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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 producción de compuestos aromáticos de interés industrial se generó, a

partir de la cepa silvestre JMI01, la derivada PBll (PTS-) la cual se sometió a presión

selectiva hasta obtener mutantes que crecen más rápido en medio mínimo con glucosa.

Se ha determinado que la cepa mutante PB12 (PTS- Clct) utiliza a la permeasa de

galactosa (GalP) para transportar glucosa y a la glucocinasa (Glk) para fosforilarla;

además, el gen que codifica para la fosfoglucosa isomerasa (Pgi), la primera enzima

glicolítica, está sobreexpresado 6.6 veces con respecto a la cepa silvestre JMI01 . Sin

embargo aún 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 regulación

transcripcional y enzimáticos involucrados en el fenotipo Clc" de la cepa PB12. Los

resultados más relevantes se mencionan a continuación:

• Por PCR en tiempo real (RT-PCR) se determinó que los genes del regulón de

galactosa: galP, galETKM, galU, mglB y galS están sobreexpresados tanto en la cepa

PBll como en la PB12. No hay ninguna mutación en el regulón; aparentemente

esta sobreexpresión se explica por la síntesis endógena de galactosa como

autoinductor del sistema.

• En la cepa PB12 se seleccionó una mutación en el gen arcB que cambia un residuo

de Tyr por uno de Cys en la segunda región transmembranal de la proteína.

Además, en la cepa PB12 hay una ligera sobreexpresión de los genes de TCA, lo

cual es característico de una cepa arcA-. La eliminación del gen arcA incrementó el

crecimiento de la cepa PBll, pero su patrón de transcripción no es semejante al de

PB12.

• La transformación de PBll con el plásmido pCLglk+galP incrementa más de 5

veces la velocidad de crecimiento de la cepa PBll lo cual sugiere fuertemente que

la suma de una mayor intemalización de glucosa por GalP más fosforilación por

Glk generan un fenotipo Glct en la cepa PBl1.
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INTRODUCCIÓN

En E. coli, el transporte de azúcares y en particular la glucosa, depende del sistema

de fosfotransferencia (PTS). Además de esta función, el sistema PTS regula los procesos

de represión catabólica y participa como elemento transductor de señales en la

quimiotaxis (Postma et.al., 1996).

La mitad del fosfoenolpiruvato (PEP) producido durante la glucólisis es consumido

por PTS durante la internalización de glucosa. El PEP es un metabolito celular clave en

la síntesis de varios productos de interés industrial, como los compuestos aromáticos.

Se han desarrollado varias estrategias para incrementar la disponibilidad de PEP hacia

la producción de compuestos de interés; una de estas estrategias es la inactivación del

sistema PTS. Sin embargo, la eliminación 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 propósitos de producción (Flores ei.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 PBll

que carece del sistema PTS (llplsHlcrr::kan) (Lévy et.al., 1990). La cepa PBll (PTS-Glc-)

se cultivó bajo presión de selección y se aislaron mutantes capaces de crecer en glucosa

(PTS-Glc+) a velocidades mayores que la cepa progenitora PB11. Se ha iniciado la

caracterización de dos cepas mutantes, la PB12 y la PB13. Se demostró que

específicamente la cepa PB12 puede incrementar el flujo de PEP hacia la síntesis de

compuestos aromáticos, así que tiene el potencial de convertirse en un buen sistema

para la producción de metabolitos de importancia comercial (Flores et.al., 1996). Por tal

razón es que la caracterización de las cepas PTS-Glc+ se ha enfocado más en la cepa

PB12.

Se determinó que PB12 utiliza a la permeasa de galactosa (GalP) para transportar

glucosa y a la glucocinasa (Glk) para fosforilarla (Flores et.al., 2002 y Flores ei.al., 2005).

Como objetivo de este trabajo, se pretende explicar el incremento en la expresión de los

genes galP y glk utilizando diversas estrategias como es la determinación de niveles de
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transcrito por RT-PCR y la secuenciación de genes del regulón de galactosa. En

segundo lugar se analizará si el incremento de actividad de las enzimas glucocinasa y

fosfoglucocinasa, puede aumentar la velocidad de crecimiento de la cepa PT5

denominada PBll.

Finalmente se investigará la causa de la sobreexpresión de genes que codifican para

enzimas de TCA detectada en PB12 por la técnica de RT-PCR. Alguna mutación en los

sistemas reguladores más importantes de esta vía podría explicar el incremento de la

transcripción de genes de TCA.

A continuación se explicará el funcionamiento del sistema PT5, la estrategia para

generar cepas PT5- capaces de consumir glucosa y las diferentes metodologías que se

han utilizado para su caracterización.
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ANTECEDENTES

El transporte de glucosa en E. coli

Una de las características morfológicas 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 proteínas embebidas en las membranas que forman

canales. En la membrana externa hay proteínas llamadas porinas siendo las más

abundantes la OmpC y OmpF. Cuando la concentración 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 grupo (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 translocación del carbohidrato a través de la

membrana citoplasmática está acoplada a su fosforilación.

El sistema PTS está integrado por:

• La llamada "enzima 1" (El) Y la proteína HPr que es estable al calor y rica en

histidinas son proteínas citoplasmáticas que participan en el transporte de todos los

carbohidratos PTS.

• El complejo enzimático 11 conformado por varios componentes diferentes que son

específicos para cada carbohidrato. E. coli cuenta con 21 complejos enzimáticos 11

para el transporte de diferentes azúcares. Para el transporte de glucosa se requiere

del componente soluble IIA y la proteína integral de membrana IICB que posee

dos dominios.

Además de los componentes específicos para glucosa, este carbohidrato también

puede transportarse por el sistema PTS de manosa (lIMan).
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El fosfoenolpiruvato (PEP), un intermediario de la glicólisis, inicia la cascada de

fosforilación al donar su grupo fosfato a la enzima lla cual a su vez lo transfiere a la

enzima HPr. Una vez fosforilada, HPr-P cede su grupo fosfato directamente al

componente 1I el cual fosforila a la glucosa entrante (Postma et.al., 1993; Nikaido y

Saier, 1992). En la figura 1 se esquematiza esta cascada de fosforilación.

El PEP es dos veces más energético que el ATP (~Go de hidrólisis de aprox. 14

kcal/rnol comparado con 7.5 kcal /mol para el ATP), lo cual hace que el sistema PTS

pueda acumular sustrato en un exceso de 106 veces contra un gradiente de

concentración. El azúcar 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 sistema

de transporte que permite la más efectiva acumulación de sustrato (Saier y Chin, 1990).

En E. coli, los genes que codifican para las enzimas J, HPr y lIAGlc forman el operón

ptsHlcrr. El gen ptsGque codifica para la proteína lICBGlc se encuentra en otro locus (De

Reuse et.al, 1984).

Citoplasma

p --------.

pEPx@~Sl
Piruváté rEi\ Q ~_

C<p ~ ~-p

Periplasma

Glucosa

Figura 1. Transporte de glucosa por el sistema PTS. La glucosa es transportada principalmente
por la enzima IlBCGIc y también puede intemalizarse por la enzima IlABCD Man (Gosset, 2005).

Además de participar en el transporte de carbohidratos, el sistema PTS ejerce

funciones a nivel regulatorio. En presencia de glucosa, la enzima lIAGlc transfiere el

grupo fosfato a la enzima 1I y una vez desfosforilada ésta se une a varias permeasas

inhibiendo la entrada de azúcares no PTS; a este fenómeno se le denomina"exclusión

de inductor" . En ausencia de un carbohidrato tipo PTS, la enzima lIAGlc_p interactúa
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con el dominio C-tenninal de la enzima adenilato ciclasa y se activa el dominio

catalítico N-tenninal para producir AMPc a partir de ATP (Saier et.al., 1996). La unión

de AMPc al regulador transcripcional CRP activa muchos sistemas sujetos a represión

catabólica. Además, la proteína I1AGlc ejerce un control negativo sobre la traducción del

RNAm del gen rpoS, el cual codifica para la unidad e s que participa como parte del

sistema de transcripción que usa la bacteria en condiciones de estrés (Ueguchi et.al.,

2001;Weber et.al., 2005).

b) Vías alternativas para transportar glucosa

Las cepas mutantes en el sistema PTS (componentes generales o específicos 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 I1Glc desacoplado de la cascada de fosforilación convencional.

Se ha propuesto que la enzima I1Glc, funciona como un poro que está cerrado en

ausencia de fosforilación pero que se abre al ser fosforilado. Algunas mutaciones

en los genes ptscrr y ptsG dan lugar a poros permanentemente abiertos que

permiten transportar glucosa en ausencia de fosforilación (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 periplásmico, 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 adición de PQQ para poder generar gluconato a partir de glucosa.

• Un sistema de transporte de galactosa constitutivo.

La permeasa de galactosa también tiene afinidad por la glucosa (ver Tabla1), pero

en condiciones normales no transporta glucosa puesto que está sujeta a represión

catabólica en presencia de este carbohidrato. Saier y cols. (1973) aislaron una cepa

de Salmonella typhimurium PTS- que expresa galP de manera constitutiva debido a
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una mutación que se encontró en el represor galR. Más adelante se explicará el

funcionamiento del regulón de galactosa.

Tabla 1. Parámetros cinéticos de los transportadores de glucosa y costo energético de la
intemalización y fosforilación de la glucosa (Gosset, 2005).

Transportador Km (Gluco~~.'" Vmax (mmol'mirr! gol) Gasto energético**

Complejo lIGlc 3-10 JlM 126 1 PEP

Complejo lIMan 15 JlM 72 1 PEP

GalP 10.2 JlM 15.6 1H++1ATP

MgIABC 0.2 JlM No determinado 2ATP

Glf 4.1 mM* 75 1ATP

*Se ha reportado que el GlfZm producido en E.colí tiene una Km de 1.1 a 2.9 mM (Parker
el.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 la cual puede inducir el regulón de

galactosa. De esta manera puede expresarse la permeasa de galactosa para

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

e) Ingeniería genética para transportar .glucosa en cepas PTS·

Para la generación de cepas PTS-Glc+ también se han utilizado estrategias de

ingeniería genética como es la sobreexpresión de transportadores de glucosa

independientes de PTS:

• Zymomonas mobilis tiene un facilitador de glucosa codificado por glf que no requiere

de energía para el transporte. La expresión de este facilitador en una cepa de E. coli

PTS-y de la glucocinasa para fosforilar a la glucosa logró recuperar la velocidad de

crecimiento de 0.01 h-1 a 0.53 h-1 Y sintetizar intermediarios aromáticos con un

rendimiento del 41% (Snoep et.al., 1994; Yi et.al., 2003).

• La sobreexpresión de los genes nativos galP y glk bajo promotores de diferente

fuerza también ha logrado incrementar la velocidad de crecimiento de una cepa

ptsHlcrr -lacI-IacZ- de 0.03 h-1 a 0.64 h-1 Ysintetizar intermediarios aromáticos con un

rendimiento del 43% (Hemández et.al, 2003).
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Eliminación del sistema PTS

a) Generación de cepas PTS- y PTS-Glc+

El PEP es uno de los compuestos precursores más importantes en las rutas

biosintéticas, particularmente en la de los aminoácidos aromáticos. El PEP proviene

principalmente de la glucólisis 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 acción

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 más importantes del ciclo de Krebs. Así que sólo un 4% del PEP se

dirige a la formación de aminoácidos aromáticos (Holms, 1986).

Hasta ahora, las estrategias ut ilizadas para aumentar la disponibilidad de PEP y

con ello el rendimiento a partir de glucosa en la síntesis de compuestos aromáticos han

sido las siguientes:

• Eliminación de las piruvato cinasas (Mori y Shio, 1987)

• Eliminación de la PEP carboxilasa (Miller et.al, 1987)

• Sobreexpresión 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 eliminación del sistema PTS lo cual en teoría duplicaría la

disponibilidad de PEP para la biosíntesis de aminoácidos aromáticos (Liao et.al., 1996;

Báez et.al., 2001). Para este fin se construyó en nuestro laboratorio una cepa de E.coli

que carece del operón ptsHlcrr. Para ello se transdujo a la cepa ]M101 la deleción

!:,.(ptsHlcrr)::kan de la cepa TP2811, mediante el bacteriofago P1. De este modo se

obtuvo la cepa mutante PB11 !J. ptsHIcrr a la que se le determinó el fenotipo PTS (Flores

et.al., 1996).

