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RESUMEN

El sistema de fosfotransferencia (PTS) consume un mol de fosfoenolpiruvato (PEP)
para fosforilar cada mol de glucosa transportada. Para incrementar la disponibilidad
de PEP hacia la produccién de compuestos arométicos de interés industrial se genero, a
partir de la cepa silvestre JM101, la derivada PB11 (PTS) la cual se someti6 a presion
selectiva hasta obtener mutantes que crecen més rapido en medio minimo con glucosa.
Se ha determinado que la cepa mutante PB12 (PTS- Glc*) utiliza a la permeasa de
galactosa (GalP) para transportar glucosa y a la glucocinasa (Glk) para fosforilarla;
ademas, el gen que codifica para la fosfoglucosa isomerasa (Pgi), la primera enzima
glicolitica, estd sobreexpresado 6.6 veces con respecto a la cepa silvestre J]M101. Sin
embargo atin no se conoce con detalle de qué manera estos factores influyen en la

velocidad de crecimiento de PB12.

En el presente trabajo se estudiaron algunos factores genéticos, de regulacién
transcripcional y enzimaticos involucrados en el fenotipo Glc* de la cepa PB12. Los
resultados mas relevantes se mencionan a continuacién:
¢ Por PCR en tiempo real (RT-PCR) se determiné que los genes del regulén de

galactosa: galP, galETKM, galU, mgIB y galS estan sobreexpresados tanto en la cepa

PB11 como en la PB12. No hay ninguna mutacién en el regul6n; aparentemente

esta sobreexpresiéon se explica por la sintesis endégena de galactosa como

autoinductor del sistema.

e En la cepa PB12 se seleccioné una mutacién en el gen arcB que cambia un residuo
de Tyr por uno de Cys en la segunda region transmembranal de la proteina.
Ademés, en la cepa PB12 hay una ligera sobreexpresion de los genes de TCA, lo
cual es caracteristico de una cepa arcA-. La eliminacién del gen arcA incremento el
crecimiento de la cepa PB11, pero su patrén de transcripcién no es semejante al de
PB12.

¢ La transformacién de PB11 con el plasmido pCLglk+galP incrementa mas de 5
veces la velocidad de crecimiento de la cepa PB11 lo cual sugiere fuertemente que
la suma de una mayor internalizacion de glucosa por GalP mas fosforilacién por

Glk generan un fenotipo Glc* en la cepa PB11.



INTRODUCCION

En E. coli, el transporte de aztcares y en particular la glucosa, depende del sistema
de fosfotransferencia (PTS). Ademés de esta funcion, el sistema PTS regula los procesos
de represion catabélica y participa como elemento transductor de sefales en la

quimiotaxis (Postma et.al., 1996).

La mitad del fosfoenolpiruvato (PEP) producido durante la glucélisis es consumido
por PTS durante la internalizacién de glucosa. El PEP es un metabolito celular clave en
la sintesis de varios productos de interés industrial, como los compuestos arométicos.
Se han desarrollado varias estrategias péra incrementar la disponibilidad de PEP hacia
la produccién de compuestos de interés; una de estas estrategias es la inactivacion del
sistema PTS. Sin embargo, la eliminacién de PTS disminuye el transporte de glucosa y
la tasa de crecimiento (fenotipo PTS-Glc") por lo cual las cepas PTS- no son apropiadas
para propositos de producciéon (Flores et.al, 2002). Por lo tanto, se requieren otras
modificaciones genéticas para incrementar la capacidad de transporte de glucosa en

una cepa mutante PTS-.

Con el objetivo de desarrollar mutantes de E. coli con alternativas al uso del sistema
PTS, en nuestro laboratorio se obtuvo, a partir de la cepa silvestre JM101, la cepa PB11
que carece del sistema PTS (AptsHIcrr::kan) (Lévy et.al., 1990). La cepa PB11 (PTS-GIc)
se cultivé bajo presion de seleccién y se aislaron mutantes capaces de crecer en glucosa
(PTSGIc*) a velocidades mayores que la cepa progenitora PB11. Se ha iniciado la
caracterizacion de dos cepas mutantes, la PB12 y la PB13. Se demostré6 que
especificamente la cepa PB12 puede incrementar el flujo de PEP hacia la sintesis de
compuestos aromaticos, asi que tiene el potencial de convertirse en un buen sistema
para la produccién de metabolitos de importancia comercial (Flores et.al., 1996). Por tal

razén es que la caracterizacién de las cepas PTSGlc* se ha enfocado més en la cepa
PB12.

Se determiné que PB12 utiliza a la permeasa de galactosa (GalP) para transportar
glucosa y a la glucocinasa (GIk) para fosforilarla (Flores et.al., 2002 y Flores et.al., 2005).
Como objetivo de este trabajo, se pretende explicar el incremento en la expresién de los

genes galP y glk utilizando diversas estrategias como es la determinacién de niveles de



transcrito por RT-PCR y la secuenciacién de genes del reguléon de galactosa. En
segundo lugar se analizara si el incremento de actividad de las enzimas glucocinasa y
fosfoglucocinasa, puede aumentar la velocidad de crecimiento de la cepa PTS

denominada PB11.

Finalmente se investigara la causa de la sobreexpresién de genes que codifican para
enzimas de TCA detectada en PB12 por la técnica de RT-PCR. Alguna mutacién en los
sistemas reguladores mas importantes de esta via podria explicar el incremento de la

transcripcién de genes de TCA.

A continuacién se explicara el funcionamiento del sistema PTS, la estrategia para
generar cepas PTS- capaces de consumir glucosa y las diferentes metodologias que se

han utilizado para su caracterizacion.



ANTECEDENTES

El transporte de glucosa en E. coli

Una de las caracteristicas morfoldgicas de E. coli y de otras bacterias gram-
negativas es la presencia de dos membranas que rodean su citoplasma. El espacio entre
las dos membranas se conoce como periplasma. Ambas membranas controlan el paso
de compuestos polares a través de proteinas embebidas en las membranas que forman
canales. En la membrana externa hay protefnas lJamadas porinas siendo las més
abundantes la OmpC y OmpF. Cuando la concentracién de glucosa es mayor de 0.2
mM ésta pasa libremente (transporte pasivo) a través de OmpC y OmpF para llegar al
periplasma. Una vez en el periplasma, la glucosa es internalizada al citoplasma
mediante transporte activo, generalmente por el sistema de fosfotransferencia que es

un translocador de grupd (Postma et.al., 1996; Saier, 2002; Gosset, 2005).

a) El sistema PTS

El sistema de fosfotransferencia (PTS) transporta varios carbohidratos y ciertos
alcoholes en bacterias. En este sistema, la transtocacion del carbohidrato a través de la

membrana citoplasmética estd acoplada a su fosforilacién.

El sistema PTS est4 integrado por:

¢ La llamada “enzima I” (EI} y la proteina HPr que es estable al calor y rica en
histidinas son proteinas citoplasmaticas que participan en el transporte de todos los
carbohidratos PTS.

¢ El complejo enzimético Il conformado por varios componentes diferentes que son
especificos para cada carbohidrato. E. coli cuenta con 21 complejos enzimaéticos U
para e] transporte de diferentes azGcares. Para el transporte de glucosa se requiere
del componente soluble IIA y la proteina integral de membrana IICB que posee
dos dominios.
Ademés de los componentes especificos para glucosa, este carbohidrato también

puede transportarse por el sistema PTS de manosa (IIMsn),



El fosfoenolpiruvato (PEP), un intermediario de la glic6lisis, inicia la cascada de
fosforilacién al donar su grupo fosfato a la enzima I la cual a su vez lo transfiere a la
enzima HPr. Una vez fosforilada, HPr-P cede su grupo fosfato directamente al
componente 11 el cual fosforila a la glucosa entrante (Postma et.al,, 1993; Nikaido y

Saier, 1992). En Ja figura 1 se esquematiza esta cascada de fosforilacién.

El PEP es dos veces més energético que el ATP (AG® de hidrélisis de aprox. 14
kcal/mol comparado con 7.5 kcal/mol para el ATP), lo cual hace que el sistema PTS
pueda acumular sustrato en un exceso de 108 veces contra un gradiente de
concentracién. El az(car queda atrapado en el interior en una forma fosforilada que le
impide salir de la célula a menos que se hidrolice. Es por eso que el PTS es el sisterna

de transporte que permite la més efectiva acumulacién de sustrato (Saier y Chin, 1990).

En E. coli, los genes que codifican para las enzimas I, HPr y IJAGk forman el operén
ptsHlcrr. El gen ptsG que codifica para la proteina TICBGk se encuentra en otro locus (De
Reuse et.al, 1984).

Citoplasma Periplasma

Glucosa

PEP ier)
Pauvato X®~p~>

Figura 1. Transporte de glucosa por el sistema PTS. La glucosa es transportada principalmente
por la enzima ITBCS y también puede internalizarse por la enzima HABCD Msn (Gosset, 2005).

Ademés de participar en el transporte de carbohidratos, el sistema PTS ejerce
funciones a nivel regulatorio. En presencia de glucosa, la enzima [[AGk transfiere el
grupo fosfato a la enzima Il y una vez desfosforilada ésta se une a varias permeasas
inhibiendo la entrada de azticares no PTS; a este fené6meno se le denomina “exclusién

de inductor”. En ausencia de un carbohidrato tipo PTS, la enzima IIAGk-P interactia



con el dominio C-terminal de la enzima adenilato ciclasa y se activa e] dominio
catalitico N-terminal para producir AMPc a partir de ATP (Saier et.al., 1996). La unién
de AMPc al regulador transcripcional CRP activa muchos sisternas sujetos a represién
catabélica. Ademds, la protefna ITASk ejerce un control negativo sobre Ja traduccion del
RNAm del gen rpoS, el cual codifica para Ja unidad o s que participa como parte del
sistema de transcripcién que usa Ja bacteria en condiciones de estrés (Ueguchi et.al,

2001; Weber et.al., 2005).

b) Vias alternativas para transportar glucosa

Las cepas mutantes en el sistema PTS (componentes generales o especificos para
glucosa) presentan deficiencia para crecer en glucosa. Se ha reportado que en ausencia

del sistema PTS, este carbohidrato puede ser transportado por sistemas alternativos:

¢ Un componente [ desacoplado de la cascada de fosforilacién convencional.
Se ha propuesto que la enzima IICk, funciona como un poro que esti cerrado en
ausencia de fosforilacién pero que se abre al ser fosforilado. Algunas mutaciones
en los genes pitscrr y ptsG dan lugar a poros permanentemente abiertos que

permiten transportar glucosa en ausencia de fosforilacién (Ruijter et.al., 1991).

» El transportador de gluconato.
Muchas enterobacterias producen la enzima glucosa deshidrogenasa (GDH) que
transforma a la glucosa en gluconato en el espacio peripldsmico, el cual es
transportado y metabolizado por la ruta de Entner-Doudoroff. Algunas bacterias
pueden producir la holoenzima activa mientras que otras, como es el caso de E. coli,
requieren de pirroloquinolina quinona (PQQ) como grupo prostético (Neijssel et.al,
1983). Puesto que E.coli no produce PQQ (Matsushita et.al., 1997), las cepas PTS

requieren de la adicién de PQQ para poder generar gluconato a partir de glucosa.

¢ Unsistema de transporte de galactosa constitutivo.
La permeasa de galactosa también tiene afinidad por la glucosa (ver Tablal), pero
en condiciones normales no transporta glucosa puesto que estd sujeta a represién
catabélica en presencia de este carbohidrato. Saier y cols. (1973) aislaron una cepa

de Salmonella typhimurium PTS- que expresa galP de manera constitutiva debido a



una mutacién que se encontré en el represor galR. Mas adelante se explicara el

funcionamjento del regulén de galactosa.

Tabla 1. Pardmetros cinéticos de los transportadores de glucosa y costo energético de la
intermalizacién y fosforilacién de la glucosa (Gosset, 2005).

Transportador Km (Glucosa) | Vmax (mmol min g?) | Gasto energético**
Complejo 116k 3-10 uM 126 1 PEP
Complejo [[Man 15 M 72 1 PEP
GalP 10.2 uM 156 1H*+1 ATP
MglABC 0.2 M No determinado 2 ATP
Glf 41 mM* 75 1 ATP

*Se ha reportado que el GlfZ™ producido en E.coli tiene una Km de 1.1 a 2.9 mM (Parker
et.al,, 1995). ** El costo energético de 1 mol de PEP corresponde a 1 mol de ATP.

Por otro lado se ha determinado que cuando E. coli crece en concentraciones
micromolares de glucosa, sintetiza galactosa Ja cual puede inducir el regulén de
galactosa. De esta manera puede expresarse la permeasa de galactosa para

transportar glucosa (Ferenci et.al.,, 2001).

¢) Ingenieria genética para transportar glucosa en cepas PTS-

Para la generacién de cepas PTSGlct también se han utilizado estrategias de
ingenierfa genética como es la sobreexpresién de transportadores de glucosa
independientes de PTS:

s Zymomonas mobilis tiene un facilitador de glucosa codificado por glf que no requiere
de energia para el transporte. La expresién de este facilitador en una cepa de E. coli
PTS y de la glucocinasa para fosforilar a la glucosa logré recuperar la velocidad de
crecimiento de 0.01 h' a 0.53 h? y sintetizar intermediarios aromaticos ¢on un
rendimiento del 41% (Snoep ef.al., 1994; Yi et.al,, 2003).

» La sobreexpresién de los genes nativos galP y glk bajo promotores de diferente
fuerza también ha logrado incrementar la velocidad de crecimiento de una cepa
ptsHlcrr - lacl- lacZ- de 0.03 h”' a 0.64 h-1 y sintetizar intermediarios arométicos con un

rendimiento del 43% (Hermnandez et.al, 2003).




Eliminacién del sistema PTS

a) Generacidn de cepas PTS y PTS-Glc*

El PEP es uno de los compuestos precursores mds importantes en las rutas
biosintéticas, particularmente en la de los amino4cidos arométicos. El PEP proviene
principalmente de la glucdlisis y el mayor porcentaje de éste se transforma en piruvato
por dos rutas: por el sistema PTS durante el transporte de glucosa (66%) y por la accién
de las piruvato cinasas PykA y PykF (14%). La otra enzima que tiene como sustrato al
PEP es la PEP carboxilasa que lo convierte en oxaloacetato (16%), uno de los
intermediarios més importantes del ciclo de Krebs. Asi que sélo un 4% del PEP se

dirige a la formacién de aminoéacidos aromaticos (Holms, 1986).

