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1. Resumen

Con la tecnologia del DNA recombinante se han aislado, caracterizado y expresado un gran nimero
de genes en diferentes células hospedero. Generalmente, los plasmidos han sido las herramientas
moleculares utilizadas por excelencia para expresar genes heterdlogos, de manera extracromosomal
en microorganismos como Escherichia coli. No obstante, se han desarrollado nuevas metodologias
que permiten integrar y modificar genes a nivel cromosomal; estos sistemas conocidos como de
integracién y delecién, permiten de manera sencilla y rdpida la insercion de genes en un
determinado locus del cromosoma bacteriano (Le Borgne ef al., 1998; Datsenko & Wanner, 2000;
Kolisnychenko et al., 2002; Fukiya et al., 2004). Sin embargo, si el interés es obtener una gran
cantidad de una proteina en particular, entonces resultaria ideal el uso de vectores de expresion en
multicopia. Por esta razon, es adecuado realizar la caracterizacion molecular y fisiologica de cepas
mutantes con varias copias de un mismo gen al cromosoma bacteriano para tener un mejor
entendimiento de como reacciona el metabolismo bacteriano ante inserciones multicopia. En el
presente trabajo se utilizé al gen heterdlogo pal de Rhodotorula glutinis, el cual codifica para la
enzima fenilalanina amonio liasa/tirosina amonio liasa involucrada en la sintesis de acido cindmico
(CA) y p-hidroxicinamico (pHCA). Se estudio el efecto de expresar dicho gen en el crecimiento del
hospedero y la produccion de los compuestos previamente mencionados, comparando con las cepas
que expresan pal en plasmido (multicopia), asi como una vez integrado en el cromosoma, en
monocopia, dicopia y tricopia en los genes cromosomales lacZ, xylAB y malEFG de la cepa
silvestre W3110 de E. coli. Asimismo, se estudio el efecto de la inactivacion del gen phed sobre el
flujo de carbono hacia la produccion de tirosina para ser finalmente transformada en acido
cumarico. Tras analizar la cantidad de compuesto acumulado de manera individual, las cepas
W3110/ lacZ::palgs, malEFG::palge, loxP-aacCI-loxP, W3110/ lacZ::palg,, xyIAB::palg,, loxP-
aacCl-loxP 'y W3110/ lacZ::palg,, xylAB::palr, malEFG::palge, loxP-aacCl-loxP mostraron un
valor de pHCA acumulado similar a la cepa W3110/pLoxGentrcpalg,, 10 que sugiere que basta con
dos copias del mismo gen integradas al cromosoma para obtener una cantidad similar de pHCA a la
obtenida con el plasmido pLoxGenfrcpal. Sin embargo, al ser usada la cepa W3110/ lacZ::palg,,
XVIAB: :palg,, loxP-aacCl-loxP como cepa de referencia de pHCA de maximo acumulado, la tinica
cepa con valores similares es la W3110/pLoxGentrepal, 1o que indica que la doble integracion
cromosomal en los loci lacZ y xylAB es la mejor estrategia para incrementar la produccion de acido

cumarico bajo las condiciones empleadas en este estudio.
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2. Introduccion

A través del desarrollo de tecnologias como la del DNA recombinante ha sido posible la generacion
de microorganismos con la capacidad de sobreproducir compuestos de interés industrial (Nielsen,
2001). La bacteria Escherichia coli se ha utilizado en procesos biotecnoldgicos, como cepa
hospedero para la expresion de genes propios, y heterologos con el objetivo de producir proteinas y
metabolitos especificos. Usualmente, es necesario un alto nivel de expresion de los genes de interés
para producir grandes cantidades de la proteina requerida, para lo cual se hace uso de pladsmidos en
los que se introduce el DNA foraneo. Una vez expresado el gen de interés en la célula, la proteina
resultante provee al hospedero de nuevas capacidades metabdlicas, como son la capacidad de
producir nuevos metabolitos o bien sobreproducir compuestos nativos.

Los plasmidos usualmente son moléculas circulares de DNA, que se replican de manera auténoma
al DNA cromosomal bacteriano. Generalmente, se encuentran en multiples copias dentro de la
célula hospedero y a pesar de su versatilidad y utilidad como vectores de clonacion, la presencia de
multiples copias de un plasmido y la expresion del DNA que contiene, representan una “carga
metabolica” al organismo hospedero, que frecuentemente ocasiona cambios adversos en su
fisiologia. La carga metabolica se refiere a los recursos de la bacteria, ya sea en la forma de energia
o de moléculas precursoras, que se requieren para mantener y expresar el DNA de interés en la
célula. Uno de los cambios mas comunmente observados por la carga metabolica es una
disminucién en la tasa especifica de crecimiento (u) de la bacteria (Glick, 1995). Si el interés es
obtener una gran cantidad de una proteina en particular, entonces resulta ideal el uso de vectores de
expresion en multicopia, sin dejar de lado otros aspectos a considerar sobre los plasmidos como: la
inestabilidad segregacional que se refiere a la pérdida del plasmido, lo cual puede evitarse hasta
cierto grado si se emplea algun tipo de presion selectiva como seria la adicion de antibidticos cuya
resistencia se encuentre codificada por un gen presente en el plasmido. Sin embargo, en la mayoria
de los casos no es deseable el empleo de antibidticos, ya que es necesario removerlos del medio de
cultivo en procesos industriales, representando un gasto extra.

Para E. coli, se han desarrollado diversos métodos para la modificacion del DNA cromosomal
bacteriano basados en la recombinacion mediada por el sistema de recombinasa A-Red. Existen
métodos actuales de reemplazo alélico que permiten, a través del uso de productos de PCR, insertar
genes en cualquier locus del cromosoma bacteriano (Datsenko & Wanner, 2000; Kolisnychenko et
al., 2002; Fukiya et al., 2004). En estos sistemas, la integracion génica ya no esta restringida a un
determinado sitio en el cromosoma. Ademas de esta delecion especifica de genes, estos sistemas de
recombinasas han sido utilizados, entre otros, para la integracion de genes heter6logos (‘“knockin”)

en E. coli. (Sabido A. L., 2012). Sin embargo, estas metodologias han sido utilizadas unicamente
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para la integracion monocopia de un gen; si el interés es obtener una gran cantidad de una proteina
en particular, entonces resultaria ideal el uso de vectores de expresion en multicopia pese a los
problemas que estos conllevan. Por esta razon, es adecuado estudiar el efecto de introducir varias
copias de un mismo gen al cromosoma bacteriano con el fin de contar con cepas estables, robustas,
libres de marcadores, capaces de generar una cantidad elevada de una proteina y/o compuesto de
interés.

En nuestro laboratorio se han construido un conjunto de vectores, muchos de ellos derivados de
pBR322, que permiten introducir en la bacteria el DNA clonado y estabilizarlo de forma
extracromosomica (Bolivar et al., 1977). Entre estos derivados, destaca el plasmido pLoxGentrc
que ademas permite integrar material genético en un locus cromosomal de E. coli, reduciendo de
esta manera el problema de la carga metabolica en la célula (debida al mantenimiento del nimero
de copias del plasmido y a la expresion del gen de interés), asi como la inestabilidad segregacional
(Le Borgne et al., 1998 y 2001), ademas de poseer el casete de resistencia a gentamicina flanqueado
por dos sitios Loxp con el objetivo de eliminar los genes de resistencia a antibidticos del
cromosoma bacteriano, lo cual permite incrementar el repertorio de marcadores de seleccion
disponibles para su uso en E. coli y otras bacterias (Palmeros et al., 2000). De esta manera se puede
lograr la permanencia estable y libre de marcadores de genes recombinantes mediante la integracion
de los mismos al replicon del cromosoma de un hospedero.