Se ha señalado que las bacterias de E. coli carentes del sistema PTS crecen

lentamente en medio mínimo con glucosa debido a la dificultad que tienen para

transportar este azúcar, por ello no son apropiadas para propósitos de producción de

compuestos aromáticos. Se requieren otras modificaciones genéticas para incrementar

la capacidad de transporte de glucosa en una mutante PTS-.
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Por tal razón se sometió a la cepa PB11 aM101 PTS-) a un sistema de cultivo en lote

durante 70 horas donde se generaron mutantes espontáneas y después se usó un

sistema de cultivo continuo o quimiostato. Aumentando la dilución (O = 0.4 h-1 hasta

0.8 h-1) 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 (¡.t=0.42 h-1) YPB13 (¡.t=0.49 h-1) (Flores et al., 1996).

Se ha demostrado que el flujo de carbono que se dirige hacia la síntesis de

compuestos aromáticos es mayor en la cepa PB12 que en la silvestre JM101 (Báez et.al.,

2004).

b) Determinación de flujos de carbono de las cepas PBll, PB12 YPB13

Una vez aisladas las cepas mutantes PTS-Glc+ denominadas PB12 y PB13 era

importante iniciar su caracterización para determinar el o los factores involucrados en

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

Como parte de la caracterización 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

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

et. al., 2002).

Tabla 2. Velocidades de crecimiento (11), y transporte de (14C)-glucosa ('r) (Flores el.al., 1996).

;:¡ '" Cepa Fenotipo ¡.t (a) 't (b)
~:

JM101 Silvestre 0.71 20

PB11 PTS-Glc- 0.10 1.7

PB12 PTS-Clct 0.42 10.3

PB13 PTS-Glc+ 0.49 11.7

a) Velocidades obtenidas a partir de cultivos crecidos en fermentadores con medio M9 +
2g/L de glucosa . Unidades: h-1 b) Unidades: nrnol 14C-Glc mirr" mg proteína"
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También se determinaron las actividades de las enzimas involucradas en el nodo

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

en las cepas PB12 y PB13 con respecto a la silvestre JMI0l . Las relaciones de actividad

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

glucólisis que en la cepa silvestre JMI0l.

Tabla 3. Actividades enzimáticas de Glk, Pgi YZwf.

cepa 'x

Glk ~1Iil~, Zwf Pgi/ Zwf
- . 30 ce

"" ,,",

JMI0l 57 1448 180 8.0

PB12 127 5699 267 21.3

PB13 136 4737 314 15.1

Unidades: nmol 14C-Glc mirr! mg proteína-r, Glk - glucocinasa; Pgi - fosfoglucosa
isomerasa; Zwf - glucosa 6 fosfato deshidrogenasa. Pgi / Zwf es la relación de las
actividades enzimáticas.

Por otra parte se demostró 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 PBll, PB12 Y PB13 comparados con la cepa silvestre JMI0l

(Figura 2). Algunos de los resultados de ese estudio se presentan a continuación (Flores

el. al., 2002):

• En una cepa silvestre el 76.6% de la glucosa es dirigida hacia glucólisis y 22.3%

hacia la vía de las pentosas-fosfato. En la cepa PBll se disminuye el flujo glicolítico

hasta un 40.3% yen la cepa PB12 se incrementa a 93.1%. A su vez, el flujo hacia la

vía de las pentosas-fosfato se incrementa en la cepa PBll, probablemente por un

mayor requerimiento de poder reductor NADPB.

• En las cepas PT5-Glc+ (PB12 y PB13)se aumenta la actividad tanto de Pgi como de

Zwf, posiblemente como una manera de incrementar la velocidad de catabolismo

de la glucosa-6-fosfato. Los resultados de RMN muestran que hay un mayor flujo

hacia glicólisis.

• Puesto que en las cepas PTS-Glc+ hay menor flujo hacia la vía de las pentosas, se

obtiene menos poder reductor. Al incrementarse el flujo a través de las enzimas

málicas se genera el NADPH que no se obtiene a través de la ruta de las pentosas

fosfato.
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• Por otra parte el flujo de carbono de malato a citrato está muy elevado en la cepa

PBll lo cual coincide con la sobreexpresión de la ruta del glioxilato determinada

por RT-PCR (Flores et.al., 2005).

• Finalmente el flujo a través de la enzima PEP carboxicinasa (PckA) está

incrementado en PBll lo cual es un indicio de que esta cepa tiene un

comportamiento gluconeogénico. Las cepas PB12 y PB13 también tienen

características gluconeogénicas pues presentan flujo a través de las enzimas

málicas.
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Figura 2. Flujos de carbono determinados por RMN para las cepas (a) ]MI01, (b) PBll , (c) PB12
y (d) PB13. Los números representan los porcentajes molares de glucosa consumida en los
nodos específicos . Los valores en itálicas y entre paréntesis representan el consumo de glucosa
en mmol Gle / h x g biomasa. Las flechas indican la dirección principal del flujo de carbono y
las líneas punteadas que el flujo es igual a cero o muy cercano a cero (Flores et. al., 2002). ~as
abreviaturas y nombres de las enzimas se pueden consultar en el apéndice.

c) Análisis transcripcional por RT-PCR

Con el objetivo de profundizar en la caracterización de las cepas PTS-Glc+ y más

específicamente de la cepa PB12, se analizó la expresión transcripcional de genes

involucrados en el metabolismo central de carbono, el transporte y la regulación

transcripcional. Para ello se utilizó la técnica de PCR en tiempo real (RT-PCR). Los

resultados de la cepa PBll y PB12 se compararon contra los de la silvestre JM101.

Enseguida se mencionarán sólo algunos de los hallazgos más importantes. En la

figura 3 se muestra un esquema de las rutas metabólicas involucradas.
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• El flujo de piruvato (Pyr) a acetil -CoenzimaA (AcCoA) se duplica tanto en PBll

como en PB12, pero los genes que codifican para el complejo enzimático de la

piruvato deshidrogenasa (Pdh) no se encuentran totalmente sobreexpresados. El

paso de Pyr a AcCoA no sólo 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 están sobreexpresados en las cepas PBll y

PB12, así que la producción interna de acetato en estas cepas debe ser elevada.

• Los genes poxB y acs tienen promotores dependientes de RpoS y la transcripción de

este factor sigma de respuesta a estrés está incrementado en PBll y PB12, lo cual

hace suponer que la sobreexpresión de poxB y acs podría estar relacionada con un

aumento del factor crS •

• Además de producir acetato, PoxB es una enzima involucrada en el proceso de

respiración ya que utiliza al piruvato como donador de electrones y reduce a las

quinonas de membrana. En la cepa PB11 la transcripción de los genes que

participan en procesos de respiración está disminuída, a excepción de poxB.

• Por otra parte, la ruta del glioxilato está sobreexpresada en la cepa PBll y el

acetato es un inductor transcripcional de esta ruta. La ruta o lanzadera de glioxilato

acorta al ciclo de TCA y evita la liberación de dos moléculas de C02 por ciclo; por

lo tanto se retiene más carbono. Otra manera de retener carbono es no sintetizando

productos de fermentación, fenómeno que se observa en la cepa PBll.

• Las enzimas málicas (SfcA y MaeB) sintetizan piruvato a partir de malato y están

sobreexpresadas en PB12. Por su parte, PBll utiliza a la PEP carboxicinasa (PckA)

para sintetizar PEP a partir de oxaloacetato. Lo anterior implica que ambas cepas

tienen capacidades glucolíticas y gluconeogénicas simultáneas, lo cual hace que

puedan consumir glucosa y acetato casi al mismo tiempo sin que haya crecimiento

diáuxico.

• En PB12, los genes que codifican para enzimas de TCA están sobreexpresados 1.3 a

2 veces lo cual le confiere una mayor capacidad energética y respiratoria en

comparación 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 específicos para ciertos genes. Uno de los objetivos específicos de este

trabajo involucra la secuenciación de genes reguladores para buscar alguna

mutación que pueda explicar la sobreexpresión de genes de TCA en PB12.
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Figura 3. Esquema de metabolismo central. Los números indican los niveles de transcripción
obtenidos por RT-PCR; el primer número es para PBll y el segundo para PB12 (Flores et.al.,
2005). Para simplificar el diagrama se eliminaron las reacciones de F6P a PEP y las de la vía de
las pentosas-fosfato. En el apéndice se indican los productos enzimáticos codificados por los
genes que aparecen en esta figura.
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El regulón de galactosa

Como se mencionó anteriormente, se determinó 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 expresión de galP requiere de la presencia de galactosa, era

necesario explicar cómo podía expresarse esta permeasa en ausencia del inductor. A

continuación se explicará cómo funciona el regulón de galactosa.

Primeramente hay dos transportadores de galactosa:

• El de baja afinidad es GalP, una permeasa que depende de gradiente de protones y

• El de alta afinidad MglBAC que requiere de ATP para el transporte así como de una

proteína periplásmica.

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

Citoplasma

Gal-6P .--~--;:----{

Galactosa

Galactosa +~

Periplasma

Galactosa

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

El principal regulador negativo de galP es GaIR; GalS es el principal represor de

mglB y CRP el activador de ambos. Los inductores del sistema son la D-galactosa y la

D-fucosa, un análogo 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 inactivarse es GalS y los primeros genes que dejan de ser reprimidos son los

regulados más 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 la tabla 4.
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Tabla 4. Constantes de afinidad de los represores GalR y GalS por los operadores de los
operones gal, rngl y del gen galP. El operon rngl no tiene operador interno. Las afinidades están
reportadas en nM (Geanacopoulos y Adhya, 1997).

gal 1.3 ± 0.2 2.9 ± 0.2 31.0 ± 12.8 72.4 ± 27.8

galP 0.3 ± 0.06 No determinado > 100 No determinado

mgl 11.1 ± 2.2 18.1 ± 2.6

El operón de galactosa también forma parte del regulón 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 metabólica.

B-O-galactosa
en periplasma

GalP 1+H+

O-glucosa
a-l-fosfato

O-glucosa
6-fosfato

ATP GalT
B-O-galactosa _\..~_J:",----•• a-O-galactosa ...~_-+
en citoplasma l-fosfato

GaIM!

a-O-galactosa

GalK }->UTP
GalT }-.PPi GalU t:~
UDP galactosa ~ • UDP-O glucosa

(GalEh

Figura 5. Ruta de Leloir a través de la cual se metaboliza la galactosa.
El operón galcodifica para una epimerasa (gaIE), una transferasa (galT) y una cinasa (galI<).

El operón gal está regulado negativamente por GalR y GalS, pero a diferencia de

los genes galP y mglBAC que codifican para los transportadores, el operón gal cuenta

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

DNA. La unión de GalR al operador ÜE es suficiente para reprimir al promotor 1, pero

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

formación de un tetrámero de GalR que doble el DNA de manera que ambos

promotores queden atrapados en la estructura. Se reprime la transcripción al impedirle
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a la RNA polimerasa generar el complejo abierto. Para que se forme esta horquilla se

requiere la unión de una proteína tipo histona llamada HU en el sitio hbs (histone

binding site) y de superenrollamiento negativo (Geanacopoulos et.al., 1999). HU forma

un heterodímero con las subunidades codificadas por los genes hupA y hupB regulados

por la proteína reguladora PIS (Claret and Rouviere-Yaniv, 1996). En la figura 6 se

comparan las regiones reguladoras de los principales genes del regulón de galactosa y

en la figura 7 se esquematiza la tetramerización de GalR.
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Figura 6. Comparación de las regiones reguladoras de los genes galP, galE, mglB, galS, galR. Las
cajas muestran los sitios de unión para los represores (ÜE y O,) Y el activador CRP. La
transcripción inicia en la posición +1 y se indica por una pequeña flecha. Solamente el gen galE
tiene dos sitios de inicio de la transcripción señalados como PI y P2. El inicio de la traducción
se indica con una flecha más grande. En el esquema para galPse muestra un operador interno,
sin embargo, aún no se ha comprobado que GalR se una en esa región. También se señala el
sitio de unión para HU (hbs) (Weickert y Adhya, 1993; Geanacopoulos y Adhya, 1997;
Geanacopoulos,1999).
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A) r: B)

P2

Figura 7. La unión de GalR al operador externo del operón gal reprime la transcripción de la
RNA polimerasa (RNP) a partir del promotor 1, pero activa la del promotor 2. Y cuando se
forma un tetrámetro con GaIR, se dobla el DNA y se reprime la transcripción de ambos
promotores (Choyy Adhya, 1996).

Hay muchos factores que podrían generar la expresión constitutiva de galP en las

cepas PBll y PB12 como:

• La eliminación de los genes reguladores galR y/ o galS o menor cantidad de

transcrito de éstos.

• Una mutación en galR que le impida a la proteína represora unirse a sus operadores

o que no permita generar la horquilla de represión (Saier et.al., 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 et.al., 1983).

• La ausencia de una o ambas subunidades de la proteína HU o una expresión

disminuída de una o ambas (Lewis et.al., 1999). Hasta el momento, la unión de HU

sólo se ha reportado para el operón gal, pero no hay que descartar la posibilidad de

que también intervenga en la regulación de la transcripción del gen galP.