Hasta ahora, Jas estrategias utilizadas para aumentar la disponibilidad de PEP y
con ello el rendimiento a partir de glucosa en la sintesis de compuestos aromaticos han
sido las siguientes:
¢ Eliminacién de las piruvato cinasas (Mori y Shio, 1987)
¢ Eliminacion de la PEP carboxilasa (Miller et.al, 1987)

* Sobreexpresién del gen pps que codifica para la enzima PEP sintasa que genera

PEP a partir de piruvato (Yi et.al., 2002)

Otra estrategia es la eliminacién del sistema PTS lo cual en teorfa duplicaria la
disponibilidad de PEP para la biosintesis de aminoacidos aromaticos (Liao ef.al., 1996;
Béez et.al,, 2001). Para este fin se construyé en nuestro laboratorio una cepa de E.coli
que carece del operén ptsHlcrr. Para ello se transdujo a Ja cepa JM101 la delecién
A(ptsHlcrr):kan de la cepa TP2811, mediante el bacteriofago P1. De este modo se
obtuvo la cepa mutante PB11 A ptsHlcrr a la que se le determiné el fenotipo PTS (Flores
et.al., 1996).

Se ha senalado que las bacterias de E. coli carentes del sistema PTS crecen
lentamente en medio minimo con glucosa debido a la dificultad que tienen para
transportar este aziicar, por ello no son apropiadas para propésitos de produccién de
compuestos arométicos. Se requieren otras modificaciones genéticas para incrementar

la capacidad de transporte de glucosa en una mutante PTS-,



Por tal razén se sometié a la cepa PB11 (JM101 PTS?) a un sistema de cultivo en lote
durante 70 horas donde se generaron mutantes espontédneas y después se usé un
sistemna de cultivo continuo o quimiostato. Aumentando la dilucién (D = 0.4 h*! hasta
0.8 h1) del quimiostato se aislaron las mutantes a partir de sus velocidades de
crecimiento. Se escogieron dos mutantes, una de menor y una de mayor velocidad,

denominadas respectivamente PB12 (n=0.42 h-') y PB13 (n=0.49 h-1) (Flores ef al., 1996).

Se ha demostrado que el flujo de carbono que se dirige hacia la sintesis de
compuestos aromaticos es mayor en la cepa PB12 que en la silvestre JM101 (Béez et.al.,

2004).

b) Determinacion de flujos de carbono de las cepas PB11, PB12y PB13

Una vez aisladas las cepas mutantes PTSGlc* denominadas PB12 y PB13 era
importante iniciar su caracterizacién para determinar el o los factores involucrados en

el aumento de crecimiento de estas cepas en ausencia del sistema PTS.

Como parte de Ja caracterizacion de las cepas PB12 y PB13, se midieron sus
velocidades de crecimiento y sus capacidades de transporte de glucosa (Tabla 2). Se ha
determinado también que utilizan a la permeasa de galactosa (GalP) y a la glucocinasa

(GIK) para transportar y fosforilar glucosa en ausencia de PTS (Flotes et. al., 1996; Flores
et. al., 2002).

Tabla 2. Velocidades de crecimiento (p), y transporte de (MC)-glucosa () (Flores et.al., 1996).

T R TR A S T e R )
101 | Silvestre on | 20
PTS Glc 0.10 17
PTS Glc* 0.42 103
PTS Glew 0.49 117

a) Velocidades obtenidas a partir de cultivos crecidos en fermentadores con medio MS +
2g/L de glucosa. Unidades: h"' b) Unidades: nmol #C-Glc min! mg proteina!




También se determinaron las actividades de las enzimas involucradas en el nodo

de )a glucosa-6-fosfato (G6P) (Tabla 3). Tanto Pgi como Zwf presentan mayor actividad

en las cepas PB12 y PB13 con respecto a Ja silvestre JM101. Las relaciones de actividad

Pgi/Zwf indican que en las cepas PB12 y PB13 debe haber mayor flujo hacia la

glucdlisis que en la cepa silvestre IM101.

Tabla 3. Actividades enzimaticas de Glk, Pgiy Zwf.

Cepa Glk Pgi Zwf Pgi/ Zwf
JM101 57 1448 180 8.0

PB12 127 5699 267 21.3

PB13 136 4737 314 15.1

Unidades: nmo} “C-Gle min! mg proteinal. Glk - glucocinasa; Pgi - fosfoglucosa
isomerasa; Zwf - glucosa 6 fosfato deshidrogenasa. Pgi / Zwf es la reJacion de las
actividades enzimaticas.

Por otra parte se demostré por resonancia magnética nuclear (RMN) que los flujos

de carbono se modificaron en varios nodos y porciones del metabolismo central de

carbono en las cepas PB11, PB12 y PB13 comparados con la cepa silvestre JM101

(Figura 2). Algunos de los resultados de ese estudio se presentan a continuacién (Flores
et. al., 2002):

En una cepa silvestre el 76.6% de la glucosa es dirigida hacia glucdlisis y 22.3%
hacia la via de las pentosas-fosfato. En la cepa PB11 se disminuye el flujo glicolitico
hasta un 40.3% y en la cepa PB12 se incrementa a 93.1%. A su vez, el flujo hacia Ja
via de las pentosas-fosfato se incrementa en la cepa PB11, probablemente por un
mayor requerimiento de poder reductor NADPH.

En las cepas PTSGlc* (PB12 y PB13) se aumenta la actividad tanto de Pgi como de
Zwf, posiblemente como una manera de incrementar la velocidad de catabolisimo
de la glucosa-Ep—fdsfato. Los resultados de RMN muestran que hay un mayor flujo
hacia glicélists.

Puesto que en las cepas PTSGlc* hay menor flujo hacia la via de las pentosas, se
obtiene menos poder reductor. Al incrementarse el flujo a través de las enzimas

maélicas se genera e] NADPH que no se obtiene a través de la ruta de las pentosas

fosfato.
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e Por otra parte el flujo de carbono de malato a citrato estd muy elevado en la cepa
PB11 lo cual coincide con la sobreexpresién de la ruta del glioxilato determinada
por RT-PCR (Flores et.al., 2005).

¢ Finalmente el flujo a través de la enzima PEP carboxicinasa (PckA) esta
incrementado en PB11 lo cual es un indicio de que esta cepa tiene un
comportamiento gluconeogénico. Las cepas [PB12 y PB13 también tienen

caracterfsticas gluconeogénicas pues presentan flujo a través de Jas enzimas

malicas.
»  GLC n e d GLC % G
(r04) | 100 MADSY n ’mlm HADON «9 | wo NADSTM (494100

P—;—-’-sm
Pg | 9.2 ﬁum
P~ ,~R5
:nq )m.m

Figura 2. Flujos de carbono determinados por RMN para Jas cepas (a) ]M101, (b} PB11, () PB12
y (d) PB13. Los nimeros representan los porcentajes molares de glucosa consumida en los
nodos especificos. Los valores en itélicas y entre paréntesis representan el consumo de glucosa
en mmol Glc / h x g biomasa. Las flechas indican la direccién principal del flujo de carbono y
las )ineas punteadas que el flujo es igual a cero o muy cercano a cero (Flores et. al., 2002). Las
abreviaturas y nombres de las enzimas se pueden consultar en el apéndice.

c) Anélisis transcripcional por RT-PCR

Con el objetivo de profundizar en la caracterizacién de las cepas PTSGlc* y maés
especificamente de la cepa PB12, se analizé la expresion transcripcional de genes
involucrados en el metabolismo central de carbono, el transporte y la regulacion
transcripcional. Para ello se utiliz6 la técnica de PCR en tiempo real (RT-PCR). Los
resultados de la cepa PB11 y PB12 se compararon contra los de la silvestre jM101.

Enseguida se mencionaran s6lo algunos de los hallazgos més importantes. En la

figura 3 se muestra un esquema de las rutas metabélicas involucradas.
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El flujo de piruvato (Pyr) a acetil-CoenzimaA (AcCoA) se duplica tanto en PB11
como en PB12, pero los genes que codifican para e] complejo enzimatico de la
piruvato deshidrogenasa (Pdh) no se encuentran totalmente sobreexpresados. El
paso de Pyr a AcCoA no s6lo se da a través de la Pdh. La piruvato oxidasa (PoxB)
produce acetato a partir de Pyr y éste se convierte en AcCoA por la AcCoA
sintetasa (Acs). Tanto poxB como acs estan sobreexpresados en las cepas PB11 y
PB12, asi que la produccién interna de acetato en estas cepas debe ser elevada.

Los genes poxB y acs tienen promotores dependientes de RpoS y la transcripcién de
este factor sigma de respuesta a estrés esta incrementado en PB11 y PB12, lo cual
hace suponer que la sobreexpresién de poxB y acs podria estar relacionada con un
aumento del factor c=.

Ademés de producir acetato, PoxB es una enzima involucrada en el proceso de
respiracién ya que utiliza al piruvato como donador de electrones y reduce a las
quinonas de membrana. En la cepa PB11 Ja transcripcién de los genes que
participan en procesos de respiracién est4 disminufda, a excepci6n de poxB.

Por otra parte, Ja ruta del glioxilato estd sobreexpresada en la cepa PBI1 y el
acetato es un inductor transcripcional de esta ruta. La ruta o lanzadera de glioxilato
acorta al ciclo de TCA y evita la liberacién de dos moléculas de CO;, por ciclo; por
lo tanto se retiene més carbono. Otra manera de retener carbono es no sintetizando
preductos de fermentacién, fenémeno que se observa en la cepa PB11.

Las enzimas mélicas (Sfc'A y MaeB) sintetizan piruvato a partir de malato y estdn
sobreexpresadas en PB12. Por su parte, PB11 utiliza a la PEP carboxicinasa (PckA)
para sintetizar PEP a partir de oxaloacetato. Lo anterior implica que ambas cepas
tienen capacidades glucoliticas y gluconeogénicas simultdneas, lo cual hace que
puedan consumir glucosa y acetato casi al mismo tiempo sin que haya crecimiento
diduxico.

En PB12, los genes que codifican para enzimas de TCA estdn sobreexpresados 1.3 a
2 veces lo cual le confiere una mayor capacidad energética y respiratoria en
comparacién a la cepa PB11. Los genes del ciclo de TCA en general se activan por
CRP y se reprimen en anaerobiosis por el sistema ArcAB, aunque hay otros
reguladores especificos para ciertos genes. Uno de los objetivos especificos de este
trabajo involucra la secuenciacién de genes reguladores para buscar alguna

mutacién que pueda explicar la sobreexpresién de genes de TCA en PB12.
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Glc en periplasma
12.4/131 galP

v

Glc
1.0/22 glk
8 $ zwf 0.7/1.9
G6P — > 6PGNL
1.0/6.6 pgi I =
F6P
=]
Via de las
pentosas fosfato
pckA 0.8/23
CO»4- / > PEP
ppsA 3.7/24
Ve —> Plruvato 7 CO
poxB 4.2 /ﬂ
CO, Formato
NAD(P)+ Acetato
Ac-P ackA l acs
a acs 4.2/5.7
maeB 1.2/2.5 ppe AC-COA A-AMP
sfcA1.9/1.7 0.6/0.8
v P CoA
gltA 0.8/1.3
mdh Oxaloacetato Citato
11.9/1.9 :
L Malato aceB 15.6/3.7 / Isocitrato
Glioxilato 1.0/1.9 ich’K CoA
C
> 3/ 36 gleB 1L7/3.7 a-cetoglutarato
Fumarato SucAB
Succinato sucCD Succinil-CoA CO,

Figura 3. Esquema de metabolismo central. Los ntimeros indican los niveles de transcripcién
obtenidos por RT-PCR; el primer niimero es para PB11 y el segundo para PB12 (Flores et.al,
2005). Para simplificar el diagrama se eliminaron Jas reacciones de F6P a PEP y las de la via de
las pentosas-fosfato. En el apéndice se indican los productos enzimaéticos codificados por los
genes que aparecen en esta figura.

13



El regulén de galactosa

Como se menciond anteriormente, se determiné que la cepa PB12 utiliza a la
permeasa de galactosa (GalP) para transportar a la glucosa y a la glucocinasa para
fosforilarla. Dado que la expresién de galP requiere de la presencia de galactosa, era
necesario explicar c6mo podia expresarse esta permeasa en ausencia del inductor. A

continuacién se explicaré cémo funciona el regulén de galactosa.

Primeramente hay dos transportadores de ga)actosa:
¢ El de baja afinidad es GalP, una permeasa que depende de gradiente de protones y
» Elde alta afinidad MgIBAC que requiere de ATP para el transporte asi como de una
proteina periplasmica.

En la figura 4 se muestra un esquema de ambos transportadores.

Citoplasma Periplasma
Galactosa
Galactocinasa
Gal-6F « ‘/ \ Galactosa

ADP Galactosa + H'

Figura 4. La galactosa es transportada al citoplasma por los transportadores de alta afinidad
MglIBAC y el de baja afinidad GalP (Gosset, 2005).

El principal regulador negativo de galP es GalR; GalS es el principal represor de
mgiB y CRP el activador de ambos. Los inductores del sistema son la D-galactosa y la
D-fucosa, un andlogo no metabolizable. GalS tiene mayor afinidad (14 veces mayor)
por la galactosa que GalR, por lo que en bajas concentraciones de galactosa el primero
en imactivarse es GalS y los primeros genes que dejan de ser reprimidos son Jos
regulados més fuertemente por GalS (Geanacopoulos y Adhya,1997). Sin embargo,
GalS también reprime levemente a galP y GalR reprime ligeramente a mglB. Las

afinidades de los represores por los operadores del sistema se muestran en Ja tabla 4.
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Tabla 4. Constantes de afinidad de los represores GalR y GalS por los operadores de los
operones gal, mgl y del gen galP. El operon mgl no tiene operador interno. Las afinidades estan
reportadas en nM (Geanacopoulos y Adhya, 1997).

-.gnl.

13402

29+0.2

7241278

galP

0.320.06

No determinado

> 100

No determinado

mgl

111x22

18.1%£26

El operén de galactosa también forma parte del regulén e incluye 3 genes

estructurales que participan en la ruta de Leloir a través de la cual se metaboliza la

galactosa. En la figura 5 se esquematiza esta ruta metab6lica.

B-D-galactosa
en periplasma

GalP
+H

B-D-galactosa
en citoplasma

ATP
a-D-galactosa
1-fosfato
GalK UTP
GalT PPi

GalM I

a-D-galactosa

UDP galactosa «<— UDP-D glucosa

D-glucosa
6-fosfato

Pgm

GalT
D-glucosa

o.-1-fosfato

uTP
GalUu PPi

(GalE),

Figura 5. Ruta de Leloir a través de la cual se metaboliza la galactosa.
El operén gal codifica para una epimerasa (ga/E), una transferasa (galT) y una cinasa (galK).