Tomando en cuenta lo anterior, en este proyecto se utilizo un método para la integracion y la
expresion de genes en el cromosoma de E. coli, basado en el uso de un plasmido de expresion como
templado para la generacion de un producto de PCR (Sabido A. L., 2012). Se utilizdo al gen
heterdlogo pal de Rhodotorula glutinis, el cual codifica para una enzima fenilalanina amonio
liasa/tirosina amonio liasa involucrada en la sintesis de acido cumadrico y cinamico. Se estudio el
efecto de expresar dicho gen en el crecimiento y la produccion de los compuestos previamente
mencionados, comparativamente entre las cepas que expresan pal en plasmido (multicopia), asi
como una vez integrado en el cromosoma, en monocopia, dicopia y tricopia y la inactivacion del
gen pheA para aumentar el flujo de carbono hacia la produccion de tirosina para ser finalmente

transformada en pHCA.
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3. Antecedentes

Ante la creciente demanda de compuestos de interés comercial, los avances en la ingenieria
genética han permitido desarrollar cepas modificadas genéticamente con caracteristicas favorables
para la sintesis de dichos productos. La estrategia mas deseable para la generacion de cepas de
produccion estables, consiste en lograr la expresion cromosomal de los genes de interés. En este
trabajo se busc6 ampliar el conocimiento respecto a los efectos en la produccion de compuestos no

nativos de la integracion de un gen particular en este caso en monocopia, dicopia y tricopia.

3.1 Produccion de compuestos aromaticos en bacterias
Los compuestos aromaticos son un grupo diverso de quimicos usados como solventes orgénicos,

tintes y precursores para la sintesis de numerosos productos empleados en alimentos, farmacia e
industrias quimicas. Actualmente la mayor parte de los compuestos aromaticos son manufacturados
empleando petroleo como materia prima, sin embargo su naturaleza no renovable del petroleo asi
como la contaminacion generada de los procesos de manufactura de los compuestos aromaticos han

llevado a buscar el desarrollo de métodos de produccion alternos y sustentables (Gosset , 2009).

Existe una gran tradicion del uso de bacterias como medio de produccion de diferentes quimicos
mediante procesos fermentativos industriales, por lo que la mayoria de los acercamientos a la
generacion de cepas microbianas para la produccion de compuestos aromaticos se han realizado en

especias bacterianas(Gosset, 2009).

3.2 Estrategias de generacion y mejora de cepas de produccion
Una bacteria debe ser modificada genéticamente para que pueda secretar un nivel elevado de un

compuesto aromatico en particular. Las estrategias clasicas para la generacion de cepas de
produccion estaban basadas en mutagénesis aleatoria y seleccion. Mediante este método se
consiguieron cepas para la produccion de aminoacidos como la L-tirosina (L-Tir), L-fenilalanina (L-
Fen) y L-triptofano (L-Trp), sin embargo estas cepas han mostrado pardmetros de produccioén poco

optimos (Bongaerts, et al. 2001).

Recientemente el creciente conocimiento en bioquimica y en mecanismos de regulacion de enzimas
y genes de las rutas metabodlicas relacionadas con las rutas involucradas en la biosintesis de
compuestos aromaticos, ha permitido la generacion racional de cepas. Esto ha dado lugar a un gran
progreso en la construccion de cepas de produccion, al aplicar estrategias basadas en la
modificacion directa de enzimas, transporte y actividades regulatorias (ingenieria metabdlica). El
objetivo de estas modificaciones es redirigir el flujo de carbono del metabolismo central hacia la

ruta biosintética deseada, manteniendo suficiente suministro de energia y reduciendo el poder para
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la biosintesis y el crecimiento celular. Ademas, la expresion de genes heterdlogos (provenientes de

diferentes especies) permite la sintesis de compuestos no nativos de la bacteria (Ikeda, 2006).

Las cepas bacterianas utilizadas para la produccién de compuestos aromaticos a partir de fuentes de
carbono simples como materia prima han sido generadas aplicando ingenieria metabodlica y diversas
estrategias para modificar el metabolismo central, las vias biosintéticas de aromaticos, transporte y
funciones regulatorias. Estas estrategias se complementan con la expresion de genes heter6logos e

ingenieria de proteinas.

3.3 Expresion de genes heterdlogos para la produccion de aromaticos
3.3.1 Plasmidos para expresion de genes heterélogos
Los plasmidos usualmente son moléculas circulares de DNA, que se replican de manera autonoma
al DNA cromosomal bacteriano. Los plasmidos se utilizan de manera habitual en los laboratorios de
biologia molecular desde que se descubrid que pueden ser una buena herramienta de manipulacion,

transferencia y modificacion de la informacion genética.

3.3.1.1 Elplasmido y la carga metabdlica
Los plasmidos generalmente se encuentran en multiples copias dentro de la célula hospedero y a

pesar de su versatilidad y utilidad como vectores de clonacidn, es sabido que la presencia de
multiples copias de un plasmido y la expresion del DNA que contiene, representan una “carga
metabolica” al organismo hospedero, que frecuentemente ocasiona cambios adversos en su
metabolismo. Las células que llevan un plasmido requieren de energia y de precursores adicionales
para el mantenimiento, replicacion y en algunos casos, la expresion del gen de interés (Roskov et
al., 2004; Ow et al., 2006). Esta demanda se conoce como carga metabolica. Un plasmido
representa un problema energético para el metabolismo de la bacteria cuando la funciéon es
independiente al microorganismo, esto es, cuando el plasmido no representa ningiin beneficio para

la bacteria.

Para un hospedero bacteriano, un plasmido representa una carga metabdlica que conduce a la
reduccion en la capacidad de crecimiento y de la viabilidad celular. Esto se puede traducir en la
pérdida del plasmido y por lo tanto en la reduccion de la productividad (Kumar et al., 1991). Por
esta razon, se necesita de una presion de seleccion para que las bacterias que pierden el plasmido,
no sean capaces de crecer mas rapidamente que las que aun lo posen, y de esta manera, no se
desplace el cultivo hacia las bacterias que no portan al plasmido o no puedan sintetizar el producto

de interés.
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El uso de un antibidtico como presion de seleccion en medios de cultivo de E. coli con plasmidos
conteniendo genes de resistencia a los mismos es muy comun. Lo que se espera, es que todas las
células lleven el plasmido de interés. Aquellas células que lo han perdido, deberian morir, pues no

seran capaces de producir a la enzima involucrada con la resistencia al antibiotico.

3.3.2 Sistemas de integracion cromosomal
La integracion de genes recombinantes en el replicon cromosomal ha permitido la permanencia

estable y libre de marcadores de seleccion de dichos genes en un hospedero bacteriano, ademas de
disminuir la carga metabolica al no ser necesario el uso de plasmidos para la expresion de los
mismos. En E. coli, se han desarrollado diversos métodos para la modificacion de DNA
cromosomal bacteriano, basados en la recombinaciéon mediada por el sistema de recombinasa A-Red
o el recET. Estas metodologias han sido utilizadas principalmente para la interrupcion de genes
cromosomales (“knockout”), para el reemplazo de promotores cromosomales y para la integracion
de genes heterologos (“knockin”).

