™ y ttd, se
transformaron con el plasmido pTrcant3 que porta los genes que codifican para la enzima antranilato
dioxigenasa, en estas cepas se logr6 producir catecol a partir de glucosa con rendimientos del 100% de

catecol a partir del antranilato producido.



2. Introduccion

La biotecnologia se ha descrito como una disciplina horizontal. Ya que, reﬁuiere reunir el
conocimiento de diversos origenes. La biologia molecular, la ingénieria bioquimica, la microbiologia, la
inmunologia, la genémica, la bioinformética, etc., se agrupan bajo objetivos comunes, y permiten asi el
estudio integral y la modificaciéon de los sistemas biolégicos con la finalidad de desarrollar mejores
tecnologias para la solucién de problemas en diversas dreas. :

El mejoramiento genético de las especies importantes aporté' conocimientos significativos acerca
de la biologia durante mucho tiempo. Se lograron nuevas variedades de animales y vegetales mas
adaptados a las condiciones ambientales y con mejores caracteristicas mediante el entrecruzamiento de
especimenes con caracteristicas deseables y la seleccién de la progenie. Con el desarfollo de las técnicas
de DNA recombinante, esto cambid radicalmente, ya que incluso genes pertenecien_tes a otras especies
lejanas en la escala evolutiva, se pueden especificamente integrar a otros organismos. Estos avances en la
biologia permiten disefiar, manipular, y orientar los procesos biol6gicos hacia la produccién de
compuestos de interés comercial.

La ingenieria de vias metabélicas estudia la introduccién de modificaciones especificas en las
redes metabolicas con el propésito de mejorar propiedades celulares. Esto abre la posibilidad de producir
moléculas no proteicas a través del manejo del DNA. La modificacién de algunos gén'es nativos dentro de
una célula permite alterar los flujos de carbono, nitrégeno y epergfa para la produccion de ciertos
metabolitos, ejemplo de éstos son la produccién de 4cido ascérbico para las industrias alimenticia y
farmacéutica, el colorante azul indigo para la industria textil, varios aminodcidos para las industrias
alimenticia, farmacéutica y cosmética, antibi6ticos para la salud humana, animal y vegetal, la produccién
de biopolimeros para las industrias alimenticia, de pigmentos, quimica y del petréleo (Lee y Papoutsakis, )

La via de sintesis de compuestos aromaticos, también conocida como la via del acido shiquimico,
es una fuente de metabolitos esenciales, asi como de un gran nimero de los llamados metabolitos
secundarios en las bacterias y plantas. Con el propésito de lograr la sintésis microbiana de este tipo de
compuestos, se ha aplicado la ingenieria de vias metabdlicas para el disefio de cepas bacterianas de
produccion. Entre las estrategias de ingenieria metabélica empleadas para este fin, se encuentra
incrementar la disponil;ilidad de los precursores directos de los aromaticos, el fosfoenolpiruvato (PEP) y
la D-eritrosa-4:fosfato (E4P), ina;:tivando las enzimas que los consumen o sobreéxpresando las que los
producen, asi como la sobreexpresién de versiones de la enzima DAHP sintasa insensibles a inhibici6n
alostérica para lograr el redireccionamiento del flujo de carbono hacia la ruta de sintesis de aminoécidos

arométicos (Bongaerts et al., 2001).



El antranilato es uno de los intermediarios en la ruta de sintesis del aminoécido triptofano en E.
coli. La primera reaccién de la ruta terminal de biosintesis de triptofano consiste en la conversién de
corismato y glutamina a antranilato, glutamato y piruvato. Est;a reaccion la cat.aliza‘ la enzima antranilato
sintasa, la cual es un tetrdmero formado por los polipéptidos especificos de los genes #pE'y trpD.

Por otra parte, se ha demostrado que mediante la expresién de los genes heter6logos antABC de
Pseudomonas aeruginosa que codifican para la enzima antranilato dioxigenasa en E. coli es posible

producir catecol a partir de antranilato exégeno (Trevifio, datos no publicados).



3. ANTECEDENTES

La via de sintesis de compueétos aromaticos, 6 via del 4cido shiquimico, es una fuente de
metabolitos esenciales, asi como de un gran numero de los llamados metabolitos secundarios en las
bacterias y las plantas. La sintesis de los compuestos aromaticos en las bacterias se inicia con la
condensacién entre el fosfoenolpiruvato (PEP) y la D-eritrosa 4-fosfato (E4P) para formar el 3-desoxi-D-
arabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP) en una reaccién catalizada por la enzima DAHP sintasa.
Después de seis reacciones enziméaticas, se produce el intermediario corismato, a partir del cual se
sintetizan amino4cidos aromaticos, _ _ubiquinona, menaquinona, folato y enteroquelina. Mediante la
introduccién de genes heter6logos a E. coli, es posible extender su repertorio metabolico para que pueda
sintetizar nuevoé metabolitos de interés industrial (Fig. 1). Es importante sefialar que atin y cuando se han
logfadb desarrollar cepas de E. coli que pueden sintetizar compuestos como la fenilalanina, el catecol, el
acido quinico o indigo, los rendimientos en la produccién de estos metabolitos a partir de glucosa son muy
bajos. Por lo tanto, las tecnologias biolégicas para la generacién de estos productos aun no pueden
competir con tecnologias de sintesis quimica basadas en el uso del petréleo como materia prima (Gossef,
1996). |

© PTS PIR
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PEP " }
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* Figura 1. Via de sintesis de compuestos aromdticos, también conocida como la via del dcido shiquimico.



3.1 Estrategias para incrementar la disponibilidad niétabélica de los precursores
E4P y PEP. |

Los precursores de la ruta biosintética de aminoacidos aromaticos PEP y E4P derivan del
metabolismo central, el PEP se forma durante la glic6lisis y la ruta de las pentosas fosfato produce la E4P.

Se han realizado una gran cantidad de estudios para lograr un incremento del flujo de carbono
hacia la sintesis de estos precursores. Las estrategias mas utilizadas se describen a continuacién.

3.1.1 Incremento de E4P. |

Las enzimas clave de la ruta no oxidativa de las pentosas fosfato son la transcetolasa y la
transaldolasa. Estas catalizan reacciones que llevan a fructosa 6-fosfato y gliceraldehido 3-fosfato uniendo
la ruta a la glucélisis y la otra rama a E4P, el precursor de la biosintesis de aminodcidos aromaéticos. Para
incrementar la disponibilidad de E4P, en una cepa de E: coli qﬁe acumula DAHP debido a la inactivacién
del gen aroB que codifica para la enzima 3-dehidroquinato sintasa, se sobreexpresé el gen tkt4 que
codifica para la enzima transcetolasa (Draths y Frost, 1990; Draths et al., 1992). Se obtuvo un incremento
de 2 veces en el flujo de carbono de glucosa hacia la biosintesis de aromaticos cuando se utilizé una

' DAHP sintasa resistente a inhibicién alostérica (aroG™) y la transcetolasa (Draths et al., 1992).

El impacto de la transaldolasa (codificada por el gen ta/B) en el flujo hacia la ruta de arométicos
se analiz6 también, la s.oBreexprcs.ién del gen talB incrementa significativamente la formacién de DAHP
(Lu y Liao, 1997) y L-Phe (Sprenger ef al., 1998) a partir de glucosa. La sobre expresi6én adicional de tkz4
incremento el flujo en la ruta de arométicos de una cepa de E..coli pro&uctora de L-Phe pero no en la cepa
productora de DAHP,

De experimentos con expresién de PEP sintasa combinada con tkt4 6 talB se concluyd que la
transcetolasa es més eficiente en dirigir el flujo de carbono hacia la ruta de los aromaéticos que la
transaldolasa (Liao et al., 1996).

3.1.2 Incremento de PEP.

El PEP es un intermediario clave envuelto en varios procesos celulares. En E. coli silvestre el
mayor consumidor de PEP es el sistema de fosfotransferasa (PTSA), responsable de -la introduccién .y
fosforilacién de la glucosa al mismo tiempo. Otras enzimas consumidoras de PEP son la PEP carboxilasa
Ppc, y las piruvato cinasa PykA y PykF. Adicionalmente héy reacciones de formacién de PEP, como son

PEP sintasa Pps y PEP carboxicinasa Pck, que actian en gluconeogénesis.



En E. coli, el transpbrte de azucares como la glucosa, depende de un sistema multiproteico
denominado fosfotransferasa (PTS). Ademas de esta funcién, el sistema PTS forma parte de un sistema
global de regulacién xxietabélica, ya que regula los procesos de represién catabélica y participa como
elemento general de transduccién de sefiales en la quimiotaxis (Postma, 1987). No obétante que PTS es
muy importante para la fisiologia de E. coli, él control refinado y complejo que este sistema ejerce sobre
el consumo de mezclas de azicares y la dependencia sobre la utiliéacién del PEP, para transportar
aziicares, constituyen una desventaja para fines biotecnolégicos (Flores ef al., 1996). |

Considerando esta situacion, en el grupo del doctor Gosset, se decidié emplear la ingenieria
metaboélica para desarrollar cepas de E. coli que carecieran del sistema PTS, pero que mantuvieran la
capacidad de transportar glu;:osa eficientemente. Con éste propésito, a partir una cepa de E. coli tipo
silvestre (JM101) se gener6 la cepa PB11 por la remoc'ién del sistema PTS (APTS). Esta cepa tiene una
capacidad muy limitada para crecer utilizando glucosa como fuente de carbono (fenotipo PTS'GIc’). A
partir de esta mutante y por medio de cultivos en quimiostato con glucosa como Unica fuente de carbono,
se aislaron cepas que son capaces de crecer en glucosa (PTSGlc"), denominadas PB12'}} PB13, que
utilizan la permeasa de galactosa (GalP) para transportar glucosa y la enzima glucocinasa que la fosforila
para convertirla en glucosa-6P (Fig, 2) (Flores et al., 1996, Flores et al., 2002). Como parte de la
caracterizacién fisiolégica de estas cepas, se demostr6 que poseen el potencial para la sintesis de
compuestos aromaticos con un alto rendimiento a partir de glucosa (Gosset et al., 1996; Flores et al.,
1996).

Cepa silvestre Cepa PTS- glucosa*

Glucose + H*

GalP

' Glucose + H*
ATP
"] Glucokinase
ADP
G6P -->»

\4

Figura 2. Comparacién del sistema de transporte de glucosa en una cepa silvestre y en una cepa PIS Glc'.



El rendimiento maximo teérico de DAHP a partir de glucosa es de 0.43 mol/mol. Eéte rendimiento
puede ser duplicado si cada piruvato formado durante el transporte de glucosa es reciclado a PEP o si el
transporte y fosforilacién de glucosa es independiente de PEP. (Forberg et al., 1988; Pétnaj_k y Liao,
1994).

Las cepas de E. coli que poseen el fenotipo PTSGlc' tienen la capacidad de sintetizar compuestos
aromaticos con un alto rendimiento. Por lo tanto, es posible pensar que cepas con este fenotipo podrian ser
utilizadas para €] desarrollo de tecnologias para la produccién de ciertos productds aromadticos a nivel
industrial. Con este propésito, durante los Gltimos afios se ha realizado un esfuerzo mulﬁdisciplinario para
lograr la generacién de cepas de E. coli con la capacidad de sintetizar éGmpuestos como la fenilalanina, la
melanina y el catecol. . ‘ . '

Las dos enzimas piruvato cinasas de E. coli representan otro punto de consumo de PEP. La -
inactivacién de uno de los dos genes que las codifican causa escasamente algin efecto. Pero la
inactivacién simult4nea de ambos genes incrementa significativamente eﬂ flujo de carbono hacia la sintesis
de DAHP (Berry, 1996; Gosset et al., y L-Phe (Grinter, 1998). '

El piruvato producido via PTS se pierde de lé ruta de aromaticos ya que el piruvato no se recicla a
PEP bajo condiciones glucoliticas. Sin embargo, la sobreexpresion del gen pps que codifica para la enzima
PEP sintasa ocasion6 que el flujo de carbono se dirigiera hacia la produccién de DAHP (Patnaik y Liao,
1994). Este efecto positivo fue significativo cuando conjuntamente se sobreexpresé la DAHP sintasa
desregulada de la inhibicién alostérica y €l gen tktd. Sugiriendo que la concentracion de E4P es el primer
sustrato limitante para la DAHP sintasa, seguido por PEP (Liao et al., 1996).



3.2 Compuestos aromaticos con aplicaciones industriales.

3.2.1 Antranilato.

El 4cido antranilico (4cido benzoico substituido en la posicién orto con un grupo amino) se usa
como un intermediario para la produccién de colorantes, pigmentos, solventes, mordentes, protectores
solares, aromatizantes, aditivos y sacarina. Este compuesto y sus ésteres se emplean en la preparacién de
perfumes, productos farmacéuticos, y protectores-UV ya qﬁe tiene grupos amino y carboxilo unidos al
anillo, también se emplean como inhibidores de la corrosién de metales e inhibidores de moho en la soya.
El antranilato de metilo, uno de sus derivados, se usa ampliamente en la industria de fragancias, como
saborizante artificial de uva en bebidas suaves, bebidas pﬁlverizadas y como un potencializador y/o
enmascarador en varios productos, como bebidas suaves: orales, y de prescripcién farmacéutica. Otro
derivado, el antranilato de mentilo es un absorbente de radiaciones UV-A, y se usa ein combinacién con
filtros de rayos UV-B, como el etilhexil metoxicinamato y el etilhexil silicato, para obtener proteétores

solares que abarcan una amplia banda del espectro UV.

3.2.1.1 Sintesis de antx:anilato en E. coli, .

En E. coli uno de los intermediarios en la ruta de sintesis del amino4cido triptofano es el
antranilato. La primera reaccién de la ruta terminal de biosintesis de triptofano envuelve la conversién de
corismato y glutamina a antranilato, glutamato y piruvato. La enzima que lléva a cabo esta reaccion es la
antranilato sintasa, cuya actividad se inhibe por el producto final de la ruta: el tn'pfofano (fig. 3).