El operén gal esté regulado negativamente por GalR y GalS, pero a diferencia de

los genes galP y mgIBAC que codifican para los transportadores, el operén gal cuenta

con 2 operadores flanqueando dos promotores que se encuentran en caras opuestas del

DNA. La uni6n de GalR al operador Ok es suficiente para reprimir al promotor 1, pero

el promotor 2 (P2) es activado en estas condiciones. La represién de P2 requiere la

formacién de un tetrdmero de GalR que doble el DNA de manera que ambos

promotores queden atrapados en la estructura. Se reprime la transcripcién al impedirle
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a la RNA polimerasa generar el complejo abierto. Para que se forme esta horquilla se
requiere la unién de una protefna tipo histona llamada HU en el sitio hbs (histone
binding site) y de superenrollamiento negativo (Geanacopoulos ef.al., 1999). HU forma
un heterodfmero con las subunidades codificadas por los genes hupA y hupB regulados
por la proteina reguladora FIS (Claret and Rouviere-Yaniv, 1996). En la figura 6 se
comparan Jas regiones reguladoras de los principales genes del regulén de galactosa y

en la figura 7 se esquematiza la tetramerizacién de GalR.

galP
110 90 -70 =50 /4] +20 +40 +50
vz2zzzresity 7 - - — 7 N\ e
O¢ CRP L' 0
hbs
galE . +6.5
80 0 40 20 +|| +?‘D *4‘0 +6;0 B
i . Yrrrrh
Og e I—» pzm 0
—— NH; Bpimeraso
mglB
30 60 40 a? 411 , +?0 +2110 42650
—— s o~ = —-— = /-
(o] CRP L»
B ]—P- NE;MgIB
galS
80 50 <0 20 N +2) «1'0 +6'0 +e? -uqo
L ! ! 1 [ 1
Oy o L |——>— Nrous O
gaiR
-20 ¥) CRP m +290 10 +330
1 1 ll ________ -/ yi 1 1 1
| Op L———»— NH;GalR 0,

Figura 6. Comparacion de las regiones reguladoras de los genes galP, galE, miglB, galS, galR. Las
cajas muestran los sitios de unién para los represores (Or y Oj) y el activador CRP. La
transcripeién inicia en Ja posicién +1 y se indica por una pequefia flecha. Solamente el gen galE
tene dos sitios de inicio de la transcripcién sefialados como P1 y P2. El injcio de la traduccién
se indica con una flecha més grande. En el esquema para galP se muestra un operador interno,
sin embargo, atin no se ha comprobado que GalR se una en esa regién. También se sefiala el
sito de uni6én para HU (hbs) (Weickert y Adhya, 1993; Geanacopoulos y Adhya, 1997,
Geanacopoulos, 1999).
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Figura 7. La unién de GalR al operador externo del oper6n gal reprime la transcripcién de la
RNA polimerasa (RNP) a partir del promotor 1, pero activa la del promotor 2. Y cuando se
forma un tetrdmetro con GalR, se dobla el DNA y se reprime la transcripcion de ambos
promotores (Choy y Adhya, 1996).

Hay muchos factores que podrian generar la expresién constitutiva de galP en las
cepas PB11 y PB12 como:

¢ La eliminacién de los genes reguladores galR y/o galS o menor cantidad de
transcrito de éstos.

¢ Una mutacién en galR que le impida a Ja protefna represora unirse a sus operadores
0 que no permita generar Ja horquilla de represién (Saier etal, 1973 y
Geanacopoulos et.al., 1999).

¢ Mutaciones en alguno de los operadores de galP que genere una reducida afinidad
del represor por su secuencia blanco (Irani ef.al., 1983).

* La ausencia de una o ambas subunidades de la proteina HU o una expresion
disminuida de una o ambas (Lewis et.al.,, 1999). Hasta el momento, la unién de HU
s6lo se ha reportado para el operén gal, pero no hay que descartar la posibilidad de
gue también intervenga en la regulacién de la transcripcién del gen galP.

» La sintesis end6gena de galactosa para inducir el regulén (Ferenci et.al., 2001).

Sistemas de regulacién transcripcional

Como se explic6 en la seccién anterior, los represores GalR y GalS seran los
primeros reguladores transcripcionales que se estudiardn. Una mutacién en alguno de
éstos podria explicar una de las caracteristicas mas importantes de la cepa PB12, la
expresion de GalP en ausencia de galactosa para el transporte de glucosa. Pero
también hay otras caracteristicas que podrian ser relevantes para el fenotipo Glc* de

una cepa PTS' como la sobreexpresién de glk, pgi, genes del TCA y respiratorios. Es
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probable que los cambios en los niveles de expresién de estos genes se deban a la

seleccién de mutaciones en alguno de los sistemas de regulacion transcripcional de E.

coli. A continuacién se presenta una tabla con los reguladores a estudiar y una breve

explicacién de su funcionamiento.

Tabla 5. Reguladores transcripcionales cuyos genes fueron secuenciados.

(Fumarate Nitrate

Regulador transcripcional | Funcion

ArcAB S Reprime los genes gltA, acnA, icdA, lpd, suc, sdh, fumAC,

(Anoxic Redox Contro]) mdh, aceBAK, aceEF Ild, cyoABCDE y sodA; activa a cydAB,
pfl, y traY para permitir crecimiento en anaerobiosis.

CRP Activa la transcripcién de més de 200 genes cuando el

(cAMP Receptor Protein) | cAMP se une a la proteina.

FNR FNR activa la transcripcion de muchos genes requeridos

para respiracién anaerdbica y de fermentacién. Reprime

Reduction) algunos genes que funcionan durante crecimiento
aerdbico. La actividad de FNR se regula por oxigeno; sélo
esta activo en anaerobiosis, el oxigeno oxida su centro de
Fe y S inactivando a la proteina.

FruR Reprime varios operones del metabolismo central como

(Cra, Catabolite

edd-eda y activa otros como aceBAK, icdA, pckA y ppsA.

Repressor/ Activator)

GalR ' Reprime principalmente al gen galP y el operén
{Represor del regulén de galETKM. También ejerce una leve represién sobre el
galactosa) operén mgiBAC y el gen galS.

Gals

(Isorepresor del regulén de

Reprime principalmente a los genes mglBAC y galS.

También ejerce una leve represion sobre galP y el operén

galactosa) galETKM.

IcIR Reprime al operén aceBAK.

(Represor del operén

aceBAK)

PdhR Activa al operén IctPRD y reprime la expression del
(Regulador del complejo operén pdhR-aceEF-lpdA.

enzimatico de la piruvato

deshidrogenasa)
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JUSTIFICACION

El principal objetivo de este estudio consiste en analizar los factores genéticos,

enzimaticos o regulatorios més importantes que estén involucrados en la generacién

del fenotipo PTSGlc*.

El conocer el fenotipo PTS-GIc* permitird entender mejor el metabolismo,
adaptacion a estrés y regulacion transcripcional de E. coli. Por otra parte, se facilitara la

direccién de la ingenieria genética y metabolica de E. coli con fines biotecnolégicos.

Con este proyecto pretendemos ampliar el conocimiento que se tiene de las cepas

de E. coli PTS-y PTS-Glc*, tomando como modelos a las cepas PB11 y PB12.

Hésta el momento se cuenta con una caracterizacién bioquimica, determinacién de
flujos de carbono y andlisis transcripcional que han generado informacién valiosa
sobre el comportamiento de estas cepas. También se sabe que al menos dos mutaciones
no cotransducibles son responsables del nuevo fenotipo PTSGlc*. Pero atn hay
preguntas por responder:

e ;Como puede expresarse la permeasa de galactosa en ausencia de un inductor?

e ;Cuél es el papel que juegan las enzimas Glk y Pgi en el crecimiento de las cepas
PTS? ;El incremento de actividad de Glk y/o Pgi es una seleccién adaptativa que
le permite a PB12 metabolizar mejor a la glucosa?

e ;Existe alguna mutacién en algin o algunos genes reguladores que genere la

modificacién general del metabolismo de la cepa PB12?

Las principales herramientas experimentales utilizadas para responder a estos
cuestionamientos son la secuenciacién de genes, el anélisis de expresién transcripcional
por RT-PCR, la clonacién y expresiéon de genes en plasmidos multicopia, la
comparacién de cinéticas de crecimiento y la determinacién de actividades

enzimaticas.
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OBJETIVO GENERAL

e Identificar factores genéticos, de regulacién transcripcional o enzimaticos que estén

involucrados en el fenotipo Glc+ en la cepa PB12.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener el patrén de expresién del regulén de galactosa por RT-PCR en las cepas
PB11 y PB12.

e Determinar si el incremento en la expresién de galP en la cepa PB12 se debe a
alguna mutacién en los reguladores del regul6n de galactosa.

e Analizar el efecto que tendria el aumento de las actividades enziméticas de la
glucocinasa y la fosfoglucosa isomerasa sobre la velocidad de crecimiento en
glucosa de la cepa PB11.

e Secuenciar los genes reguladores arcA, arcB, fur, fruR, icIR, pdhR y determinar si
alguna mutacién en estos genes es la responsable de los cambios en los niveles de
expresién de genes involucrados en el metabolismo central de carbono observados

en la cepa PB12.
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HIPOTESIS

e Sila cepa PB12 presentara alguna mutacién en los genes represores del regulén de
galactosa que causara su inactivacion, podria perderse la represién de galP atin en
ausencia de inductor.

e La sobreexpresién de los genes glk y pgi podria favorecer de manera importante el
crecimiento en glucosa de la cepa PB12 PTSGIlc*. Entonces, si se aumentara la
actividad enzimaética de Glk y/o Pgi en la cepa PB11, tal vez se aumentaria su
velocidad de crecimiento.

e La seleccién de cualquier mutaciéon en la cepa PB12 debe tener una justificacion
adaptativa. Asi que si se intercambiara en PB11 el gen silvestre por el gen mutado

encontrado en PB12 posiblemente se veria una ventaja adaptativa.
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MATERIALES Y METODOS

a) Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas de Escherichia coli utilizadas en este trabajo se enlistan en la tabla 6. PB12

se obtuvo a partir de PB11, una cepa PTS derivada de JM101 (Flores ef.al., 1996). La

cepa PB121 se obtuvo por transformacién de la PB12 con el plasmido pBB31 que porta

el gene arcB silvestre. Los plasmidos se muestran en la tabla 7. Para mayor informacién

sobre los plasmidos construidos en este trabajo, consultar el apéndice.

Tabla 6. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio.

Fepas

Genotipo

Referencia

E. coli IM101

F* traD36 proA* proB* lacla lacZAM15/supE thi

Bolivar et.al., 1977

A(lac-proAB)
E. coli PB11 JM101 A(ptsH, ptsl, crr)::kan Flores et.al., 1996
E. coli PB12 PB11, PTSGlc* Flores et.al., 1996

E. coli PB121

PB12, pBB31 (arcB*)

Flores et.al., 2005

E. coli PB11 arcA-

PB11 arcA::tet

Este trabajo

Tabla 7. Plasmidos utilizados en este estudio.

Construccion Vector Promotor | Referencia
(a) pCLglk pCL1920 (SptR) -pTrc | Hernandez et.al., 2003
(b) pCLgalP pCL1920 (SptR) pTrc Hernéandez et.al., 2003

(c) pCLglk +galP

pTrc para ambos genes

Hernéandez et.al., 2003

(

(
pCL1920 (Spt ®)

(

(

pCL pgi pCL1920 (Spt k) Silvestre Este trabajo
pCLglk +pgi pCL1920 (SptR) Glk - pTrc Este trabajo

Pgi - silvestre
pTrc glk pTrc99A (ApK) Silvestre Este trabajo
pTrcpgi pTrc99A (Ap ) Silvestre Este trabajo
pBB31 (arcB") pBR322 Silvestre Iuchi y Lin, 1992

Por practicidad se modificaron en este estudio los nombres de los plasmidos
construidos por Hernandez et.al: a) pCLv1glk, b) pCLv1galP y c) pv1GlklGalP
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b) Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Los cultivos para aislamiento de RNA se crecieron en fermentadores de 1 L en
medio M9 suplementado con 2 g/L de glucosa a 37°C, 600 rpm y una tasa de flujo de
aire de 1vvm, iniciando con una OD600 de 0.05 y las muestras se colectaron en la fase

logaritmica a una OD600 de 1. El pH se mantuvo en 7.0 con hidréxido de amonio 50 %.

Los cultivos para la determinacién de velocidad de crecimiento y de ensayos
enzimaticos se hicieron por duplicado. Los prein6culos se prepararon a partir de
gliceroles creciendo una asada en 3 ml de medio LB con antibiético. Los inéculos se
crecieron también toda la noche a partir de 50 puL del preinéculo; se usaron matraces
bafleados de 125 ml con 20 ml de M9 mas 2 g/L de glucosa, 2 g/L de casaminoacidos y
antibiético dependiendo de la resistencia de la cepa (Km 30 pg/mL, Spt 50 ug/mlL, Ap
200 pg/mL). Se lavaron las células con medio M9 y se inocularon 50 ml de medio M9
suplementado con 2 g /L de glucosa. Los cultivos se crecieron en matraces bafleados de
250 ml a 37°C y 300 rpm. Se iniciaron a una OD de 0.1 y las muestras para
determinacién de actividades enzimaticas se colectaron a una OD de 1. Las cinéticas de
crecimiento se siguieron hasta alcanzar la fase estacionaria y las velocidades se

calcularon con el programa Prism 3.0.

Para los ensayos de sensibilidad de crecimiento a azul de toluidina, se utilizaron
placas de agar-peptona con 0.2 mg/ml de azul de toluidina. Para los analisis de
complementacién se utilizé el plasmido pBB31 que lleva el gen arcB silvestre (Tuchi y

Lin, 1988; idem 1992).

¢) Extraccion de RNA vy sintesis de cDNA

La extracciéon de RNA total se llevé a cabo mediante el método de fenol caliente
equilibrado en agua. La integridad y la cuantificacién se hizo por densitometria en
geles de agarosa al 1.2%y por medicion de la absorbancia a 260 y 280 nm. El RNA se
trat6 con DNasa (DNA-free™, Ambion) y luego se sintetizé6 cDNA (RevertAid™ H
First Strand ¢<DNA synthesis kit, Fermentas Inc.) por el método de sintesis de primera

”_ 1

cadena de DNA utilizando oligonucleéticos especificos (Tabla 8, los oligos “a” se unen
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a la region 5’ y los oligos “b” a la regiéon 3’ de cada gen). Este cDNA se usé como
templado para los ensayos de RT-PCR. La reproducibilidad del método se determiné a
través de dos experimentos separados de sintesis de cDNA a partir de dos

fermentaciones diferentes de cada cepa.

d) PCR de tiempo real (RT-PCR)

La reaccién de PCR de tiempo real se realizé en el ABI Prism 7000 Sequence
Detection System (Perkin-Elmer/Applied Biosystems) utilizando el kit SYBR Green
PCR Master Mix (Perkin-Elmer/Applied Biosystems). Los oligonucleétidos para la
amplificacién especifica (Tabla 8) se disefiaron con el programa Primer Express
(Applied Biosystems). Para el analisis de datos se utilizé el método 2-**CT descrito por

Livak y Shmittgen (2001).