• La síntesis endógena de galactosa para inducir el regulón (Ferenci et.al., 2001).

Sistemas de regulación transcripcional

Como se explicó en la sección anterior, los represores GalR y GalS serán los

primeros reguladores transcripcionales que se estudiarán. Una mutación en alguno de

éstos podría explicar una de las características más importantes de la cepa PB12, la

expresión de GalP en ausencia de galactosa para el transporte de glucosa. Pero

también hay otras características que podrían ser relevantes para el fenotipo Glc" de

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

selección de mutaciones en alguno de los sistemas de regulación transcripcional de E.

eolio A continuación se presenta una tabla con los reguladores a estudiar y un a breve

explicación de su funcionamiento.

Tabla 5. Reguladores transcripcionales cuyos genes fueron secuenciados.

Regulador transcripcional Función
!J\

ArcAB Reprime los genes gUA, aenA, iedA, lpd, sue, sdh, ju mAC,

(Anoxic Redox Control) mdh, aeeBAK, aeeEFlld, cyoABCDE y sodA; activa a cydAB,

pfl, Y traY para permitir crecimiento en anaerobiosis.

CRP Activa la transcripción de más de 200 genes cuando el

(cAMP Receptor Protein) cAMP se une a la proteína.

FNR FNR activa la transcripción de muchos genes requeridos

(Fumarate Nitrate para respiración anaeróbica y de fermentación. Reprime

Reduction) algunos genes que funcionan durante crecimiento

aeróbico. La actividad de FNR se regula por oxígeno; sólo

está activo en anaerobiosis, el oxígeno oxida su centro de

Fe y S inactivando a la prote ína.

FruR Reprime varios operones del metabolismo central como

(Cra, Catabolite edd-eda y activa otros como aeeBAK, icd/s, pekA y ppsA.

Repressor/ Activator)

GalR Reprime principalmente al gen galP y el operón

(Represor del regulón de galETKM. También ejerce una leve represión sobre el

galactosa) operón mglBAC y el gen ga15.

GalS Reprime principalmente a los genes mglBAC y ga15.

(Isorepresor del regulón de También ejerce una leve represión sobre galP y el operón

galactosa) galETKM.

IclR Reprime al operón aeeBAK.

(Represor del operón

aeeBAK)

PdhR Activa al operón letPRD y reprime la expression del

(Regulador del complejo operón pdhR-aeeEF-lpdA.

enzimático de la piruvato

deshidrogenasa)
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JUSTIFICACiÓN

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

enzimáticos o regulatorios más importantes que estén involucrados en la generación

del fenotipo PTS-Glc+.

El conocer el fenotipo PTS-Glc+ permitirá entender mejor el metabolismo,

adaptación a estrés y regulación transcripcional de E. eolioPor otra parte, se facilitará la

dirección de la ingeniería genética y metabólica de E. coli con fines biotecnológicos.

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

de E. eoli PTS-y PTS-Glc+, tomando como modelos a las cepas PBll y PB12.

Hasta el momento se cuenta con una caracterización bioquímica, determinación de

flujos de carbono y análisis transcripcional que han generado información valiosa

sobre el comportamiento de estas cepas. También se sabe que al menos dos mutaciones

no cotransducibles son responsables del nuevo fenotipo PTS-Glc+. Pero aún hay

preguntas por responder:

• ¿Cómo puede expresarse la permeasa de galactosa en ausencia de un inductor?

• ¿Cuál 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 selección adaptativa que

le permite a PB12 metabolizar mejor a la glucosa?

• ¿Existe alguna mutación en algún o algunos genes reguladores que genere la

modificación general del metabolismo de la cepa PB12?

Las principales herramientas experimentales utilizadas para responder a estos

cuestionamientos son la secuenciación de genes, el análisis de expresión transcripcional

por RT-PCR, la clonación y expresión de genes en plásmidos multicopia, la

comparación de cinéticas de crecimiento y la determinación de actividades

enzimáticas.

19



OBJETIVO GENERAL

• Identificar factores genéticos, de regulación transcripcional o enzimáticos que estén

involucrados en el fenotipo Glc+ en la cepa PB12.

OBJETIVOS ESPECíFICOS

• Obtener el patrón de expresión del regulón de galactosa por RT-PCR en las cepas

PBll y PB12.

• Determinar si el incremento en la expresión de galP en la cepa PB12 se debe a

alguna mutación en los reguladores del regulón de galactosa.

• Analizar el efecto que tendría el aumento 'de las actividades enzimáticas de la

glucocinasa y la fosfoglucosa isomerasa sobre la velocidad de crecimiento en

glucosa de la cepa PBll .

• Secuenciar los genes reguladores arcA , arcB, fn r, fru R, iclR, pdhR Y determinar si

alguna mutación en estos genes es la responsable de los cambios en los niveles de

expresión de genes involucrados en el metabolismo central de carbono observados

en la cepa PB12.
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HIPÓTESIS

• Si la cepa PB12 presentara alguna mutación en los genes represores del regulón de

galactosa que causara su inactivación, podría perderse la represión de galP aún en

ausencia de inductor.

• La sobreexpresión de los genes glk y pgi podría favorecer de manera importante el

crecimiento en glucosa de la cepa PB12 PTS-Glc+. Entonces, si se aumentara la

actividad enzimática de Glk y/o Pgi en la cepa PBll, tal vez se aumentaría su

velocidad de crecimiento.

• La selección de cualquier mutación en la cepa PB12 debe tener una justificación

adaptativa. Así que si se intercambiara en PBll el gen silvestre por el gen mutado

encontrado en PB12 posiblemente se vería una ventaja adaptativa.
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MATERIALES Y MÉTODOS

a) Cepas bacterianas y plásmidos

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

se obtuvo a partir de PBll, una cepa PT5- derivada de JM1ü1 (Flores et.al., 1996). La

cepa PB121 se obtuvo por transformación de la PB12 con el plásmído pBB31 que porta

el gene arcB silvestre. Los pl ásmidos se muestran en la tabla 7. Para mayor información

sobre los plásmidos construídos en este trabajo, consultar el apéndice.

Tabla 6. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio.

Cepas ~- Genotipo
"l

Referencia

E. coli]M101 F' traD36 proA+ proñ: lacIq lacZ!l.M15/supE thi Bolívar et.al., 1977

!l.(lac-proAB)

E. coli PBll ]M101 !l.(ptsH, ptsl, crr)::kan Flores et.al., 1996

E. coli PB12 PB11, PTS-Glc+ Flores et.al., 1996

E. coli PB121 PB12, pBB31 (arcB+) Flores et.al., 2005

E. coliPBll arcA- PBll arcA::tet Este trabajo

Tabla 7. Plásmidos utilizados en este estudio.

Cons~~cion Vector p~romotor , Referencia
.> ,,~ Y

(a) pCLglk pCL1920 (Spt R) pTre Hemández et.al., 2003

(b) pCLgalP pCL1920 (Spt R) pTre Hemández et.al., 2003

(e) pCLglk +galP pCL1920 (Spt R) pTre para ambos genes Hemández ei.al., 2003

pCLpgi pCL1920 (Spt R) Silvestre Este trabajo

pCLglk +pgi pCL1920 (Spt R) Glk - pTre Este trabajo
Pgi - silvestre

pTreglk pTre99A (Ap R) Silvestre Este trabajo

pTrepgi pTre99A (Ap R) Silvestre Este trabajo

pBB31 (areS) pBR322 Silvestre luehi y Lin, 1992

Por praeticidad se modificaron en este estudio los nombres de los plásmidos
eonstruídos por Hemández et.al:a) pCLv1glk, b) pCLv1galP y e) pv1Glk1GalP
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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 gil de glucosa a 37°C, 600 rpm y una tasa de flujo de

aire de 1vvm, iniciando con una üD600 de 0.05 y las muestras se colectaron en la fase

logarítmica a una üD600 de 1. El pH se mantuvo en 7.0 con hidróxido de amonio 50 %.

Los cultivos para la determinación de velocidad de crecimiento y de ensayos

enzimáticos se hicieron por duplicado. Los preinóculos se prepararon a partir de

gliceroles creciendo una asada en 3 ml de medio LB con antibiótico. Los inóculos se

crecieron también toda la noche a partir de 50 IlL del preinóculo; se usaron matraces

bafleados de 125 ml con 20 ml de M9 más 2 gil de glucosa, 2 gil de casaminoácidos y

antibiótico dependiendo de la resistencia de la cepa (Km 30 Ilg/mL, Spt 50 Ilg/mL, Ap

200 Ilg/mL). Se lavaron las células con medio M9 y se inocularon 50 ml de medio M9

suplementado con 2 gil de glucosa. Los cultivos se crecieron en matraces bafleados de

250 mI a 37°C y 300 rpm. Se iniciaron a una üD de 0.1 y las muestras para

determinación de actividades enzimáticas se colectaron a una üD 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 análisis de

complementación se utilizó el plásmido pBB31 que lleva el gen arcB silvestre (Iuchi y

Un, 1988; ídem 1992).

c) Extracción de RNA y síntesis de cDNA

La extracción de RNA total se llevó a cabo mediante el método de fenal caliente

equilibrado en agua. La integridad y la cuantificación se hizo por densitometría en

geles de agarosa al1.2%y por medición de la absorbancia a 260 y 280 nm. El RNA se

trató con DNasa (DNA-free™, Ambion) y luego se sintetizó cDNA (RevertAid™ H

First Strand cDNA synthesis kit, Fermentas Inc.) por el método de síntesis de primera

cadena de DNA utilizando oligonucleóticos específicos (Tabla 8, los aligas "a" se unen
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a la región 5' y los oligos " b" a la región 3' de cada gen) . Este cDNA se usó como

templado para los ensayos de RT-PCR. La reproducibilidad del método se determinó a

través de dos experimentos separados de síntesis de cDNA a partir de dos

fermentaciones diferentes de cada cepa.

d) PCR de tiempo real (RT-PCR)

La reacción de PCR de tiempo real se realizó en el AB! Prism 7000 Sequence

Detection System (Perkin-ElmerjApplied Biosystems) utilizando el kit SYBR Creen

PCR Master Mix (Perkin-ElmerjApplied Biosystems). Los oligonucleótidos para la

amplificación específica (Tabla 8) se diseñaron con el programa Primer Express

(Applied Biosystems). Para el análisis de datos se utilizó el método 2·M cr descrito por

Livak y Shmittgen (2001).

La reacción de amplificación se hizo en un total de 15 ul, con 5 ng de cDNA como

templado y una concentración final de 0.3 ulvl de cada oligo . Se incluyó siempre un

control sin templado para cada gen. Las condiciones de amplificación fueron 10 min a

95°C y luego 40 ciclos de 95°C por 15 s y 60°C por 60 s intercalados. El tamaño de todos

los amplímeros fue de 101 pb.

Con el fin de ajustar la concentración de cDNA de las muestras, los datos se

normalizaron utilizando el gen ihfB como control interno ("housekeeping gene") cuyo

nivel de expresión es igual en todas las cepas en las condiciones de crecimiento

descritas anteriormente. Se hizo una segunda normalización considerando como 1.0 el

nivel de transcripción de todos los genes para la cepa silvestre JM101. Por lo tanto, los

datos están reportadoscorno valores de expresión relativa, comparados al nivel de

expresión de la JM101.

Los resultados presentados son el promedio de cuatro mediciones por gen. Se

analizaron 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. Oligonucleótidos utilizados para los estudios de RT-PCR. Los aligas "a" se unen a la
región 5' y los aligas "b" a la región 3' . Todas las secuencias se indican de 5' a 3' .