La enzima antranilato sintasa es parte de una enzima multifuncional, el complejo enzimatico
intacto es un tetrdmero formado por TrpE (componente I) y Trp D (componente II), tiene una composicién
I,-II,. El éomponente I tiene un pes6 molecular dé alrededor de 57,325 y contiene el sitio de unién a
corismato, sin g;,mbargo, en ausencia el componente II, no puede catalizar la formacién de antranilato
usando glutamina como fuente de nitrégeno. El componente II tiene un peso molecular de alrededor de
56,701 y contiene dos actividades especificas: una actividad glutamido transferasa, que'se requiere para
activar al componente I en la reaccién de antranilato sintasa. Esta actividad canaliza el nijxégeno de la
glutamina al €] sitio activo para la produccién de antranilato, solo el agregado exhibe esta actividad, la
cual es estimulada por corismato. La hidrélisis de la glutamina requiere el anterior enlace del corismato al
agregado. La segunda actividad del componente II convierte el antranilato en antranilato 5-fosforibosil
pirofosfato. Esta es nombradd antranilato fosforibosil transferasa, Esta actividad es funcional atn en

ausencia del componente I ( Pittard, 1996).
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FIC. 3. Ruta de blosintesis de amino 4cldos aromdticos y su regulacién en E. cofl. Los diferentes tipos de iineas
Indican el tipo de regulacién ejercida por el amino dcido (producto flnah: - - -, contol transcripcional y
alostérico; - - -, solo control alostérico; —, solo control transcripclonal.

Abreviaciones usadas: ANTA, antranllato; akG, a-cetoglutarato; CDRP, 1-(o-carboxyfenilamino)1-deoxiribulosa 5-
fosfato; CHA, corismato; DAHP, 3-deoxy-d-aroblno-heptujosonato 7-fosfato; DHQ, 3-dehidroquinato; DHS, 3-
dehidroshiquimato; EPSP, 5 enolpiruvolishiquimato3-fosfato; E4P, erltrosa 4-fosfato; GA3P, gliceraldehido 3-
fosfato; HPP, 4-hidroxifenliplruvato, I3GP, Indol 3-gilceroifosfato;IND, Indol: I-GIn, I-glutamina; I-Glu, I-glutamato; I-
Phe, Ifenijlalanina; I-Ser, I-serina; I-Trp, I-triptofano; IFTyr, I-tirosina; PEP, fosfoenolpiruvato; PPA, prefenato; PPY,
fenlipiruvato; PRAA, fosforlbosil antraniiato; PRPP, 5-fosforibosili-a-pirofosfato; Pyr, plruvarto; SHIK, shiquimato;
S$3P, shiquimato 3-fosfato.



En Serratia marcescens la enzima glutamido transferasa y PRA transferasa son codificadas por
genes contiguos (rpG y trpD) (fig.4). En contraste, en S. typhimurium y E.coli. los genes trpG y trpD se
encuentran fusionados. La secuencia del final de trpG vy el principio de trpD de Serratia marcescens
incluyendo la regién intercistronica entre ellos se comparé con la regién co;t'respondiente al gen
bifuncional trpD de S. typhimuridm y E.coli, la regién intercistronica es de 13 pb. Una remocidn
hipotética del codén de paro y el sitio de unién a ribosoma de trpD ‘produce un gen igual al de S
typhimurium y E.coli, el cual pudo haberse formado por fusién de los genes separados #rpG y trpD de
~ alguna cepa ancestral (Nichols et al., 1980).

tpG trpD
Serratia ...Lys End — ~  Met GCln..
mareescens ’ o . .
... AAG TTA TATAAGGAACACG ACG ATG CAA.--
trpD
Escherickia colf

...Lys Leu Glu Pro Ala Asn Thr Leu Gln...

... AAA CTAGAGCCA GCC AAC ACG CTG CAA -.

|
196 | trpD

Figura 4. Distribucion de los genes trpG y trpD.
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3.2.2 Catecol.
OH

OH

El catecol es una molécula utilizada como materia prima para la sintesis de compuestos -
farmacéuticos, protectores solares, fragancias, saborizantes, e inhibidores de polimerizacién. Algunos de
los productos derivados del catecol son la viloxazina (antidepresivo), epinéfn'na (broncodilatador),
guayacol (antioxidante), vainillina (saborizante) y L-Dopa (tratamiento del mal de Parkinson) y el 4cido
adipico (utilizado para la manufactura de nylon). El catecol es un compuesto producido actualmente
mediante la sintesis quimica a partlr de fenol derivado del petréleo. La produccién anual mundial se
estima en 20,000 toneladas (Draths y Frost, 1995).

3.2.2.1 Diseilo, construccién y caracterizaciéon de cepas de E. coli productoras de catecol.

El grupo de Frost reporté la creacién de una cepa de E. coli capaz de sintetizar catecol a partir de
D-glucosa. Este desarrollo requirié reunir actividades del anabolismo aromético  y- catabolismo
hidroaromatico (Draths y Frost, 1995). , '

Este grupo escogié como microorganismo huésped, la cepa E. coli AB2834 auxétrofa debido a
una mutacién en el locus genémico aroF que inactiva la enzima shiquimato dehidrogenasaé Ya que el 3-
dehidroshiquimato (DHS) no s‘e convierte en ac. shiquimico, est4 disponible para la sintesis de catecol en
lugar de la biosintesis de aminoacidos aromaéticos (Fig. 1).

La sintesis de DHS por E. coli AB2834 se aument6 substancialmente por la transformacién con el
plésmido pKD136, que porta los genes tkt, aroF y aroB que codifican respectivamente las enzimas
transcetolasa, DAHP sintasa, y 3-Dehidroquinato sintasa (DHQ sintasa). -

La enzima DHS dehidratasa es una de las enzimas que capaci:ta a los microorganismos a usar
compuestos hidroaromaticos comio el 4cido quinoniéo y shiquimico como tnica fuente de carbono para
crecer. El 4cido protocatecuico (PCA) producido de la catélisis de DHS es un intermediario en la rama del _
p-hidroxibenzoato de la ruta del B-cetoadipato. El rol de PCA descarbdxilasa en el metabolismo microbial
no se ha detallado claramente. : . |

En la cepa E. coli AB2834/ pKD136 se introdujeron los geqés de Klebsiella pneumonia_e que
codifican para las enzimas 3-dehidroshiquimato dehidratasa (aroZ) y cido protocatecuico decarboxilasa
(aroY) contenidos en el plasmido pKID9.069. E. coli AB2834/pKD136/pKI9.069, sintetiza 18.5+ 2.0 mM
de catecol a partir de 56mM de D-glucosa.
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3.2.2.2 Desarrollo de cepas productoras catecol a partir de antranilato.

Considerando lo anterior, nuestro grupo revisé la literatura con el propésito de identificar otro
posible método para la produccion de catecol en E. coli. Algunos reportes recientes revelan que existe otra
ruta posible para la sintesis de este compuesto. Se ha descubierto una enzima que participa en la
asimilacién de compuestos fendlicos. Esta enzima, la antranilato dioxigenasa fue caracterizada en
Acinetobacter sp. ADP1 y se sabe que estd presente en algunas bacterias relacionadas con E. coli. Se
utilizé la enzima antranilato dioxigenasa de Pseudomonas aeruginosa PAO1 que transforma, en este
microorganismo, el antranilato en catecol y que posteriormente es convertido por ofras enzimas en
intermediarios del ciclo de 4cidos tricarboxilicos para su asimilacién (Fig. 5). Esta enzima esta constituida
por tres subunidades (la dioxigenasa a, la dioxigenasa B y una reductasa) que no se han caracterizado en
este organismo y que se encuentran codificadas por los genes antABC. Estos genes se amplificaron
mediante PCR y se obtuvo un producto de 3,027 pb en el que se gener6é un sitio Ncol en el iicio
traduccional del gen ant4 y que se clond en el plasmido pTOPO (Invitrogene). Posteriormente, estos
genes se subclonaron en el plasmido de expresion pTrc99A para generar el plasmido pTrc-ant3 que se
transformo en la cepa de E. coli W3110. Para visualizar la produccién de catecol se construyo el plasmido
pACYC-xylE (Fig. 6) que contiene el gen xy/E que codifica para una catecol 2,3-dioxigenasa que corta, en
posicién meta, el anillo aromatico del catecol generando el compuesto acido cis, cis-mucénico-y-

semialdehido que es de color amarillo (Fig. 7) (Treviflo, datos no publicados) .

Figura 5. Reaccién catalizada por la enzima
antranilato dioxigenasa de Acinetobacter sp. ADP1

trc'

laclq

CO,. antA
o0 Nt"
: o EcoRI
£ Oooo [(:g e Gm . pTrc-ant3
-y . catachol q 7119pb N j
-l \ { oripuc Neol
CatA L
——dioxygenase — \ amcC
' bla
= T2T4
O, C5-MUCSNaY Xbal
lcwmcuro  Figura 6. Pldsmidos utilizados para la produccidn, visualizacion y
' cuantificacién de catecol respectivamente en E. coli W3110.
INCAMDOySC Bokd

cyche ntermedaies

e’
W3110/pTrc99A W3110/pTrcant3/ pACYCxylE ~ W3110/pTrcant3d
Figura 7. Fenotipo de las colonias productoras de catecol y 4-hidroximuconico- v -semialdheido
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E. coli es uno de los organismos procariéticos mas usados para manipulaciones genéticas y para
la produccién industrial de proteinas de interés comercial o terapéutico. Por su larga historia como sistema
modelo, E. coli esta bien caracterizada genéticamente y se han-desarrollado muchas herramientas para la
ingenieria cromosomal.y para facilitar la clonacién y expresién de genes (Baneyx y Mujacic, 2004).
Igualmente se conoce su metabolismo y'mcdiante la ingenieria de vias metabélicas se han desarrollado
una gran cantidad de estrategias para dirigir el flujo de carboﬁo, nitrégeno y energia hacia la sintesis de
metabolitos de interés.

En el laboratorio del Dr. Guillermo Gosset estamos interesados en desanollai‘ cepas de E. coli
productoras antranilato y catecol dos compuestos con aplicacién en la industria. Aéimismo, existe la
opci6n de futuras modificaciones genéticas en las cepas productoras de antranilato y catecol para expahdir

los compuestos sintetizados a'partir de ellas.

4. JUSTIFICACION

El antranilato y el catecol son dos compuestos de interés industrial, ya que a partir de ellos se
pueden generar una gran cantidad de compuestos comerciales, entre ellos, saborizantes, pigmentos,
aromatizantes, fArmacos, protectores solares, etc. Estos compuestos se producen actualmente mediante la
sfntesis quimica 2 partir de fenol derivado del petréleo. Esta tecnologia de produccién no representa un
proéeso totalmente deseable, ya que, ademds de emplear condiciones de reaccién extremas (250°C y 600
psi), se basa en materia prima no renovable a partir de la cual se generan también otros compuestos que
contaminan al producto y al medio ambiente. Por lo anterior, resulta deseable contar con una mejor
tecnologia, basada en el uso de azicares como materia prima, y por lo tanto respetuosa del medio

ambiente, con la cual se pueda lograr la produccién de estos importantes compuestos.
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5. HIPOTESIS

Si una cepa de E. coli trpD- expresa los genes que codifican para la enzima antranilato sintasa
obtendré la capacidad de sintetizar antranilato a partir de glucosa. ;
Si una cepa de E. coli productora de antranilato expresa los genes antABC obtendra la capacidad

de producir catecol a partir de glucosa (Fig. 8).

\
A Lop pheA

I Antranilato g Aptranilato
sintas dioxigenasa

OR 2 ANTRANILATO ~——— CATECOL
J +on
NTRANILATO
f'le +PRPP
PRA .
owc |
CDRP

wC|  tpa trpB
InG3F—> [INDOL]:'E;TRP

Fig. 8 Esquema de la hipdtesis

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General.

Generar cepas de E. coli con la capacidad de producir antranilato y catecol a partir de glucosa.

6.2 Objetivos Particulares.

1. Establecer la toxicidad del antranilato y catecol para E. coli.

2. Determinar Ia secuencia nucleotidica de los genes #rpEGD provenientes de la cepa productora
de antranilato W3110trpD9923. _

3. Evaluar el efecto de la expresion del los genes aroG®" y thtd sobre la capacidad de produccién
de antranilato. |

4. Evaluar el efecto de la introduccién de los genes que codifican para la enzima antranilato
sintasa sobre la capacidad de una cepa #7p” de E. coli para sintetizar antranilato a partir de glucosa.

5. Analizar el efecto del medio de cultivo sobre la capacidad de producir antranilato.

6. Determinar el efecto de introducir los genes antABC a la cepa E. coli productora de antranilato

sobre la conversion de antranilato a catecol.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Cepas y plasmidos.
En las tablas 1.y 2 se muestran los pldsmidos y cepas empleados.