La reaccién de amplificacién se hizo en un total de 15 uL con 5 ng de cDNA como
templado y una concentracién final de 0.3 uM de cada oligo. Se incluyé siempre un
control sin templado para cada gen. Las condiciones de amplificacion fueron 10 min a
95°C y luego 40 ciclos de 95°C por 15 s y 60°C por 60 s intercalados. El tamatfio de todos
los amplimeros fue de 101 pb.

Con el fin de ajustar la concentracién de cDNA de las muestras, los datos se
normalizaron utilizando el gen iifB como control interno (“housekeeping gene”) cuyo
nivel de expresion es igual en todas las cepas en las condiciones de crecimiento
descritas anteriormente. Se hizo una segunda normalizacién considerando como 1.0 el
nivel de transcripcion de todos los genes para la cepa silvestre JM101. Por lo tanto, los
datos estdn reportados ‘como valores de expresién relativa, comparados al nivel de

expresion de la JM101.

Los resultados presentados son el promedio de cuatro mediciones por gen. Se
analizaron c¢cDNAs sintetizados por duplicado a partir de dos fermentaciones

independientes. Se obtuvieron diferencias menores al 30% para cada gen.
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Tabla 8. Oligonucle6tidos utilizados para los estudios de RT-PCR. Los oligos “a” se unen a la
region 5" y los oligos “b” a la region 3’. Todas las secuencias se indican de 5" a 3'.

Nombre del gen Nombre de los oligos Secuencia
acnA acnA a TGG CTT CTT CCC AAT CGA TG
acnA b CCT GCG CTTTGG CATATTTT
crp cpa ACC CGT CAG GAA ATTGGT CA
cpb TTA CCG TGT GCG GAG ATC AG
cyaA cyaA a AGC GCC AATTGCTACAACGT
cyaAb ACG GAA GCGGTTTTC ATC AA
fruR fruR a TCT TGT GAT CCC CGA TCT GG
fruR b AGC AGG CAA TCA GCA GTT GA
SfumA fumA a ATG TCG ATC AACTGC AAG CG
fumA b GAA GCCGCCGTGT TTT TTAC
galE galE a AGC GCC AATTGCTACAACGT
galE b ACG GAA GCGGTTTTC ATC AA
galK galK a GGC TGT AACTGC GGG ATC AT
galKb GAA ACT GCT TTG GTC CCC AG
galM galMa CCATTA CTT ATC GCG CCA CA
galM b GTG ATT GCG CACGTCAGA CT
galP galP a CAT GTA TTA CGC GCCG AAA A
galP b TGG CAA GTA CGT TGG TCA GG
galR galR 3a TGT ACC GGG TGA GAT TTC GTT
galR 3b CCA TCG TCA CGA TTG GGT AAC
galS galSa AGG TTA GCG ACA CCATTG GC
galS b TTT CTG ATG CTG CTG AGC GA
galT galT a TGC CGA ACA GAA ATCACC AA
galT b GCA CGA CGG CTA ACC AGTGT
galll galU a AAA GGG AAG AGC CAT GAC TGC
galU b CAG GCT TTA AAT TCCGTG CC
gleD glcD a AAT CAA TCA AAT GTG CGC CC
gleD b TTT TCC CAG GGT TCA GCA AA
glk glk a GAAGCGGTCATTCGCGTTTA
glk b GTCATCGCCACCCAGTCAC
glpD glpD a ATG GTG CTG GTA TCG CGG
glpD b TTT TGA ACT GGC GGA AGA GG
gltA gltAa AGG CACGCT GGG TCA AGAT
gltA b TAG ATT CGC AGG ATGCGGTT
hupA hupA a CCT TCA AAG TGA ACCACCGC
hupA b GCC AGA AACAAATGCCGGTA
hupB hupB a CGT GCG TTA GAT GCT ATT ATT GCT
hupB b GCA CGCTCT TTA ACGGCA AA
icdA icdA a GAC CGA AGC GGCTGA CTT AA
icdA b GCA GTT TAG CGC CAT CCATC
lamB lamB a AACTTC CTCTGG CGGTTG C
lamB b ACC TGT CCA ACC AAT ACCGG
mglB mglB a CCA GCA TGT TAT TCG GTG CC
mglB b AGC CTT GCG CACTAC AGACA
nuoF nuoF a TAT CCG TAC TCC CGA AACGC
nuoF b CGC CTT CGT AACCGT TTT TG
P pgia ACT AAC GGT CAG CAC GCG TT
pgib TCA GAG AGC GGG TTA TGG GT
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Nombre del gen Nombre de los oligos Secuencia

pgm pgma GTA TCT CCC TCG ACG AAG CG
pgmb CGC GGC CAT ATC AACGAT AT

sdhB sdhB a TGA ACG GCA AGA ATG GTC TG
sdhB b GAT CACCGGTAA ACCTGG CA

sodA sodA a AAT CCA CCA CACCAA ACACCA
sodA b TGA TCA GCT CTT CAA CCG GC

sucA sucA a GCG GCA AAG AAA CCATGA AA
sucAb TTC GGT GCT GGT AAT GTG CA

e) Determinacién de secuencias nucleotidicas de los genes.

Tabla 9. Oligonucleétidos usados para amplificacién por PCR y secuenciacién. Todas las
secuencias se indicande 5" a 3.

Gen | Nombre de oligos Secuencia
arcA arcARv GGA CTG CTC AAC TCT GCC GAT AG
arcAFw GTT AAA ATG GTT AGG ATG ACAGCCG
arcB arcBERv CAT CCG CTC AGA ATTACGCCA A
arcBEFw CAT ACG CCA CCG GAA GTG ATCTA
arcBIRv GCA AGG AAG CTG GTG AAA TCA AC
arcBIFw GGT CCA GCT TGA TAATCA ACCG
arcBER2 CTT AACTGC GTG CGG CCT GA
crp crpFw AAG CTATGC TAA AACAGT CAGGATG
capRv AAA AACGTTTAT GAGGCGTAT CAAG
fruR fruR1Ex GCA TCG ATT CGC GAT GTG GCG
fruR1In CCC GAA CGC CGT GGC AGC TGG
fruR2In GCT CAG GAG GCA ACG ACG TCG
fruR2Ex GAT GTC CAG TCC CGT ACT CTA CG
far fnrRv CAG GGT CTC CTIT ACA ACA ACT GTCA
fnrFw : GTG GTT ATT GCG CCATGA AGGT
galE galEFw AAA ACGTAAGTCCCGGTGTAATC
galERv TTT TTC AGATAA AAAGCGCAATCAT
galP galPFw GCA GAT AACAGCGTTTAATCT ATG A
galPRv GTA GTT ACG CCCTAG CTTCAGGT
galR FlgalR GTT TTT CGG TGC AATGGT G
FEgalR ACCTCT GGG ATC ACCACTTT
Rl galR CACCCGGTA CATCAATACCA
RE galR GCC AGA CCATCG AAGAATTA
galR1Hae CCT GACGCT CTT TTT GTT CGT TGT GGT AAC CG
galR2Hae CCA ATG ACC GGC TGG TGA CAT TTG GCG
galRAlu CTC GGT CAT TGC CTG TTC GCC GCC GC
galRsecFE CCG CGC AGG TTG GTG CAA GAG ACA GGG
galRsecRE CCCGCG CCTTGC CGG AAGTGA AGG C
R3FE CTT CGC CAG CGA GAA AACGC
R4FE CCT GCG CAT CTG CGC AGG CTG GTG
RS5FI CGC CCG TGC GCT GGC GCAGCAGACC
R5RI GGA AACATC ACCAACGACCAG ACC
RFIHae GAT CCG CCA TCG CTG TGC TGC GTT GGTC G
RRIMlu GCC AGC CAG GCA CCGTAA CGATCG TCC
FgalR500 GCG TCG GGT CGA GAG GAA CAA AGT CG
RgalR500 CTG GAA CAG GTG TGT GGT GCT ATG GTG C
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Gen Nombre de oligos Secuencia
galS galSinFw AGA TGT AAC GGA ATC GCA ATG
galSinRv GTT AAT CAA CCG CGT TGTGC
galSexFw GCG GGG CAGTAG AGTTAA TG
galSexRvR CGG ACCGGC AAT ATCTAA AA
glk glkreg GGC GGG GTC TGG TCC GGC ATG
glKRv CAG ATG GCT AAA ACCGAG ATT CTT
glkRegFw CCC CCT TAA GAA GTC CAG GTA GCG CAG AG
glkRegRv CCC CGG ATC CCG CCC ACA TCA CCG ACT AATG
hupA | hupAFw TCG GTG CGT GTA TGC AGG AG
hupARv GAG CGC CAG CCA GCATCA AT
hupB | hupBFw AAC TGC TGC GCG TTC GTA CC
hupBRv TGT ACC TCA CGC AAC GTA TCG ATG
pdhR | pdhREFw ATCGTT AAA AAA CTCCTT TCC
pdhREFv GAA ACG TTC TGA CATGGG TT
pgi pgiF440 CAC CCA GAA GTG CTC CAC CACTIG CG
pgiRv TTT TAG GAT TAA CCT CACGGT ATG A
pgiFfw GCG GTC AGT AGT TCA GCT AAT AAA T
pgiRIl CGG TCT GGG CGA AGA AGTTAG ACAG
pgifl GCA ATC ACT GAC GTA GTG AAC ATC GG
pgiregFw CCC CGA ATT CTT TCA GCC TTG GCA CAA GGG
pgiregRv CCC CGG ATC CCG TAA CGT CTT TCA TTT CAT CGA AG
pgiF600 GCA TCA GAA AGC ACA ATA TCA GCG
pgiR284 CGG TITTCA GTG CGG TTG ATCT

Para determinar si en alguno de estos genes se habia seleccionado alguna mutacién,

se amplificaron y secuenciaron los productos de PCR de cada uno de estos genes.

Los oligonucleétidos utilizados para la amplificacién por PCR se disefiaron con el

programa Clone Manager y se enlistan en la tabla 9.

Se utilizaron 100 ng de DNA cromosomal de las cepas JM101, PB11 y PB12 como
templados para la amplificacién por PCR con Elongase enzyme mix de acuerdo a las
recomendaciones del proveedor (Invitrogen, Inc.). Se analiz6 el tamafio de los
productos de PCR por electroforesis en gel de agarosa 1.2% y se purificaron (PCR
purification kit, Marligen BioScience Inc).

Las secuencias nucleotidicas se determinaron a partir de los productos de PCR por
el método Taq FS Dye Terminator Cycle Fluorescence-Based Sequencing, con el equipo

Perkin Elmer/ Applied Biosystems Model 377-18.




Se secuenciaron al menos 200 pares de bases de la region reguladora del extremo 5,

el gen estructural y al menos 100 pb de la region 3'.

f) Determinacion de actividades enzimaticas

Se colectaron 20 ml de cultivo a una OD de 1, se centrifugaron a 4000 rpm por 8
minutos y se lavé con solucién amortiguadora de fosfatos 20 mM, pH de 6.8 mas 10
mM de B-mercaptoetanol y 10 mM de azida de sodio. Se resuspendieron las células en
1 ml de la misma solucién y se conservaron a -70°C hasta su andlisis. Las muestras
descongeladas se sonicaron con 4 pulsos de 15 segundos con una amplitud de 14 a 16

micrones, separados por un minuto. Los extractos celulares se centrifugaron por 10

min a 13,500 rpm.

Para la determinacién de actividad de glucocinasa (Glk) se requirié por reaccién: 10
mM de D-glucosa, 10 mM de ATP, 0.3 mM NADP+, 2.5 unidades de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (Zwf) y 25 a 100 uL de extracto celular en 1 ml de reaccién. Se us6 una
solucién amortiguadora pH 8.5 (0.2 M de Tris-Cl , 10 mM de B-mercaptoetanol y 10
mM de MgCl,) (Lessie y Vander Wyk, 1972).

Para la determinacién de actividad de fosfoglucosa isomerasa (Pgi): 1 mM de
fructosa-6-fosfato, 0.5 mM NADP+, 0.3 unidades de Zwf y 5 a 50 pL de extracto celular
en 1 ml de reaccion. Se usé una solucién amortiguadora pH 7.4 (50 mM de Tris-Cl y 10
mM de MgCl,) (Maitra y Lobo, 1971).

Los ensayos de actividad de Glk y Pgi acoplan la reaccién catalizada por Zwf que
convierte a la glucosa-6-fosfato en fosfogluconolactona, monitoreando la reduccién de
NADP+ a 340 nm. La actividad enzimatica especifica es reportada como unidades
internacionales por miligramo de proteina celular total (umol min? mg? de proteina),
la cual se define como la cantidad de enzima necesaria para convertir 1 pmol de
sustrato por minuto por mg de proteina. Se monitorearon las reacciones durante 6
minutos en el espectrofotémetro ThermoSpectronic Biomate 5 y la temperatura se

mantuvo a 25°C. Se determiné la concentracién de proteina en las muestras por el

método de Bradford (1976).
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RESULTADOS

Una parte importante de los resultados obtenidos han sido publicados en el
articulo: Flores N, Flores S, Escalante A, de Anda R, Leal L, Malpica R, Georgellis D,
Gosset G, Bolivar F. Adaptation for fast growth on glucose by differential expression of
central carbon metabolism and gal regulon genes in an Escherichia coli strain lacking the

phosphoenolpyruvate:carbohydrate phosphotransferase system, Metab Eng 2005; 7(2):

70-87, del cual soy coautora.

a) El regulén de galactosa esta sobreexpresado en las cepas PB11y PB12

Una vez determinado que la permeasa de galactosa estd involucrada en la
utilizacién de glucosa en la cepa mutante PB12, se intent6 identificar la razén por la
cual galP se expresa en estas condiciones. Algunas de las posibilidades son:

e Que se hubiera seleccionado una o varias mutaciones en la regién estructural y/o
la intergénica del gen galP.

e Que alguno de los represores del regulén de galactosa o ambos no fueran
funcionales por alguna mutacién.

® Que la expresion de los represores estuviera disminuida.

e Que alguna mutacién le permitiera a CRP activarse atin en ausencia de AMPc.