En nuestro laboratorio, se ha disefiado un sistema derivado del plasmido pBR322, que ademas de
permitir clonar DNA foraneo en la bacteria E. coli (Bolivar et al., 1977), posibilita la integracion de

material genético en su cromosoma.

3.3.2.1 Recombinacion sitio-especifica
Este tipo de recombinacion ocurre en sitios muy especificos entre las moléculas de DNA que tienen

una regioén pequefia de secuencia idéntica. En este tipo de recombinacion participan proteinas
especificas para cada sistema llamadas recombinasas sitio-especificas, las cuales llevan a cabo el
intercambio genético y la union de las hebras por una ruptura precisa en los sitios blanco. Como
resultado se genera un cointegrado, el cual esta flanqueado por dos sitios nuevos de insercion, que
son reconocidos por la misma enzima para llevar a cabo la escision del DNA. Sélo algunos sistemas
de recombinacion sitio-especifica se utilizan extensamente en la modificacion del genoma de
diversos organismos (incluyendo bacterias, plantas, moscas y mamiferos), la familia A integrasa esta
formada por dos de ellos: el sistema /oxP/Cre del fago P1 y el sistema frt/Flp de Saccharomyces

cerevisiae.

3.3.2.1.1 Sistema loxP/Cre del fago P1
Durante el ciclo de replicacion del fago P1, la recombinasa Cre es la responsable de resolver los

dimeros que se forman durante la duplicacion de su genoma; ademas de esta enzima, el sistema esta
conformado por dos sitios de recombinacion llamados /oxP, cada uno de los cuales consiste de una
secuencia de 34 pares de bases, compuesta por dos secuencias invertidas repetidas de 13 pares de

bases separadas por una region de 8 nucledtidos (Figura 1).
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ATAACTTCGTATA GCATACAT TATACGAAGTTAT
TATTGAAGCATAT CGTATGTA ATATGCTTCAATA

> <

Figura 1. Secuencia nucleotidica de un sitio /oxP. Se seiiala la region de entrecruzamiento (* * °).

Después de que un dimero de Cre se une a un sitio /oxP, otro dimero localiza y se une a un segundo
sitio loxP, la recombinasa corta el DNA en la region espaciadora y después de llevar a cabo el
intercambio de las hebras, vuelve a unir el DNA. La recombinacion entre dos sitios /oxP dispuestos
en la misma direccion, provoca que el fragmento de DNA entre ellos se escinda como molécula
circular (Figura 2); los productos de esta recombinacion llevan un sitio loxP completo cada uno. En
cambio, el evento de recombinacion entre dos sitios loxP dispuestos en orientacion contraria
provoca que el fragmento de DNA entre ellos se invierta (Sternberg y Hamilton, 1981). Este
mecanismo de recombinacion sitio-especifica, permite eliminar marcadores de resistencia del

cromosoma, mientras estén flanqueados por sitios /oxP (Palmeros et al., 2000).

loxP loxP

== ;_>_

=
==

Figura 2. Recombinacion entre dos sitios loxP orientados en la misma direccion.

3.3.2.2 Inactivacion cromosomal por transduccion con el bacteriéfago P1 vir
La transduccion es el método de recombinacion genética por el cual se introduce DNA exogeno en

una célula por medio de un vector viral. Esta técnica parte de la idea de contar previamente con una
cepa que tenga la mutacion deseada y de este modo pasarla a otra cepa mediante el fago P1 vir. El
bacteriofago P1 HT int4 (Schmiege, 1972) se utilizo en este trabajo para introducir mutaciones en

las cepas por recombinacion homologa. Este fago P1 presenta dos mutaciones, HT e int, que le
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confiere respectivamente una elevada frecuencia de transduccion y una deficiencia en la integracion
del DNA del bacteriofago en el cromosoma de la cepa receptora, evitando asi la lisogenia. Previo a
la transduccion, se debe contar tanto con un lisado de fagos P1-, como de una cepa donadora y una
cepa receptora de la inactivacion (cepa a la que se le introducira la mutacion). La técnica se puede

dividir en dos etapas:

1. Obtencion de lisado viral. El fago P1- con ayuda de CaCl, (para la adsorcién de fago),

infecta a la cepa donadora (se llama asi, porque en vez de contener el gen correspondiente
al locus, se encuentra un casete de resistencia, flanqueado por regiones homologas al gen
nativo), quedando después de la infeccion, una cepa que contiene tanto fragmentos de DNA
viral como fragmentos de DNA bacteriano. Posterior a esto, se empaqueta el material
genético dentro de la capside del virus y entonces, se degrada a la membrana de la célula,
obteniendo un lisado que entre otros fragmentos, contiene el fragmento deseado (s6lo unos
pocos fagos pueden transferir la resistencia).

2. Transduccion del gen de resistencia al gen blanco. Una vez que se obtiene el lisado, se

transduce a la cepa receptora, resultando en una recombinacion homologa ya que los
extremos del gen donado son homologos con el gen que se desea inactivar. Posteriormente,
se seleccionan las colonias de interés por el marcador de resistencia, que en todos los casos

fue kanamicina.

Nuevas
Capside particulas
viricas

~
(79

Lisis celular p \8 h

Fragmentos de f\

cromosoma
bacteriano Bacteria nueva

Bacteria

meﬁ\n

oy

=

?

~

~

=3

=
(’JN\:\;\

Figura 3. Esquema de la transduccion generalizada con el bacteriéfago P1 vir.

3.3.2.3 Inactivacion cromosomal por productos de PCR
A pesar de que existen numerosos métodos de reemplazo alélico para integrar genes en el

cromosoma bacteriano, todos requieren que la modificacion deseada se genere in vifro en el vector
antes de que recombine en el cromosoma, restringiendo de esta manera la integracion génica a un
determinado locus. Un sistema alternativo para evitar lo anterior, es a través de la amplificacion por
PCR de genes de resistencia (Figura 4). La estrategia basica consiste en reemplazar una secuencia

cromosomal con un gen selectivo de resistencia a un antibidtico, el cual se genera por PCR
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flanqueado por secuencias que llevan en su extremo 5°, de 36 a 50 nucledtidos de identidad con el
gen a interrumpir (H1 y H2), y 20 pb en su extremo 3’ idénticas con el plasmido templado (P1 y P2)
que expresa el gen selectivo. La recombinasa Red del fago A lleva a cabo la doble recombinacion

entre las secuencias H1 y H2 del producto de PCR con las del gen a interrumpir.

Paso 1. Amplificacion por PCR del gen de resistencia (Anb®.
p P g

~2., <
HI
frt frt

l

Paso 2. Transformacion de cepas Red*

Paso 4. Eliminacion del gen de resistencia

G s o

Figura 4. Estrategia de interrupcion de genes cromosomales. H1 y H2 se refieren a las secuencias de identidad con el
gen B. P1 y P2 representan las secuencias de identidad con el plasmido templado. Modificado de Datsenko y Wanner,
2000; tomado de la tesis de maestria de A. Sabido.

Una vez interrumpido el gen blanco y después de la seleccion, el casete de resistencia puede ser
escindido del cromosoma usando un plasmido que expresa la recombinasa FLP, la cual lleva a cabo
la recombinacion sitio-especifica entre los sitios fit que flanquean el gen de resistencia que se
insertd. Los plasmidos que expresan las recombinasas Red y FLP, poseen origenes de replicacion
termosensible que facilmente pueden ser eliminados si las células se crecen a 37°C (Datsenko y

Wanner, 2000).