Tabla 1. Pldsmidos

Pldsmidos Caracteristicas . " | Origen

pTrc99A vehfculo de clonacién _— ‘ Amann et al., 1988
pCR-Blunt II- TOPO vehiculo de clonacién

pCL1920 Vehiculo de clonacién Lerner y Inouye, 1990
pJLBaroG" gen aroG" codifica para la DAHP sintasa insensible | Baéz et al., 2004

a inhibicién alostérica bajo €l contro] de los genes
lac%y fet, origen de replicacién.de pACYC184,
resistencia a tetraciclina

PCLtktA gen tktA codifica para la transcetolasa (replicon Draths et al. 1992
pCL1920, resistencia a espectinomicina). :
pTrcant3 genes antABC codifica para la enzima antranilato Trevifio datos no
dioxigenasa. Resistencia a ampicilina . publicados
pTrctrpEGDyg,3 genes trpEGD de la cepa 9923 codifican para la Este estudio
. enzima antranilato sintasa. Resistencia a ampicilina. :
pTOPOrpEG genes rpEG de la cepa 9923 codifican para la Este estudio

enzima antranilato sintasa bajo el promotor Pirp.
Resistencia a kanamicina :
pCLtrpEG genes irpEG de la cepa 9923 codifican para la Este estudio

: enzima antranilato sintasa bajo €l promotor Ptrp.
Resistencia a spectinomicina

El vector pTrc99A (Pharmacia Biotech), es un vector basado en pKK23-2, porta un promotor
 fuerte (rc) hibrido trp/lac, el sitio de unién a ribosoma (RBS) lacZ, el sitio de clonacién multiple PUC18
y los terminadores transcripcionales rrnB. (Amann et al., 1988) |

El Zero-Blunt-TOPO, estd compuesto por un promotor/operador LacZ, un sitio de clonacién
TOPO , un ORF LacZ-alpha, un gen letal ccdB, un gen de resistencia a kanamicina, un gen de resistencia
a zeocina yun origen de replicacién pﬁC. |

El vector_:PCL1920 es un plasmido de bajo numero de copias el cual contiene un fragmento de 580
bp BstUI que contiene el promotor/operador /ac, un sitio de clonacién multiple y un fragmento de lacZ de
PUCI19. Este vector tiene clonado un pldsmido derivado pSC101 el cual confiere resistencia a
spectinomicina/strepomicina en E. col. (Lerner y Inouye 1990). o

Las cepas W3110trpD9778 y W3110trpD9923 las obtuvo Charles Yanofsky para la realizacién de
un estudio de polaridad y funciones enzimaticas en mutantes de los genes del operén de triptofano

(Yanofsky y Ito 1966; Yanofsky et al., 1971).
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Tabla 2. Cepas

Cepas Caracteristicas Designada Origen

W3110trpD9778 trpD’, auxétrofa a triptofano, mutagenizada al azar por luz | 9778 Yanofsky,
UV, probablemente generando un codén de término. 1966

W3110trpD9923 trpD’, auxétrofa a triptofano, mutagenizada al azar por luz | 9923 Yanofsky,

: UV, ptobablemente generando un cambio de amino 4cido. 1971

JM101 Cepa de E. coli silvestre PTS+ IM101 Flores, 1996

PB12 PTS" Gle™ derivada de IM101 PBI12 Flores, 1996

W3110tpD9923/pJLBaroG™ Expresa el gen aroG™ codifica para la DAHP sintasa 9778/aroG™" Este trabajo

) insensible a inhibicién alostérica. .

W3110trppD9923/pJLBaroG” /CLtktA Expresa el gen aroG" que codifica para la DAHP sintasa | 9923/aroG™/tktA | Este trabajo
insensible a inhibicién alostérica y el gene tkt4 que ' :
codifica para la transcetolasa

W3110trpD9923/pTrcant3 Expresa los genes ant3 que codifican para la enzima 9923/ant3 Este trabajo
antranilato dioxigenasa '

W3110tpD9923/pJLBaroG™ pCLtktA/ Expresa el gen aroG™ que codifica para la DAHP sintasa 9923/aron"’/tk:A/ Este trabajo

pTrcant3 insensible a inhibicion alostérica, el gene tkt4 que codifica | ant3
para ]a transcetolasa, y los genes ant3 que codifican para
la enzima antranilato dioxigenasa

W3110trpD9923/pTrctrpEGDgg;3 Expresa los genes trpEGD de la cepa 9923 que codifican 9923/pTrctrpEGD | Este trabajo
para Ja enzima antranilato sintasa

W3110trpD9923/pTrctrpEGDyg; s/ Expresa los genes rpEGD de la cepa 9923 que codifican 9923/pTrctrpEGD | Este trabajo

pILBaroG*™ para la enzima antranilato sintasa y el gen aroG* que faroG™
codifica para la DAHP sintasa insensible a inhibicién
alostérica :

IMI101AtrpEDC::Km JM101, auxétrofa a triptofano por la delecién de la regién | IM101trp- Este trabajo

B trpEDC del operdn de triptofano. :

PB12AtrpEDC::Cat PBI12 auxétrofa a triptofano por la delecién de la reglén PB12 trp- Este trabajo
trpEDC del operén de triptofano.

IMI101AtrpEDC:Km/pTretrpEGDyy;; Expresa los genes trpEGD de la cepa 9923 que codifican JMI101trp- Este trabajo
para la enzima antranilato sintasa IpTrctrpEGD .

PB12AtrpEDC::Cat/pTrctrpEGDog;; Expresa los genes trpEGD de la cepa 9923 que codifican PBI12 trp- Este trabajo
para la enzima antranilato sintasa /pTrctrpEGD

IMI101 AtrpEDC::Km/pTretrpEGDog; 3/ Expresa los genes trpEGD de 1a cepa 9923 que codlﬁcan IMI101trp- Este trabajo

pJLBaroG*" para la enzima antranilato sintasa y el gen aroG® que j/PTrctrpEGD_/aroG

’ codifica para la DAHP sintasa insensible a inhibicién " .

) alostérica ' :
PB12AtrpEDC::Cat/pTrctrpEGDogsy/ Expresa los genes rpEGD de la cepa 9923 que codifican PBI2 trp- Este trabajo
pJLBaroG'b’ para la enzima antranilato sintasa y el gen aroG* que j/PTrctrpEGD/aroG :

codifica para la DAHP sintasa insensible a inhibicién d ]
alostérica

IMI101AtrpEDC /pTOPOtrpEGogz3 Expresa los genes trpEG de la cepa 9923 que codifican JMI101trp- Este trabajo
para Ja enzima antranilato sintasa bajo el promotor de /pTOPOIrpEG
triptofano.

IM101AtrpEDC/pTOPOtrpEGDog;3/ Expresa los genes rpEG de la cepa 9923 que codifican JM101trp- Este trabajo

pILBaroG* para la enzima antranilato sintasa bajo el promotor de /pTOPOtrpEG/aro
triptofano y el gen aroG" que codifica para la DAHP G .
sintasa insensible a inhibicién alostérica

IJMI101AtrpEDC /pCLtrpEGogz; Expresa los genes 7pEG de la cepa 9923 que codifican J M10 ltrp- Este trabajo
para la enzima antranilato sintasa bajo el promotor de “IpCLirpEG
triptofano en un plasmido de bajo niimero de copias. -

IM101AtrpEDClpCLtrp EGDog;3/ Expresa los genes rpEG de la cepa 9923 que codifican JM101tmp- Este trabajo

pILBaroG" para Ja enzima antranilato sintasa bajo el promotor de /pCLtrpEG/aroG/"’
triptofano en un plasmido de bajo nimero de copias y el
gen aroG”" que codifica para la DAHP sintasa insensible a

: inhibicién alostérica

PB12AtrpEDC /pCLtrpEGog:2; Expresa los genes trpEG de la cepa 9923 que codifican PBI12trp- ‘Este trabajo
para la enzima antranilato sintasa bajo el promotor de /pCLirpEG
triptofano en un pldsmido de bajo nimero de copias.

PB]ZAtrpEDC/pCLerEGDm 3/ Expresa los genes rpEG de la cepa 9923 que codifican PB12trp- Este trabajo

pILBaroG®" para la enzima antranilato sintasa bajo el promotor de /pCLlrpEG/aroG/"’

triptofano en un plasmido de bajo nimero de coplas y el
gen aroG® que codifica para la DAHP sintasa msensnble a
inhibicién alostérica

16




7.2 Analisis bioquimico.

El anélisis bioquimico de los metabolitos producidos pdr las cepas que se estudiaron en este
proyecto se efectu6 principalmente mediante cromatografia liquida de alta resolucién por sus siglas en
ingles HPLC. El equipo HPLC Agilent modelo 1100 cuenta con detector de UV de longitud de onda
multiple. Para la determinaci6n de antranilato y catecol se utiliz6 una columna Supelco Discovery C18, se
eluyo con una fase mévil de metanol al 40% en HAc-al 0.1 %, a un.flujo de 0.5 ml/min. La deteccién se
hizo a 282 nm para catecol y 330 nm para antranilato. |

La glucosa se determin6 con un analizador bioquimico Y'SI modelo 2700. E1 YSI es un electrodo
enzimético que emplea una o mds reacciones catalizadas por enzimas para producir peréxido de

~ hidrégeno, el cual es electroquimicamente oxidado en el 4nodo de platino de la sonda electroquimica.

7.3 Medios de cultivo.

A continuacion se describen los medios de cultivo .empieados:
-Medio liquido y sélido (con agar 1.5%) Luria Bertani (LB: 10 g/ de triptona, 5 g/l de extracto de
levadura (YE), y 5 g/l de NaCl (Sambrook, et al., 1989).
-Medio mineral M9 liquido y sélido (Atlas, 1993), compuesto de Na,HPO, 6 g/l, NaCl 0.5 g/l,
KH,PO4 3 g/1, NH,C1 1 g/, NaCl 0.5 g/l, MgS0,246.5 mg/l, CaCl, 14.7 mg/l y 10 ug/ml de vitamina B1.
| -Medio bajo en sales YENB para la preparacion de células electrocompetentes que contiene 7.5
g/l de extracto de levaqum y 8 g/l de caldo nutritivo.

- El medio SOC se empled para recuperar las células después de electroporarlas. Este medio
contiene 20 g/l de bactotriptona, 5 g/l de extracto de levadura, 2.5 g/l de MgSO, 2 g/l MgCl,, 0.58 g/l
NaCl, 93.18 mg/l KCl. En casos especificos, se empleo el medio SOB que contiene 20 g/l de
bactotriptona, 5 g/l de extracto de levadura, 0.58 g/l NaCl, 186 mg/l KCI aunpH de 7. :

NOTA: EI YE, el agar y la triptona empleados fueron de la marca DIFCO. EI'NaCl, el NH,CI, el
CaCl, el KCl, y la glucosa fueron de la marca J.T. Baker. MgSO,._ El triptofano, el antranilato y el catecol
fueron de la marca SIGMA.

7.4 Transformacién de DNA.

El DNA se introdujo en E. coli por el método de electroporacion utilizando un electroporador
modelo 2510 de la marca Ependdorf a 2500 volts. _

Después de la electroporacién las células se recuperaron en medio SOC a 37°C por una hora y en

el caso de vectores termosensibles a 30°C por 3 horas.
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7.5 Purificacion de DNA. '

Para el andlisis de clonas recombinantes, el DNA de pldsmido se preparé por medio del método de
lisis alcalina, el principio de éste método es la desnaturalizacion alcalina selectiva del DNA cromos6mal
de alto peso molecular, mientras que el DNA circular permanece en doble-cadena (Birnboim y Doly,
1979). Los pldsmidos para clonacién se purificaron por Miniprep System kit de Gibco-BRL como lo
describen los fabricantes. El DNA cromosomal se extrajo de cultivos de toda la noche usaﬁdo un kit de
MO BIO para extraccién de DNA cromosomal de microorganismos. Un “kit” para puriﬁcaciéxi de

productos de PCR marca ROCHE se empleé para la purificacién de los productos de PCR.

7.6 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Las reacciones de PCR se realizaron con la enzima Elongasa (Gibco-BRL. Life Technologies,
Rockville,, MD, USA) y la enzima Pfu DNA polimerasa recombinante (Fermentas). Las mezclas de
reaccién se prepararon en un volumen final de 50 ul, conteniendo 100 ng de DNA templado, 25 o 50 pmol
de cada oligo, 0.'.20 mM de la mezcla de ANTPs, 2mM de [Mg**] y 1-2 unidades de DNA polimerasa. Para
el proceso de amplificacién las mezclas se incubaron en un Robo Cycler Gradient 96 de STRATAGENE
en 3 etapas:

1. Un ciclo de pre-desnaturalizacién a 94°C por 1 minuto.

2. 30 ciclos de amplificacién, cada uno con un paso de desnaturalizacién (94°C por 30

segundos), alineamiento (54-56°C por 30 segundos para Elongasa y 61°C para Pfu) y
polimerizacion (68°C por 3.5 minutos para Elongasa y 72°C por 2 min para Pﬁz).'g

3. Unciclo de extensi6n final de 10 minutos a la temperatura éptima de la polimerasa empleada.
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7.7 Determinacién de la toxicidad del antranilato y catecol.

La cepa silvestre W3110 se transformé con el plésmido pTrc99A que tiéne una resistencia a
ampicilina. La cepa se creci6 en cajas de medio LB con ampicilina a una concentracién de 200 pg/ml
(Ap™) por 12 horas y después se resuspendié en un pequefio volumen 'dé M9 con el cual se inocularon los
matraces para iniciar a una OD de 0.1 a 600nm. | | _

Se utilizaron cultivos en matraces bafleados de 250 ml con 50 ml de medio de cultivo minimo M9
suplementado con 2 g/l de glucosa y Ap*® a diferentes concentraciones de los compuestos toxicos. Los

matraces se incubaron a 37°C  por 24 horas y se determind la densidad 6ptica a 600nm

Tabla 3. Concentraciones de los-compuestos toxicos utilizadas.

| CATECOL () ; ANTRANILATO (2/1)
| S i ;
| | - | -

I — %5 i 25

7.8 Cinéticas de crecimiento y manejo de muestras.

Todas las cepas se almacenaron en soluciones de glicerol al 40% (800u1 de medio de cultivo en
800ul de glicerol al 80%) a una temperatura de -70°C. Para la realizacién de los cultivos, se tomé una
asada de los gliceroles de las cepas a analizar y se sembraron en cajas de LB con el antibiético
correspondiente, se incubaron a 37°C por 12 horas para su recuperaciom, las cepas crecidas se
resembraron en cajas de medio minimo M9 suplementado con glucosa 2 g/l y triptofano 10 ug/ml,.y se
incubaron a 37°C por 12 h més. De éstas colonias adaptadas al medio minimo, se tomé una porcién, y se
resuspendié en un mililitro de medio M9, después de determinar su densidad 6ptica (absorbancia a
600mh), se calculé el \'/olumen necesario para inocular un matraz con 50 ml de medio _M9 a una densidad
optica de 0.1. Los matraces inoculados se incubaron a 37°C (6 30°C en casos especificos) por
aproximadamente 24 horas, durante ese tiempo, se monitore6 su crecimiento midiendo la absorbancia a
600nm en un espectofotémetro (Beckman DU-70), dicha absorbancia fue convertida a peso seco mediante
la relacién 1DO 600,,= 0.45 gpcwn (DCW= peso seco de células; Baez et al., 2004) , uha vez determinada
la DO, se tomaron muestras de 1 ml cada 2 h, las muestras se centrifugaron a 12000rpm por 5 min, y el

sobrenadante se almacené a -20°C para su posterior anélisis.
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7.9 Determinacién de la secuencia nilclebtidica de los genes trpEGD provenientes de

a cepa productora de antranilato W3110trpD9923.
La secuenciacién se realiz6 en la Unidad de Sintesis y Secuenciacién del Instituto de
Biotecnologia, UNAM.
Preparaci6n de las muestras:
-Se realizé un PCR de la region comprendida por los genes trpEGD (3160 pb) utilizando los
oligos TrpENcol, TrpDBamH], el producto de PCR se purificé por medio de un kit marca Roche.