Nombre de l gen Nombre de los oligo'S; Secuencia ~

"T, .
aenA acnA a TCC CTT CTI CCC AAT CCA TC

acnA b CCT CCC CTT TCC CATATI TI
erp crp a ACC CCT CAC CAA ATI CCT CA

crp b TIA CCC TCT CCC CAC ATC AC
cyaA cyaA a ACC CCC AAT TCC TAC AAC CT

cyaA b ACC CAA CCC CTI TIC ATC AA
JruR fruRa TCT TCT CAT CCC CCA TCT CC

fruR b ACC ACC CAA TCA CCA CTI CA
fumA fumA a ATC TCC ATC AAC TCC AAC CC

fumAb CAA CCC CCCC TCT TIT TIAC
galE gaJE a ACC CCC AAT TCC TAC AAC CT

gaJE b ACC CAA CCC CTI TIC ATC AA
galK galK a CCC TCT AAC TCC CCC ATC AT

galKb CAA ACT CCT TIC CTC CCC AC
galM galMa CCA TIA CTI ATC CCC CCA CA

galMb CTC ATI CCC CAC CTC ACA CT
galP galP a CATCTA TIA CCCCCCC AAA A

galPb TCC CAA CTA CCT TCC TCA CC
galR galR3a TCT ACC CCC TCA CAT TIC CTI

galR 3b CCA TCC TCA CCA TIC CCT AAC
galS galS a ACC TIA CCC ACA CCA TIC CC

galS b TTT CTC ATC CTC CTC ACC CA
galT gaITa TCC CCA ACA CAA ATC ACC AA

galTb CCA CCA CCC CTA ACC ACT CT
galU galU a AAA CCC AAC ACC CAT CAC TCC

galUb CAC CCT TIA AAT TCC CTC CC
glcD glcDa AAT CAA TCA AAT CTC CCC CC

glcDb TTT TCC CAC CCT TCA CCA AA
glk glk a CAACCCCTCATICCCCTTTA

glk b CTCATCCCCACCCACTCAC
glpD glpDa ATC CTC CTC CTA TCC CCC

glpD b TTT TCA ACT CCC CCA ACA CC
gUA gltA a ACC CAC CCT CCC TCA ACA T

gltA b TAC ATI CCC ACC ATC CCC TI
hupA hupA a CCT TCA AAC TCA ACC ACC CC

hupAb CCC ACA AAC AAA TCC CCC TA
hupB hupBa CCTCCCTIACATCCT ATI ATICCT

hu pBb CCA CCC TCT TIA ACC CCA AA
iedA icdAa CAC CCA ACC CCC TCA CTT AA

icdA b CCA CTI TAC CCC CAT CCA TC
lamB lamB a AAC TIC CTC TCC CCC TIC C

lamB b ACC TCT CCA ACC AAT ACC CC
mglB mglBa CCA CCA TCT TAT TCC CTC CC

mgIBb ACC CTT CCC CAC TAC ACA CA
nuoF nuoFa TAT CCCTACTCCCCAAACCC

nuoFb CCC CTI CCT AAC CCT TTT TC
pgi pgi a ACT AAC CCT CAC CAC CCC TI

pgi b TCA CAC ACC CCC TIA TCC CT
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Nombre del gen Nombre de los oligós Secuencia x

pgm pgrna GTA TCT CCC TCG ACG AAG CG
pgm b CGCGGCCAT ATC AACGAT AT

sdhB sdhB a TGA ACG GCA AGA ATG GTC TG
sdhB b GAT CAC CGG TAA ACC TGG CA

sodA sodA a AAT CCA CCA CAC CAA ACA CCA
sodA b TGA TCA GCT CTT CAA CCG GC

sucA sucAa GCG GCA AAG AAA CCA TGA AA
sucAb TIC GGT GCT GGT AAT GTG CA

e) Determinación de secuencias nuc1eotídicas de los genes.

Tabla 9. Oligonucleótidos usados para amplificación por PCR y secuenciación. Todas las
secuencias se indican de 5' a 3' .

G~ñ i~,~.more de oligos ~Secueñcia~ fiI

"" ~

"" .
• o¡¡,

arcA arcARv GGA CTG CTC AAC TCT GCC GAT AG
arcAFw GTI AAA ATG GTI AGG ATG ACA GCC G

arcB arcBERv CAT CCG CTC AGA ATI ACG CCA A
arcBEFw CAT ACG CCA CCG GAA GTG ATC TA
arcBIRv GCA AGG AAG CTG GTG AAA TCA AC
arcBIFw GGT CCA GCT TGA TAA TCA ACC G
arcBER2 CTT AAC TGC GTG CGG CCT GA

crp crpFw AAG CTA TGC TAA AAC AGT CAG GAT G
crpRv AAA AAC GTI TAT GAG GCG TAT CAA G

JruR fruRIEx GCA TCG ATI CGC GAT GTG GCG
fruRlIn CCC GAA CGC CGT GGC AGC TGG
fruR21n GCT CAG GAG GCA ACG ACG TCG
fruR2Ex GAT GTC CAG TCC CGT ACT CTA CG

fnr fnrRv CAG GGT CTC CTT ACA ACA ACT GTCA
fnrFw GTG GTI ATI GCG CCA TGA AGG T

galE galEFw AAA ACG TAA GTC CCG GTG TAA TC
galERv TTT TIC AGA TAA AAA GCG CAA TCA T

galP galPFw GCAGAT AACAGCGTITAA TCT ATGA
galPRv GTA GTI ACG CCC TAG CTT CAG GT

galR FlgalR GTI TTT CGG TGC AAT GGT G
FEgalR ACe TCT GGG ATC ACC ACT TI
RI galR CACCCGGTACATCAA TACCA
REgalR GCe AGA CCA TCG AAG AAT TA
galRIHae CCT GAC GCT CTT TTT GTI CGT TGT GGT AAC CG
galR2Hae CCA ATG ACC GGC TGG TGA CAT TIG GCG
galRAlu CTC GGT CAT TGC CTG TIC GCC GCC GC
galRsecFE CCG CGC AGG TIG GTG CAA GAG ACA GGG
galRsecRE CCC GCG CCT TGC CGG AAG TGA AGG C
R3FE CTT CGC CAG CGA GAA AAC GC
R4FE CCT GCG CAT CTG CGC AGG CTG GTG
R5Fl CGe CCG TGC GCT GGC GCA GCA GAC C
R5RI GGA AAC ATC ACC AAC GAC CAG ACC
RFIHae GAT CCG CCA TCG CTG TGC TGC GTI GGTC G
RRlMlu ccc AGC CAG GCA CCG TAA CGA TCG 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 l"i0mbre de oligos S~cuencia
,;¡¡

~ ., ;!!F

gal5 gaI5inFw AGA TGT AAC GGA ATC GCA ATG
gaI5inRv GTI AAT CAA CCG CGT TGT GC
galSexFw GCG GGG CAG TAG AGT TAA TG
galSexRvR CGG ACCGGC AAT ATCTAAAA

glk gIkreg GGC GGG GTC TGG TCC GGC ATG
gIKRv CAG ATG GCT AAA ACC GAG ATI CTT
gIkRegFw CCC CCT TAA GAA GTC CAG GTA GCG CAG AG
gIkRegRv CCC CGG ATC CCG CCC ACA TCA CCG ACT AAT G

1lUpA hupAFw TCG GTG CGT GTA TGC AGG AG
hupARv GAG CGC CAG CCA GCA TCA AT

hupB hupBFw AAC TGC TGC GCG TIC GTA CC
hupBRv TGT ACCTCACGCAACGTATCGATG

pdhR pdhREFw ATC GTI AAA AAA CTC CTI TCC
pdhREFv GAA ACG TIC TGA CAT GGG TT

pgi pgiF440 CAC CCA GAA GTG CTC CAC CAC TIG CG
pgiRv TTT TAG GAT TAA CCT CAC GGT ATG A
pgiFw GCG GTC AGT AGT TCA GCT AAT AAA T
pgiRI CGG TCT GGG CGA AGA AGT TAG ACA G
pgiFI GCA ATC ACT GAC GTA GTG AAC ATC GG
pgiregFw CCC CGA ATI CTT TCA GCC TIG GCA CAA GGG
pgiregRv CCC CGG ATC CCG TAA CGT CTT TCA TTT CAT CGA AG
pgiF600 GCATCAGAA AGCACA ATA TCAGCG
pgiR284 CGG TTT TCA GTG CGG TIC ATC T

Para determinar si en alguno de estos genes se había seleccionado alguna mutación,

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

Los oligonucleótidos utilizados para la amplificación por PCR se diseñaron con el

programa Clone Manager y se enlistan en la tabla 9.

Se utilizaron 100 ng de DNA cromosomal de las cepas JMI01, PBll Y PB12 como

templados para la amplificación por PCR con Elongase enzyme mix de acuerdo a las

recomendaciones del proveedor (Invitrogen, Inc.). Se analizó el tamaño de los

productos de PCR por electroforesis en gel de agarosa 1.2% y se purificaron (PCR

purification kit, Marligen BioScience Inc).

Las secuencias nucleotídicas 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 ModeI377-18.
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Se secuenciaron al menos 200 pares de bases de la región reguladora del extremo 5',

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

f) Determinación de actividades enzimáticas

Se colectaron 20 mI de cultivo a una OD de 1, se centrifugaron a 4000 rpm por 8

minutos y se lavó con solución amortiguadora de fosfatos 20 mM, pH de 6.8 más 10

mM de ~-mercaptoetanol y 10 mM de azida de sodio. Se resuspendieron las células en

1 mI de la misma solución y se conservaron a -70°C hasta su análisis. 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 determinación de actividad de glucocinasa (Glk) se requirió por reacción: 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 JlL de extracto celular en 1 mI de reacción. Se usó una

solución amortiguadora pH 8.5 (0.2 M de Tris-Cl , 10 mM de ~-mercaptoetanol y 10

mM de MgCh) (Lessie y Vander Wyk, 1972).

Para la determinación 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 JlL de extracto celular

en 1 mI de reacción. Se usó una solución amortiguadora pH 7.4 (50 mM de Tris-Cl y 10

mM de MgCh) (Maitra y Lobo, 1971).

Los ensayos de actividad de Glk y Pgi acoplan la reacción catalizada por Zwf que

convierte a la glucosa-6-fosfato en fosfogluconolactona, monitoreando la reducción de

NADP+ a 340 nm. La actividad enzimática específica es reportada como unidades

internacionales por miligramo de proteína celular total (umol mírr! mg-1 de proteína),

la cual se define como la cantidad de enzima necesaria para convertir 1 umol de

sustrato por minuto por mg de proteína. Se monitorearon las reacciones durante 6

minutos en el espectrofotómetro ThermoSpectronic Biomate 5 y la temperatura se

mantuvo a 2S0C. Se determinó la concentración de proteína 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

artículo: Flores N, Flores S, Escalante A, de Anda R, Leal L, Malpica R, Georgellis D,

Gosset G, Bolívar 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 regulón de galactosa está sobreexpresado en las cepas PBll y PB12

Una vez determinado que la permeasa de galactosa está involucrada en la

utilización de glucosa en la cepa mutante PB12, se intentó identificar la razón por la

cual galPse expresa en estas condiciones. Algunas de las posibilidades son:

• Que se hubiera seleccionado una o varias mutaciones en la región estructural y/ o

la intergénica del gen galP.

• Que alguno de los represores del regulón de galactosa o ambos no fueran

funcionales por alguna mutación.

• Que la expresión de los represores estuviera disminuida.

• Que alguna mutación le permitiera a CRP activarse aún en ausencia de AMPc.

Se inició por el análisis transcripcional del regulón de galactosa por RT-PCR. Los

resultados (Gráfica 1) muestran que todo el regulón está sobreexpresado tanto en la

cepa PBll como en la PB12. El incremento de transcrito de galP en PB12concuerda con

el hecho de que esta cepa utilice a la permeasa de galactosa para transportar glucosa

(Flores ei.al., 1996; Flores ei.al., 2002; Flores et.al., 2005). La selección de mutaciones en

los principales represores del sistema, GalR y GalS, o en las regiones reguladoras de los

genes blanco podrían explicar dicha pérdida de represión, por tal razón se

secuenciaron varios genes que conforman el regulón de galactosa.
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Gráfica 1. Niveles de expresión del regulón de galactosa determinados por RT-PCR. Aunque
eyaA no forma parte del regulón de galactosa, se incluyó en la gráfica porque un aumento en la
expresión de la adenilato ciclasa, podría aumentar la actividad de CRP y esto a su vez favorecer
la expresión del regulón de galactosa.

b) Ausencia de mutaciones en el regulón de galactosa

Dado que tanto galP así como el operón gal están sujetos a represión catabólica, se

propuso que la sobreexpresión observada en la cepa PB12 podría ser generada por

alguna mutación. Por esta razón se decidió secuenciar las regiones reguladoras de los

genes galP y galE así como las regiones codificantes y reguladoras de los represores

galR, galS y erp. Puesto que GalP es el transportador de glucosa en la cepa PB12, el

interés de secuenciar el regulón de galactosa estaba centrado principalmente en

entender la sobreexpresión de este gen, sin embargo también se secuenció el gen mgLB

que codifica para el otro transportador de galactosa.

En los antecedentes de este trabajo se explicó que la ausencia de la proteína tipo

histona HU, codificada por los genes hupA y hupB, podría anular la capacidad de

represión de GalR al menos sobre el operón galoPor tal motivo se secuenciaron también

estos genes.

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

galactosa (incluyendo a mgLB) ni en los genes hupA y hupB. Así que se ha descartado la
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hipótesis de que la sobreexpresión del regulón de galactosa en la cepa PB12 se deba a

alguna mutación en estos genes.