3.3.2.4 Vector de expresion pLoxGentrc
En nuestro laboratorio se generd un vector de integracion cromosomal, el plasmido pLoxGentrc

(GenBank: JF934954.1). Es un vector de alrededor de 20 copias por célula que posee un tamafio de
6295 pb y un origen de replicacion proveniente del pPBR322. Ademas, contiene el promotor frc
(P), un sitio de clonacion multiple (MCS), las secuencias de término T1 y T2 rrnB, el gen lacl’ y
el gen aacCl el cual confiere resistencia a gentamicina, flanqueado por dos sitios loxP, lo que

permite la escision de dicho casete de resistencia. El plasmido pLoxGentrc también fue disefiado
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para funcionar como templado de PCR, el cual puede usarse para lograr la integracion y expresion
de genes en el cromosoma de E. coli utilizando la metodologia de Datsenko y Wanner (2000)
mediante cuatro pasos: 1) Clonacion del gen de interés en el MCS del plasmido pLoxGentre, 2)
generacion del producto de PCR, 3) transformacion de la cepa hospedero y recombinacion
homologa mediada por el sistema A-Red, entre el producto de PCR y el gen blanco a inactivar en el
cromosoma y 4) Seleccion de las transformantes por su resistencia a gentamicina (aacC1) (Sabido,

2013).

‘L Verificacion

] i Q fren X ri-T1 aacl ] ['s

e =

‘LEiiminacién del casete loxP-aacC1-loxP

Figura 5. Estrategia para llevar a cabo la inactivacion y expresion de genes en el cromosoma de E. coli. Modificado
de la tesis de maestria de A. Sabido.

3.3.2.5 Sitios de insercion cromosomica
Las técnicas de recombinacion permiten la insercion de genes homodlogos o heterdlogos en

cualquier posicion del cromosoma, a menos que sea letal para el organismo; tanto el reemplazo de
genes como la insercion en regiones intercistronicas son posibles. Sin embargo, es idoneo que los
genes sean integrados de manera directa y con el minimo efecto fisioldgico a la cepa hospedero. En
E. coli se han usado genes dispensables tales como los genes para la degradacion de azlcares poco
comunes como sitios ideales para el reemplazo de genes (E. coli cuenta con mas de 20 opciones
disponibles), ya que su interrupcion no tiene efectos adversos primarios para las aplicaciones

biotecnologicas. Mas aun, la pérdida de estos genes de degradacion de azlicar junto con la insercion
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de un fragmento de DNA recombinante puede ser seleccionada de manera precisa utilizando un
medio de cultivo con un indicador de pH, por ejemplo el agar MacConkey, suplementado con la

azucar respectiva (Albermann, et al., 2010).

3.4 Produccion de compuestos derivados de la ruta biosintética de L-

fenilalanina y L-tirosina.
Los aminoécidos y sus derivados son un ejemplo importante de productos quimicos que pueden ser

producidos por microorganismos usando materias primas renovables como la D-glucosa. Ejemplo
de esto son los aminoacidos L-tirosina (L-Tir) y L-fenilalanina (L- Fen) que tienen diversas
aplicaciones comerciales en la industria farmacéutica y alimentaria. Las cepas para la produccion de
L- Fen han sido desarrolladas mediante modificaciones genéricas en enzimas claves, provocando un

incremento en el flujo de carbono en su ruta de sintesis (Ikeda, 2006).

Un grupo de los compuestos derivados de L- Fen y L- Tir son los fenilpropanoides, la cual es una
familia muy grande de metabolitos sintetizados principalmente por plantas, entre los que se

encuentran compuestos con potencial farmacéutico.

3.4.1 Biosintesis de compuestos aromaticos: La ruta metabdlica del acido shikimico
Las rutas metabolicas de aromaticos de bacterias y plantas han demostrado ser una fuente de estos

compuestos con valor comercial. Las plantas y casi todas las especies bacterianas tienen la
capacidad metabolica de sintetizar diversos compuestos aromaticos. Estos metabolitos se originan
de una ruta metabdlica de aromaticos comun, conocida también como la ruta del acido shikimico o
shikimato (SHIK), la cual es una fuente de compuestos aromaticos y no aromaticos de uso
comercial. Las bacterias gastan mas del 90% de su energia metabolica total en la biosintesis de
proteinas, como consecuencia el metabolismo del shikimato sirve casi exclusivamente para la
sintesis de aminoacidos (Herrmann, 1995). La sintesis de los compuestos aromaticos en bacterias
puede ser dividida en dos partes: la ruta del shikimato desde la condensacion de fosfoenolpiruvato
(PEP) y D-eritrosa 4 fosfato (E4P) a corismato (COR), la cual es comun para la sintesis de L-Fen, L-

Tir y L- triptofano (L-Trp) y las tres rutas terminales especificas que usan el COR como sustrato.

Como se menciond anteriormente, la sintesis de aromaticos se inicia con la condensacion entre el
intermediario glucolitico fosfoenolpiruvato y la E4P para formar el 3-desoxi-D-arabino-
heptulosonato 7-fosfato (DAHP) en una reaccion catalizada por la enzima DAHP sintasa (DAHPS).
En el segundo paso, el anillo de oxigeno es cambiado por el C7 exociclico de DAHP para formar 3-
dihidroquinato (DHQ), esta reaccion es llevada a cabo por la enzima DHQ sintasa (DHQS). La

tercera reaccion es llevada a cabo por la enzima 3-dihidrioquinato deshidratasa dando lugar a 3-
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dihidroshikimato (DHS), el cual es convertido en shikimato (SHIK) por la shikimato 5-
dihidrogenasa (reaccion 4); seguido de una reaccion de fosforilacion por parte de la Shikimato
cinasa para formar shikimato 3-fosfato (S3P). En el paso seis se forma 5-enolpiruvilshikimato 3-
fosfato (EPSP) en una reaccion catalizada por la enzima EPSP sintasa. Posteriormente se forma

corismato (COR) por accion de la COR sintasa (Figura 6-A).

Después de seis reacciones enzimaticas, se produce el intermediario COR, a partir del cual se
sintetizan los aminoacidos aromaticos L-Tir, L-Fen y L-Trp. La enzima bifuncional corismato
mutasa-prefenato deshidrogenasa (CM-PDH), codificada por el gen tyr4, interviene en la etapa final
de la biosintesis de L- Tir. La reaccion inicial involucra la conversion del COR en prefenato (PPA)
por la enzima corismato mutasa (CM). Posteriormente, el PPA es sustrato de la enzima prefenato
deshidrogenasa (PDH), la cual descarboxila y oxida al PPA en 4-hidroxifenilpiruvato (HPP)
empleando NAD". La conversion del HPP en L- Tir la cataliza la enzima aminotransferasa de L -
Tir, codificada por el gen #yrB (Figura 6-B). La L- Tir controla su via terminal de sintesis inhibiendo
la actividad de la CM-PDH, de igual forma regula la entrada de carbono a la via comun de sintesis
de compuestos aromaticos inhibiendo la actividad de una de las tres isoenzimas de DAHPS (Chavez

et al., 2005).

En el caso de la sintesis de L- Fen interviene también una enzima bifuncional; la corismato mutasa-
prefenato deshidratasa codificada por el gen phed (Figura 6-B). En la reaccién inicial, el COR
nuevamente se convierte en PPA por la enzima CM. Posteriormente, el PPA es sustrato de la
enzima prefenato deshidratasa convirtiéndolo en fenilpiruvato (PPY). La conversion del PPY en L-

Fen la cataliza la enzima aminotransferasa de L- Fen, codificada por el gen #yrB (Bongaerts, 2001).