Se inici6 por el analisis transcripcional del regulén de galactosa por RT-PCR. Los
resultados (Gréfica 1) muestran que todo el regulén esta sobreexpresado tanto en la
cepa PB11 como en la PB12. El incremento de transcrito de galP en PB12 concuerda con
el hecho de que esta cepa utilice a la permeasa de galactosa para transportar glucosa
(Flores et.al., 1996; Flores et.al., 2002; Flores et.al., 2005). La seleccién de mutaciones en
los principales represores del sistema, GalR y GalS, o en las regiones reguladoras de los
genes blanco podrfan explicar dicha pérdida de represién, por tal razén se

secuenciaron varios genes que conforman el regulén de galactosa.
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Gréfica 1. Niveles de expresion del regulén de galactosa determinados por RT-PCR. Aunque
cyaA no forma parte del regulén de galactosa, se incluy6 en la gréafica porque un aumento en la
expresion de la adenilato ciclasa, podria aumentar la actividad de CRP y esto a su vez favorecer
la expresién del regulén de galactosa.

b) Ausencia de mutaciones en el regulén de galactosa

Dado que tanto galP asi como el operén gal estan sujetos a represion catabolica, se
propuso que la sobreexpresién observada en la cepa PB12 podria ser generada por
alguna mutacién. Por esta razén se decidi6 secuenciar las regiones reguladoras de los
genes galP y galE asi como las regiones codificantes y reguladoras de los represores
galR, galS y crp. Puesto que GalP es el transportador de glucosa en la cepa PB12, el
interés de secuenciar el regulén de galactosa estaba centrado principalmente en
entender la sobreexpresién de este gen, sin embargo también se secuenci6 el gen mglB

que codifica para el otro transportador de galactosa.

En los antecedentes de este trabajo se explicé que la ausencia de la proteina tipo
histona HU, codificada por los genes hupA y hupB, podria anular la capacidad de
represion de GalR al menos sobre el operén gal. Por tal motivo se secuenciaron también

estos genes.

No se encontraron mutaciones en ninguno de los miembros del regul6n de

galactosa (incluyendo a mgIB) ni en los genes hupA y hupB. Asi que se ha descartado la
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hipotesis de que la sobreexpresién del regulon de galactosa en la cepa PB12 se deba a

alguna mutacién en estos genes.

GalR, un gen dificil de secuenciar

La secuenciacién de galR de la cepa PB12 fue un proceso problemaético por lo que se
tuvieron que seguir varias estrategias:
1. Clonacién del producto de PCR y secuenciacién de la construccién.
2. Sintesis de oligonucleétidos en el interior de galR y amplificacién del gen por
partes para su posterior secuenciacién.
3. Digestion de DNA cromosomal de corte tnico y utilizacién del templado

digerido para las reacciones de PCR

c) La sobreexpresion de galP en PB11 aumenta su velocidad de crecimiento

Las evidencias que se tenian es que PB12 utiliza a la permeasa de galactosa para
transportar glucosa, que tanto la velocidad de crecimiento como el transporte de
glucosa es mayor en la cepa PB12 que en la PB11 y que el gen galP est4 sobreexpresado
en ambas cepas casi al mismo nivel. Asi que de inicio no se pensaria que en la cepa
PB11 haya una restriccién de transporte por una baja expresién de galP. Sin embargo,
al transformar a PB11 con el plasmido pCLgalP (Hernandez et.al., 2003) se aumenta la
velocidad de crecimiento de la cepa PB11. Con IPTG 0.1 mM, el crecimiento de PB11

pClgalP incluso logra incrementarse casi 3 veces respecto al control (Tabla 10).

Los resultados parecen sefialar que GalP hasta cierto punto podria restituir el

transporte de glucosa en la cepa PB11 y recuperar de manera importante su velocidad

de crecimiento.
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Tabla 10. Velocidades de crecimiento de PB11 transformada con ga/P en multicopia.
Velocidades calculadas a partir de cinéticas en matraz. (R2>0.99)

Cepas | p(hY)
PB11 0.063
PB11 pCL 0.041
PB11 pCL galP 0.118
PB11 pCL galP 0193
+IPTG 0.1 mM

PB12 0473

d) Influencia de las enzimas Glk y Pgi sobre el crecimiento de las cepas PTS-

Con el experimento anterior se demostr6 que una mayor expresion de galP
aumenta la velocidad de crecimiento de PB11. Pero también hay que tomar en cuenta
que el transporte es el resultado de la internalizacion del sustrato mas su fosforilacion.
Asi que las diferencias en la velocidad de transporte también podrian estar en un grado

diferente de fosforilacion entre PB11 y PB12.

Una de las hipotesis de este trabajo es que si el aumento de actividad de Glk y Pgi
favorece el crecimiento de la cepa PB12 en glucosa, el sobreexpresar estas enzimas por

medio de plasmidos en la cepa PB11 podria favorecer su crecimiento.

Para tal fin los genes glk y pgi fueron clonados en un plasmido de mediano niimero
de copias (pTrc99A/30 copias por célula aprox.) y en uno de bajo nimero de copias
(pCL1920/5 copias por célula aprox.) buscando generar diferentes niveles de
expresién. En un inicio se pensé que las clonaciones en pTrc99A generarian una alta
expresién que se veria reflejada en un aumento del flujo y de la velocidad de
crecimiento. Pero, como se puede ver en la tabla 11, las construcciones pTrcglk y
pTrcpgi no generaron un aumento notable de la velocidad de crecimiento de PB11. Esto
se debe probablemente a que pTrc99A produce una carga metabdlica por su

replicacion.
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El plasmido pCL1920 genera menor carga metabolica que el pTrc99A y eso se ve
reflejado en las velocidades de crecimiento de los controles. (Tabla 11) En el caso de
pCLglk, se aumenté la velocidad de la cepa 3 veces con respecto al control (PB11
pCL1920) y 2 veces con respecto a PB11 (1=0.064 h-1). Por su parte, PB11 transformada

con pCLpgi no aument6 su velocidad de crecimiento.

Finalmente, el propésito de clonar ambos genes en el mismo vector (pCLglk + pgi)
era aumentar la actividad de Pgi para drenar la G6P generada por Glk lo cual a su vez
podria aumentar el flujo glicolitico y probablemente favorecer la velocidad de
crecimiento. Pero esta construccién no aumento la velocidad de crecimiento de manera

significativa.

Tabla 11. Velocidades de crecimiento de la cepa PB11 transformada con pCL1920 / pTrc99A
{controles) y con las clonaciones de glk y pgi. R2>0.99

Controles pl-(h?) Clonaciones u2 (h1) Relacién de
w2/ ul
PB11 0.064 - - -
pTrc99A 0.030 pTreglk 0.035 1.2
pCL1920 0.041 pCLglk 0.126 3.1
pTrc99A 0.030 pTrepgi 0.0404 13
pCL1920 0.041 pCLpgi 0.0432 1.0
pCL1920 0.041 pCLglk+ pgi 0.0479 1.2

El siguiente paso fue determinar las actividades enzimaticas de Glk y Pgi. Sélo se
analizaron las cepas transformadas con las clonaciones en pCL1920 por presentar

menor carga metabdlica.

A continuacién se presentan las actividades enziméticas de manera gréfica. Debajo
de cada gréfico se muestra la velocidad de crecimiento de la cepa correspondiente y la
recuperacién en el crecimiento con respecto al control (PB11 pCL1920). Los resultados

son el promedio de medir por triplicado la actividad de dos cultivos independientes.
Primeramente se observa en la grafica 2 que la actividad de PB11 aumenta un 50%

con respecto a la cepa JM101. El nivel de transcrito de glk es el mismo para JM101 y

PB11, asi que ese aumento podria ser producto de una activacién alostérica. Para PB12
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se observa un incremento un poco mas del doble en la actividad enzimatica lo cual
concuerda con el aumento de transcrito (Tabla 2) y con las determinaciones de

actividad enzimética que se habian hecho anteriormente (Flores et.al., 2002; Flores et.al.,
2005).

Actividad de glucocinasa
400
350 +—— : -
300 = - -
250 - S
200 1 i
150 + = —

100 +— =
0 | |

IM101 PB11 PB12 PB11 pCL1920 PB11 pCLglk PB11
pCLglk+pgi

nmol NADPH / min mg prot

1 (h1) 0.85 0.064 0.473 0.041 0.126 0.048
Ilﬁcuperaciénl - - - - 31 1.2

Grifica 2. Actividad de la glucocinasa y velocidades de crecimiento (u). La recuperacion se
refiere al incremento de crecimiento respecto al control PB11 pCL1920.

Toma de muestra
para determinar —— PBII

ividad imati
actividad enzimética —— PBllpCLglk
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Grafica 3. Cinética de crecimiento de las cepas PB11 y PB11 pCLglk. Se observa que la
velocidad de crecimiento de PB11 pCLglk aumenta después de 24 horas de cultivo.
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La cepa PB11 pCLglk triplica su velocidad de crecimiento respecto al control, pero
no se incrementa la actividad de Glk. En cambio, la cepa PB11 pCLglk + pgi, al igual
que PB12, duplica su actividad de Glk respecto a JM101, pero no aumenta su velocidad
de crecimiento de manera importante. Una observacién importante es que el
incremento en la velocidad de crecimiento de PB11 pCLglk se genera después de 24

horas de iniciado el cultivo (Gréfica 3).

En cuanto a la actividad de Pgi, se observa que PB11 presenta los mismos niveles
que JM101. Estas cepas también coinciden en el nivel de transcrito para ese gen. Por su
parte PB12 incrementa la actividad de Pgi mas de 4 veces y el nivel de transcrito

también estd incrementado (Grafica 4, Tabla 2) (Flores et.al., 2005).

Finalmente la cepa PB11 pCLglk + pgi presenta una ligera elevacion de su nivel

enzimatico asf como en su velocidad de crecimiento, pero no parecen ser incrementos

significativos.
Actividad de fosfoglucosa isomerasa
S 6000 - — =y - —
| 55000 |
| b0 o — — — : _— — = = 4
& T |
. 4000 - . ! e
s !
= 3000 _ _
=]
a 2000 ;
; i
1000 - = ; - =
g 0/ ™} . ]—-l - e E , ﬁ , !
=
JM101 PB11 PB12 PB11 pCL1920  PB11 pCLpgi PB11
pCLglk+pgi
|P (h?) 0.85 0.064 0.473 0.041 0.0432 0.048
IRecuperacién - - - - 1.05 1.2

Grifica 4. Actividad de fosfoglucosa isomerasa y velocidades de crecimiento (u). La
recuperacion se refiere al incremento de crecimiento respecto al control PB11 pCL1920.
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e) El aumento de las capacidades de internalizacién y fosforilacion de glucosa

genera un fenotipo Glc* en la cepa PB11

Con los experimentos anteriores se determiné que la s6la sobreexpresion de
glucocinasa o de permeasa de galactosa no es suficiente para regenerar el fenotipo Glc*
a la cepa PB11. Pero no se sabia si la suma de internalizacién mas fosforilacion de

glucosa tendria efectos aditivos sobre el crecimiento de PB11.

En la gréfica 5 se muestran las cinéticas de crecimiento en donde se observa que la
sobreexpresion de glucocinasa junto con la permeasa de galactosa usando IPTG como
inductor incrementa el crecimiento de PB11 y produce colonias rojas en medio

McConkey + 2g/L de glucosa lo cual indica que el fenotipo pasa de Glc- a Glc*.

1 OW Colonias rojas
° —e— PBI2
) 14 —a— PB11 pCLgalP
?D —a&— PB11 pCLgalP + IPTG
Q
0.
! —a— PB11 pCLglk+galP + IPTG
0.01 T T T 1
0 5 10 15 20

Tiempo (h)

Grifica 5. Cinéticas de crecimiento de la cepa PB11 transformada con varios plasmidos. La
concentracién de IPTG que se utiliza es 0.1 mM.

36



Tabla 12. Velocidades de crecimiento de la cepa PB11 transformada con pCLgalP y
pClLglk+galP. Se usé una concentracién de 0.1 mM de IPTG para inducir. La recuperacién indica
cuéntas veces se incrementa la velocidad de crecimiento de la cepa con respecto al control PB11
pCL1920. B - Colonias blancas; R - Colonias rojas. R? > 0.98

Transformaciones p (h) Color de las colonias en Recuperacion
McConkey
PB11 0.064 B -
PB12 0.473 R -
PB11 pCL1920 0.041 B -
PB11 pCLgalP 0.118 B 29
PB11 pCLgalP + IPTG* 0.193 B 4.7
PB11 pCLglk+galP 0.204 B 5.0
PB11 pCLglk+galP + IPTG* | 0.349 R 8.5

f) Secuenciacion de genes reguladores y deteccién de una mutacién puntual

en arcB

Con el andlisis transcripcional por RT-PCR se determiné que PB12 presenta

sobreexpresién de genes involucrados en varias rutas metabdlicas con respecto a la

cepa silvestre JM101 (Flores et.al., 2005) como:

* Glicolisis (especificamente glk y pgi)

e Ruta de las pentosas-fosfato

e Gluconeogénesis
e Ciclode TCA

e Ruta de glioxilato

¢  Metabolismo de acetato

Dado que los cambios en los niveles de expresién abarcan muchos genes que

corresponden a varias vias metabdlicas, se pensé que el origen podria estar en alguna

mutacion de un regulador transcripcional.

Con el objetivo de detectar posibles mutaciones, se inici6 la secuenciacién de

algunos genes que codifican para reguladores transcripcionales como: arcA, arcB, fnt,

fruR, icIR y pdhR.
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No se encontraron cambios en ninguno de los reguladores anteriores, a excepcién
del gen arcB de la cepa PB12 en donde se detecté un cambio de Tyr a Cys en la
posicién 71 que corresponde a la segunda regién transmembranal de la proteina ArcB.
El siguiente paso fue analizar el impacto de esa mutacion sobre la funcionalidad del

sistema de regulacién ArcAB.

El sistema de regulacion Arc se ha relacionado, junto con FNR, a la respuesta de
adaptacién en anaerobiosis pues reprime genes de metabolismo aerébico y activa
genes de metabolismo anaerobio. El sistema Arc estd compuesto por una proteina
transmembranal que sensa el potencial redox del ambiente codificada por arcB y un
regulador transcripcional codificado por arcA. En anaerobiosis ArcB se autofosforila y
fosforila al regulador transcripcional ArcA. Se ha observado que atn en aerobiosis
hay un nivel basal de ArcA-PO; y si se elimina el gen arcA, se genera una ligera
sobreexpresion (1.3 a 2 veces) de los genes reprimidos por ArcA (Iuchi y Lin, 1988;
Alexeeva et.al., 2003; Perrenoud y Sauer, 2005).

En el caso de PB12, si la mutacién en arcB generara una disfuncién en la proteina
ArcB, el regulador ArcA no podria activarse y dejaria de reprimir genes del ciclo de
TCA, aumentando sus niveles de transcrito en condiciones aerobias. De hecho, el
analisis transcripcional por RT-PCR indica que los genes del ciclo de TCA estan
ligeramente sobreexpresados (1.2 a 3.7) en la cepa PB12 (Flores et. al., 2005) lo cual hace

suponer que la mutacién en arcB podria estar involucrada en dicha sobreexpresion.