GalR, un gen difícil de secuenciar

La secuenciación de galR de la cepa PB12 fue un proceso problemático por lo que se

tuvieron que seguir varias estrategias:

1. Clonación del producto de PCR y secuenciación de la construcción.

2. Síntesis de oligonucleótidos en el interior de galR y amplificación del gen por

partes para su posterior secuenciación.

3. Digestión de DNA cromosomal de corte único y utilización del templado

digerido para las reacciones de PCR

e) La sobreexpresión de galP en PBll aumenta su velocidad de crecimiento

Las evidencias que se tenían 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 PBll y que el gen galP está sobreexpresado

en ambas cepas casi al mismo nivel. Así que de inicio no se pensaría que en la cepa

PBll haya una restricción de transporte por una baja expresión de galP. Sin embargo,

al transformar a PBll con el plásmido pCLgalP (Hernández et.al., 2003) se aumenta la

velocidad de crecimiento de la cepa PBll. Con IPTG 0.1 mM, el crecimiento de PBll

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

Los resultados parecen señalar que GalP hasta cierto punto podría restituir el

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

de crecimiento.
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Tabla 10. Velocidades de crecimiento de PB11 transformada con galP en multicopia.
Velocidades calculadas a partir de cinéticas en ma traz. (R2>O.99)

PBll 0.063

PBll pCL 0.041

PBll pCL galP 0.118

PB11 pCL galP 0.193

+ IPTG 0.1 mM

PB12 0.473

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

Con el experimento anterior se demostró que una mayor expresión de galP

aumenta la velocidad de crecimiento de PBll. Pero también hay que tomar en cuenta

que el transporte es el resultado de la internalización del sustrato más su fosforilación.

Así que las diferencias en la velocidad de transporte también podrían estar en un grado

diferente de fosforilación entre PB11 y PB12.

Una de las hipótesis 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 plásmidos en la cepa PBll podría favorecer su crecimiento.

Para tal fin los genes glk y pgifueron clonados en un plásmido de mediano número

de copias (pTrc99Aj30 copias por célula aprox.) y en uno de bajo número de copias

(pCL1920j5 copias por célula aprox.) buscando generar diferentes niveles de

expresión. En un inicio se pensó que las clonaciones en pTrc99A generarían una alta

expresión que se vería 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

pTrcpgino generaron un aumento notable de la velocidad de crecimiento de PBll. Esto

se debe probablemente a que pTrc99A produce una carga metabólica por su

replicación.
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El plásmido pCL1920 genera menor carga metabólica que el pTrc99A y eso se ve

reflejado en las velocidades de crecimiento de los controles. (Tabla 11) En el caso de

pCLglk, se aumentó la velocidad de la cepa 3 veces con respecto al control (PBll

pCL1920) y 2 veces con respecto a PB11 (11=0.064 h-l ) . Por su parte, PB11 transformada

con pCLpgi no aumentó su velocidad de crecimiento.

Finalmente, el propósito 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

podría aumentar el flujo glicolítico y probablemente favorecer la velocidad de

crecimiento. Pero esta construcción no aumentó la velocidad de crecimiento de manera

significativa.

Tabla 11. Velocidades de crecimiento de la cepa PBll transformada con pCL1920 / pTrc99A
(controles) y con las clonaciones de glk y pgi. R2>O.99

Controles J.l.l -(h-1) I ~ Clonaciones ¡.l.2 (h-l )
4

Relación de
~ v, ~

'i1: -" J.l2Illl
PB11 0.064 - - -

pTrc99A 0.030 pTrcglk 0.035 1.2

pCL1920 0.041 pCLglk 0.126 3.1

pTrc99A 0.030 pTrcpgi 0.0404 1.3

pCL1920 0.041 pCLpgi 0.0432 1.0

pCL1920 0.041 pCLglk+ pgi 0.0479 1.2

El siguiente paso fue determinar las actividades enzimáticas de Glk y Pgi. Sólo se

analizaron las cepas transformadas con las clonaciones en pCL1920 por presentar

menor carga metabólica.

A continuación se presentan las actividades enzimáticas de manera gráfica. Debajo

de cada gráfico se muestra la velocidad de crecimiento de la cepa correspondiente y la

recuperación en el crecimiento con respecto al control (pBll pCL1920). Los resultados

son el promedio de medir por triplicado la actividad de dos cultivos independientes.

Primeramente se observa en la gráfica 2 que la actividad de PB11 aumenta un 50%

con respecto a la cepa JMI01. El nivel de transcrito de gIk es el mismo para JMI0l y

PBll, así que ese aumento podría ser producto de una activación alostérica. Para PB12
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se observa un incremento un poco más del doble en la actividad enzimática lo cual

concuerda con el aumento de transcrito (Tabla 2) y con las determinaciones de

actividad enzimática que se habían hecho anteriormente (Flores et.al., 2002;Flores et.al.,

2005).

----- - -- - --- --

Actividad de glucocinasa

- - - - - - - - - ._--

PBl2 PBll pCL1920 PBll pCLglk PBll
pCLglk+pgi

-t-- - - - - - - - - - - -- - - - - - - - - - - - - - - - - --

"O 400..
350e,

blle 300
1::

'El 250 -
<,

200:I:
Il..

150o
< 100z
"O 50e
1:: o

jMIOl PBll

'----- --- --- - --- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

.~ (h-1) 0.85 0.064 0.473 0.041 0.126 0.048

!Recuperaciól1 - - - - 3.1 1.2

Gráfica 2. Actividad de la glucocinasa y velocidades de crecimiento (11) . La recuperación se
refiere al incremento de crecimiento respecto al control PBll pCL1920.
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Gráfica 3. Cinética de crecimiento de las cepas PBll y PBll pCLglk. Seobserva que la
velocidad de crecimiento de PBll pCLglk aumenta después de 24 horas de cultivo.
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- - - - - - - - - - - - - - - --- - - -

La cepa PBll pCLglk triplica su velocidad de crecimiento respecto al control, pero

no se incrementa la actividad de Glk. En cambio, la cepa PBll pCLglk + pgi, al igual

que PB12, duplica su actividad de Glk respecto a ]Ml0l, pero no aumenta su velocidad

de crecimiento de manera importante. Una observación importante es que el

incremento en la velocidad de crecimiento de PBll pCLglk se genera después de 24

horas de iniciado el cultivo (Gráfica 3).

En cuanto a la actividad de Pgi, se observa que PBll presenta los mismos niveles

que ]Ml01. Estas cepas también coinciden en el nivel de transcrito para ese gen. Por su

parte PB12 incrementa la actividad de Pgi más de 4 veces y el nivel de transcrito

también está incrementado (Gráfica 4, Tabla 2) (Flores et.al., 2005) .

Finalmente la cepa PBll pCLglk + pgi presenta una ligera elevación de su nivel

enzimático así como en su velocidad de crecimiento, pero no parecen ser incrementos

significativos.

Actividad de fosfoglucosa isomerasa

'E 6000 .,---- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ---,
p.

55000 +--- - - - - - - - - - -'1'-- - - - - - - - - - - - - - - --1

.5 4000 +--- - - - - - - - - - 1
El=- 3000 +----- - --- - - -j

=..
O 2000 -t-- - - - - - - - - - I
<
~ 1000 -t-- ...... =¡---~__,,---'
o
El O-t-----.--~-
1::

JMlOl PBll PB12 PBll pCL1920 PBll pCLpgi PBll
pCLglk+pgi

J.l. (h-t) 0.85 0.064 0.473 0.041 0.0432 0.048

Recuperación - - - - 1.05 1.2

Gráfica 4. Actividad de fosfoglucosa isomerasa y velocidades de crecimiento (11). La
recuperación se refiere al incremento de crecimiento respecto al control PBll pCL1920.
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e) El aumento de las capacidades de internalización y fosforilación de glucosa

genera un fenotipo Glc" en la cepa PBll

Con los experimentos anteriores se determinó que la sóla sobreexpresión de

glucocinasa o de permeasa de galactosa no es suficiente para regenerar el fenotipo Clct

a la cepa PBll. Pero no se sabía si la suma de intemalización más fosforilación de

glucosa tendría efectos ad itivos sobre el crecimiento de PBll.

En la gráfica 5 se muestran las cinéticas de crecimiento en donde se observa que la

sobreexpresión de glucocinasa junto con la permeasa de galactosa usando IPTG como

inductor incrementa el crecimiento de PBll y produce colonias rojas en medio

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

o
O
0.0
o
~

10

1

0.1

_ PB12

-.- PBll pCLgalP

~ PBll pCLgalP + IPTG

__ PBll pCLglk+galP

__ PBll pCLglk+galP+ IPTG

201510

Tiempo (h)

5
0.01 +----.,.-----.-----..--------,

O

Gráfica 5. Cinéticas de crecimiento de la cepa PBll transformada con varios plásmidos. La
concentración de IPTG que se utiliza es 0.1 mM.
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Tabla 12. Velocidades de crecimiento de la cepa PBll transformada con pCLgalP y
pCLglk+galP. Se usó una concentración de 0.1 mM de lPTG para inducir. La recuperación indica
cuántas veces se incrementa la velocidad de crecimiento de la cepa con respecto al control PBll
pCL1920. B - Colonias blancas; R - Colonias rojas. R2> 0.98

Trans!:~macionlr\JO ~4¡ 1l'(flf1)i IP~ ¡ ./Color 'de l as coloniien , l"Récuperaci6ri"
.,,~McConkey ij

PB11 0.064 B -

PB12 0.473 R -

PB11 pCU920 0.041 B -

PB11 pCLgalP 0.118 B 2.9

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) Secuenciación de genes reguladores y detección de una mutación puntual

en arcB

Con el análisis transcripcional por RT-PCR se determinó que PB12 presenta

sobreexpresión de genes involucrados en varias rutas metabólicas con respecto a la

cepa silvestre ]M101 (Flores et.al., 2005) como:

• Glicólisis (específicamente glk y pgl)

• Ruta de las pentosas-fosfato

• Gluconeogénesis

• Ciclo de TCA

• Ruta de glioxilato

• Metabolismo de acetato

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

corresponden a varias vías metabólicas, se pensó que el origen podría estar en alguna

mutación de un regulador transcripcional.

Con el objetivo de detectar posibles mutaciones, se inició la secuenciación de

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

fruR, iclR YpdhR.
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No se encontraron cambios en ninguno de los reguladores anteriores, a excepción

del gen arcB de la cepa PB12 en donde se detectó un cambio de Tyr a Cys en la

posición 71 que corresponde a la segunda región transmembranal de la proteína ArcB.

El siguiente paso fue analizar el impacto de esa mutación sobre la funcionalidad del

sistema de regulación ArcAB.

El sistema de regulación Are se ha relacionado, junto con FNR, a la respuesta de

adaptación en anaerobiosis pues reprime genes de metabolismo aeróbico y activa

genes de metabolismo anaerobio. El sistema Are está compuesto por una proteína

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 aún en aerobiosis

hay un nivel basal de ArcA-P04 y si se elimina el gen arcA, se genera una ligera

sobreexpresión (1.3 a 2 veces) de los genes reprimidos por ArcA (luchi y Un, 1988;

Alexeeva et.al., 2003; Perrenoud y Sauer, 2005).

En el caso de PB12, si la mutación en arcB generara una disfunción en la proteína

ArcB, el regulador ArcA no podría activarse y dejaría de reprimir genes del ciclo de

TCA, aumentando sus niveles de transcrito en condiciones aerobias. De hecho, el

análisis transcripcional por RT-PCR indica que los genes del ciclo de TCA están

ligeramente sobreexpresados (1.2 a 3.7) en la cepa PB12 (Flores et. al., 2005) lo cual hace

suponer que la mutación en arcB podría estar involucrada en dicha sobreexpresión.

Para estudiar el impacto de la mutación en arcB de la cepa PB12 se inició una

colaboración con el grupo del Dr. Dimitris Georgellis (Instituto de Fisiología Celular,

UNAM) . Se ha observado que las cepas Are- son sensibles al colorante azul de

toluidina (Iuchi y Un, 1988). Este fenotipo fue demostrado en la cepa PB12 y se logró

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

et.al., 2005).

Para estudiar el fenómeno Are- y determinar si interviene en la adaptación de las

cepas PTS-, se construyó la cepa PBll arcA- mediante transducción con fago P1viro La

cepa donadora, proporcionada por el Dr. Georgellis, tiene inactivado el gen arcA por la

inserción de un casette de resistencia a tetraciclina. Se realizó una cinética de
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crecimiento de la cepa PB11 arcA- y mostró tener mayor velocidad de crecimiento que

PB11 (PB11 11= 0.063 h-1 Y PB11 arcA- 11=0.116 h-1) lo cual es un indicio de que la

alteración del sistema Are puede estar ayudando al crecimiento en glucosa de una cepa

PT5-.