3.5 Fenilalanina amonio liasa: entrada a la ruta de los fenilpropanoides
Los fenilpropanoides son un grupo de compuestos derivados de L- Fen. Esta es una familia muy

grande de metabolitos sintetizados principalmente por plantas, levaduras y bacterias (Kyndt, et al,.
2002) entre los que se encuentran compuestos con potencial farmacéutico, por ejemplo el acido
cumarico, también conocido como acido p-hidroxicindmico (pHCA), precursor de compuestos
como: cumarinas, fenilpropenos, acidos, aldehidos, alcoholes cinamicos, acidos truxilicos, lignanos
y ligninas, neolignanos y benzaldehidos.

La fenilalanina amonio liasa (PAL) es la enzima encargada de la primera reaccion de la ruta de
biosintesis de los fenilpropanoides. La PAL cataliza la desaminacion no oxidativa de L-Fen a acido

transcinamico (CA). Asimismo se ha demostrado la reversibilidad de la reaccion de PAL; es decir
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la produccion de L- Fen a partir de CA, con una constante de equilibrio de 4.7 mol/L (Colquhoun,
2012).

Empleando las herramientas de la ingenieria genética es posible transferir genes de vias de
fenilpropanoides de plantas a una cepa bacteriana productora de CA y asi extender la via hacia la

sintesis de un metabolito no nativo para la bacteria (Figura 6-C).

A) E4P PEP
DAHPS |
DAHP
V(aro B)
DHQ
WY (aro D)
DHS
VY (aro E)
SHIK
VY(aro L, aro K)
S3p
B) WV(aro 4)
EPSP
VY (aro C)
COR .
(pheA) %
PPA PPA
0 l (phed) (tyrd) l
PPY HPP
| b
OH oH
NH; o NHg
L-Fen L-Tir
_NH% pal -NHA pal
0 (0]
‘\
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cinamico cumarico

Figura 6. Ruta de biosintesis de aromaticos y sintesis de acido p-cinamico e hidroxicinamico. A) Ruta del shikimato.
B) Rutas terminales especificas para la sintesis de L-Fen y L-Tir C) Primer paso de la ruta de sintesis de los
fenilpropanoides; actividad de la PAL/TAL de Rhodotorula glutinis. Abreviaciones usadas: DAHP, 3-deoxi-D-arabino-
heptulosonato7-fosfato; DAHPS, 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato7-fosfato sintasa; DHQ, 3-dehidroquinato; DHS, 3-
dehidroshikimato; SHIK, shikimato; S3P, shikimato 3-fosfato; EPSP, 5 enolpiruvolshikimato; COR, corismato; PPA,
prefenato; PPY, fenilpiruvato; L- Fen, L-fenilalanina; HPP, 4-hidroxifenilpiruvato; L-Tir, L-tirosina; aroB, gen de 3-
dehidroquinatosintasa; aroD, gen de 3-dehidroquinato deshidratasa; aroE, gen de shikimato deshidrogenasa isozima;
aroK, gen de shikimato cinasa I; aro4, gen de 3-fosfoshikimato-1-carboxiviniltransferasa; aroC, gen de corismato sintasa;
pheA, gen de corismato mutasa/prefenato deshidrogenasa; fry4, gen de corismato mutasa/prefenato deshidrogenasa; pal;
gen de fenilalanina amonio liasa.
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3.5.1 Fenilalanina amonio liasa de Rhodotorula glutinis
La enzima fenilalanina amonio liasa de Rhodotorula glutinis (PALgg) es un polipéptido de 706

residuos de amino4cidos con un peso molecular de 75.5 kDa, codificada por el gen pal de 2,121pb.
La cual lleva a cabo la conversion de L- Fen a CA teniendo una actividad maxima de 4.3 Umg"' a
50°C y una K, de 1.3mM. Ademas de la conversion de L- Fen, la PALg, cataliza la conversion de
L-Tir a acido pHCA. Su K, para L- Tir es de 0.56mM, es decir, exhibe una mayor afinidad hacia la
L- Tir, comparado con L- Fen (Zhu, et al., 2013). A pesar de que PAL g, exhibe una mayor afinidad a
L- Tir con una K,, menor, su actividad catalitica hacia la L-Fen es mayor que hacia la L-Tir.

Se ha reportado que esta enzima es inhibida por el CA y sus derivados naturales; la inibicion por
acidos p-hidroxiaromaticos es caracteristica de PAL de levaduras con actividad tirosina amonio
liasa. En un estudio realizado por Sato, ef al. se determind que la actividad inhibitoria de CA y
PHCA fue del 87% y 85% respectivamente a una concentracion de 1mM para sustrato e

inhibidores (Sato, et al., 1982).

4. Justificacion

Uno de los objetivos de nuestro laboratorio es avanzar en la comprension del funcionamiento
celular mediante el estudio y la modificacion de la fisiologia bacteriana con el fin de poder aplicar
este conocimiento hacia la generacion de cepas de produccion. En este proyecto planteamos el uso
de un sistema molecular que permite integrar y expresar genes en el cromosoma de E. coli, de
manera regulable y sin dejar marcadores de resistencia a antibidticos en las cepas modificadas
(Sabido A. L., 2012) basado en una metodologia similar a la desarrollada por Datsenko y Wanner
(2000), para la integracion multiple de un mismo gen heter6logo en distintos sitios dispensables del
cromosoma bacteriano (Albermann, 2010). Al integrar genes en el cromosoma, se puede lograr
evitar la pérdida de éstos como consecuencia de la segregacion de los plasmidos; ademas, se evita el
efecto multicopia, se reduce la carga metabolica y la demanda en precursores y energia ocasionada
por la expresion de algunos de los genes presentes en el plasmido, con lo cual se puede mejorar la
viabilidad en algunas de las cepas modificadas. No obstante también existen desventajas al expresar
un gen en el cromosoma como el bajo nivel de expresion de copias, lo que es perjudicial cuando se
requieren niveles de expresion altos de los genes de interés para producir grandes cantidades de la
proteina requerida. Es deseable ampliar el conocimiento de los efectos en la produccion de
compuestos no nativos de la integracion de un gen particular. Por lo tanto, tomando en cuenta lo
anterior, las aportaciones de este proyecto son: generacion de cepas de produccion de compuestos

aromaticos con inserciones multiples a cromosoma; caracterizacion molecular y fisioldgica de las
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cepas mutantes generadas y un mejor entendimiento de como reacciona el metabolismo bacteriano

ante inserciones multicopia.

5. Hipotesis

La expresion del gen pal de Rhodotorula glutinis en el cromosoma de Escherichia coli permitira la

conversion de glucosa en acido cumadrico.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general
Generar cepas de Escherichia coli donde se integre al cromosoma el gen pal de Rhodotorula
glutinis.

6.2 Objetivos particulares
e Generacidn de un derivado del plasmido pLoxGentrc que contenga al gen pal de R. glutinis

(ploxGentrcpalgg)

e Utilizar el plasmido pLoxGentrcpalg, como templado para la amplificacion de DNA
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Estos productos serdn utilizados
para determinar la factibilidad de efectuar integraciones multiples al cromosoma de la
bacteria E. coli.

e Generacion de cepas mutantes con inserciones multiples del gen palg,.

e Interrupcion del gen phed en las cepas mutantes con inserciones multiples del gen palg,.

e (aracterizacion molecular y fisiologica de las cepas mutantes generadas.