Para lograr secuenciar toda la regién de los genes #rpEGD se disefiaron varios oligos.

Tabla 4.0ligos diseriados para la secuenciacién de los genes trpEGD.
! l Ohgo

Secuencia

| TrpENcoI ‘ STAGAGAATAACCATGGAAACACAAAAACCG 3

' TrpDBamHI ' 5CGCGGATCCCGGTTTGCATCATTTACCCTCG3

[ TrpEGS [ 5 CGATTACCAGCAGGCCTCCGGTTGCAGCGTGGTGGCTGGCTCTAG 3
i TrpG3 | S ATTCCAGTTCCATCCGGAATCC 3
‘ TrpGS { 5 ATCTCGTTCGGGTGCTCACC 3

| TrpGS 2 [5 CAGGAGAAAGCATCAGCACC 3

‘ TrpE2 ‘ 5 GAGTTCGGTGGCGTAGTGCG 3
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7.10 Estrategia de clonacion de los genes trp EGDgy;;3.

Para la amplificacién de los genes trpEGDyg;;, que codifican para la enzima antranilato sintasa, se
diseflaron los oligos adecuados a los cuales se les introdujo un sitio de corte Ncol y BamHI
réspectivamente (fig. 9), se realiz6 la amplificaron mediante PCR usando la enzima Elongasa a partir de

DNA cromosomal de la cepa E. coli W3110trpD 9923, obteniéndose un producto de 3,160 pb.

F Neol 4

Oligo TrpENcol S TAGAGAATAACCATGGAAACACAAAAACCG 3
Oligo TrpDBamHI 5§ CGCGGATCCCGGTTTGCATCATTTACCCTCG 3
F Bam HI

TrpE Ncol
Ty

TrpDBamH1

Fig 9. Oligos a los cuales se les introdujo un sitio de {:,‘orte Ncol y BamHI.

El producto de PCR y el plasmido pTrc99A se digirieron con las enzimas BamHI y Ncol por doce
horas a 37 °C (fig. 10). El vector y el inserto digeridos se ligaron utilizando la enzima T4 DNA ligasa
(Biolabs), para generar el pldsmido.pTrctrpEGD (fig. 11). El cudl se transformé en la cepa de E. coli XLI-
Blue. De las colonias obtenidas se eligieron 20 candidatas a las que se les extrajo pldsmido por el método
de lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979) y se digirié con las enzimas BamHI y Ncol para comprobar que
se tenfa el inserto deseado. De las clonas obtenidas con el inserto se eligieron 3 y se transformo con estos
- plésmidos a la cepa W3110trpD9923.
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T7oEGD
digerido

. Trp EGD
4000 B /T":': N
3000__.' el "' . BamH
2000—™ o5 : pTretrpEGD '
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Fig.11 Mapa del plasmido pTrctrpEGD
Fig. 10 Gel de agarosa en el que se observan :
el producto de PCR y el plasmido pT rc994 _
después de la d'igestién con ambas enzimas

BamHI y Ncol.

7.11 Inactivacién de la ruta de sintesis de triptofano

Se sustituyo la regién comprendida desde trpE hasta trpC del operdn de triptofano con un casette
de resistencia a Kanamicina (Km) en la cepa JM101 y Cm para PB12 mediante el método de Wanner
(Datsenko y Wanner, 2000) para 'inactiVar genes cromosomales usando productos de PCR, en el cual los
oligos proveen la homologia al gen blanco, En este procedimiento se uso el sistema de la Red recombinasa
del fago A (el sistema incluye 3 genes: y, B, y exo, cuyos productos son llamados Gam, Bet y Exo
respectivamente, Gam inhibe la exonucleasa V, mientras que Bet y Exo pueden ganar acceso a los
extremos de DNA para promover la recombinacién) el cual se sintetiza bajo elj control de un promotor
inducible por arabinosa en un plidsmido de bajo numero de copias ficilmente curable (Fig. 12). Se
utilizaron oligos con 60 nucleotidos de extensién que son homélogos a regiones adyacentes a los genes
trpE-trpC que se deseaban inactiva'r'y templadosApara el plasmido que porta el gen de resistencia a
antibidtico ﬂam_jueado por sitios FRT (Tabla 5).
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Fig.12 Plasmido pKD46 que expresa el sistema de la Red recombinasa del fago A_

OriR101 pKD46
6329 bps
A
, " Clal
Nhel EcoRI

|

Tabla 5.0ligos disefiados para la inactivacién de la regién trpE-trpC.

i [ Oligo Secuencia
60merotrpE GACATCATAACGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATGAGCTGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
i 60merotrpC ! GCGGGCTTCTACCCAAATCGCCTTGTCTGCGACGATTTTCATTCCGGGGATCCGTCGACC
| 60merotrpCcat l GCGGGCTTCTACCCAAATCGCCTTGTCTGCGACGATTTTCCATATGAATATCCTCCTTAG
a)
b) )
1650 —p -—
1650 —»
1000 —> -
- 1000 —
L4
-
<
-

Fig. 13 Amplificacién del gen de resistencia. a)PCR para amplificar el éasete de resistencia. b) producto de

PCR correspondiente al gen resistencia a Km purificado de gel, digerido con Dpn Iy repurificado. ¢) Producto de

PCR correspondiente al gen de resistencia a Cm tratado igual que el producto correspondiente al gen de

resistencia a Km.
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La cepa con el plasmido pKD46 (expresa la Red recombinasa), se creci6 en .niedio LB Ap™ toda
la noche a 30°C, se inocularon de 10 a 20 colonias en 25 ml de medio SOB més 50 pl de Ap'® y 2.5 ml de
L-arabinosa 1M, se incubaron a 30°C con agitacién hasta una densidad 6ptica de 0.6, y se centrifﬁgaron
por 10 min a 8000 rpm a 4°C, la pastilla se lavé con un mililitro de agua estéril fria 3 veces y se
resuspendi6 en un volumen final de 100 pl de H,O. De estas células se tomaron 50 pl y se electroporaron
con el producto de PCR (los prodpctos de PCR se purificaron dé gel, se digiriefon con Dpnl, y se
repurificaron y suspendieron en H,0). Las células se resuspendieron en 1 .ml de medio SOC y se
incubaron 1h a 37°C, después se platearon en cajas de LB Km* o Cm®. Las colonias que crecieron, se
picaron en nuevas cajas de LB Km* o Cm® y se crecieron a 42°C para promover la perdida del plasmido
- pKD46. Después se seleccionaron por sensibilidad a ampicilina para comprobar la perdida del plasmido
helper (Fig.13). Ademés se picaron en cajas de medio M9 y M9 con triptofano para comprobar la
auxotroﬁa causada por.la deplecion de parte del operén de triptofano.

Las cepas obtenidas JMlOlAtrpEDC :Km y PB12AtrpEDC::Cat se transformaron con el

plasmido pTrctrpEGDS que contiene los genes que codifican para la epzmna antranilato sintasa.

7.11.1 Eliminacién del gen de resistencia a antibiético de las cepas JM101trp::Km vy
PB12trp::Cm. |

Se utiliz6 el plasmido pCP20 (plésmido helper FLP) el cuél confiere resistencia a Ap y Cm, este
plasmido muestra sensibilidad de replicacion a la temperatura e induccién térmica para la sintesis de FLP.
Las cepas resistentes a Km y Cm se transformaron con el plasmido pCP20 y las transformantes se
seleccionaron en Ap a 30°C. De las colonias obtenidas se tomaron 25 colonias las cuales se picaron en
placas de LB Ap*® y se crecieron a 30°C por toda una noche. Posterionhente se sembraron en tubos con
medio LB liquido y se incubaron a 42°C por un dfa para inducir la pérdida del plésmido. Por ultimo, se
prob6 la perdida del pldsmido por crecerlas en placas de medio LB y LB con Ap,:para comprobar la
perdida del gen de resistencia en LB con Km o Cm, y en placas de M9 con y Esin triptofano para

comprobar el fenotipo deseado. ( Datsenko y Wanner, 2000).
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7.12 Experimentos con células en reposo.

Las células se recupéraron del glicerol en cajas de LB por 12 horas a 37°C, posteriormente se
inocularon 50 ml de medio M9 suplementado con extracto.de levadura 5 g/l (un medio rico, pero no tan
complejo como LB) este preinoculo se dejé crecer a 30°C y 300 rpm. Las células se cosecharon cuando
se encontraban a la mitad de la fase exponencial, se centrifugaron y se lavaron 2 veces cbn M9 y se usaron
como inéculo en los experimentos de células en reposo. La totalidad de las células fue utilizada para
inocular 50 mililitros de M9 suplementado con glucosa 10 g/l, y los antibi6ticos necesarios para mantener
los plasmidos, no fue necesario la utilizacién de cloranfenicol (el cual inhibe la sintesis de protefnas y por
lo tanto impide el crecimiento) ya que las cepas de estudio no crecen en medio minimo M9. Se tomé
muestra cada hora durante 10 horas, se determino la densidad optica y se centrifugo cada muestra

conservando el sobrenadante a —20°C para su posterior anélisis. -

7.13 Determinacién de la formacion y presencia de cuerpos de inclusiéon por la
sobreexp_resién de los genes trpEGDyg;;3.

Se realizaron cultivos con las cepas 9923/99A y JM101trp” como control y 9923/pTrctrpEGD 'y
IM101trp/pTretrpEGD como cepas a analizar, después de crecerlas en cajas de LB Ap™® por 12 horas,_ se
tomo una azada y se resuspendi6 en 1ml de medio LB el cual se utiliz6 para inocular 50 ml de LB Ap*® a
una densidad inicial de 0.1, el matraz se incubo a 37°C y 300 rpm. Se tomé una muestrala la mitad de la
fase exponencial e inmediatamente se adicion6 IPTG a una concentracién de 1 mM, posteriormente se
tomé otra muestra en la fase estacionaria, las muestras se centrifugaron y se desecho el sobrenadante, las
células se conservaron congeladas a -20°C. |

7.13.1 Tratamiento de las muestras :

Muestra 1. Las pastillas celulares se resuspendieron en 25 pl de agﬁa y 25 pl de buffer desnaturalizante
(el cual contiene B-mercaptoetanol). Posteriormente se sonicaron con una punta delgada a 14 micrones con
dos pulsos de 5 segundos cada uno. En estd muestra se tendrian todas las proteinas solubles y no solubles.

Muestra 2. Las células se resuspendieron en un mililitro de buffer Tris pH 6.8 diluido .1:10, y se sonicaron
con una punta delgada a 14 micrones con dos pulsos de 5 segundos cada uno. Posteriormente se
centrifugaron un minuto a 12000 rpm con el prop6sito de separar los éuerpos de inclusién, en caso de
haberlos. Los sobrenadantes que contienen las protefnas solubles se concentraron en un concentrador
5301de marca eppendorf por 5 horas el cual se resuspendieron en 25 pl de'agua y 25 pl de buffer

desnaturalizante; los precipitados también se resuspendieron en 25 pl de agua y 25 pul de buffer. '
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7.13.2 Preparacién del gel de poliacrilamida para la electroforésis de proteinas
De acuerdo con el tamafio de las proteinas que esperdbamos observar y segin los esténdares establecidos
(Biorad), se decidié preparar un gel desnaturalizante acrilamida-bisacrilamida al 15% con un buffer de
corrida Tris/glicina/SDS. |

7.14 Clonacién de los genes trpEGDyy; bajo su propio promotor (Ptrp) en el
plasmido TOPO. ' ' : .

Para la amplificaciébn de los genes 7 trpEGDyyy;, desde 88. pb antes del promotor hasta
aproximadamente 55 pb después de la mutacién en #rpD, que codifican para la enzima antranilato sintasa,
se diseflaron los oligos adecuados a los cuales se les introdujo un sitio de corte Aval y  BamHI
respectivamente (Tabla 6). La ampliﬁcaciéﬁ de los genes se realizé ;hediante PCR a partir del DNA
cromosomal de la cepa E. coli W3110trpD9923, utilizando la enzima Pfu DNA polimerasa (F.ermehtas)
obteniéndose un producto de 2531 bp (Fig. 14).

Tabla 6.0ligos disefiados para la amplificacién de los genes trpEGDyg2;.

~ Oligo .5 ~ Secuencia ' .3
rnd | CrCCACTICCTETG A
! TrpGBamHI ||~ GGATCC GAA AAC AGC TGGTGG

54 56 58 61°C

3000
2000

Fig.14 PCR para amplificar los genes.trpEGD.
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La reaccién de clonacién en el vector Zero Blunt-TOPO se realiz6 segin el manual de los

fabricantes (Invitrogen).

Tabla7. Reaccion de clonacion en el vector TOPO.