Para estudiar el impacto de la mutacién en arcB de la cepa PBI12 se inici6 una
colaboracién con el grupo del Dr. Dimitris Georgellis (Instituto de Fisiologia Celular,
UNAM). Se ha observado que las cepas Arc son sensibles al colorante azul de
toluidina (Tuchi y Lin, 1988). Este fenotipo fue demostrado en la cepa PB12 y se logré

restablecer el crecimiento en azul de toluidina al introducir el gen arcB silvestre (Flores

et.al., 2005).

Para estudiar el fen6meno Arc- y determinar si interviene en la adaptacion de las
cepas PTS;, se construy6 la cepa PB11 arcA- mediante transduccién con fago Plvir. La
cepa donadora, proporcionada por el Dr. Georgellis, tiene inactivado el gen arcA por la

insercion de un casette de resistencia a tetraciclina. Se realiz6 una cinética de
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crecimiento de la cepa PB11 arcA- y mostré tener mayor velocidad de crecimiento que
PB11 (PB11 p= 0.063 h1 y PB11 arcA- p=0.116 h) lo cual es un indicio de que la

alteracion del sistema Arc puede estar ayudando al crecimiento en glucosa de una cepa
PTS-.

La siguiente pregunta que surgio es si el incremento en la expresién de los genes de
TCA es lo que favorece el crecimiento de la cepa PB11 arcA- asi que se determinaron
por RT-PCR los transcritos de algunos genes del regulon de ArcA en las cepas PB11 y
PBllarcA-. Los genes pgi y glk fueron incluidos en el analisis para determinar si forman
parte del regulén de ArcA. Contrario a lo que se esperaba, la transcripcién de genes de
TCA disminuyé en la cepa PB11 arcA- con respecto a la cepa PB11 a excepcién del gen
gleD. Los resultados se muestran en la tabla 13. También se indica si los genes en
estudio son reprimidos por ArcA y/o por FNR. Con esta informacién se analizaran los

resultados en la siguiente seccién.

Tabla 13. Andlisis transcripcional por RT-PCR de varios genes del ciclo de TCA. La
normalizacién se hizo en base a la cepa ]M101. (R) - genes reprimidos en anaerobiosis por ArcA
o FNR. Todas las desviaciones estandar son menores al 30% (Liu y De Wulf, 2004; Flores et. al.,
2005 y Perrenoud et. al., 2005).

~ Genes |  PBI1 PBllarcA- PB12* | Efecto de ArcA | Efecto de FNR
gk | 15 09 22 | -
g 11 05 6.6
SliA 16 0.2 13 R
acnA 4.2 39 57 R R
icdA 1.1 0.7 1.9 R R
sucA 0.9 0.9 1.7 R R
sdhB 13 1 1.7 R R
fumA 3.6 1.9 3.6 R R
gleD 16 41.2 ND R
nuoF 0.9 0.8 14 R R
glpD 1.2 0.7 ND R
sodA 0.9 1 21 R R

* Datos reportados en Flores et.al., 2005. (ND) No determinado
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DISCUSION

a) La ausencia del sistema PTS y sus consecuencias

La ausencia del sistema PTS afecta la fisiologia celular de diversas maneras como:

e La ausencia de la enzima IIACk, codificada por el gen crr, genera una disminucién
en los niveles de cAMP pues ésta activa a la adenilato ciclasa (Lévy et.al, 1990).
También se pierde la represion catabdlica por glucosa.

e Se ha reportado que las mutantes PTS: tienen un tiempo de duplicacién de 10 a 20
horas lo cual desencadena una respuesta de estrés dirigida por RpoS (Notley y
Ferenci, 1996). Ademads, la ausencia de ITAGk incrementa el nivel de traduccién del
RNAm del gen rpoS (Ueguchi et.al,, 2001). De hecho, el transcrito de este gen esta
incrementado tanto en la cepa PB11 como en la PB12 (Flores et.al, 2005). Se ha
observado que las células en donde se acumula RpoS presentan mayor resistencia a
condiciones oxidativas debido a que el factor os también transcribe genes del
reguldn de estrés oxidativo (Moreau et.al., 2001). Este efecto se presenta en la cepa
PB11, es més resistente al peroxido de hidrégeno y al paraquat en comparacién a las
cepas JM101 y PB12 (Comunicacién personal, Flores N.).

* Recientemente se ha identificado que la proteina FrsA codificada por el gen yafA se
une a la forma no fosforilada de la enzima IIAGk y que este complejo participa en la
regulacion del flujo entre respiracién y fermentacién. La inactivacion del gen que
codifica para FrsA genera un incremento en la respiracién en presencia de glucosa y
la sobreexpresién de FrsA incrementa Ia fermentacion (Koo et.al., 2004). No se han
hecho experimentos con cepas PTS-, pero probablemente la ausencia de la enzima

IIACGle genere un fenotipo parecido al de la ausencia de FrsA.
b) PB11, una cepa hambrienta
Cuando la concentracién de la fuente de carbono llega a niveles micromolares,
E.coli genera una respuesta de “hambre” que consiste en la expresion de

transportadores de alta afinidad que permiten tomar del medio la mayor cantidad de

nutrientes posible.
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El modelo de represién catabdlica por glucosa indica que los transportadores para
carbohidratos no PTS se pueden expresar sélo en caso de que se agote la glucosa y que
ademas haya un inductor en el medio que permita eliminar la represion transcripcional
del sistema. Pero este modelo no puede explicar la expresién de transportadores de
alta afinidad durante la respuesta de “hambre”. Se determiné que durante este
fendmeno, la poca glucosa que es transportada al interior de la célula es transformada
en algin carbohidrato que puede activar los sistemas de transporte de alta afinidad, es

decir, en limitacién de glucosa se sintetizan inductores endégenos (Ferenci, 1999).

Asi, se produce maltotriosa que activa el sistema de transporte de maltosa, y
galactosa que induce la expresién de los transportadores de galactosa. Para el caso de
la autoinduccién por galactosa se requiere de las enzimas codificadas por los genes
galE, galll y pgm para poder sintetizar galactosa a partir de glucosa (Figura 5, p 15.).
Una concentracién interna de galactosa cerca de 2 x 104 M es suficiente para inducir los

operones mgl y gal (Death y Ferenci, 1994).

Hay varias evidencias que indican que la cepa PB11 se estd comportando como una
cepa “hambrienta”:

* La ausencia de PTS disminuye el transporte de glucosa de manera importante, asi
que muy probablemente PB11 esté sensando concentraciones micromolares de
glucosa o glucosa-6-fosfato en su interior.

* En la cepa PB11 se sobreexpresan los genes pgm, galETKM y ligeramente galll que
codifican para las enzimas requeridas para sintetizar galactosa a partir de glucosa.

* Los genes que codifican. para sistemas de transporte de alta afinidad, lamB y mglB

estan sobreexpresados en la cepa PB11.

Por otra parte, se sabe que la expresion de los sistemas Mgl y Gal requieren de
cAMP para su expresion. Sin embargo, se ha comprobado que la presencia del inductor
es mas importante que el incremento de cAMP. Esto es, que las cepas PB11 y PB12 no
requieren presentar niveles muy altos de cAMP para poder transcribir los operones mgl
y gal; tienen suficiente cAMP. Ademads hay que contemplar la posibilidad de que el
cAMP se pueda sintetizar sin la activacion de la adenilato ciclasa dependiente de la

enzima JIAGk-P,
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¢) Transportadores alternativos para la glucosa

Se ha demostrado que la cepa PB12 transporta glucosa a través de GalP (Flores
et.al, 1996), pero en la cepa PB11 atin no es posible definir si la glucosa es internalizada
por MgIBAC, GalP o ambos. Dado que el transportador MgIBAC tiene mayor afinidad
por la glucosa que GalP, seria posible que la glucosa fuera transportada principalmente
por el sistema MgIBAC, pero también hay que considerar que tiene el inconveniente de

requerir mas energia que GalP (Tabla 1, p. 7).

Por otra parte, hay que tomar en cuenta que los niveles de transcrito de galP son
muy parecidos en PB11 y PB12 lo cual indicaria que PB11 también podria estar usando
a la permeasa de galactosa para transportar glucosa. Si éste fuera el caso, la cepa PB11
pCLgalP no habria aumentado su velocidad de crecimiento. Entonces, ;qué pasa con el
transcrito de galP en PB11? Hay varias propuestas:

* Que haya algin factor en PB11 que disminuya el nivel de traduccién de ciertos
mRNA como el de galP. O que la traduccién de MglB compita con la traduccién de
GalP.

* Que el sistema de proteinas que dirige la localizacién de proteinas de membrana
esté disminufda en PB11.

* Que haya mayor actividad proteolitica en la cepa PB11 que genere el corte del

péptido senal de GalP antes de ser localizado en membrana.

PB12 también fue transformada con el pldsmido pCLgalP para evaluar si su
velocidad de crecimiento podia incrementarse, pero no ocurrié asi (resultados no
mostrados), por lo tanto, el sistema de transporte a través de GalP debe haber

alcanzado su maxima capacidad en la cepa PB12.

Por otra parte no debe olvidarse que el transporte es el resultado de la
internalizacién del sustrato més su fosforilacién. Asi que las diferencias en la velocidad
de transporte podrian estar en un grado diferente de fosforilacién entre PB11 y PB12,

éste es un aspecto que se abordara mas adelante.
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Finalmente, la expresién de galP en la cepa PB12 no se debe a ninguna mutacién de
la regi6n reguladora ni en los genes reguladores galR, galS y crp. Todo parece indicar
que en la cepa PB12 se ha mantenido el fenémeno de autoinduccién por galactosa
descrito para la cepa PB11 y que incluso la concentracién de este inductor podria ser
mayor en PB12 que en PB11 lo cual explicaria por qué los niveles de expresion del

operén galETKM son mayores en PB12.

d) De la glucosa a la fructosa-6-fosfato

Las enzimas Glk y Pgi presentan una actividad mayor en la cepa PB12 con respecto
a JM101. Estos datos concuerdan con el andlisis transcripcional y con el incremento de
flujo de carbono en la primera reaccién glicolitica (Flores et.al., 2002; Flores et.al., 2005).
La hipétesis es que si se logra aumentar la actividad de Glk y/o Pgi en la cepa PB11, se

podria mejorar su capacidad para crecer en glucosa como fuente de carbono.

Para estudiar la influencia que tiene la sobreexpresién de Glk y Pgi en el
crecimiento de la cepa PB11 (PTSGIct), se transformé ésta con los genes glk y pgi

clonados en diferentes plasmidos multicopia.

Se observé que el plasmido pCLglk logré aumentar la velocidad de crecimiento de
PB11. Pero también cabe sefialar que el incremento en la velocidad se observé después
de 24 horas de cultivo lo cual haria suponer que probablemente se pudiera requerir la
acumulacién de algtin metabolito. Sin embargo, es de llamar la atencién que no se
observe un incremento de la actividad enzimética. Asi es que el aumento en la
velocidad de crecimiento de esta cepa no esta relacionado con un incremento de la

actividad de la glucocinasa y tampoco se trata de una mutante porque la cinética de

crecimiento fue reproducible.

En cambio en la cepa PB11 pCLglk + pgi si se duplicé la actividad de Glk sin haber
un incremento en la velocidad de crecimiento. Esto implicararfa que el incremento de
la actividad de Glk de manera aislada en PB11 probablemente no favorece su velocidad
de crecimiento. Ademés se sabe que la cepa VH32 (W3110 ptsHIcrr - lacl- lacZ-) no

incrementa su velocidad de crecimiento al ser transformada con un plésmido que
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duplica la expresiéon de glk (Hernandez et.al, 2003). El incremento de actividad
enzimatica cuando se transforma con el plasmido pCLglk + pgi y no con el pCLglk
podria explicarse por el hecho de que el plasmido donde estdn clonados ambos genes
tiene dos promotores: el silvestre para pgi y pTrc para glk; ésto podria estar
favoreciendo la unién de RNA polimerasas y por lo tanto aumentando los niveles de

transcripcién que se refleja en una mayor actividad enzimatica.

Si bien la glucocinasa es indispensable para el consumo de glucosa en la cepa PB12,
es posible que el consumo de glucosa en PB12 no se favorezca por un incremento de
actividad de Glk sino por una mayor disponibilidad de ATP. Cabe recordar que
aparentemente PB12 tiene una mayor capacidad respiratoria y energética que PB11
(Flores et.al., 2005) lo cual implica producir ATP en menos tiempo. Entonces de nada
serviria aumentar la actividad de glucocinasa si no hubiera suficiente ATP. El
determinar la concentraciéon de ATP en las cepas PB11 y PB12 seria un buen indicativo

de la capacidad energética de cada cepa.

También es posible que el incremento de actividad de glucocinasa sélo sea ttil si se
aumenta ademas la entrada de glucosa a la célula. Este parece ser un argumento valido
puesto que s6lo se obtuvieron colonias rojas en agar McConkey (fenotipo Glc*) cuando
se indujeron al mismo tiempo galP y glk en PB11 (ver tabla 12, p. 37). Es decir, una
mayor internalizacién mas fosforilacién pueden regenerar el fenotipo Glc* en la cepa
PB11. Sin embargo, no se ha alcanzado la velocidad de crecimiento de la cepa PB12 lo
cual sugiere que hay otros factores involucrados en el crecimiento en glucosa de una

cepa PTS-; uno de éstos podria ser el incremento de actividad de Pgi y/o la mutacién

del gen arcB.

Hasta el momento no es posible saber si el s6lo incremento de actividad de Pgi
podria mejorar el crecimiento de la cepa PB11 puesto que no se logré incrementar la
actividad de Pgi en PB11 al nivel de la cepa PB12. Para responder este cuestionamiento
tendrfa que clonarse pgi bajo un promotor fuerte e inducible, en un vector de bajo
namero de copias para disminuir la carga metabélica y transformar a la cepa PB11 con

este plasmido.
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Finalmente se ha determinado que el metabolito ppGpp disminuye la actividad de
Pgi, no observdndose el mismo efecto para otras enzimas glicoliticas. El ppGpp se
acumula durante la limitacién de nutrientes y los genes relA y spoT estan involucrados
en su sintesis. En una cepa relA- se incrementan levemente los niveles de fructosa-6-
fosfato, fructosa-1,6-bifosfato y dihidroxiacetonafosfato (Taguchi et.al., 1978). La
inactivacion del gen relA podria representar una ventaja adaptativa para una cepa PTS-
pues se incrementarfan las concentraciones de varios intermediarios glicoliticos y

ademas disminuiria la concentracion de ppGpp lo cual activaria a Pgi.

e) Las posibles ventajas de inactivar el sistema de regulacién Arc

Las evidencias més importantes con las que contamos hasta el momento son:

» Lamutacién en arcB de la cepa PB12 genera sensibilidad al azul de toluidina que es
caracteristica de una cepa arcA- (Iuchi y Lin, 1988).

e En la cepa PB12 estan ligeramente sobreexpresados los genes del ciclo de TCA
(Flores et.al., 2005) al igual que ocurre en una cepa mutante en arcA crecida en
aerobiosis (Nystrom et.al., 1996).