7. Metodologia

7.1 Cepas y plasmidos
Las cepas de E. coli, los plasmidos utilizados y construidos en este trabajo se describen en la

Tabla A. Las cepas utilizadas en este estudio fueron Escherichia coli W3110 y DH5a. La cepa
DH5a se utiliz6 para la construccion y clonacion del plasmido ploxGentrepalg,. La cepa W3110 se
utiliz6 como hospedera para la integracion del gen pal proveniente de la levadura Rhodotorula

glutinis (palgy).
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Tabla A. Cepas y plasmidos utilizados y construidos.

Cepas Caracteristicas Referencia
W3110 F’, X, INV (rnnD-rnnE)1, RecA", Lac” ATCC27325
W3110 transformada con el plasmido ,
W3110/ pJLBaroG™tktA  derivado de pJLBaroG" el cual expresa el (Baldere;s(—)glg)rn dndez,
gen tktA con su promotor nativo.
W3110 transformada con el plasmido
W3110/pTrcPal derivado de pTrc99A, que expresa al gen (Vargas, et al, 2015)
palg, bajo la regulacion del P,,..
F, ?}»{' , INV (rnnD-rnnE)1, RecA", Lac’, Trp’,
W3110/pLoxGengre O » ¥ transformada con un plasmido de g 00 4 1 2012)

expresion en el que es posible clonar
cualquier gen bajo regulacion del P,,..

Igual que la cepa anterior y productora de

W3110/pLoxGentrcpalg, acido cumarico y cindmico debido a la Este trabajo.
clonacion del gen pal.
Gm" cepa derivada de W3110 con Ptrc-
W30/ lacZ::palyg, loxP- palgg-rrnBT1T2-loxP-aacClI-loxP insertado Este trabajo.
aacCl-loxP
en el gen LacZ.
W3110/ lacZ::palgg, loxP O R (9 I pon 1B Este trabajo.

rrnBT1T2-loxP insertado en el gen LacZ.

F-, A-, INV (rnnD-rnnE)1, RecA+, Lac+, Pts

W3110 pts” por transduccion generalizada con el fago (Fuentes, ef al., 2013)
P1.
F, X, INV (rmnD-rnnE)1, RecA’, Lac’,
W3110 pheA” pheA” por transduccion generalizada con el (Fuentes, et al., 2013)
fago P1.
. cepa derivada de W3110 con Ptrc-palgg-rrnB
W31.1.0/t::ach. If’ iy T1T2-loxP insertado en el gen LacZ, Pts” por Este trabajo.
FpIs, fox transduccion generalizada con el fago P1.
cepa derivada de W3110 con Ptrc- palg, -
rrnB
Wi}ll(l/’ftjllp ;IRQ T1T2-loxP insertado en el gen LacZ, pheA Este trabajo.
sphed, 0x por transduccién generalizada con el fago
PI1.
cepa derivada de W3110 con Ptrc- palg, -
W3110/LacZ::palg, rrnB
xylAB::palgg, loxP- T1T2-loxP insertado en el gen LacZ y con Este trabajo.
aacCl-loxP Ptrc-Pal-rrnB-T1T2-loxP-aacCl-loxP
insertado en los genes xy/4B.
» cepa derivada de W3110 con Ptrc-palg,-rrnB
WELU LR v T1T2-loxP insertado en los genes LacZ y Este trabajo.
xylAB::palgg, loxP XVIAB
= cepa derivada de W3110 con Ptre-palge-rrnB
‘;3; _1.0/ faci;l.g aé?g;l T1T2-loxP insertado en los genes LacZ y Este trabaio
XyeAbep al Rg’P phed, XyIAB. phed por transduccion generalizada JO-
0x con el fago P1.
W3110/LacZ::paly, , cepa derivada de W3110 con Ptrc-palg,-rrnB Este trabajo.
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malEFG::palgg, loxP- T1T2-loxP insertado en el gen LacZ y con
aacCl-loxP Ptrc-Pal-rrnB-T1T2-loxP-aacCI-loxP
insertado en los genes malEFG.
cepa derivada de W3110 con Ptrc-palge-rrnB
T1T2-loxP insertado en los genes LacZ y Este trabajo.
malEFG.
cepa derivada de W3110 con Ptrc-palz,-rrnB

W3110/LacZ::palg, ,
malEFG::palg,, loxP

I U T1T2-loxP insertado en los genes LacZ y .
malEFG::palg, , . ., Este trabajo.
malEFG. pheAd por transduccion
kn::pheA, loxP .
generalizada con el fago P1.
W3110/LacZ::Palg, , cepa derivada de W3110 con Ptrc-palge-rrnB
XyIAB::palg,, T1T2-loxP insertado en los genes LacZ y Este trabaio
malEFG::palyg,, loxP- xyIAB 'y con Ptrc-Pal-rrnB-T1T2-loxP- Jo-
aacCl-loxP aacCl-loxP insertado en los genes malEFG.
W3110/LacZ::Palg, , cepa derivada de W3110 con Ptrc-palg,-rrnB
XyIAB::palg,, T1T2-loxP insertado en los genes LacZ, Este trabajo.

malEFG::palg,, loxP xYIAB y malEFG.
W3110/LacZ::Paly, , cepa derivada de W3110 con Ptrc-palge-rrnB
XylAB::palg,, T1T2-loxP insertado en los genes LacZ,
malEFG::paly, , XVIAB 'y malEFG. pheA™ por transduccion
kn::pheA, loxP generalizada con el fago P1.
Expresa aroG"" del promotor lacUVS, los
genes lacl’ y tet, resistencia a tetraciclina,

Este trabajo.

(Balderas-Hernandez,

pILBaroG" thA origen de replicacion pACYC184, contiene 2009
el gen tktA con su promotor nativo.
Derivado del pTrc99A, el gen pal silvestre
pTrcPal de R. glutinis se insert6 en el sitio multiple (Vargas, et al., 2015)

de clonacion (MSC).

Derivado de pLoxGend4AHindlll con la

insercion de un fragmento proveniente de
pLoxGentrc pTrc99A, el cual lleva al gen que codifica (Sabido A. L., 2012)
para el represor lacl, la secuencia de p., el
MCS y los terminadores rrnB.
Derivado de pLoxGentrc y ademés tiene
clonado al gen pal que codifica para la
fenilalanina amonio liasa de Rhodotorula
glutinis.
AmpR, porta al gen cre bajo regulacion de
PlacUVS5 y con las funciones de replicacion
termosensibles del plasmido pSC101. Las Palmeros et al., 2000.
cepas transformadas con este plasmido se
deben crecer a 30°C (temperatura a la cual se
lleva a cabo la replicacion de este plasmido).
AmpR, porta los genes y, By exo de la
recombinasa Red del fago A bajo regulacion
de ParaB y con las funciones de replicacion
termosensibles del plasmido pSC101.

ploxGentrcpalg, Este trabajo.

pJW168

Datsenko y Wanner,

pKD46 2000.
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7.2 Técnicas genéticas y de DNA recombinante
7.2.1 Transformacion bacteriana
EI DNA se incorpord a E. coli por el método de electroporacion utilizando un electroporador marca
Eppendorf modelo 2510 a 2, 500 volts. Posteriormente, las células se recuperaron en medio SOC a

37°C por 3 horas aproximadamente.