Reactivo . . — Cantidad
Pfoduc;to de PCR fresco 2ul

| Solucién salina diluida (1:4) 1,05 ul

| Agua estéril ' 0 pl

| Zero Blunt-TOPO 1 o.5u

[Volumen final B

Se homogeneiz6 la reaccién y se incub6é media hora é temperatura ambien‘itc, transcurrido el
tiempo de reaccion, se pasé a hielo y se procedié a transformar 50 pl de células electrocompetentes de la
cepa XLI-Blue con 2 pl de la reaccién. Después de la electroporacion las células se recuperaron por una
hora a 37°C y se platearon en cajés de LB Km®. De las colonias obtenidas se eligieron 10. colonias, las
cuales se crecieron en LB Km™ toda una noche, de estas colonias se extrajo el plasmido por lisis alcalina y
se digirié con la enzima EcoRI por 4 horas a 37°C. Se obtuvieron 2 colonias con el inserto del tamafio
esperado, se transformé con éstos plasmidos cepas electrocompetentes de la eepa JM101trp- para obtener
la cepa IM101trp-/pTOPOtrpEGD. Con estas cepas se relazaron cultivos en medio M9 suplementado coh
triptofano 20 pg/ml, glucosa 10 g/l y Km™, se tomaron varias muestras para determinar la presencia de

antranilato y se monitoreo su crecimiento.

2000 1000
pTOPOtrpEGD
6049 bps trpBGD
~4000 20Q
namicina 20p0

EcoRI

Fig 15. Mapa del plasmido pTOPOtrpEGD.
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7.15 Clonacién de los genes trpEGD en el plasmido pCL1920.

A partir de la cepa transformada con el plasmido pTOPOtrpEGD se purific6 el plasmido por
“kit”, éste plasmido y el plasmido pCL1920 se digirieron con la enzima EcoRI liberando 2 fragmentos
para el pTOPO#pEG de los cudles, el correspondiente a los genes trpEG (2531 bp) se puﬁﬁcé de gel, de
la digestién de pCL1920 se purificé una banda tinica correspondiente a el plasmido digerido.

Los fragmentos se ligaron utilizando la enzima T4 DNA ligasa de Biolabs por 12 h-a temperaturé

ambiente.

pCL1920
' pTOPONPEGD

i

- M0 o

Smal
Kpal

EcoRI

£ gjt!

1
B | 22

ELRAIER R ¢

a) b)

Fig 16 Clonacion de ios genes trpEGD en el plasmidb pCL1920. a. Esquema de los plasmidos .
pTOPOtrpEGD y pCL1920 b. patrén de restriccion de las colonias candidatas a tener él plasmido con el inserto.
La ligacién se transformé en cepas de E. coli XLI-Blue, las colonias que crecieron en medio LB
Spt *°, se picaron en medio liquido LB Spt *’, se dejaron crecer por 12 horas, y se exirajo el plasmido por
lisis alcalina, para después digerirlo con la enzima EcoRI. Dos de ias clonas presentaron el inserto
correcto (Fig. 16). La cepa IM101trp™ se transformo con dichos plasmidos, después de algunas pruebas, se
eligié la cepa IM101trp- con el plasmido pCL#rpEGD de la clona 1, para réalizar los estudios.

7.16 Determinacion de la actividad enzimatica antranilato sintasa.

7.16.1 Preparacién del extracto libre de células: Todas las cepas se crecieron en 50 ml de
medio minimo M9 suplementado con glucosa 10 g/l y triptofano a 10 6 20 pg/ml respectivamente, se
incubaron a 37 °C y 300rpm, por 12 h para las cepas 9923 y 16 h para las cepas JM101trp’, 20 ml del
cultivo se centrifugaron y lavaron una vez con buffer 0.1M Tris-cloruro a pH 7.8, y se resuspendieron en 2
ml del mismo buffer. Las células se lisaron por sonicacién, en un bafio de hielo, con una amplitud de 14
micrones con 5 pulsos de 15 segundos, con intervalos de 1 min entre cada pulso, los restos celulares se

removieron por centrifugacién a 12000rpm por 10min a 4 °C.
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7.16.2. Ensayo enzimaético: La mezcla de reaccién contenfa 1 pmol de corismato, 4 umoles de
MgSO,, 10 pmoles de L-glutamina, 50 umoles de buffer Tris-cloruro a pH 7.5 y 10 0 2.5 pl del extracto,
la mezcla de reaccién se llevé a un volumen final de 2 ml con agua destilada. La reaccién fue iniciada por
adicién del extracto libre de células a la mezcla de reaccion precalentada a.37 °C. La actividad se observo
siguiendo el incremento en la fluorescencia a 390 nm (exitacién a 314). Se realizé una curva a distintas
- concentraciones de antranilato para poder relacionar unidades de fluorescencia con concentracién de
antranilato. (Ito y Crawford, 1965). La determinacion de proteina se realizé por el método de Bradford.

Se reahzaron ensayos enziméticos con extractos de la cepa 9923, adicionando distintas
concentraciones de triptofano (5 25, 50 y 250 mg/ml) para comprobar la inhibicién alostérica de la
enzima antranilato sintasa de la cepa 9923.

M
0 Hy
2] Antranilato
%, H HO NH, slntasa l
+
RO —Q—{ OH

~ corismato . L-glutamina antranilato piruvato L-glutamato

Fig. 17 Reaccion catalizada por la enzima antranilato sintasa.
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8. Resultados y discusién -

8.1 Determinacién de la toxicidad del antranilato y catecol

La extrema toxicidad de muchos compuestos orgénicos impone ur:x serio prt;blema en la
aplicacton de estos cormpuestos en procesos de produccién biotecnoldgicos. La pn'nciﬁal razén de la
toxicidad es la acumulacién de estas moléculas en la membrz;na celular bacteriana, causando efectos
adversos en su estructura y funcién (Kieboom y De Bont, 2000).

El antranilato y el catecol se encuentran dentro de éste grupo de compuestos, asf que, fue
indispensable conocer los limites de tolerancia de las cepas de trabajo, ya que ello, marcarfa los limites de

crecimiento y produccidn,

: 69 DO 600nm 24h

€ @m DO 600nm 24h
g
* le (gn) “Antrannato (gn)“ *
PM 110 g/mol - PM 137.1 g/mol

Figura 18. Toxicidad del antranilato y catecol en la cepa W3110/ pTre994

En la figura 18 se muestra la densidad éptica alcanzada a las 24 h por los cultivos a

distintas concentraciones de dichos compuestos téxicos, podemos observar que a una concentracién
de 0.5 g/l de catecol no afectd negativamente la densidad Optica, si se toma como referencia la DO
alcanzada por la cepa que creci6 en ausencia de éste. Sin embargo Ia una concentracion de 1.0 g/t se
observa una notoria disminucién en la DO final, no obstante a 2.5 gfl, aunque el blanco uilizado para
determinar las densidades dpticas fue el mismo medio a las mismas concentracién de catecol y en Jas
mismas condiciones de incubacidn, se observd un ligero aumento en la.DO medida, que no forzosamente
indicar un anmento en la cantidad de células, ya que debido a las limitaciones de la metodologia empleada
solo se determina la turbidez, sin diferenciar si es originada por las células o por algin efecto del medio de
cultivo. En cuanto al antranilato, a concentraciones de 0.5 g/t y 1.0 g/l no hubo cambios significativos en
la DO final, fue hasta concentraciones de 2.5 g/l que se observé una disminucién enla DO, al aumentar la
concentracién de antranilato a 5.0 g/l la OD alcanzada es atin menor. Esto indica que el antranilato es un

compuesto menos toxico que el catecol para nuestras cepas.
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Estos experimentos permitieron establecer que concentraciones de 1 g/l de catecol y 2.5 g/l de
antranilato, afectan el crecimiento. Por lo tanto, resulté de interés probar concentraciones mayores de
antranilato para conocer el punto en que se inhibe completamente el crecimiento, sin embargo, para el

catecol ésto no fue factible ya que su oxidacién interfiere con la determiniacién de la-concentracién celular

(fig 19).

Catecol Antranllato
-a-0g/ ——0Cg/l
=05 gl - 1.0 g/
—2, ——5.0g
§ v/v —— 109/l
(]
Tiempo (h)

Figura 19. Cinética de toxicidad del antranilato y catecol en la cepa W3110 pTrc994

Realizando cinéticas, mediante el monitoreo regular de la densidad dptica para las diferentes
concentraciones utilizadas de los compuestos t6xicos y con los experimentos realizados anteriormente,
pudimos determinar las consecuencias que traerfa sobre el. crecimiento 1a acumulacién de  diferentes
concentraciones de ahtra.njlato y cateco). ,

A concentraciones de antranilato mayores de 1.0 g/l y de catecol de 0.5 g/l se afecta drasticamente
la velocided de crecimiento. Estos resultados son tiles para proponer una estrategia de fermentacién para
la produccién de antranilato y catecol, dado que los culﬁ:vos inician a concentraciones de 0 g/l de
antranilato y/o catecol -y DO de 0.1, existen 2 posibilidades, una, que las cepas crezcan hasta alcanzar la
fase estacionaria y ah{ comiencen a producir hasta alcanzar concentraciones que dafien su membrana
celular, o bien, podrian producir al mismo tiempo que crecen y detener su crecimiento al alcanzar dichas

concentraciones.
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8.2 Caracterizacién de las cepas W3110rpD9778 y W3110trpD9923.

Para la realizacién de este proyecto, se plane6 la sobreexpresiép de algunos genes en las cepas
W3110trpD9778 y W3110trpD9923, para poder emplearlas postenormcnte como control, se

transformaron con el pldsmido pTrc99A.
Tabla 8. Cepas usilizadas

Cepas

W3110tpD9778/pTrc99A i

. W3110trpD9923/pTrc99A

Las cepas utilizadas en esta parte del estudio, se obtuvieron en el laboratorio de Charles Yanofsky
junto con otras mutantes para la realizaciép de estudios de polaridad y funciones enziméticas de los genes
del operén de triptofano (Yanofsky et al., 1966; Yanofsky et al., 1971). ‘Primero, se realizd su
caracterizacién, y se comprobé la auxotrofia a triptofano, en cultivos en medio M9 con y sin triptofano.

También se realizaron cultivos en medio miniso M9 suplementado con triptofano a 10 pg/ml,
para determinar la concentracién de antranilato acumulado en el medio, y evaluar asf la capacidad de las
cepas para producirlo. En la figura 20, se observa como la cepa 9923/pTrc99A acumulf antranilato hasta
concenmoion&e‘ de 120 mg/l, sin embargo, la cepa 9778/pTrc99A no mostrd acumulacién de dicho
intermediario.

1801 —o—9923/pTrcO9A
130 ' ~0—9778/pTrc99A

Antranilato (mg/l)
8

c
4
q

Tiempo (h)

Figura 20. Produccion de antranilato

Para tener una caracterizacién mas detallada de la cepa E. coli. 9923/ptrc99A, se hicieron cultivos
por triplicado, en los cuales se determind el consumo de sustrato (glucosa) y la produccién de antranilato
(Fig. 21). Estos resultados se analizaron para obtener el rendimiento y productividad de antranilato

alcanzados (Tabla 9).
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Figura 21. Grafica representativa de el crecimiento, la produccié'n de antranilato
y el consumo de glucosa en la cepa 9923/pTrc994

Tabla 9. Caracteristicas de la cepa 9923/pTrc994

cToT T Biomasa ajcanzada (g/1) \ 1.19=0.10 J
CEPA . : Wil:tia.llilfl_o ‘acumulado (mgN) ] 128.33£929 ‘

Y (mg antranialto /g-peso seco) ’ 107.71 855 !

B NCS) ' jl - 037£0.002 ‘

FASE EXPONENCIAL " Qun (Mg ant/g-peso seco x h) I 14.9£72 ‘
Qghe (8 gluc/g-peso seco x h) [ 1.01 £0.031 ‘

Yp/s (mg anv/g gluc) ] 8.2 +0.07 ‘

| G (mg ant/g-peso seco x h) | 132+ 23 I

FASE ESTACIONARIA |- g, (g gluc/g-peso seco x h) | 0.39 + 0.09 |
Yp/s (mg anv/g glue) | 33622 |

Estos resultados sugerian que la mutacién presente en la cepa 9923 inactivé la actividad
fosforibosil transferasa (rpD), pero no la de antranilato sintasa (pEG) permitiendo asf la produccién de
antranilato y no su consumo, lo que da como resultado su acumuacion.

El rendimiento de antranilato a partir de glucosa en la fase exponencial fue de 8.2 mg ant/g gluc, y
en la fase estacionaria de 33.6 ya que, aunque la productividad fue muy similar en las dos fases, el
consumo de glucosa disminuyd de | a 0.39 g gluc/g-peso seco x h. En la fase estacionaria, oo hay
produccién de biomasa, y €] consumo de glucosa se reduce, ya que las células no se duplicaﬁ. Por lo tanto
toda la glucosa consumida podrfa ser dirigida hacia la sintesis de antranilato, hasta el punto en que algin
otro metabolito sea limitante para dicha sintesis. En esta fase puede compararse el rendimiento obtenido
(0.034 g/g) con el méaximo tedrico (0.35 g/g) ya que como e menciond, tocio el flujo de catbono podria
ser dirigido hacia la sfntesis de antranilato, resultando rendimientos de casi el 10% del méximo tedrico.
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8.3 Determinacién de la secuencia nucleotidica de los genes frpEGD provenientes de

la cepa productora de antranilato W3110trpD9923.

Después de comprobar que la cepa 9923 produce aotranilato naturalmente, y dado que solo se
sabia que se mutagenizo al azar, se secuenci$ la regién comprendidé desde rpE hasta rpD, con la
finalidad de identificar la mutacién que gener6 la inactivacién de la enzima fosforibosil transferasa.

Con los diferentes oligos disefiados (Fig. 22), se secuenciaron aproximadamente 9000 pb. En

total fueron 12 secuencias con un promedio de 750 bases cada una (con algunos oligos se secuenci6 mas

de una vez).
TrpENcol  TrpE2 C TepG3
—> —> —>
trpE (1563bp) ' G (591bp) trpD (1005 bp)
-«— «— P u—
TrpGS2  TrpEGS TrpG5 TrpDBamHY

Figura 22. Oligos disefiados para la sectienciacion de trpED

Las secuencias obtenidas, se compararon con la secuencia de Jos genes rpEGD tomada de la base
de datos dedicada al anélisis del genoma de E. coli (http://genolist.pasteur.fr/Colibri/) para ubicar y

determinar la mutacién que causé la inactivacién de la actividad fosforibosil transferasa.