La siguiente pregunta que surgió es si el incremento en la expresión de los genes de

TCA es lo que favorece el crecimiento de la cepa PB11 arcA- así que se determinaron

por RT-PCR los transcritos de algunos genes del regulón de ArcA en las cepas PB11 y

PB11arcA-. Los genes pgi y glk fueron incluídos en el análisis para determinar si forman

parte del regulón de ArcA. Contrario a lo que se esperaba, la transcripción de genes de

TCA disminuyó en la cepa PB11 arcA- con respecto a la cepa PB11 a excepción del gen

glcD. 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 información se analizarán los

resultados en la siguiente sección.

Tabla 13. Análisis transcripcional por RT-PCR de varios genes del ciclo de TCA. La
normalización se hizo en base a la cepa JM101. (R) - genes reprimidos en anaerobiosis por ArcA
o FNR. Todas las desviaciones estándar son menores al 30% (Liuy De Wulf, 2004; Flores et. al.,
2005 y Perrenoud et. al., 2005).

0.9 2.2

pgi 1.1 0.5 6.6

gltA 1.6 0.2 1.3 R

aenA 4.2 3.9 5.7 R R

iedA 1.1 0.7 1.9 R R

sueA 0.9 0.9 1.7 R R

sdhB 1.3 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 1.4 R R

glpD 1.2 0.7 ND R

sodA 0.9 1 2.1 R R

* Datos reportados en Flores ei.al., 2005. (ND)No determinado
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DISCUSiÓN

a) La ausencia del sistema PTS y sus consecuencias

La ausencia del sistema PTS afecta la fisiología celular de div ersas maneras como:

• La ausencia de la enzima IIAGlc, codificada por el gen crr, genera una disminución

en los niveles de cAMP pues ésta activa a la adenilato ciclasa (Lévy ei.al., 1990).

También se pierde la represión catabólica por glucosa.

• Se ha reportado que las mutantes PTS· tienen un tiempo de duplicación de 10 a 20

horas lo cual desencadena una respuesta de estrés dirigida por RpoS (Notley y

Ferenci, 1996). Además, la ausencia de IIAGlc incrementa el nivel de traducción del

RNAm del gen rpoS (Ueguchi et.al., 2001). De hecho, el transcrito de este gen está

incrementado tanto en la cepa PBll como en la PB12 (Flores ei.al., 2005). Se ha

observado que las células en donde se acumula RpoS presentan mayor resistencia a

condiciones oxidativas debido a que el factor as también transcribe genes del

regulón de estrés oxidativo (Moreau et.al., 2001). Este efecto se presenta en la cepa

PBll, es más resistente al peróxido de hidrógeno y al paraquat en comparación a las

cepas ]MI0l y PB12 (Comunicación personal, Flores N.).

• Recientemente se ha identificado que la proteína FrsA codificada por el gen yafA se

une a la forma no fosforilada de la enzima IIAGlc y que este complejo participa en la

regulación del flujo entre respiración y fermentación. La inactivación del gen que

codifica para FrsA genera un incremento en la respiración en presencia de glucosa y

la sobreexpresión de FrsA incrementa la fermentación (Koo et.al., 2004). No se han

hecho experimentos con cepas PTS', pero probablemente la ausencia de la enzima

IIAGlc genere un fenotipo parecido al de la ausencia de FrsA.

b) PBll, una cepa hambrienta

Cuando la concentración de la fuente de carbono llega a niveles micromolares,

E.colí genera una respuesta de "hambre" que consiste en la expresión de

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

nutrientes posible.
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El modelo de represión catabólica por glucosa indica que los transportadores para

carbohidratos no PTS se pueden expresar sólo en caso de que se agote la gluco sa y que

además haya un inductor en el medio que permita eliminar la represión transcripcional

del sistema. Pero este modelo no puede explicar la expresión de transportadores de

alta afinidad durante la respuesta de "hambre" . Se determinó que durante este

fenómeno, la poca glucosa que es transportada al interior de la célula es transformada

en algún carbohidrato que puede activar los sistemas de transporte de alta afinidad, es

decir, en limitación de glucosa se sintetizan inductores endógenos (Ferenci,1999).

Así, se produce maltotriosa que activa el sistema de transporte de maltosa, y

galactosa que induce la expresión de los transportadores de galactosa. Para el caso de

la autoinducción por galactosa se requiere de las enzimas codificadas por los genes

galE, galU y pgm para poder sintetizar galactosa a partir de glucosa (Figura 5, p 15.).

Una concentración interna de galactosa cerca de 2 x 10-4 M es suficiente para inducir los

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

Hay varias evidencias que indican que la cepa PBll se está comportando como una

cepa "hambrienta":

• La ausencia de PTS disminuye el transporte de glucosa de manera importante, así

que muy probablemente PBll esté sensando concentraciones micromolares de

glucosa o glucosa-6-fosfato en su interior.

• En la cepa PBll se sobreexpresan los genes pgm, galETKM y ligeramente galU 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

están sobreexpresados en la cepa PBll.

Por otra parte, se sabe que la expresión de los sistemas MgI y Gal requieren de

cAMP para su expresión. Sin embargo, se ha comprobado que la presencia del inductor

es más importante que el incremento de cAMP. Esto es, que las cepas PBll y PB12 no

requieren presentar niveles muy altos de cAMP para poder transcribir los operones mgl

y gal; tienen suficiente cAMPo Además hay que contemplar la posibilidad de que el

cAMP se pueda sintetizar sin la activación de la adenilato ciclasa dependiente de la

enzima I1AGlc_P.
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e] Transportadores alternativos para la glucosa

Se ha demostrado que la cepa PB12 transporta glucosa a través de GalP (Flores

ei.al, 1996), pero en la cepa PBll aún no es pos ible definir si la glucosa es internalizada

por MglBAC, GalP o ambos. Dado que el transportador MglBAC tiene mayor afinidad

por la glucosa que GalP, sería posible que la glucosa fuera transportada principalmente

por el sistema MglBAC, pero también hay que considerar que tiene el inconveniente de

requerir más energía 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 PBll y PB12 lo cual indicaría que PBll también podría estar usando

a la permeasa de galactosa para transportar glucosa. Si éste fuera el caso, la cepa PB11

pCLgalP no habría aumentado su velocidad de crecimiento. Entonces, ¿qué pasa con el

transcrito de galPen PB11? Hay varias propuestas:

• Que haya algún factor en PBll que disminuya el nivel de traducción de ciertos

mRNA como el de galP. O que la traducción de MglB compita con la traducción de

GalP.

• Que el sistema de proteínas que dirige la localización de proteínas de membrana

esté disminuída en PBll .

• Que haya mayor actividad proteolítica en la cepa PBll que genere el corte del

péptido señal de GalP antes de ser localizado en membrana.

PB12 también fue transformada con el pl ásmido pCLgalP para evaluar si su

velocidad de crecimiento podía incrementarse, pero no ocurrió así (resultados no

mostrados), por lo tanto, el sistema de transporte a través de GalP debe haber

alcanzado su máxima capacidad en la cepa PB12.

Por otra parte no debe olvidarse que el transporte es el resultado de la

internalización del sustrato más su fosforilación. Así que las diferencias en la velocidad

de transporte podrían estar en un grado diferente de fosforilación entre PBll y PB12,

éste es un aspecto que se abordará más adelante.
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Finalmente, la expresión de galPen la cepa PB12 no se debe a ninguna mutación de

la región reguladora ni en los genes reguladores galR, galS y erp. Todo parece indicar

que en la cepa PB12 se ha mantenido el fenómeno de autoinducción por galactosa

descrito para la cepa PBll y que incluso la concentración de este inductor podría ser

mayor en PB12 que en PBll lo cual explicaría por qué los niveles de expresión del

operón galETKMson 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 JMI0l. Estos datos concuerdan con el análisis transcripcional y con el incremento de

flujo de carbono en la primera reacción glicolítica (Flores et.al., 2002; Flores et.al., 2005) .

La hipótesis es que si se logra aumentar la actividad de Glk y/o Pgi en la cepa PBll, se

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

Para estudiar la influencia que tiene la sobreexpresión de Glk y Pgi en el

crecimiento de la cepa PBll (PTS-Glc+), se transformó ésta con los genes glk y pgi

clonados en diferentes plásmidos multicopia.

Se observó que el plásmido pCLglk logró aumentar la velocidad de crecimiento de

PBll. Pero también cabe señalar que el incremento en la velocidad se observó después

de 24 horas de cultivo lo cual haría suponer que probablemente se pudiera requerir la

acumulación de algún metabolito. Sin embargo, es de llamar la atención que no se

observe un incremento de la actividad enzimática. Así es que el aumento en la

velocidad de crecimiento de esta cepa no está 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 PBll pCLglk + pgi sí se duplicó la actividad de Glk sin haber

un incremento en la velocidad de crecimiento. Esto implicararía que el incremento de

la actividad de Glk de manera aislada en PBll probablemente no favorece su velocidad

de crecimiento. Además se sabe que la cepa VH32 (W3110 ptsHlerr - lacI- laeZ-) no

incrementa su velocidad de crecimiento al ser transformada con un plásmido que
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duplica la expresión de glk (Hemández et.al., 2003). El incremento de actividad

enzimática cuando se transforma con el plásmido pCLglk + pgi y no con el pCLglk

podría explicarse por el hecho de que el plásmido donde están donados ambos genes

tiene dos promotores: el silvestre para pgi y pTrc para glk; ésto podría estar

favoreciendo la unión de RNA polimerasas y por lo tanto aumentando los niveles de

transcripción que se refleja en una mayor actividad enzimática.

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 PBll

(Flores et.al., 2005) lo cual implica producir ATP en menos tiempo. Entonces de nada

serviría aumentar la actividad de glucocinasa si no hubiera suficiente ATP. El

determinar la concentración de ATP en las cepas PBll y PB12 sería un buen indicativo

de la capacidad energética de cada cepa.

También es posible que el incremento de actividad de glucocinasa sólo sea útil si se

aumenta además la entrada de glucosa a la célula . Éste parece ser un argumento válido

puesto que sólo se obtuvieron colonias rojas en agar McConkey (fenotipo Glct) cuando

se indujeron al mismo tiempo galP y glk en PBll (ver tabla 12, p. 37). Es decir, una

mayor intemalización más fosforilación pueden regenerar el fenotipo Glc" en la cepa

PBll. 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 podría ser el incremento de actividad de Pgi y/o la mutación

del gen arcB.

Hasta el momento no es posible saber si el sólo incremento de actividad de Pgi

podría mejorar el crecimiento de la cepa PBll puesto que no se logró incrementar la

actividad de Pgi en PBll al nivel de la cepa PB12. Para responder este cuestionamiento

tendría que donarse pgi bajo un promotor fuerte e inducible, en un vector de bajo

número de copias para disminuir la carga metabólica y transformar a la cepa PBll con

este plásmido.
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- - -- - - - - - - - - - -

Finalmente se ha determinado que el metabolito ppGpp disminuye la actividad de

Pgi, no observándose el mismo efecto para otras enzimas glicolíticas. El ppGpp se

acumula durante la limitación de nutrientes y los genes reZA y spoT están involucrados

en su síntesis. En una cepa reZA- se incrementan levemente los niveles de fructosa-6

fosfato, fructosa-1,6-bifosfato y dihidroxiacetonafosfato (Taguchi ei.ai.., 1978). La

inactivación del gen reZA podría representar una ventaja adaptativa para una cepa PT5

pues se incrementarían las concentraciones de varios intermediarios glicolíticos y

además disminuiría la concentración de ppGpp lo cual activaría a Pgi.

e) Las posibles ventajas de inactivar el sistema de regulación Are

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

• La mutación en arcB de la cepa PB12 genera sensibilidad al azul de toluidina que es

característica de una cepa arcA- (luchi y Lin, 1988).

• En la cepa PB12 están ligeramente sobreexpresados los genes del ciclo de TeA

(Flores et.al., 2005) al igual que ocurre en una cepa mutante en arcA crecida en

aerobiosis (Nystrom et.al., 1996).

• La interrupción del gen arcA en la cepa PBll genera una duplicación en la

velocidad de crecimiento de la cepa.

• Las cepas PBll arcA- y PB12 no presentan los mismos niveles transcripcionales de

los genes estudiados del ciclo de Krebs .