* La interrupcién del gen arcA en la cepa PBI1 genera una duplicacién en la
velocidad de crecimiento de la cepa.

e Las cepas PB11 arcA- y PB12 no presentan los mismos niveles transcripcionales de

los genes estudiados del ciclo de Krebs.

Para entender el impacto de la mutacién en arcB (Tyr 71 = Cys 7)) detectada en PB12 es
importante conocer el mecanismo de accion de esta protefna. En anaerobiosis, ArcB se
autofosforila y fosforila a ArcA, la cual forma un tetrdmero de dimeros para poder
unirse al DNA (Jeon et.al., 2001). La secuencia consenso de unién de ArcA a sus blancos
es: GTTAATTAAATGTTA. En la figura 8 se muestran cudles son las bases mas
conservadas (Liu y De Wulf, 2004). La unién de este regulador transcripcional a sus
secuencias blanco controla la expresién de numerosos operones involucrados en el

metabolismo respiratorio y fermentativo.
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Figura 8. Secuencia de reconocimiento de ArcA-P.
Las letras mas grandes indican que hay mayor conservacion.

En aerobiosis las quinonas de membrana estimulan la formacién de puentes de
disulfuro intermoleculares en la region citosolica de ArcB lo cual inhibe su actividad
cinasa (Malpica et.al, 2004). En la figura 9 se esquematiza este proceso. Durante
condiciones de oxidaciéon se ha detectado que ArcB puede incluso desfosforilar a
ArcA-P in vitro (Georgellis et.al., 1998). Existe la propuesta de que el nuevo residuo de
Cys en la posicion 71 de ArcB podria generar un puente de disulfuro entre dos
moléculas de ArcB y posiblemente podria incrementarse su actividad desfosforilante.
De esta manera el aumento en los niveles de transcripcion para los genes de TCA de la

cepa PB12 podria explicarse por la desfosforilacién de ArcA.

Puesto que los genes de TCA se sobreexpresan tanto en la cepa PB12 como en una
cepa arcA-, se genero la cepa PB11 arcA- buscando encontrar una elevacion del nivel de
transcripcion de los genes de TCA. Se esperaba que los transcritos de los genes gltA,
acnA, icdA, sucA, sdhB, fumA, glpD y sodA se incrementarian en PB11 arcA- de manera
similar a como ocurre en la cepa PB12. Sin embargo, los niveles de transcrito de esos

genes disminuyeron o no variaron en PB11 arcA- comparados con PB11.

Existe un reporte que podria ayudar a entender estos resultados. Se ha
determinado que una cepa arcA- durante la transicién de aerobiosis a microaerobiosis
se comporta como si hubiera mayor actividad de FNR. Este regulador aumenta la
transcripcién de genes de anaerobiosis y disminuye la de genes de aerobiosis debido a
un aumento en la relaciéon de NADH/NAD* (Levanon et al., 2005). También se sabe
que la eliminacién de arcA aumenta la relacion de NADH/NAD*+ al incrementarse la

oxigenacion del sistema (Alexeeva et.al., 2003). En la tabla 13 se muestra que los valores
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de transcripcion de los genes regulados por FNR efectivamente estan ligeramente
reprimidos en PB11 arcA- respecto a PB11. Estas observaciones sugieren que PB11 arcA-
podria estar respondiendo como si hubiera mayor actividad de FNR por un
incremento en la relacion de NADH/NAD*. Ademas, el que haya una mayor
concentracion de NADH en PB11 apoya la observacién de que esta cepa resiste mejor
el estrés oxidativo que PB12 y JM101. (Comunicacién personal, Flores N.) Sin embargo,

no hay que olvidar que FNR es sensible al oxigeno.

A Cremallera Dominio Dominio Dominio receptor Dominio Fosfo-
| de leucina PAS Transmisor (H1) (D1) transmisor (H1)
f 1 f == g f I
1 73 115 263 520 640 778
™ .
Cys180 i5202 Asp576 His717
1 2 | Hls|29_ N Gl G2
1 % 1 r | £ 6% GARERG } 25 8 506 1 360 RN o 778
Cys241 VS
3 l ar &
B o E 5 A
® 3 ih &

B Anaerobiosis — Aerobiosis

15% 0% Actividad cinasa

Figura 9. A) Representacién de los dominios que conforman a ArcB. B) Formacién de puentes
de disulfuro intermoleculares en ArcB en aerobiosis (Malpica etal, 2004). La mutacién
detectada en PB12 se encuentra en la segunda regién transmembranal.

Hay que considerar que el fenotipo arcA- tal vez no sea igual en la cepa PB11 (PTS))
que en la PB12 (PTS-Glc*); posiblemente interfiera el elevado estrés que presenta PB11
en comparacién a PB12. Ademas, dado que las redes de regulaciéon son muy complejas,
esto es, que la transcripcion no sélo esté sujeta a un sélo sistema de regulacién, no se
debe ignorar la ausencia del sistema PTS al analizar las consecuencias de la eliminacién

del regulador transcripcional ArcA. El sistema PTS tiene un papel regulatorio
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importante por lo que su inactivacién podria estar interviniendo también en el fenotipo
arcA-. Ademas, no se sabe si la cepa PB12 presenta algun otro cambio en un regulador

que esté involucrado en la modificacion de los patrones de transcripcion.

En general la transcripcion de los genes de TCA en la cepa PB11 arcA- esta por
debajo de los niveles reportados para PB11 a excepcién de glcD. Este gen codifica para
la glicolato oxidasa y es fuertemente reprimido por ArcA-P y activado por la proteina
GleC (Liu y De Wulf, 2004). A su vez el gen glcC es reprimido por ArcA-P y FNR no
participa en su regulacién. Un aumento del activador GlcC podria explicar que los

niveles de glcD estén tan elevados en PB11 arcA-.

Por otro lado, el nivel de transcrito de glk en la cepa PB11arcA- casi no se encuentra
modificado respecto a PB11 y el transcrito de pgi disminuy6. Se sabe que en
anaerobiosis se incrementa la actividad de Pgi (Schreyer y Bock, 1980), lo cual podria
ser un indicio de que este gen estd regulado positivamente por ArcA-P y que al ser
eliminado arcA, la transcripcién de pgi disminuye. Sin embargo no existe ningin
reporte que incluya a pgi en el regulon de Arc; ademds habria que cuestionarse si el
aumento de actividad de Pgi reportada en anaerobiosis se debe al incremento de su
transcrito o a la presencia de algun activador enzimatico. Serfa importante estudiar la

posibilidad de que pgi forme parte del regulén de Arc.

A pesar de que se han identificado mas de 50 nuevos operones involucrados en el
regﬁlon de ArcA-P (Liu y De Wulf, 2004), ain debe haber blancos que no se conocen.
Por ejemplo, no se tenia reporte de que ptsG fuera regulado por ArcA y ahora se sabe
que la eliminacién de arcA incrementa 2 veces la expresion de ptsG y la sobreexpresién
de arcA disminuye el consumo de glucosa (Jeong et.al.,, 2004). De la misma manera los
genes glk y/o pgi podrian ser regulados por ArcA aunque hasta el momento no se
tengan reportes al respecto. Se hizo una busqueda de la secuencia consenso de unién
para ArcA-P en los genes glk y pgi y se encontraron posibles sitios de unién que se
muestran en la figura 10. Pero incluso si se llegara a demostrar que ArcA-P activa la
transcripcién de pgi, esto no explicaria por qué se incrementan los niveles de transcrito

en la cepa PB12; éste es un aspecto que se seguiré estudiando.
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A -105 (10/15)

ARTTCGCCCTTGCGGTCAGTAGT TCAGC TAATAAATGC TTCACTGCGC TAAGEGTTTACACTCAACHT

TTAAGCGGGAACGCCAGTCATCAAGTCGATTAT TTACG AACTGACCCGATTC f CARAT CTGAGTTC]]
NH,-Pgi

TTCCAAAGTCACAATTCT CARAA TCAGAAGAGT ATTGC JARTGARAAACATCAATC

CGCAGACCGCTG

AGGCACTACAGARACACTT! ACGTTACGAT

I\AGGTTTCAGTGTTAAGRGT':’E'Ti\GTL.‘.'TC'ICATMCGATTACTT‘TTTG;.‘\G‘:".'AGCTTIZ—':G"C‘ﬁ‘GGCGACGG)\CCG‘TCC'Z}T ;ATG'.‘CT’TTGTG.'\AGCTI\CT TTACTTTCTGC
+115 (10/15)

CGCCGATCTTTTTGCTAAAGACGGCGATEGTTT TTCTAAGT Y TCCGCAACCT TCGACGATCAGATGC TGGTGGATTACTCCAAAMAC CGCATCACTGAAGAGA

GCTGGCGARATTACA

GCGGCTAGAARAACGATT TCTGC CGCTABCAAAAAGAT TCANJGNACGCG TTGSAAGCTGCTAGT CTACGACCAC CTAATGAGGT TTTTGGCGTAGTGAC TTCT CGCTTTAATGT

B NH»-GIk

GTGAGAAAGAATTATTTT GACTT TAGCGGAGCAGTTGA AGHAT GACAAAGTATGCATT AGTCGGTGAT GTGGG CGGCACCAAC GCACG TCTTGCTCTG TGTGATATTGCCAGT GCTCAN

CACTCTTTCTTAATAAAACTGRAATCGCCTCGT CAACT TCTTACTGTT TCATACGTAA TCAGC CACTACACCC GCCGT GGTTGCGTGC AGAACGAGACACACT ATAACGGTCACTACTTT

TCT CGCAGGCTAAGACCT ATTCAGGGCTTGATTACCCC AGCCTCGAAGCGGTCATTCGCGTTTATCTTGARGAARCATAAGGTCCAGGT GARAGACGGC T'GTAT TGCCATCGCT TGCCCAA

AGAGCGTCCGATT CTGGA TAAGT CCCGAACTAATGGGG TCGGAGCTTC GCCAG TAAGC GCARATAGARCTTCT TGTAT TCCAGCTCCA CTTTC TGCCGACATAACGGTAGCGAACGEGTT

TTA CCGGTGACTGGGTGSCGATGACCARCCATACCTGGGRGTT CTCAATTGCC FAAAT GAAAL AGANT CTCGG TTTTAGCCAT CTGGA AATTATTAAC GATTT TRCCGCTGTATIGATGE

AAT GGCCACTGAC CCACCGCTAC TGCTTGGTATGGACCCRCAAGAGTTAACGG FTTTACTTTT TCTTAGAGCC AAAAT CGGTAGACC T TTAAT ARTTGCTAAA T

Figura 10. Posibles sitios de unién de ArcA-P en las regiones reguladoras de pgi y glk. Estos
sitios estan encerrados en recuadros; arriba de cada cuadro se indica la posicién del nucleétido
central respecto al ATG de inicio y los nimeros entre paréntesis indican el nimero de bases que
coinciden con las 15 que conforman la secuencia consenso para ArcA-P.

Por dltimo, para poder analizar con mayor exactitud la influencia de la mutacion
en arcB sobre los niveles transcripcionales de genes de TCA, se requeriria intercambiar
en la cepa PB12 el gen arcB mutado por el gen arcB silvestre o cambiar el arcB silvestre

por arcB mutado en la cepa PB11.

Hasta el momento se han logrado importantes avances sobre la caracterizacién de
las cepas PB11 y PB12 y se han detectado algunos factores que favorecen el
crecimiento de estas cepas. Sin embargo atin falta identificar cuéles fueron las

mutaciones que se seleccionaron en PB12.

49



CONCLUSIONES

e No se detecté ninguna mutacién en los genes del regulén de galactosa. La
sobreexpresion del regulén de galactosa en las cepas PB11 y PB12 se explica por la
sintesis interna de galactosa como autoinductor del sistema.

e La sobreexpresion de pgi y glk no pueden ser explicados por cambios en la
secuencia nucleotidica de éstos ya que no se detecté mutacion en las regiones
estructurales ni reguladoras de los genes.

e En la cepa PB12 se seleccioné una mutacion en el gen arcB que cambia un residuo
de Tyr por uno de Cys en la segunda regién transmembranal de la proteina. En la
cepa PB12 se sobreexpresan los genes de TCA que es un fenotipo arcA- .

e La eliminacion del gen arcA incrementa el crecimiento de la cepa PB11. Sin
embargo, este efecto no estd relacionado con un incremento en la expresién de
genes de TCA. Atn no se conocen los elementos responsables del aumento de
velocidad.

e La presencia del plasmido pCLgalP casi duplica la velocidad de crecimiento de la
cepa PB11, lo cual implica que la sobreexpresién de galP puede al menos
parcialmente restituir el transporte de glucosa en PB11.

e La duplicacion de la actividad de glucocinasa en la cepa PB11 utilizando el
plasmido pCLglk + pgi no incrementa la velocidad de crecimiento de la cepa.
Aparentemente, el incremento de actividad de la glucocinasa no es de manera
aislada un factor que favorezca el consumo de glucosa por parte de la cepa PB11.

e La transformacién de la cepa PB11 con el plasmido pCLpgi no incrementa de
manera importante la actividad enzimética. Por tanto atin no es posible saber si
s6lo el incremento de actividad de Pgi en la cepa PB11 podria incrementar su
velocidad de crecimiento.

e La presencia del plasmido pCLglk+galP mas IPTG incrementa mas de 5 veces la
velocidad de crecimiento de la cepa PB11 lo cual sugiere fuertemente que la suma
de una mayor internalizacién de glucosa por GalP més fosforilacién por Glk

generan un fenotipo Glc* en la cepa PB11.
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PERSPECTIVAS

¢ Aun falta identificar la o las mutaciones involucradas en el fenotipo PTS-Glc* de la
cepa PB12 ademas de la mutacion detectada en arcB. Si en PB12 se hubiesen
seleccionado dos mutaciones, entonces es probable que la complementaciéon de una
cepa PB11 ArcB Tyr 71 - Cys con un banco del genoma de PB12 podria permitir la
deteccién de la otra mutacién. Esta opcién seria viable en caso de que se trate de
una sola mutacién puntual. Pero también es posible que en PB12 haya més de una
mutacién o que incluso haya ocurrido un fenémeno de transposicién o de
duplicacién genética.