7.2.2 Purificacion del DNA
Los vectores utilizados para transformar se purificaron por la técnica de miniprep de lisis alcalina

(Bimboim, 1979). El DNA cromosomal se extrajo por el método de ebullicion el cual es un
protocolo modificado del kit PrepMan Ultra de Applied Biosystems No. de parte 4367554. El kit
utiliza para lisar el reactivo PrepMan Ultra No. de parte 4322547 de composicion no revelada, la
modificacion consiste en sustituir este reactivo por agua MQ. Para purificar productos de PCR, se

utilizo el kit High Pure PCR Product Purification marca Roche.

7.2.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Para la reaccion de PCR se utiliz6 la “Long PCR Enzyme Mix” (Fermentas). En un volumen final

de 50pL. Las condiciones se describen en las Tabla B y Tabla C(se utilizaron los mismos
volumenes para la comprobacion de la integracion del gen palg, y para la comprobacion de la

interrupcion del gen pheA).

Tabla B. Volimenes utilizados en la reaccion en cadena de la polimerasa
Volumen por reaccion de S0

Componente Concentracion final

pL
DNA templado Variable (50-100 ng) -—-
10 mM dNTP’s 2uL 0.2 mM
Primer Fwd 5’ 1uL 50 pmol/pL
Primer Rv 3’ 1uL 50 pmol/uL
Long PCR Enzyme Mix 1.25 pL -—-
Buffer S5uL 2mM
Agua Hasta 50 uL -—-

Para el proceso de amplificacion las mezclas se incubaron en un RoboCycler Gradient 96 marca
Stratagene en 3 etapas:

Tabla C. Condiciones utilizadas en los ciclos de PCR. Para la integracion y comprobacion de integracion del gen pal se
utilizaron las mismas condiciones.

Integracion del gen pal Interrupcion del gen pheA \
Ciclo Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo
O (min) O (min)

Pre-desnaturalizacion 94 2 94 5
Amplificacion | Desnaturalizacion 94 0.5 94 1

(25 ciclos) Alineamiento 62 1 56 1.5
Polimerizacion 68 Imin/Kb 72 1

Extension final 68 10 72 10
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Los oligonucleo6tidos utilizados para amplificar mediante PCR el DNA cromosomal, plasmidico, asi
como para realizar las comprobaciones de integraciones en cromosoma e interrupciones de los
genes, se describen en la Tabla D.

Tabla D. Secuencia de los diferentes oligonucledtidos utilizados en este estudio.

5’GAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACGCTTATCATCGACTGCACGG 3°

5S’GACATGGCCTGCCCGGTTATTATTATTTTTGACACCAGACCAACTGCACAGATGCGTAAGGAGAA 3’

5S’CCAAAATCGAAGAAGGTAAACTGGTAATCTGGATTAACGGCGATGCTTATCATCGACTGCACGG 3’

5S’TGATCGGTAATGCAGACATCACGGCAGCGGCGGCAAAGTCACCGCACAGATGCGTAAGGAGAA 3°

5’CACTACAATCCCGACGAACTGGTGTTGGGTAAGCGTATGGAAGAGGCTTATCATCGACTGCACGGS’

5S’AGCGATTAAAGCTGGGACATTGCTCAGGCCGGTTAATTTCGCGGCGCACAGATGCGTAAGGAGAAY’

5’ GTGGAAGCTGCCTGCACTAA 3°
5 GTGGCGAACGATGAGCCAAT 3’
5’ CGCCAGCCGTCAGTATTCAG 3°
5> GCAGCTCCACCTGCACTTGA 3°
5> AAGGCCGGTGAATAGGTTGA 3’
5> CCTGGCCGGAGATTGCTACT 3°
5> TGATGGCCGCTGCAATGTAG 3°

5 CTTCCTCAACCACGGCATCA 3°
5> CGTCGAGCACGATCAGAATA 3°
5> CGTCGAGCACGATCAGAATA 3’
5’ CGATGTGGCGGTAACAATCT 3’
5> TCCGACAGGCTGAATCAATG 3’
5" CCGCTTCATAGCAGGTATGT 3°
5> TGTTCGTCCACTTCGGTATC 3’

*Las secuencias con identidad con los genes LacZ, malEFG y xylAB en estos primers se encuentra

subrayada.

7.2.4 Generacion de productos de PCR e integracion cromosomal

Mediante una estrategia metodoldgica similar al sistema de inactivacion cromosomal de genes
reportada por Datsenko y Wanner (2000), se utilizd como templado el plasmido ploxGentrcpalg,
para obtener un producto de PCR de 4267 pb, que contiene al gen palg, bajo control de P, y al gen
que codifica para el casete de resistencia a gentamicina (aacCl) flanqueado por sitios loxP. Este
producto esta flanqueado en su extremo 3’ por 20 pb idénticas al ploxGentrcpalg,, las cuales
hibridan de la posicion 493 a la 512, es decir, 182 pb corriente arriba del inicio del MCS; y de la

4235 ala 4254, que corresponden a las 10 ultimas pb corriente arriba del Gltimo codoén del promotor
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trc y 10 pb corriente abajo del mismo respectivamente. Por su parte, en el extremo 5’ dicho DNA
lineal presenta 45 pb idénticas al gen cromosomal lacZ (oligos trcmelA/lacZ fwd y tremelA/lacZ
rvs) que se desea inactivar. Se utilizo6 la misma estrategia para los genes xyl4 y xylB del operon
xyIAB 'y los genes malE, malF y malG del operdn malEFG. Las condiciones, asi como los
componentes para la amplificacion se detallan en la seccion anterior. El producto de PCR resultante
se digiri6 con la enzima Dpnl, cuyos sitios de restriccion contienen N6-metiladenina, esto con el
objetivo de eliminar DNA plasmidico. Finalmente la cepa W3110 de E. coli que expresaba
previamente el plasmido pKD46 (Datsenko & Wanner, 2000), se transformé con 2.5 pL del
producto de PCR, dejandose recuperar en medio SOC por aproximadamente 3 horas a 30°C y 300
rpm, para luego sembrar la transformacion en cajas de LB so6lido con gentamicina a 37°C por 18

horas aproximadamente.

7.2.5 Escision del marcador de resistencia aacCl

El gen aacClI utilizado para seleccionar a las candidatas con insercion cromosomal fue removido
por recombinacion especifica mediada por la Cre recombinasa como se describidé previamente
(Palmeros et al., 2000). La cepa W3110/ lacZ::palg,, loxP-aacCI-loxP se transform6 con el
plasmido pJW168, el cual lleva al gen cre bajo el control del promotor Placyys y también lleva el
marcador de resistencia a carbenicilina (Cb). Las células transformadas se crecieron en medio LB
solido con IPTG para inducir la producciéon de Cre a 30°C. La escision del gen aacClI fue
confirmada por la pérdida del fenotipo Gm" y por analisis de PCR utilizando los primers Pal600F y

LacZ::trcmelArvs.