E. coli. GGCCTGGGCOCAGCAGAAACTAGAGCCARCCAACACGE TRCAACCCATTCY [N TGTATCAGGCGCAGACGCT TA 640
MG1 855 ccoskcceacete crcq_rcgucccr CGOTYGTGCAACGTTGOCTAAGACE TTYTT GACAT AGTCCCCATC TGCCAAT
p ! D

-

1r'pr‘oGIy Arg Ser Arg A+ Secein o wm; a,s arg.Pre Trp 3 nanfs lle Arg ArqArg mg Leu
Gly Lev Gly Ao Alo Glu Thr Arg Al Ser Gin HSMD ™r Asp Ser IyLysThrVo! SerGIy AI:)As:A)o .

E. coll G6CCTE0G CECAGCAGAAACTAGAGLLAGCCAACACGE TGLAALCRAT TCTmmr ATCAGGCGCABACGLTT
W3110trpDO923  (cogaccescorcar cnmnc TCGGT ccc TTGTGCGACETTGECTAAGACA TTTTT TGACATAGTC CGLGTCTGCE AR
i TrpD

640

1p Pro Gly argSerm-g e SerGInPro Thr Ag ArgPhe 8156 I Lo’
Gly Leu Gly Ala Ao Glu Thr &g Al Ser Gin HIS Ao Al Thr Asp Ser Vol lys Asn Oys lle Arg Arg Arg Arg Leu

Figura 23. Esquema de la mutacidn que generd la inactivacion de la actividad fosforibosil transferasa.

Como se observa en la Fig. 23 dicha mutacién consistié en un cambio de base de G por T y la
insercién de una A al inicio de trpD, lo que generd un codén de térmhino provocando la sintesis de una

proteina TrpD trumca po funcional de 7 aminoécidos de longitud.
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8.4 Efecto de la sobreexpresién de los genes aroG™ y thtd sobre la capacidad de
producir antranilato en la cepa W3110trpD9923,

Puesto que la cepa 9923 tiene la capacidad de producir antranilato debido a la mutacién en el gen
trpD, nuestros esfuerzos se enfocaron a aumentar el flujo metablico hacia la produccién de dicho
intermediario, mediante la aplicacion de ingenierfa de vias metabdlicas con la finalidad de mejorar su
capacidad de produccién de antranilato. |

Como primer paso, se sobreexpresé en la cepa 9923 el gen aroG” que cocliﬁcg para una
enzima DAHP sintasa insensible a inhibicién alostérica, con el fin de aumentar el flujo de carbono
hacia 1a ruta de sintesis de aminoécidos arométicos, y por lo tanto hacia la ruta trancada de pfoduccién de

triptofano lo cual llevaria a un aumento en la acumulacién de antranilato.
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Figura 24. Grdficas representarivas de la caracterizacion de ja cepa
E. coli 9923/aroG" -

Tabla 10. Comparacidn de las cepas 9923/aroG™y 9923/pTrc99A.

[ R T 9923/pTrc99A- ‘ 9923/aroG> ‘ Relackn
(aroG/994)

 Cepa Biomasa alcanzada (g/1) ‘ 1.19£0.10 | 1% 0.09 ‘ 052 I
! Antranilato acumulado (mg/l) | 12833+ 9.29 ! 253.96+29.19 ‘ 1.98 |
Y (g ant /g-peso seco) ‘ 107.71 £8.55 ’ 23116 £ 17.85 [ 215 |
u@h ‘l 0.37 + 0.002 ‘ 034'% 0.037 J 0.92 ‘
Exp:::cla] Quot (Mg ant/g-peso seco x b) J 149+72 | 129+ 19 f 0.87 ‘
Ggne (8 Bluc/p-peso seco x h) ‘ 1.01 £0.03) ‘ 0.95 0.12 l 0.94 ‘
Yp/s(mgant/g gue) ‘ 8.2+ 007 ‘ 136 19 | 166 |
| " "Fase © | Quu (Mg ant/g-peso seco x h) ‘ 132% 23 | 252%18 J 191 |
Estaclonaria | ~0-" " ofoc/z-peso seco x h) | =00 |- omsos | 09 ]
Yp/s (mg anv/g gluc) ! 33.6% 22 | 66.5%3.0 ‘ |
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Como se observa en la figura 24 y en la tabla 10, la expresién del gen aroG” no afects el

crecimiento, y si logrd dirigir un mayor flujo de carbono hacia la sintesis de antranilato, logrando una

produccién de 254 mg/l de antranilato comparado con 128 mg/l de la cepa 9923/pTrc99A. Como

consecuencia, la productividad aumenté de 13 a 25 mg ant/g celxh, esto es, 2 veces respecto a la cepa

silvestre, y dado que el consumo de glucosa no varid significativamente, el rendimiento g producto/g

sustrato en la cepa que sobreexpresa el gen aroG” también anment6 de 0.034 a 0.066 g/g cotrespondiente

a el 19% del méximo tedrico. :
Siguiendo con las estrategias de ingenierfa de vias metab6licas, se expresé en la cepa 9923/aroG"”

simultdneamente €l gen tktd que codifice para la enzima transcetolass, enzima clave de la ruta de las

pentosas y cuya sobreexpresidn lleva a un incremento en la disponibilidad de EAP, uno de los precursores

de la ruta cie sintesis de aminoécidos arométicos.
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Figura 25. Grdficas representativas de la caracterizacién de la cepa E. coli 9923/aro G /tlaA

Tabla t). Comparacidn de las cepas 9923/aroG*YtkiA y 9923/p Tre99A.

} 9923/pTre99A f |i Relacién
Cepa Biomasa alcanzada (g/1) J 1.19£0.10 ‘ | i.06 0,006 | 0.9 I
! Antranilato acumulado (mg/1) | 12833 +9.29 J - ‘ o5 [
| Y (mg antranialto /g-peso seco) i 10771 8,55 ] 205,18  1.08 ‘ 283 [
i el 1 '
70.37 £0.002 .

kA ] | 0289£0.02 ] 0.78 I
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La figura 25 yla tabla 11, muestran los resultados obt.enidos de la sdbreexpresién conjunta del gen
aroG™ y thtd sobre la capacidad de producir antranilato de la cepa 9923. La simultanea expresién del gen
aroG” y tkid en la cepa 9923 generé una pequedia disminucién en la velocidad de crecimiento, sin
embargo, la biomasa alcanzada fue muy similer a fa de la cepa silvestre. La cepa 9923/aroG" /1A
produjo 324 mg ant/], es decir, 2.5 veces con respecto a lo producido por ta cepa 9923. La productividad
también aument6 de 0.13 a 0.35 mg ant/g cel x h, no obstante la cepa consume 15% més glucosa dando
como resultado un menor incremento en el rendimiento, el cuél aument de 0.034 a 0.078 (mg ant/g
celxh) que corresponde al 22% del maximo tedrico, esto es 2.33 veces con respecto a la cepa 9923.

Si comparamos la cepa 9923/aroG”/tktA contra la cepa 9923/aroG”, podemos determinar el
efecto causado por la sola sobreexpresién del gen fktd. La cepa 9923/aroG"/thtA proidujo 324 mg aovl
comparado con 254 de la cepa 9923/aroG™ es decir, el aumento causado por la sobréexpmién del gen
tkt4 sobre la produccién fue de 28%. Asimismo la productividad incrementd 39%, esto es, de 25.2 (mg
ant/g celxh) de la cepa 9923/aroG® a 35.1 de la cepa 9923/aroG™/tktA, pero, dado que el consumo de
glucosa también fue mayor, el aumento .en el rendimiento fue tan solo de un 18%, esto es de 66.6 de la
cepa que sobreexpresa el gen aroG™ a 78.3 mg ant/g gluc. Estos resultados coinciden con lo reportado por
Patnaik en 1995, ya que, al restar el efecto causado por la sobreexpresion del gen aroG"”, la
sobreexpresién del gen fktd, tiene un pequefio efecto positivo sobre la concc.nu*aé,ién final de antranilato,
y atn menor sobre el rendimiento (Fig. 26). '
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Figura 26. Esquemas de los efectos causados sobre la productividad y el rendimiento por la sobreuﬁfesién de los

genes aroG y tktd enla cepa productora de antranilato 9923.
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8.5 Efecto de la sobreexpresién de los genes trp EGDysz; bajo el promotor frc en el
plésmido pTrc99A en la cepa productora de antljanilatb W3110trpD9_923.-

Con el aumento de flujo hacia la sintesis de arométicos, el paso limitante en la produccién de
antranilato podria ser 1a actividad de la enzima antranilato sintasa. Con Ja ﬁnalidad de generar una mayor
cantidad de la enzima antranilato sintasa, tos genes #rpEGD provenientes de la cepa 9923 se clonaron bajo

el promotor /r¢ en el plasmido de expresién pTrc99A para generar el plasmido pTretrpEGD, el cudl se
transformé en la cepa 9923. Se evaluaron tres clonas (1, 5 y 19) para determmar el efecto de la
sobreexpresion'de los genes trpEGD sobre }a produccién de antranilato.
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Fig. 27Evaluacién de las clonas elegidas.

El la figura 27a se muestra el efecto de la sobrt.zexpr&eion de los genes rpEGD sobre el
crecimijento, aunque la velocidad de crecimiento de las cepas fue muy similar, las cepas que sobreexpresan
los genes &rpEGD, presentaron una fase lag (de adaptacién) muy larga en compar;acién con la cepa
9923/pTrc99A.

Al comparar las mediciones de antranilato acumulado a las 28h, la clona 5 de las cepas
9923/pTretrpEGD  fué la mayor productora de aotranilato (fig. 27b). Por ello, se realizé una
caracterizacién mas detallada de esta clona 5, determinando la produccién de antranilato ep términos de
productividad y rendimiento especificos. -
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Fig. 28Caracterizacion de la clona 5 de la cepa 9923/pTretrpEGD y su comparacidn con la cepa silvestre.
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Como se muestra en la figura 28, no se observé un claro efetto sobre la §mductividad ni el
rendimiento después de la sobreexpresién de los genes que codifican peu"abla enzima antranilato sintasa.

Para determinar el efecto de aumentar el flujo de carbono hacia la sintesis de arométicos, se
transformé la cepa 9923/pTretrpGD con el plasmido pJLB aroG™ que contiene el gen aroG™, al mismo
tiempo que se sobreexpresaban los genes que codifican para la enzima antranilato sintasa; con lo cudl se
esperaba un mayor efecto sobre la produccién de antranilato. L(_Js:cultjvos en medic minimo M9
(suplementado con glucosa, triptofano, IPTG y los antibiéticos correspondientes) con €sta nueva ¢epa 0o
crecieron. La sobreexpresién de los genes #rpEGD cz;usé una fas'e de adaptacién muy larga; el efecto
ocasionado por su conjunta sobreexpresién con el gen aroG™ fue mayor e inhibi6 totalmente el

crecimiento. Para determinar e origen de este efecto se plantearon varios experimentos:

8.6 Generacién de cepas de E. coli modiftcadas bara la produc_ci(m.de antranilato.
El hecho de tener clonados os genes que codifican para la enzima antranilato sintasa activa en el
plésmido pTrerpEGD, genera la posibilidad de poder transportar la mutac'ién 4 otras cepas de interés por
ejemplo la cepa PB12 (PTS Glc¢") la cual se ha demostrado que posee el potencial para la sintesis de
- compuestos arométicos con altos rendimientos a partir de glucosa. (Flores ef al., 1996; Flores et al., 2002).
Por ello, mediante ¢l método de Wanner (Datsenko and Wanner, 2000) para inactivar genes
cromosomales usando 'pr'oductos &e PCR, se deletd la ruta de sintesis de triptofano en las cepas JM10] y
PB12. Se utilizaron oligos con 60 nucleotidos de extensién que son homblogos a regiones adyacentes a los
genes trpE y trpC del operdn de triptofano y templados pard £l plésrﬁido que porta el gen de resistencia a
antibidtico (Km para JM101 y Cm para PB12) flanqueado por sitios FRT con el cual se sustituy6 la regién
comprendida desde frpE hasta rpC en el cromosoma de las cepas JM101 y PB12. Las cepas obtenidas
JM101trp” y PB12trp” se transformaron con el pladsmido pTretrpEGD que porta los genes que codifican
para la enzima antranilato sintasa.

Como se tenia el antecedente de que trpE y/o trpLE se han usado exitosamente como fusiones
por su naturaleza insoluble, la cual lleva a proteccién proteolitica en cuerpos refréctiles (Yansura, 1990),

los cultivos se realizaron a una temperatura de 30°C para reducir Ja poslibilidad de formacién de cuerpos

de inctusién.
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Fig. 29 Cinética de crecimiento en medio M9.
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La transformacién de la cepa JM101trp’ con el plésmido que contiene los genes trpEGD
(pTretrpEGD), causd la inhibicién del crecimiento en medio minimo M9 suplementado con triptofano
(Fig 29). En estas condiciones no se pudo determinar si la enzima codificada por los genes rpEGD era
activa o no. Para realizar las cinéticas, una opcién fue la utilizacién de medio rico LB suplementado con
glucosa 10g/l, ¢ IPTG 1mM (fig 30). ' |
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Fig. 30 Cinéticas de crecimiento en medio LB y produccion de antranilato,

La cepa IM101trp”/pTretrpEGD crecié bien en medio LB, pero, sin embargo, no se logré observar
la produccién de antranilato, probablemente debido a que la enzima ’i‘rpEGD sigue siendo sensible a
inhibici6n alostérica por triptofano. ; o

Se ha demostrado que la actividad antranilato sintasa se inhibe por el producto final de lé ruta (trp)
(Ito, et al., 1965; Pittard, 1996). El triptofano inhibe ambas actividades antranilato sintasa y fosforibosil
antranilato transferasa de el agregado, mientras la antranilato sintasa puede ser inhibida al 100%, la
inhibicién de PARA transferasa es incompleta y no excede el 70%. La unién de triptofano y corismato es
competitiva, se postula que ambos sitios estAn presentes en.el componente L. Estudios mutacionales,
muestran que los dos sitios de unién son distintos. La unién de sustrato o inhibidor es asociada cdn
cambios conformacionales en ambos componentes I y Il y afectan las actividades antranilato sintasa,

glutamido transferasa y fosforibosil antranilato transferasa (Pabst et al., 1973).

| Para determinar si la enzima aotranilato sintasa atin es sensible a inhibicién alostérica por
triptofano, se realizaron cinéticas en LB (medio rico en triptofano, que podria inhibir la actividad
antranilato sintasa) con ‘varias cépas. Anteriormente se demostré que la cepa 9923/pTrc99A tiepe la
capacidad de sintetizar antranilato en medio M9, en esta cepa los genes 7pEGD se encueptrap €n un
operén bajo el promotor de triptofano Ptrp, se sabe que ¢s’inhibido .“u-anscﬁpcionalmente por triptofano.
En la cepa 9923/pTrcrpEGD se elimioa la inhibicién transcripcional ya que los genes se encuentran bajo
el promotor Ptrc inducible por IPTG y en la cepa 9923/pTrctrpEGD/aroG™ se descarta ademis la
inhibicién de la enzima DAHP sintasa y se incrementa el flujo de carbono hacia la ruta de sintesis de

aromaticos.
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Como se observé en. la figura 31, no se observé la produccién de antranilato en ninguna de las
cepas, lo que indicé que la enzima antranilato sintasa‘sigue siendo sensible a inhibicién por triptofano,
aungue no se descart6 la posibilidad de que la proteina producida por los genes clonados en el plasmido
pTrc99A no fuera activa (Fig. 31).
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Fig. 31. Cinédticas de crecimiento en medio LB y produccidn de antranilato.