Para entender el impacto de la mutación en arcB (fyr 71 -+ Cys 71) detectada en PB12 es

importante conocer el mecanismo de acción de esta proteína. En anaerobiosis, ArcB se

autofosforila y fosforila a ArcA, la cual forma un tetrámero de dímeros para poder

unirse al DNA (Jeon et.al., 2001). La secuencia consenso de unión de ArcA a sus blancos

es: GTIAATIAAATGTIA. En la figura 8 se muestran cuáles son las bases más

conservadas (Liu y De Wulf, 2004). La unión de este regulador transcripcional a sus

secuencias blanco controla la expresión de numerosos operones involucrados en el

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

En aerobiosis las quinonas de membrana estimulan la formación de puentes de

disulfuro intermoleculares en la región citosólica de ArcB lo cual inhibe su actividad

cinasa (Malpica et.al., 2004). En la figura 9 se esquematiza este proceso. Durante

condiciones de oxidación 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 posición 71 de ArcB podría generar un puente de disulfuro entre dos

moléculas de ArcB y posiblemente podría incrementarse su actividad desfosforilante.

De esta manera el aumento en los niveles de transcripción para los genes de TCA de la

cepa PB12 podría explicarse por la desfosforilación de ArcA.

Puesto que los genes de TCA se sobreexpresan tanto en la cepa PB12 como en una

cepa arcA-, se generó la cepa PBll arcA- buscando encontrar una elevación del nivel de

transcripción de los genes de TCA. Se esperaba que los transcritos de los genes gUA,

acnA, icdA, sucA, sdhB, fumA, glpO y sodA se incrementarían en PBll 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 PBll arcA- comparados con Pbl l .

Existe un reporte que podría ayudar a entender estos resultados. Se ha

determinado que una cepa arcA- durante la transición de aerobiosis a microaerobiosis

se comporta como si hubiera mayor actividad de FNR. Este regulador aumenta la

transcripción de genes de anaerobiosis y disminuye la de genes de aerobiosis debido a

un aumento en la relación de NADH/NAD+ (Levanon et al., 2005). También se sabe

que la eliminación de arcA aumenta la relación de NADH/NAD+ al incrementarse la

oxigenación del sistema (Alexeeva et.al., 2003). En la tabla 13 se muestra que los valores
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de transcripción de los genes regulados por FNR efectivamente están ligeramente

reprimidos en PBll arcA- respecto a PBll . Estas observaciones sugieren que PBll arcA

podría estar respondiendo como si hubiera mayor actividad de FNR por un

incremento en la relación de NADHjNAD+. Además, el que haya una mayor

concentración de NADH en PBll apo ya la observación de que esta cepa resiste mejor

el estrés oxidativo que PB12 y JM101. (Comunicación personal, Flores N.) Sin embargo,

no hay que olvidar que FNR es sensible al oxígeno.

Cremallera Dominio
de leucina PAS

A

I
115

Cysl80
I

Dominio
Transmisor (Hl)

I

263

H· "9"lSi - N GI G2"l·»·\..::..:·...···..:·...::..·\,(·:·{ f..:·+J..:··t .,•..:·,i

Dominio receptor
(01)

I I
520 640

100% 15% 0% Actividad cinasa

Figura 9. A) Representación de los dominios que conforman a Arcb. B) Formación de puentes
de disulfuro intermoleculares en ArcB en aerobiosis (Malpica et.a/., 2004). La mutación
detectada en PB12 se encuentra en la segunda regi ón transmembranal.

Hay que considerar que el fenotipo arcA- tal vez no sea igual en la cepa PBll (PTS-)

que en la PB12 (PTS-Clc+); posiblemente interfiera el elevado estrés que presenta PBll

en comparación a PB12. Además, dado que las redes de regulación son muy complejas,

esto es, que la transcripción no sólo está sujeta a un sólo sistema de regulación, no se

debe ignorar la ausencia del sistema PTS al analizar las consecuencias de la eliminación

del regulador transcripcional ArcA. El sistema PTS tiene un papel regulatorio
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importante por lo que su inactivación podría estar interviniendo también en el fenotipo

arcA-o Además, no se sabe si la cepa PB12 presenta algún otro cambio en un regulador

que esté involucrado en la modificación de los patrones de transcripción.

En general la transcripción de los genes de TCA en la cepa PBll arcA- está por

debajo de los niveles reportados para PBll a excepción de glcD. Este gen codifica para

la glicolato oxidasa y es fuertemente reprimido por ArcA-P y activado por la proteína

GlcC (Liu y De Wulf, 2004). A su vez el gen glce es reprimido por ArcA-P y FNR no

participa en su regulación. Un aumento del activadar GlcC podría explicar que los

niveles de glcD estén tan elevados en PBll arcA-o

Por otro lado, el nivel de transcrito de glk en la cepa PBllarcA- casi no se encuentra

modificado respecto a PBll y el transcrito de pgi disminuyó. Se sabe que en

anaerobiosis se incrementa la actividad de Pgi (Schreyer y Bock, 1980), lo cual podría

ser ~n indicio de que este gen está regulado positivamente por ArcA-P y que al ser

eliminado arcA, la transcripción de pgi disminuye. Sin embargo no existe ningún

reporte que incluya a pgi en el regulón de Arc; además habría que cuestionarse si el

aumento de actividad de Pgi reportada en anaerobiosis se debe al incremento de su

transcrito o a la presencia de algún activadar enzimático. Sería importante estudiar la

posibilidad de que pgi forme parte del regulón de Arc.

A pesar de que se han identificado más de 50 nuevos operones involucrados en el

regulen de ArcA-P (Liu y De Wulf, 2004), aún debe haber blancos que no se conocen.

Por ejemplo, no se tenía reporte de que ptsG fuera regulado por ArcA y ahora se sabe

que la eliminación de arcA incrementa 2 veces la expresión de ptsG y la sobreexpresión

de arcA disminuye el consumo de glucosa (Ieong et.al., 2004). De la misma manera los

genes glk y/o pgi podrían ser regulados por ArcA aunque hasta el momento no se

tengan reportes al respecto. Se hizo una búsqueda de la secuencia consenso de unión

para ArcA-P en los genes glk y pgi Y se encontraron posibles sitios de unión que se

muestran en la figura 10. Pero incluso si se llegara a demostrar que ArcA-P activa la

transcripción de pgi, esto no explicaría por qué se incrementan los niveles de transcrito

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

M T TCGCCCTTGCGGTCAGTAGTTCAGCTAATAAATGC TTCACTGCGCTAAG GTT'l'ACACTCAACl TACGCTAACGGCACT MAAC CATCACATTT TT CTGTGACT GGCGCT ACM TC

TTAAGCGGGAACGCCAGTCATCAA GTCGAT TAT TTA CGAAGTGACGCGATTC CAAATGTGAGTTG. ATGCGATTGCCGTGATTTTGGTAGT GTAAAM GACACTGACCGCGATGTT AG

NH2-Pgi~
TTCCAAAGTCACAAT7CTCAAMTCAGAAGAGTATTGCJ AATGAAAAA CATCAATCCAACGCAGACCGCTGCCTGGCAGGCACTACAGMACACTTCGATGAAATGAAAGACGT':'ACGA7

I I I I I I I I I I I I
AAGGTTTCAGTGTTAA GAGTTTT AGTCT TCTCAT AACGATTACTTT'l"'l'GTAGTTAGGT TGCGT CTGGCGACGGACCGTCCGTGATGTCTT":'G'I'GAAGC7ACTT 'rACT? 7CTGCAATGCTA

+115 (10/15)
TCCGCMCCTTCGACGATCAGATGCT GGTGGATTACTCCAAAMCCGCAT CACTGAAGAGACGCT GGCGAAATI' AC1\

GCGGCTAGAAAAACGATTTCTGCCGCT ..... --11 AGGCGTTGGAAGCTGCThGTCTACGACCACCTMTGAGGTTTTTGGCGTAG?GACT'I'CTCTGCGACCGCT'l'TAATGT

B r • NH2-Glk
GTGAGAMGMTT ATTTTGACTT TAGCGGAGCAGTTGAAG TGACM AGTATGClI.TTAGTCGGTGATGTGGGCGGCACCAACGCACGTCTTGCT CTGTGTGATATT GCCAGT GGTGAM

1 I I I I 1 I 1 1 I I I
CACT CTTTC TT AATAAAACTGAAATCGCCTCGTCAACTTCTTACTGTTTCATACGTAATCfooGCCACTA CfooCCCGCCGTGGTTGCGTGCAGAACGAGACACACTA TMCGGTCACCAC7TT

TCTCGCAGGCTAAGACCT ATTCAGGGCTT GATT ACCCCAGCCTCGAAGCGGTCATTCGCGTTT ATCTT CAAGAACATAA GGTCGAGGTGAAAGACGGCTGTATTGCCATCGCTTGCCCAA
I I I I I I I I I I I I

AGAGCGTCCGATTCTGGATAAGTCCCGAACTAATGGGGTCGGAGCTTCGCCAGTAAGCGCAAATAGAACTTCTTGTATTCCAGCTCCACTTT CTGCCGACATA ACGGTAGCGAACGGGTT

+240 (10/15)
TTA CCGGTGACTGGGTGGCGATGACCAA CCATACCTGGG

AAT GGCCACTGACCCACCGCTACTGGTTGGTATGGACCC AAGAGTTAACGG TTI'ACTTTT TCTT AGAGCCAAMT CGGTA GACCTTTM TAATT GCTMAATGGCGACA':.'AGCTACC

Figura 10. Posibles sitios de unión de ArcA-P en las regiones reguladoras de pgi y glk. Estos
sitios están encerrados en recuadros; arriba de cada cuadro se indica la posición del nucleótido
central respecto al ATG de inicio y los números entre paréntesis indican el número de bases que
coinciden con las 15 que conforman la secuencia consenso para ArcA-P.

Por último, para poder analizar con mayor exactitud la influencia de la mutación

en arcB sobre los niveles transcripcionales de genes de TeA, se requeriría 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 PBll.

Hasta el momento se han logrado importantes avances sobre la caracterización de

las cepas PBll y PB12 Y se han detectado algunos factores que favorecen el

crecimiento de estas cepas. Sin embargo aún falta identificar cuáles fueron las

mutaciones que se seleccionaron en PB12.
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CONCLUSIONES

• No se detectó ninguna mutación en los genes del regulón de galactosa. La

sobreexpresión del regulón de galactosa en las cepas PBll y PB12 se explica por la

síntesis interna de galactosa como autoinductor del sistema.

• La sobreexpresión de pgí y glk no pueden ser explicados por cambios en la

secuencia nucleotídica de éstos ya que no se detectó mutación en las regiones

estructurales ni reguladoras de los genes.

• En la cepa PB12 se seleccionó una mutación en el gen arcB que cambia un residuo

de Tyr por uno de Cys en la segunda región transmembranal de la proteína. En la

cepa PB12 se sobreexpresan los genes de TCA que es un fenotipo arcA- .

• La eliminación del gen arcA incrementa el crecimiento de la cepa PBll. Sin

embargo, este efecto no está relacionado con un incremento en la expresión de

genes de TCA. Aún no se conocen los elementos responsables del aumento de

velocidad.

• La presencia del plásmido pCLgalP casi duplica la velocidad de crecimiento de la

cepa PBll, lo cual implica que la sobreexpresión de galP puede al menos

parcialmente restituir el transporte de glucosa en Pfí'll .

• La duplicación de la actividad de glucocinasa en la cepa PBll utilizando el

plásmido pCLglk + pgí 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 Pbll.

• La transformación de la cepa PBll con el plásmido pCLpgí no incrementa de

manera importante la actividad enzimática. Por tanto aún no es posible saber si

sólo el incremento de actividad de Pgi en la cepa PBll podría incrementar su

velocidad de crecimiento.

• La presencia del plásmido pCLglk+galP más IPTG incrementa más de 5 veces la

velocidad de crecimiento de la cepa PBll lo cual sugiere fuertemente que la suma

de una mayor internalización de glucosa por GalP más fosforilación por Glk

generan un fenotipo Clct en la cepa PBll.
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PERSPECTIVAS

• Aún falta identificar la o las mutaciones involucradas en el fenotipo PTS-Glc+de la

cepa PB12 además de la mutación detectada en arcB. Si en PB12 se hubiesen

seleccionado dos mutaciones, entonces es probable que la complementación de una

cepa PBll ArcB Tyr 71 ---> Cys con un banco del genoma de PB12 podría permitir la

detección de la otra mutación. Esta opción sería viable en caso de que se trate de

una sola mutación puntual. Pero también es posible que en PB12 haya más de una

mutación o que incluso haya ocurrido un fenómeno de transposición o de

duplicación genética.

• Para profundizar en la caracterización de la mutación en arcB se podría analizar el

crecimiento de la cepa PB12 en anaerobiosis y diferentes niveles de oxigenación. Si

la mutación en arcB genera un aumento de la actividad desfosforilante de la

proteína, se dificultaría el crecimiento de PB12 en ínicroaerobiosis.