¢ Para profundizar en la caracterizacién de la mutacién en arcB se podria analizar el
crecimiento de la cepa PB12 en anaerobiosis y diferentes niveles de oxigenacién. Si
la mutacién en arcB genera un aumento de la actividad desfosforilante de la
proteina, se dificultaria el crecimiento de PB12 en microaerobiosis.

¢ No se ha determinado la causa de la sobreexpresion de glk y pgi. La fusion de las
regiones reguladoras de glk y pgi con el gen que codifica para la B-glucuronidasa y
el monitoreo de actividad al hacer complementaciones con un banco, podria
permitir ]Ja deteccién del gen responsable de dicha sobreexpresién. También
podria investigarse la posible regulacién de ArcA-P sobre glk y pgi.

¢ La cuantificacién de ATP, NAD*/NADH y NADP*/NADPH de las cepas PB11 y
PB12 serfa atil para conocer el estado energético y capacidad biosintética de las
“mismas.

e Actualmente continda el trabajo de secuenciacién y estudio de sistemas

reguladores involucrados en respuesta a estrés como RpoS, SoxR y SodA.
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Actividades relevantes desarrolladas durante la maestria

% Publicacion de articulos como coautora.
En ambos proyectos participé principalmente en la manipulacién de RNA (extraccién,

cuantificacién, y purificacién) y en el desarrollo del analisis transcripcional por RT-

PCR.

* Flores N, Flores S, Escalante A, de Anda R, Leal L, Malpica R, Georgellis D, Gosset
G, Bolivar F. Adaptation for fast growth on glucose by differential expression of
central carbon metabolism and gal regulon genes in an Escherichia coli strain lacking

the phosphoenolpyruvate:carbohydrate phosphotransferase system, Metab Eng
2005; 7(2): 70-87.

La bacteria E.coli utiliza la mitad del PEP producido durante la glic6lisis para
transportar a la glucosa por el sistema PTS. Para incrementar la disponibilidad de PEP hacia
la produccién de compuestos aromaticos, se eliminé e] sistema PTS para dar origen a la
cepa PB11 (PTS-). Posteriormente se aisl6 y caracterizé a PB12 (PTS-Glc*), una cepa mutante
derivada de PB11 que puede consumir glucosa y crecer mas rapido que PB11. En este
articulo se reporta un andlisis transcripcional comparativo entre estas cepas de genes
involucrados en el metabolismo central de carbono de glucosa, el transporte y la regulacién
transcripcional. Se determiné que PB11 se comporta como una cepa hambrienta y que tiene
capacidades glicoliticas y gluconeogénicas simultdneas. Por otra parte los genes gk, pgi, del
TCA y de respiracion estdn sobreexpresados en PB12 lo cual podria proporcionarle una
ventaja adaptativa. La mutacién detectada en arcB es probablemente responsable de la
sobreexpresién de genes de TCA en la cepa PB12.

Varios resultados del presente proyecto fueron incluidos en este articulo.

* Lara A, Leal L, Flores N, Gosset G, Bolivar F and Ramirez O. Transcriptional and
metabolic response of recombinant Escherichia coli to spatial dissolved oxygen
tension gradients simulated in a scale-down sy'stem. Biotechnol Bioeng. (In press)

Una cepa de E.coli productora de proteina verde fluorescente (GFP) fue sometida a
oscilaciones de oxigeno disuelto (DOT) simulando los gradientes que se presentan en
biorreactores de gran escala. Se determinaron los niveles de transcripcién de genes de
fermentacién 4cida por RT-PCR. Los resultados sugieren que bajo estas condiciones de
crecimiento el TCA funciona en su modalidad de 2 ramas abiertas y que el citocromo de
mayor afinidad al oxigeno se usa preferencialmente. Por otra parte, la produccién de GFP

fue 19% menor con respecto al control. La respuesta transcripcional de E.coli reportada en
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este articulo permitira establecer criterios que permitan disefiar estrategias para mejorar el

desempefio de cultivos a gran escala.
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Abstract

Phosphoenolpyruvate (PEP) is a key intermediate of ccllular metabolism and a precursor of commercially relevant products. In
Escherichia coli 50% of the glucose-derived PEP is consumed by the PEP:carbohydrate phosphotransferase system (PTS) for glucose
transport. PTS, eacoded by the pisHierr operon, was deleted from IMI01 to generate strain PBI1 (PTS™Gic™). PBI2, a mutant
derived from PBII1, grows faster than the parental strain on glucose (PTS™Gk™ phenotype). This strain can redirect some of
the PEP not utilized by PTS into the high vield synthesis of aromatic compounds from glucose. Hero, we report a comparative
transcription analysis among these strains of more than 100 genes involved in central carbon metabolism during growth on
glucose. It was found that in the PTS™ strains that have reduced glucose transport capacities, several genes encoding proteins
with functions related to carbon transport and metabolism were upregulated,, Therefore, it could be inferred that these strains
synthesize autoinducers of these genes when sensing very low internal glucose concentrations, probably for scavenging purposs.
This condition that is permanently present in the PTS™ straing even when growing in high glucose concentrations allowed
the simultanzous utilization of glucose and acetate as carbon sources. It was found that the gal operon is upregulated in these
strains, as well as the ace BAK, pox B and acs genes among others. In PB12, gik, pgi, the TCA cycle and certain respiratory genes are
also upregulated. A mutation in arcB in PBI2 is apparently responsible for the upregulation of the TCA cycle and certain
respiratory genes.

(> 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Escherichia coli, PTS ™, urcA; urc B, galP; glk, pyi; rpeS, RT-PCR; Starvationsstress response; TCA; Glyoxylawe shunt; Autvinducers;
Accusts, Phosphoenolpyruvaie; Pyruvate

1. Introduction 1991). This discipline has been applied in Escherichia

coli to improve productivity and yield in the synthesis of

Metabolic engineering can be defined as the modifica-
tion of cellular enzymatic. transport and regulatory
activities with the aim of strain improvement (Bailey,

*Corresponding anthor. Fax: + 52 7773172388
E-mail address: noemi(ribLunam. mx (N. Flores).

1086-71761S - see front matter € 2004 Hsevier Inc. All rights reserved.

doi;10, 1016/} ymben, 2004, 10.002

specific metabolites. Sotne of the strategies followed to
achicve these goals include modification or elimination
of the phosphoenolpyruvate (PEP):carbohydrate phos-
photransferase system (PTS). This protein syslem
belongs to the group translocator class of transporters,
which are widespread in bacteria (Saier, 2002). One ol
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Abstract: Escherichiacol, expressing recambinant green
fluorescent protein [GFP), was subjected to dissolved
oxygen tensian (DOT) oscitistions in a two-compsitment
gyatem for simulating gradients that can occurin large-
scale bioregctors, Cells were continuougly circulated
between the anserobic ((% DOT) and gerobic {10% DOT}
vaesele of the scale-down gyatermn to mimic an overali
circulation time of 50 5, and s mean resldence time in
the ansercbic and aerobic compartments of 33 and 17 5,
reapactively. Transcrption levels of mixed ecid fermean-
tation genes (idhA, pexB, frodD, sckA adht, pfiD, and
fahf, measured by quantitstive RT-PCR, increased
betwean 15- to over §-fold under oscillstory DOT com-
pared to aerobic cultures feonstant 10% DOTY. In addition,
the tranacrption level of fumB incressed whereas it de-
creased for sucA and sucB, suggesting thet the trhcar
boxylic acid cyeta was functioning a2 two open branches.
Gene transcription levels revealed that cytrochrome bd,
which has higher affinity to oxygen but lower energy
efficiency, was preferred over cytochrome b0, in oscilla-
tory DOT cuftures. Post-transcriptional processing limited
heterologous protein production in the scale-down sys-
tam, as inferred from similar g transcrption but 19%
lower GFP concentration compared to serobic cultures.
Simulated DOT gredients also affectad the transcription of
genea of the glyoxylste shunt lacaAl, of global regulators
of serobic andanperobic metaboliam {fnr, arcA, and arc8),
and other relevant genes {fuxS, sodA, fumA, snd sdhB).
Transcriptional changes explained the observed ahers-
tionsin oversll stoichlometric and kinetic parameters, and
production of ethanal and orgenic acids. Differences in
transcription Jevels batween sercbic eand anaerobic
pompantments were also ohserved, indicating that £. coli
can regpond very fast to intermittent DOT conditions. The

Corvespondence o Qctavio T. Ramker.

Contact graat spoascex: CONACYT, DGAPA

Coctmct grast semberc NCERL 41247, 46408, 2; BNZAMOY, INZ1S902,
IX284404

2005 Wiey Padodicake, ne.

transeriptional responses of £, coli to DOT gradients re-
ported here are useful for establishing rational scale-up
criterle and strain design atrategies for improved culture
performance at 1arge scales. & 245 Wilay Periodicals, ina
Keywords: recombinant E. coti; scale-dgwn; aerobic and
anagrobic metaboliam; transgrptomics; dreulation time;
dizsolved oxygen gradients; scale-up; scale-down

INTRODUCTION

The design and operation of large-scale fermenten: is con-
strained by practical issues that frequently lesd to mixing
problems and the concomyitant sppearance of spatial grad-
ientsin culture parsmeters (Amanullsh etal., 2004 ; Davidson
et al, 2003; Palomares and Ramifrez, 20(0); Schmalzviedt
et al, 2003). Under such conditions, cells ame contimuaaly
expesed to an oscillating envimnment that can affect their
metabolic and physiologic behavior. This explains the dif
ferent perfirmance generally observed between large-scale
cultires and lshomtory shudies comducted under well-
controlled conditions (Byhmd et al, 1998, 1999, 2000;
Hewitt et al., 2X0; Namdey et al, 199% Onyeaka et al,
2032). The effects of environmental fluetations on cellz can
be investigated in scale-down systems as criginally proposed
by Qoaterhuis (1984). Using suchapproach, the effectzof pH,
dizsclved oxygen temsion (DOT), amd substrate gradients
have heen studied on & variety of organisms ranging from
hacteria (Amanullah & al, 2001; Bylund et al, 1999;
De Leon et al, 1995; Hewitt et al, 2000; Namdey et al
1993; Ocsterhiis et al, 1985, Sandoval-Basmto et al,
2005, Tnijillo-Ralddn et al, 2001) and yeast {Conés
et al, 2005, George et al, 1993), to mammalisn cells
(Osman et al, 2002: Searsro et i, 2004). The sudy of cell
physiology under such flucheating conditions haz heen
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% Participacién en congresos

* Presentacién oral del trabajo “Impacto de la sobreexpresién de galP, glk y pgi sobre
una cepa de Escherichia coli PTS” en el XI Congreso Nacional de Biotecnologia y

Bioingenieria que tuvo lugar en Mérida, Yucatan del 18 al 23 de sep. del 2005.
e DPresentacién del cartel titulado “Analisis transcripcional del regulén de galactosa

en cepas de Escherichia coli PTS-Glc*” en el XXV Congreso Nacional de Bioquimica

que tuvo lugar en Ixtapa, Zihuatanejo del 28 de nov. al 3 de dic. del 2004.
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APENDICE

a) Clonacion de los genes pgi y glk en plasmidos multicopia

Btgl
Ncol
Styl
EcoRlI
[Ecl136ll
Sacl
Acc65l
Kpnl
1Aval
Smal
Xmal
BamHI
Xbal
Sall
Sbfl
Pstl
Hindlll

rep

pCL1920 ez
4.6 kb

spc/ str

Figura 11. Representaciéon de los vectores utilizados para clonar los genes pgi y glk. Es
importante mencionar que el sitio multiple de clonacién del vector pCL1920 aparece invertido
en la referencia original (Lerner e Inouye, 1990; Amann et.al., 1988).

Tabla 14. Clonaciones de este trabajo

12 Vector itio de ‘l"m}aciﬁn‘,:,’f:
/115 “PTrc99A EcoRl
160 / 260 pTrc99A ~30 EcoR1
160 / 260 pCL1920 ~ 5 EcoR1
*pCLvglk pgi 160 / 260 pCL1920 ~ 5 Xba I - BamHI

* El gen pgi fue clonado en tdndem con respecto a glk en el plasmido pCLv1glk construido
anteriormente (Hernandez et.al., 2003).

** El primer ntimero indica la cantidad de pb clonadas en el extremo 5’ con respecto al ATG de
inicio; el segundo ntimero indica la cantidad de pb clonadas después del codén de término del
gen.
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b) Abreviaturas mas importantes utilizadas en este trabajo

Tabla 15. Abreviaturas usadas para compuestos quimicos.

Glc Glucosa

G6P Glucosa-6-fosfato
6PGNL 6-Fosfogluconolactona
F6P Fructosa-6-fosfato
PEP Fosfoenol piruvato
Ac-CoA Acetil coenzima A
CoA Coenzima A

A-AMP Acetil AMP

Ac-P Acetil fosfato

Tabla 16. Nombre de las proteinas codificadas por los genes enlistados a la izquierda.

ackA Acetato cinasa maeB Enzima malica

acnAB Aconitasa dependiente de NADP*

aceA Isocitrato liasa mdh Malato deshidrogenasa

aceB Malato sintasa A mglB Transportador ABC

acs Acetil coenzima A para galactosa
sintetasa nuoF Subunidad de la NADH

cyaA Adenilato ciclasa deshidrogenasa

fumA Fumarasa Pdh Piruvato

galE UDP-glucosa 4- deshidrogenasa
epimerasa pckA PEP carboxicinasa

galK Galactocinasa pfl Piruvato formato liasa

galM Galactosa-1-epimerasa pgi Fosfoglucosa isomerasa

galP Permeasa de galactosa pgm Fosfoglucomutasa

galT Galactosa-1-fosfato poxB Piruvato oxidasa
uridiltransferasa ppc PEP carboxilasa

gallu UTP-glucosa-1-fosfato- pps PEP sintasa
uridiltransferasa pta Fosfato acetil-

glcB Malato sintasa G transferasa

gleD Subunidad D de la pykAK Piruvato cinasas
glicolato oxidasa isoenzimas A y F

glk Glucocinasa sdhABCD Complejo de la

glpD Glicerol-3-fosfato- succinato
deshidrogenasa deshidrogenasa

gltA Citrato sintasa sfcA Enzima malica

hupA Subunidad o de la dependiente de NAD*
proteina de unién a sodA Superéxido dismutasa
DNA (HU) sucAB Subunidades del

hupB Subunidad B de la complejo de la a-
proteina de unién a cetoglutarato
DNA (HU) deshidrogenasa

icdA Isocitrato sintasa sucCD Subunidades del

lamB Receptor de alta complejo de la succinil-
afinidad para maltosa CoA sintetasa
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