8.6.1 Experimentos con células en reposo

Después de los experimentos anteriores, se consideré como alternativa, la utilizacién de
experimentos de células en reposo con el propésito de eliminar la inhibicién alostérica por triptofano de la
enzima antranilato sintasa, Los experimentos se realizaron conllas cepas 9923/pTrc99A y 9923/ar0G""
como controles positivos (se sabe que pueden producir antranilato), la cepa JM IOIu'p'/pTrctrpEGD fue
transformada con el plasmido pJLBaroG® para tener sobreexpresada la enzima DAHP sintasa insensible a
inhibicién alostérica . |

Los cultivos se monitorearon por aproximadamente 1S horas (Fig. 32), sin em:ba:go, los resultados
no fueron positivos ya que en ninguna de las cepas se observé la produccién de antranilato. Esto podria
indicar que en la cepa JM101trp”/pTretrpEGD la inhibicién alostérica pc:sr triptofano es muy fuerte y que,
atin con los lavados de las células y el cultivo de 15 h en medio minimo, la enzimg no pierde su inhibicién,

asf que no se observa actividad, a menos que la enzima producida por los genes clonados no fuera activa.
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Fig. 32. Monitoreo de lo DO en los cudtivos con células en reposo. .
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8.6.2 Determinacién del efecto del medio de cultivo sobre la capacidad de prodacir
antranilato, _

Para determinar una condicién que permitiera el crecimiento de la cepa pero que no inhibiera a la
enzima antranilato sintasa, se analizaron cultivos con distintas concentraciones de YE a 30°C, después de
13 h se determino Ja coucentracién de antranilato y la densidad éptica alcanzada.
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Fig 33 Cultivos a distintas concentraciones de YE.
En la figura 33 se observan los cultivos a distintas concentraciones cie exiracto de levadura desde
5 g/l hasta 0.05 g/1, en todos los casos con las distintas cepas, conforme disminuyé la concentracién de YE
disminuyo también la DO alcanzada, pero ésta es distinta entre ellas. La cantidad de antranilato producido
por gramo de célula en las cepas 9923/pTrc99A y 9923/aroG™ disminuyé conforme auments la
concentracién de extracto de levadura (Tabla 12).

Tabla 12. Cantidad de antranilato producido por gramo de célula en relacién a la cantidad de YE por litro.

" YE (21) '9923/pTre99A 9923 /ar0G

| (mg ant/ g cel X b (mg ant / g cel x h)

- 005 | - 168.43 ‘ 286.45 J |
S0 | 6936 261.12 J '-
025 ‘ 55.51 i “103.18 ‘
"‘*'“63"—" 3031 17 8301 \

1 ‘ 1763 ! ©90.29 }
T 9.51 | 337 I
Ty "‘ 5.78 ‘ 1.14 |

4 [ 70.00 ‘ 3 f

5 | 0.02 | 425 |

42



La enzima antranilato sintasa es claramente inhibida a medida qu;a. se aumenta [a concentracién de
YE (y por ende la de triptofano). De aquf, se eligi6 utilizar una concentracién de 1g/1 de YE, la cual
. permite ¢l crecimiento de la cepa y ademés que la enzima antranilato sintasa no se encuentre inhibida
totalmente.

8.6.3 Exi;erlmentos con células en reposo utilizando YE a 1 g/l

Al emplear preinéculos crecidos en medio minimo M9 sup_le—mentado con } g/l de extracto de
levadura para posteriormente inocular cultivos de clélulés en reposo en medio minimo M9, como se
muestra en la figura 34 se observé por primera vez la produccién de antranilato en la cepa IM101trp” que
expresa los genes irpEGD, lo que demostrd que la enzima codificada por los genes #pEGD es funcional.
Sin embargo, contrario a lo que se esperaba, al tener clonados los genes bajo el promotor fuerte Ptre, en
un plésmido de alto niimero de copias, la productividad fue 77% menor a la cepa silvestre 9923 y 89%
menor que la cepa 9923/aroG™. Aunque el rendimiento (mg antranilato/g-peso seco) fue de 130 .6
comparado con 231.16 que genera la cepa 9923/aroG™ (43% menor).
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Fig 34. Culttvos de células en reposo utilizando preinoculos crecidos en medio M9 suplementado con 1 g/l YE.
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8.7 Determinacién de la formacién y presencia de.cuerpos de inclusién por la
sobreexpresidn de los genes trpEGDyg;3.

Aunque las cepas se cultivaron a una temperatura de 30°C, nuestra hip6tesis fue que la enzima
antranilato sintasa producida no logré un plegamiento correcto, coﬁdﬂciendo 2 una disminucién de la
actividad. Este plegamiento incorrecto podria llevar a la formacién He cuerpos de inclusién, o a una forma
de protefna soluble no activa.

Empleando las cepas 9923/pTrc99A, IMI0ltp° como control positivo y negativo
respectivamente, y las cepas 9923/pTretrpEGD y IM101trp/pTrerpEGD como muestras 2 apalizar. Se
realizaron las cinéticas en medio LB, las muestras se tomaron y trataron como se dw.:ribe en la seccidn de
materiales y métodos, se empleo un gel de proteinas para determinar la prmenéia de cuerpos de inclusién

generados por la sobreexpresién de la enzima antranilato sintasa.

TrpE

TrpGD

Fig 35. Gel de acrilamida-bisacrilamida para determinar la presencia de cuerpos de inclusion, Los carriles 1,6 y
11, corresponden a la cepa 9923/994;3, 8 y13 a la cepa 9923/pTrcirpEGD; 4,9,14 a la cepa JMI101np 5,10y 15 a
la cepa JIM101trp/pTretrpEGD en las distintas fases y condiciones.
_ La figura 35 muestra el gel de acrilamida-bisacrilamida para electroforesis de protefnas, en los
carriles del 1 al 5 se observa la totalidad de as protefnas presentes en las distintds cepas en la fase
exponencial sin IPTG. En los carriles del 6 al 15 se comparan Jas protefnas pr:&eenta en la fase
estacionaria después de la adicién de IPTG, en el sobrenadante del lisado (carriles 11 al 15) se encuentran
las protefnas solubles y en el precipitado (carriles 6 al 10) se encontrarfan los cuerpos de inclusién. Las
proteinas TrpE y TrpGD*, no se encontraron en el precipitado, con lo que se comprobd que no forman
cuerpos de inclusién, pero si se encontré una gran cantidad de estas protefnas en el sobrenadante, o que
podria indicar que aunque la enzima no forma cuerpos de inclusién, la cantidad formada es tan grande,
que podria plegarse incorrectamente y que la actividad observada, fuera resultado de una parte de la

~ enzima que si logré un plegamiento adecuado.



8.8 Expresion de los genes trpEGDyg;; bajo el promotor Perp.

Los genes rpEGD se encuentran en e] cromosoma de E. coli. formando parte de un éperbn bajo el
control del promotor de triptofano Pirp, un promotor més débil que Pirc. Con el propésito dé disminuir la
cantidad de transcrito, y de la protefna producida, los genes se clonaron bajo su propio promotor, lo que
podria contribuir a un mejor nivel de expn{sién y por lo tanto a un mejor plegamiento de la protefna. Los
genes con su promotor se clouamn. en el plasmido Zero Blunt-TOPO (Invitrogen) y s_e' transformaron en la
cepa JM101trp” a la cual se le escindié en casete de resistencia 2 Km para boder seleccionar las

transformantes con el plasmido pTOPO#pEGD.
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Fig 36 Caracterizacién de la cepa JM101trp /pTOPOtrpEGD.

La cepa JMI01trp/pTOPOtrpEGD 1o se afectad6 en su crecimiento, aunque, ain para la cepa
JM101trp’ fue necesario agregar triptofano a 20ug/ml para lograr un éptimo crecimiento y alcanzar la fase
estacionaria. Con la expresién de, los genes trpEGD bajo un promotor menos fuerte, se produjo una
protefna activa capaz de transformar el corismato a antranilato (Fig 36). A

Tabla 13. Comparacidn de las cepas 9923/pTrc99A y JM1010rp-fp TOPOUPEGD

9923/pTre99A | IMI0terp- | Relackn

Cepa i /pTOPOtrpEG !
i " Biomasa akanzada (g/1) ’ 1.19 122 R T V< l
‘ ' " Antranilato acummibado (mg/) | 128.33 ] 284.90 222 ]

Y (mg antranialto /g-peso seco) | 107.71 - | 23285 ] 216
CF.Expomendial | w®h) T T 7 | T o037 055 | 149
| I
l. - — - — - i - s S -
[ Fase T gu (gemtgpesosecoxt) | T 132 13.93 ] 1.03 I
Estaclonaria  |:" o ohog pesosecoxh) || 039 [ 020 0.51

| Ypis (g anvg gloc) 336 | 7310 0 | 217
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La cepa IM101trp/pTOPO#pPEGD, solo produjo antranilato en la fase estacionaria, una vez que
se agota el triptofano, se induce la sintesis de la protefna e inicia la sintesis de antranilato. La
productividad alcanzada 14.9 mg ant/g cel xh fue muy similar a la de la cepa 9923, sin embargo su
consumo de glucosa fue casi del 50%, esto es, 0.2 g gluc/g cel xh comparado con 0.39 de, con Jo que se
alcanzé un incremento en el rendimiento de 2.17 veces en relacion ala cepa 9923, llegando a 73.1 mg
ant/g gluc, muy éercano a el alcanzado por la cepa 9923/aroG™/tkt4 (Fig. 37).
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Fig 37. Comparacid'n de el rendimiento alcanzado por la cepa.JMI 01trp/pCLtrpEGD. .

El rendimiento méximo teérico de antranilato a partir de glucosa es de 46 % mol / mo), es decir,
0.35 g/g, los rendimientos mAas altos ~alcanzados con las cepas JMIOltrp/pTOPOtrpEGD y
9923/aroG™/tktA, corresponden al 22% de éste maximo tedrico.

La aplicacién de herramientas de ingenierfa de vias metabélicas para aumentar el flujo de carbono
hacta la ruta de interés, result$ exitosa para la cepa 9923, con la mtenclén de lograr resultados similares,
se sobreexpresaron los genes aroG™ y tkt4 en la cepa productora de antranilato JMI0ltrp
/pTOPOHPEGD. :
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Fig 38. Cinética de crecimiento de la cepa JM101trp /o TOPOIrpEGD y de las cepas que expresan los genes aroG®”
y thA.

En la figura 38 se muestra !a cinética de crecimiento de las distintas cepas “generadas, lag cepas
IM101tp/pTOPOpEGD/aroG® 'y IMI101trp/pTOPOUpEGD/aroG™/tkid - estuvieron severamente
afectadas en su crecimiento, y no se pudo observar la produccién de antmnﬂato, una explicacion de esto es
la carga metabélica generada por los pldsmidos, ademds, podria ain la cantidad de protefna TrpEGD

. producida ser grande, y aunque uma parte de ella muestra actividad, la otra podria alin encontrarse en un
estado de plegamiento incorrecto, ya que, aunque se tiepe un promotor menos fuerte, Zero Blunt-TOPO
es un plésmido de alto numero de copias (~30 por célula).
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8.9 Expresién de los genes trpEGDgy;; bajo.su promotor en un pldsmido de bajo
mimero de copias.

Para lograr una disminucién en el nivel de transcripcin de los genes mpEGD y por lo tanto de la
protefna generada, con lo cudl se esperaba favorecer el cormecto plegamiento, se clonaron los genes
trpEGD junto con su promotor Pirp en el pldsmido pCL1920 un pldsmido de bajo nimero de copias (~5
por célula), y conjuntamente se sobreexpresé el gen aroG™.