• No se ha deteríninado la causa de la sobreexpresión de glk y pgi. La fusión de las

regiones reguladoras de glk y pgi con el gen que codifica para la ~-glucuronidasa y

el monitoreo de actividad al hacer complementaciones con un banco, podría

permitir la detección del gen responsable de dicha sobreexpresión. También

podría investigarse la posible regulación de ArcA-P sobre glk y pgi.

• La cuantificación de ATP, NAD+/NADH Y NADP+/NADPH de las cepas PBll y

PB12 sería útil para conocer el estado energético y capacidad biosintética de las

ínismas.

• Actualmente continúa el trabajo de secuenciación y estudio de sistemas

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

.:. Publicación de artículos como coautora.

En ambos proyectos participé principalmente en la manipulación de RNA (extracción,

cuantificación, y purificación) y en el de sarrollo del análisis transcripcional por RT

res.

•

•

Flores N, Flores S, Escalante A, de Anda R, Leal L, Malpica R, Georgellis D, Gosset

G, Bolívar F. Adaptation for fast growth on glucose by differential expression of

central carbon metabolism and gal regulon genes in an Escheríchía colí 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 glicólisis para

transportar a la glucosa por el sistema PTS. Para incrementar la disponibilidad de PEP hacia

la producción de compuestos aromáticos, se eliminó el sistema PTS para dar origen a la

cepa PBll (PTS-). Posteriormente se aisló y caracterizó a PB12 (PTS-G1c+), una cepa mutante

deri vada de PBll que puede consumir glucosa y crecer más rápido que PBll. En este

artículo se reporta un análisis transcripcional comparativo entre estas cepas de genes

involucrados en el metabolismo central de carbono de glucosa, el transporte y la regulación

transcripcional. Se determinó que PBll se comporta como una cepa hambrienta y que tiene

capacidades glicolíticas y gluconeogénicas simultáneas. Por otra parte los genes glk, pgi, del

TCA y de respiración están sobreexpresados en PB12 lo cual podría proporcionarle una

ventaja adaptativa. La mutación detectada en arcB es probablemente responsable de la

sobreexpresión de genes de TCA en la cepa PB12.

Varios resultados del presente proyecto fueron inc1uídos en este artículo.

Lara A, Leal L, Flores N, Gosset G, Bolívar F and Ramírez O. Transcriptional and

metabolic response of recombinant Escherichía colí to spatial dissolved oxygen

tension gradients simulated in a scale-down system. Biotechnol Bioeng . (In press)

Una cepa de E.cofi productora de proteína verde fluorescente (GFP) fue sometida a

oscilaciones de oxígeno disuelto (DOT) simulando los gradientes que se presentan en

biorreactores de gran escala. Se determínaron los niveles de transcripción de genes de

fermentación ácida 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 oxígeno se usa preferencialmente. Por otra parte, la producción de GFP

fue 19% menor con respecto al control. La respuesta transcripcional de E.cofi reportada en
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este artículo permitirá establecer criterios que permitan diseñar estrategias para mejorar el

desempeño de cultivos a gran escala.
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Metabolic engineering can be dcfined as the modifica
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1991). This d iscipline has been applied in Bschericñ ta
coli to improve productivity an d yie1d in the syn thesis of
specific metabolites, Sorne of the strategies followed to
ach ieve these goals inel ude modificaúon or elimination
of the phosphoenolpyruvate (PEp):carbohydrate phos
photransferase sys tero (PTS). This protein system
belongs to the group translocator class of transporters.
which are widespread in bacteria (Saier, 2(02). O ne of
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Abs tlact: Esc/Jerfchlacoli. expressing recombinant green
ñuorescent protein IQFP I, was subjeeted to dissolved
oxy gen tensíon toOTt05cillations in a two-eornpartrnent
system fo r jl imulatlng gradients that can oce u r in larqe
~ale bioreactors. CelIs were cont inuo usly círcutsted
bet\lIeen th e anae robic 10'%oon and aerobic I 10'1óOOTI
vessets o f the scsíe-down 5Y1ltem to mi mic an ove-raU
cilCulatioo time of 00 s , aOO a m ean residence t ime In
the aneerobi c aOOaerob lc eompartments of S3 and 17 s,
respedively. Transerip tion levels of m ixed acid íermen 
tation gene¡¡ {/dhA, pax8, frdO. ad:A. adllE, pflD, and
fdhFj, maasured by quantitative RT-PCR. íncre_d
between 1.5- to over 6-fold under oselUatory OOT com
pared toaeroblc cultures tconstant 10%oon .Inaddition,
the transcriptlon level of fum 8 Increased whemas it de
creased fo r rocA and StJc8. suggestlng that the triear
boxylleaeld cycle was funct ion l ng as two open brarehes,
Gene transcriptlon levels revealed that cytrachrome bd,
whích has hlgher affinlty to ol<ygen bu t lower eonergy
eff"lCleOl.y, \\185 preferred over cvtoch rome b~ in os cilla
tory OOTcultures. Post-franscrlptional procassíng Iimlled
hetarologolJ!l proteJn produetlon in the scale-down sya
tem, as ín ferred from similar gfp t ranscriptlon bot 190/0
lo\\ler GFP concantration oompared to aerobic culture¡¡.
SimulatedOOTgradients also aff;!oCted the transcJiptíon of
gene!l oftheglyoxylate shun t lecM}, of global r!'gulators
of aerobicandanaerobicmetabolism {fnr, aroA, and arc8l.
aOO other relevant gene!l {1u>CS, sodA, timA. and sdh8l.
Transcrip\ional c.hanges explained tlle obselVed altera
tionsln overllll llto ichlometrieandldnetieparameters. and
produetlon of ethanol and organic aeldjl. Oifferen ces in
tl1lOjlCfiption levels bet\\lee n aeroble and anaeroblc
compertments \\Iere lOlsoabserveod. indicating that E. 0011
can r"'5pond very f ast lO intermittent OOT conditlons. lhe

Ú>I1cIp~" ID:Ootn 1o T, R...~z

Co:>t:z t pálpo::>'lClOC CO.'.....CYT; OOAP"
Cau1<tUd 0<IlIi>0n: NC-2!Q, 4= . 4ól()&.Z:1l'4~ n.'2li'lOl.

1X'2:!44I)t

tr enscríptlcnelresponses of E. collto OOT gradlents re
ported here are useful for eatablishlng ratlonal scele-up
eriter la and strain d&!llgn strategles fo r ImprO\led culture
performance at large scales. O 2005WI~ P<>riodlCill*. ln c.

Keywords: recombinant E. col f; scale-dawn; aerobie and
anaerobic met&bclllsm; tr~ptomiC1\; cilCulatlo n time;
dlssolved oxyg eo gradients; scale-uP¡ Ilcale-down

INTRODUCnON

The dcsJgn and operation of laJ¡e-sca1e !ennenteu is con
stra ined by prscticaJ issues th9t fR:tJl!'CntIy lead to mixing

problems 3lld 100 ooncomitant appearllllCC of qntial grad
icntsin culture patmJIC!tCu (Amanullah etal., 2004;Davidson
el sl. , 2003 ; Pa1oJn.ares and Ramfrez, 2(XX); SclllnalZJÍcdt
et al•• 2003). linder sucb oonditiom. eeüs are eontillUOllsIy
erposed to 3D oscilíating cnvimlllIll!nt that can affect tbcir
metabolic 8Ild pbys.inlogic behavior. Tbis cxplaim Ibc dif·
fc rent pcrfur1n.3noc gencmUyobllCn'OO bctwcen !:lr~scale

eulllll1!s 8Ild 1&Jomlory stndics eonductcd lI11du wdl
eontro Dcd oonditioos fBylund ct al.. 199&. 1999. 2000;
Hewitt et al•• 2(XX); Nmndev ct al. 1m; On)-eab et al,
200 3). 1becffccts of CIlvirontnental DuáUllticms on ce1h can
be invcs;tjgated insca1~ systems R'i oriSUWlYpropmed
by Oos:tabuis (19&4). Utrlng suchapproadl, lheetJrctsofpH.
dissolvcd oxygen temion fDan. 3lld wbstral.e gmdients
have becn studicd on a variety of organimu ranging !mm
baetcria (Ama nuUah ct al , 2001 ; Bylund et al. 1999;
De Leónct al.. 199.5; Hcwilt el al., 2(XX); Nan1dev et al,
1993; Oastcrlmis et al.. 1985; Saudoval-Bas:urto et al.,
2005; Tnljillo-Roldán ct al., 2001) 3lld ~_ (COttis

et al.. 2005; ~orge et al, 1993). to mamma1ian cel1s
(Osman el al~ 2002; Senato lit al., 2004). Tbe wdy ofceU

pby siology llllIOOf sucb ftllCtullting eOJlditiODll has becn
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.:. Participación en congresos

• Presentación oral del trabajo "Impacto de la sobreexpresión de galP, glk y pgi sobre

una cepa de Escherichia coli PTS-" en el XI Congreso Nacional de Biotecnología y

Bioingeniería que tuvo lugar en Mérida, Yucatán del 18 al 23 de sep . del2üüS.

• Presentación del cartel titulado" Análisis transcripcional del regulón de galactosa

en cepas de Escherichia coli PTS-Glc+" en el XXV Congreso Nacional de Bioquímica

que tuvo lugar en Ixtapa, Zihuatanejo del 28 de nov . al 3 de dic. del2üü4.
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APÉNDICE

a) Clonación de los genes pgi y glk en plásmidos multicopia

BsmF I
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Neol
Sly l
EeoRI

----~ J- - - - -fEeI13611
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Figura 11. Representación de los vectores utilizad os para clonar los genes pgí y gIk. Es
importante mencionar que el sitio múltiple de clonación del vector pCL1920 aparece invertido
en la referencia original (Lemer e Inou ye, 1990; Amann et.a!., 1988).

Tabla 14. Clonaciones de este trabajo

Construcción Región clonada** Vector No. copias~ I~ Sitio de clonación
~

pTrcgIk 470/115 pTrc99A "" 30 EcoR1

pTrcpgi 160/260 pTrc99A ""30 EcoR1

pCLpgí 1607260 pCL1920 "" 5 EcoR1

*pCLvgIk pgí 160/260 pCL1920 "" 5 Xba I - BamHI

* El gen pgífue clonado en tándem con respecto a gIk en el plásmido pCLv1gIk construido
anteriormente (Hernández et.al., 2003).
** El primer número ind ica la cantidad de pb clonadas en el extremo 5' con respecto al ATG de
inicio; el segundo número indica la cantidad de pb clonadas después del codón de término del
gen .
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b) Abreviaturas más importantes utilizadas en este trabajo

Tabla 15. Abreviaturas usadas para compuestos qu ímicos .

Gle Glucosa
G6P Glucosa-6-fosfato
6PGNL 6-Fosfo luconolactona
F6P Fructosa-6-fosfato
PEP Fosfoenol iruvato
Ac-CoA Acetil coenzima A
CoA Coenzima A
A-AMP Acetil AMP
Ac-P Acetil fosfato

1 ~.~'?:íDb<eae,,~~?,~ <:g~!.fjf~~
maeB Enzima málica

dependiente de NADP+
mdh Malato deshidrogenasa
mglB Transportador ABC

para galactosa
nuoF Subunidad de la NADH

deshidrogenasa
Pdh Piruvato

deshidrogenasa
pckA PEP carboxicinasa
pfl .Piruvato formato liasa
pgi Fosfoglucosaisomerasa
pgm Fosfozlucomutasa
poxB Piruvato oxidasa
ppc PEP carboxilasa
pps PEP sintasa
pta Fosfato acetil-

transferasa
pykAK Piruvato cinasas

isoenzimas A v F
sdhABCD Complejo de la

succinato
deshidrozenasa

sfcA Enzima málica
dependiente de NAD+

sodA Superóxido dismutasa
sucAB Subunidades del

complejo de la a-
cetoglutarato
deshídrozenasa

sucCD Subunidades del
complejo de la succinil-
CoA sintetasa

Receptor de alta
afinidad ara maltosa

lsocitrato sintasa

Galactocinasa

Subunidad ~ de la
proteína de unión a
DNA

Fumarasa

Subunidad a de la
proteína de unión a
DNA HU

Citrato sin tasa

Glicerol-3 -fosfato
deshidro enasa

Glucocinasa

Subunidad D de la
licolato oxidasa

Malato sintasa G

UTP-glucosa-l-fosfato
uridiltransferasa

Galactosa-l-fosfato
uridiltransferasa

Permeasa de alactos a
Galactosa-l-e imerasa

lsocitrato liasa

Adenilato ciclasa

UDP-glucosa 4
e imerasa

Acetil coenzima A
sintetasa

Aconitasa

Malato sintasa A

Acetato cinasa

icdA

ackA

acs

hupB

aceA
aceB

lamB

acnAB
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