£
£ oo
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® ) 4 6 ¢ M T2TWIO WD MM MM 0 10 20 30
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~O— IMIOIUp/pCLEDEGD

—— JM101p fpCLYPEGDVan G™

Fig 39. Caracterizacidn de la cepa JM101trp fpCLipEGD y de la cepa que expresa el gen aroG™,

La disminucién en el nimero de copias del pldsmido que expresa los genes que codifican para la
enzima antranilato sintasa y su conjunta sobreexpresién con el gen aroG™. no generé mngun efecto
negativo sobre el crecimiento, aunado a ésto, se gener6 un aumento en la c&ntidad de antranilato
producido (Fig 39). » '

Tabla 14. Comparacidn de las cepas JM1014p fpCLIPEGD y JM10)op /pCLopEGD /p/LBaro G

" Relacién

: i JM10lap” | JMI101trp/pCLrpEGD/
| /pCLUpEGD aroG™ |
Cepa | Biomasa alcanzada (/1) Wl" 136008 | unooss'",“'“l; ' 1"'"'i
| I‘Xh’&ﬁﬁi&a@uﬁﬁﬁ&"@@)" ] | 28471 £ 1738 448331607 |;" 5T [
Y (mg anuanialm/'g-p&sos&o) J 218442 14.17 | 322.14421.06 J‘ 147 '
Fese | p@Ty 7 } 105134003 _"| ) 0.54£009 ’ 106 ]

Exponendal

" Fase . Quy (mgant/g-pesosecoxh) [ 19.19£3.06 J ‘28.67*432'— = J '1.49-J
Estaclonaria |~ = (& go/g- pmseooxh) \ 0.206 £ 0.009 ’ 702440028 J 116 1
Yp/s (mg ant/g glue) | 790.58+7.8 ‘ T 1195321056 J. 131 I
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La productividad lograda por la cepa IM101trp/pCL1rpEGD, fue aproximadamente 1.5 veces la
productividad de la cepa 9923/99A, lo que significé un anmento del 50%, la sobreexpresién conjunta de
el gen aroG"™ en la cepa IM101trp/pCLerpEGD genert un aumento en la productividad de 19 a 29 (mg
ant/g-peso seco x h) que representa un 81% con respecto ala cepa 9923/0ro_G/tktA (Fig. 40).
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Fig 40. Comparacién de la productividad alcanzada polr las cepas gue portan el plésmido pCLtrpEGD.

El rendimiento alcanzado por la cepa IM101trp/pCLrpEGD fue de 90.98 mg ant/g gluc, la cepa
para JM101trp/pCLrpEGD/ aroG™ alcanzo un rendimiento de 119.52 esto es 34% con respecto al

méximo tedrico.
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Fig 41. Comparacién del rendimiento alcanzado por las cepas que portan el plésmido pCanE GD.
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8.10 Determinacién de la actividad de la enzima antranilato sintasa en la cepa
silvestre 9923 y las cepas que sobreexpresén los genes que codifican para la enzima

antranilato sintasa en los distintos pldsmidos construidos.

Anteriormente, se considerd que los problemas de crecimiento, en las cepas que sobreexpresan los
genes que codifican para la enzima antranilato sintasa bajo promotores fuertes o en pldsmidos con alto
numero de copias, eran producto.dcl incorrecto plegamiento de dicha enzima causado por su alta
produccién, ademés de }a carga metabdlica generada. Esto se confirmé, al emplear promotores menos
fuertes en plédsmidos de bajo nimero de copias, ya que se eliminé el problema del crecimiento, y se
lograron aumentos en las productividades alcanzadas.

Con el propdsito de poder determinar si existe una correlacién entre la fuerza del promotor, el
numero de copias de los vectores empleados para expresar los genes #pEGD y los niveles de produccién
de antranilato, se determiné la actividad enzimatica en cada cepa que la expresa en distintos niveles. Este
andlisis también podria contribuir a establecer si un alto nivet de expresidn de los genes trpEGD favorece
un plegamiento incorrecto de la enzima antranilato sintasa. '

Tabla 15. Actividades enzimiticas

i Cepa ' Plasmido/Promotor Actividad T
| Enzima antranilato sintasa {umol ant/min mg prot)
[992m9A | Cromosoma/ Prp . | 0.15 20,01
| o e | PR e e a e
Jl 9923/pTretrpEGD ’ pTre (alto no. de copias) / Prre | 0.36+0.029
T i o i i sk | Sy = : S s SST— s
I|_JM10mp' [ ausente [ -0.00021 00002
| TMI0ltp/pTOPOLPEGD || pTOPO (alto no. de copias) 7| - 083001
| i
!| IM101trp /pCLEpEGD ! pCL (bajo no. de copids) / Prrp | -~ L1709£0.]3
30 r
26 1.6
204 .

-
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Fig 42. Relactén entre actividad enzimdtica y productividad de antranilato en las distintas cepas.
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Como se muestra en la figura 42, al tener una menor expresién de los genes que codifican para la
enzima antranilato sintasa, se logré und mayor actividad. Esto demuestra que cuando se expresan
fuertemente los genes #ypEGD, una parte de la enzima producida no presenta acti_xﬁ'dad. Sin embargo,
aunque se logr6 tener miveles mucho mayores de actividad, no se observd el mismo efecto sobre las
productividades alcanzados, sugiriendo, que en estas condiciones la enzima antranilato sintasa no es el
paso limitante. La velocidad mAxima se alcanza cuando la concentracién de sustrato es tan grande, que
esencialmente toda la enzima en el sistema esta presente como complejo enzima-sustrato (Lehninger
1976). En nuestro caso, se logré aumentar la cantidad de enzima, péro al parecer, los sustratos ya no

fueron suficientes para lograr su saturacién, convirtiéndose asf en el factor limitante de la sfntesis de
antranilato.
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Fig 43. Inhibicidn alostérica de la enzima antranilato sintasa por triptofano en la cepa 9923/99A4.
En la figura 43 se grafica el porcentaje de actividad antranilato sintasa a distintas concentraciones

de triptofano en el medio de reaccién, con este experimento se demostré que la enzima codificada por los

genes rpEGDggy; sigue siendo sensible a inhibicién alostérica por triptofano.
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8.11 Efecto de la introduceién del pldsmido que contiene los genes ant4BC sobre ]a
capacidad de producir Catecol en la cepa W3110trpD9923 y W311 0trpD9923/aro GC™ /1t A.

Una vez teniendo una cepa productora de antranilato bien caracterizada, se transformé con el
pldsmido pTrcanst3 que porta los genes que codificap para la enzima antranilato dioxigenasa de
Pseudomonas aeruginosa, que se sabe en este microorganismo transforma el antranilato a catecol y se
esperaba que pudiera hacerlo con el antranilato endégeno producido en E. coli. Se utilizaron cultivos en
matraz con medio de cultivo minimo M9 suplementado con 10 g/l de glucosa, Ap * e IPTG 1mM.

o
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Figura 44. Caracterizacién de la cepa E. coli 9923/ant3.

Con este experimento se demostrd que los genes antABC de Pseudomonas aeruginosa le
permiten a E. coli sintetizar catecol a partir de antranilato endégeno. El rendimiento tebrico de catecol a
partir de antranilato es de 1 mol/mol (0.80 g/g). Tomando en cuenta qu;: la cepa 9923 produce 128 mg/l
de antranilato, y que la cepa 9923/ant3 acumulé 106 mg/l de catecol, y ademaés no se observd antranilato
al final del cultivo, se puede decir que, en estas condiciones, se tienen rendimientos del 100% de. catecol a
partir de antranilato (Fig. 44).

: La sobreexpresién de los genes aroG™ y thtd en la cepa 9923 logré un aumento del 160 % y
130% sobre la productividad y el rendimiento de anq'anilatd a partir de glu_cosa.' Los genes ant3 se
transformaron en esta cepa sobreproductora de antranilato para analizar el efecto de la sobreexpresién de
los genes aroG™ y thtd sobre la capacidad de producir catecol a partir de glﬁcosa (Fig. 45).
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Figura 45. Caracterizacién de la cepa E. coli 9923/aroG* /tlkad/ant3.

Como se observa en la figura 45, la cepa 9923/aroG”/tktA/ant3 tampoco acuraule antranilato al

final del cultivo, lo que indica que el 100% es convertido a catecol.
~ Enla tabla 15 se hace una comparaci6n entre las cepas 9923/ant3 'y 9923/aroG™/tktd/ant3, la
sobreéxprwién de los genes aroG™ y tktA incremento significativamente el flujo de carbono hacia la
sintesis de catecol. Esto se vio reflejado en el incremento de la productividad de 5.2 en la cepa 9923/ans3
a 32.10 mg catecol/g peso secoxh en la cepa 9923/aroG™/tktA/ant3 y un incremento de] 100% en el

rendimiento.
Tabla 16. Comparacisn de las cepa 9923/ant3 y 9923/aro O™ /dad/ani3

' i T T | e93/ans | 9923/aroG™/keA/ans3 | Relacién
R | L
[ comn  ([Biommdwmalgy | 125 | o |
' '_Can;:ol acumulado (mg/T) I 106.46 [ 23294 J 22 ‘
.[ I"Y (mg catecol 7g-peso seco) I ' ] T 25583 J 296 J
| "Fase || qu(mg catecol/g peso secoxh) [ 1 32.03 l .65 |
' Estacionaria Gghe (8 gluc/g-peso seco x h) | 0.16 ‘ ;047 l 29 |
Yp/s (mg cm/g.g]uc) | . 3128 ‘ 64.79 ‘ 2,07 l

Es importante sefialar, que en este trabajo se generaron las primeras cepas de E. coli
sobreproductoras de antranilato, ademds, se sentaron las bases para q:ue se lleven.a cabo estudios que
conduzcan a mejorar las cepas obtenidas. Adicionalmente, se demostré que mediante la introduccién de
los genes heter6logos de Pseudomonas aeruginosa estas cepas son capaces de producir catecol a partir del

antranilato generado.
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9. CONCLUSIONES

a)

b)

d)

g2

h)

Concentraciones de 1 g/l de catecol y 2.5 g/l de antranilato, afectan drasticamente el
crecimiento de la cepa W3110.

La cepa W3110trpD9923 acumula antranilato naturalmente ya que la mutacién presente
en dicha cepa gener6 la inactivacion de la a&iﬁdad fosforibosil transferasa (TrpD), pero
no la de antranilato sintasa (TrpEG) permitiendo asi la produccién de antranilato y no su
consumo, dando como resultado su acumulacién.

La mutaci6n presente en la cepa W3110trpD9923 consiste en un cambio de base de G por
T y la insercién de una A al inicio de #7pD generando un codén de término que provoca la

obtenci6n de una proteina TrpD trunca no funcional de 7 amino4cidos de longitud.

La sobreexpresién de los genes aroG™ y thtd incrementa significativamente el flujo de
carbono hacia la sintesis de antranilato. La sobreexpresién conjunta de los genes tkt4d y
aroG  gener$ .aumeﬁto de 160 y.130% sobre la productividad y el rendimiento
respectivamente.

La enzima antranilato sintasa codificada por los genes #pEGD de la cepa
W3110trpD9923, sigue siendo sensible a inhibicién alostérica por triptofano.

La clonacién de los genes ##zpEGD bajo el promotor fuerte frc en un plﬁsmido de alto
nimero de copias pTrc99A , no result6 una buena estrategia para lograr un aumento de la

actividad antranilato sintasa, ya que al parecer la proteina producida es toxica y se genera

una carga metabélica alta.

"Al clonar los genes #rpEGD bajo el promotor #7p un promotor menos fuerte que rc en un

pldsmido de alto numero de copias se logro transferir la actividad antranilato sintasa a la
cepa JM101trp’. El rendimiento alcanzado en esta cepa fue muy similar al logrado con la
cepa 9923/aroG/tktA y 2.17 veces con respecto a la cepa 9923.

Las cepas JM101trp/pTOPOtrpEG que expresan los genes aroG™ y tktd, no crecen en
medio minimo M9, probablemente debido a la carga metabélica generada.

Con la clonacién de los genes trpEGD bajo el promotor trp en un plésémido de bajo
numero de copias pCL1020, se logré que la cepa JM101trp/pCL#rpEGD alcanzara
rendimientos mayores a la cepa .9923/aroG””/tktA, también se logré disminuir la carga
metabdlica, con lo que se pudo sobreexpresar exitosamente el gen aroG™, con lo cual, se

lograron rendimientos del 34% con respecto al méximo tedrico.
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)

k)

Con una menor expresién de los genes que codifican para la enzima antranilato sintasa, se
logr6 una mayor actividad, lo que confirmé que cuando se expresan fuertemente los genes
trpEGD, una parte de la enzima prodixcida no presenta actividad. aunque se logr6 tener
niveles mucho mayores de actividad, no se observé el mismo efecto sobre las
productividades alcanzados, sugiriendo, que en estas condiciones la enzima no se
encuentra saturada. ,

Las cepas 9923 y 9923/aroG™/titA transformadas con el plésmido pTrcant3 tienen la

capacidad de producir catecol a partir de glucosa con rendimientos del 100% a partir de

' éntranilato.
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10. PERSPECTIVAS

—  Generar una versién mutante de la enzima antranilato sintasa insensible a inhibicién alostérica
y transcripcional por triptofano. El hecho de que la enzima antranilato sintasa sea sensible a
inhibicién por triptofano, limita las condiciones de cultivo, el generar una enzima insensible a
inhibicién podria permitir el uso de medios que favorecier'an: un mejor crecimiento sin afectar
la actividad enzimética. : o

—  Transformar y caracterizar la cepa PB12trp-/pCLtrpEGD/aroG"™. Se ha demostrado que las
cepas PB12 (PTS’ Gluc"), tienen el potencial para la sintesis de compuestos arométicos con un
alto rendimiento a partir de glucosa, con el empleo de dichas cepas se espera alcanzar
rendimientos del doble de los alcanzados con la cepa IM101trp".

—  Transformar las cepas JM101trp-/pCLirpEGD/aroG" y PB12trp-/pCLtrpEGD/aroG™ con el
plasmido pTrcant3 y evaluar su capacidad para producir catecol. Se demostr6 que las cepas
9923/pTrcant3 y 9923/aroG™/tktA/pTrcant3, tienen rendimientbs del 100% de catecol a partir
de antranilato, asi que resulta de interés transformar las mejores cepas productoras de
antranilato con el plasmino pTrcant3 y evaluar su capacidad para producir catecol.

— Construir el plésmido_pJLBaron"' tktA, con la finalidad de poder sobreexpresar el gen que
codifica para la enzima trascetolasa en las cepas sobreproductoras de mﬁmilato que expresan
los genes trpEGD en el plasmido pCL#rpEGD incompatible con el pldsmido pCLzktA.

— Realizar la determinacién de los intermediarios en la ruta de sintesis de arométicos para
identificar posibles puntos de control que estén limitando el flujo hacia la produccién de
antranilato. '
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