7.2.6  Transduccion generalizada con el fago P1 en para la interrupcion del gen pheA en E.
coli

Para obtener el lisado viral, se incub6 el fago P1 con CaCl, (para la adsorciéon de fago) y la cepa
W3110 pheA” (cepa donadora conteniendo al casete de resistencia a kanamicina flanqueado por
regiones homologas al gen phed™ en vez de contener el gen correspondiente) durante 45 minutos a
temperatura ambiente, quedando después de la infeccion, una cepa que contiene tanto fragmentos
de DNA viral como fragmentos de DNA bacteriano. Posterior a esto se crecio dicha cepa en medio
LB a 37°C durante la noche, tiempo en el cual se empaqueta el material genético dentro de la
capside del virus y entonces, se degrada a la membrana de la célula, obteniendo un lisado que entre
otros fragmentos, contiene el fragmento deseado (soldé unos pocos fagos pueden transferir la
resistencia). Una vez que se obtuvo el lisado de la cepa donadora con la mutacion deseada, se
transdujo a la cepa receptora incubando el lisado con la cepa receptora (en este caso las cepas

previamente transformadas con el gen pal en monocopia, dicopia o tricopia) durante 45 minutos a
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temperatura ambiente, resultando en una recombinaciéon homologa (este tipo de recombinacion
ocurre entre secuencias muy similares o idénticas de al menos 500 pares de bases, puede llevarse a
cabo en cualquier punto a lo largo del cromosoma y es conservativa, es decir, no hay pérdida o
ganancia de bases (Nelson y Cox, 2000)) ya que los extremos del gen donado son homologos con el
gen que se desea inactivar. Posteriormente se sembrd en una caja con medio LBg,30 y se incubo
durante toda la noche a 37°C. Después de este tiempo se seleccionaron las colonias de interés por el

marcador de resistencia, que en todos los casos fue kanamicina.

7.2.6.1 Comprobacion de la inactivacion de pheA
En las Tabla C y Tabla D se enlistan las condiciones y los oligonucleétidos (oligos)

respectivamente, empleados para la comprobacion de las mutantes obtenidas por transduccion. Para
esto, se verificd que el tamafio del producto fuera de 2039 pb para el control negativo (gen phed) y

de 2378 pb para el gen que se inactivo (casete de resistencia a kanamicina).

7.3 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

7.3.1 Medios de cultivo

A continuacion de describen los medios de cultivo empleados:

e Medio “Lysogeny Broth” (LB): 10g/L de triptona, 5g/L de extracto de levadura y 5g/L. de
NaClL

e Medio mineral M9: 6g/L. de Na,HPO,, 0.5g/L de NaCl, 3g/L de KH,HPO,, 1g/L de NH,Cl,
246.5mg/L de MgSO,, 14.7mg/L de CaCl,, 10pug/mL de vitamina B1 y 2 g/l de C¢H;,04 al
20%.

e Medio bajo en sales YENB: 7.5g/L de extracto de levadura y 8g/L de caldo nutritivo.

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

e Medio McConkey: 17 g/L de peptona, 3 g/L peptona de proteosa, 1 g/L. de sales biliares, 1
g/L de NaCl, 13 g/L de agar, 0.03 rojo neutro, 0.001 g/L cristal violeta.

7.3.2 Condiciones de los cultivos de crecimiento

Las cepas utilizadas en este trabajo se mantienen y crecen rutinariamente en medio Luria-Bertani
liquido o solido. Para seleccionar las construcciones deseadas o asegurar la presencia de un
plasmido en E. coli, se utilizaron las siguientes concentraciones de antibidticos: cb, 100 pg/mL y

gentamicina (aacCl), 10 pg/mL, para seleccionar las cepas con los genes de resistencia a
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antibidtico en multicopia. Todas las cepas se crecieron a 37°C, excepto cuando se transformaron
con plasmidos que tienen origenes de replicacion termo-sensibles, donde los crecimientos se hacen

a 30°C.

Para seleccionar las clonas con el gen /acZ interrumpido en el cromosoma, ademas de verificar la
resistencia al antibiotico dada por el casete escindible (loxP-Gm-loxP) que se utiliz6 durante las
interrupciones in vitro, se determinaron los fenotipos f-Gal en placas de LB solido con 33 pg/mL

de Xgal + IPTG 100 uM.

Para seleccionar las clonas con los genes xyl4 y xy/B del operdn xyIAB vy los genes malE, malF'y
malG del operon malEFG interrumpidos en el cromosoma, aparte de verificar la resistencia a
gentamicina que se utilizd durante las interrupciones in vitro, se determinaron los fenotipos palidos
en placas de agar McConkey solido con 1% de xilosa y maltosa respectivamente correspondientes

con los genes responsables de la degradacion de dicho azicar (Albermann, 2010).

La seleccion de las clonas transducidas con el casete de resistencia a kanamicina se llevo a cabo
sembrandolas en medio LB adicionado con este antibidtico, de manera que solo se obtuvieran

colonias de bacterias con el casete de resistencia a kanamicina.

Para determinar los parametros cinéticos de la produccion de CA y pHCA, se realizaron medios de
cultivo de 50 mL en matraces bafleados de 250 mL con medio mineral M9 suplementado con 0.1
mM IPTG, 10 g/L glucosa y 250mg/L de L-Fen en los cultivos con fenotipo pheA’, gentamicina 10
pg/mL, tetraciclina 30 pg/mL y kanamicina 30 pg/mL (segun se indique), a 37°C, 300 rpm y pH=7

7.3.3 Determinacion del crecimiento bacteriano y la sintesis de acido cumarico y cinamico.

El crecimiento bacteriano se cuantifico en funcion de la turbidez, midiendo la absorbancia de los
cultivos a 600 nm en un espectrofotometro Beckman DU-70 a las horas 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16,20 y
24. La absorbancia resultante se convirtié a peso seco mediante la siguiente relacion 1 DOsoonm =

0.37 gDCW/L (DCW = peso seco de células; Hernandez-Montalvo et al., 2001).

Las concentraciones de acido cinamico, acido cumarico, L-fenilalanina, L-tirosina, D-glucosa y
acido acético de las muestras tomadas a las 0, 2, 4, 8, 12, 16 y 24 horas se determinaron utilizando
un sistema de HPLC equipado con detectores de indice de refraccion (IR) y de fotoarreglo de
diodos (UV), utilizando una columna de Aminex HPX 87H (BioRad). Como fase movil, se utilizo

una solucion de H,SO, 5 mM a un flujo de 0.5 mL/min y a una temperatura de 50°C.
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8. Resultados y discusion

8.1 Construccion del plasmido ploxGentrepalg,
El gen pal de la levadura Rhodotorula glutinis (palgs) se insertd en el MCS,. del plasmido de

expresion pLoxGentrc. Dicho gen se obtuvo mediante digestion del plasmido pTrcPal (Vargas, et
al. 2015). Ambos plasmidos se digirieron con las enzimas EcoRI y Kpnl, liberando un fragmento en
el caso del pLoxGentrc y dos fragmentos para pTrcPal (fFigura 17, carriles 1 y 3); en este ultimo
caso, se purifico de gel de agarosa la banda correspondiente al gen pal (2,149 pb). Ambos

fragmentos se ligaron utilizando la enzima ligasa T4.

6.3 Kb 4.2 Kb

2.1 Kb

Figura 7. Digestiones de los plasmidos pLoxGentrc y pTrcpal. Carril 1: pLoxGentre digerido con EcoRl y Kpnl, 2:
Marcador 1Kb, 3: pTrcpal digerido con EcoRl 'y Kpnl.

El plasmido generado tiene un tamafio de 8523 pb y se nombroé ploxGentrcpal, (Figura 8).
Posteriormente se transformo la cepa W3110 de E. coli con la ligacion y se obtuvieron menos de
doscientas transformantes, de las que se seleccionaron 10 candidatas que se crecieron en medio LB
para a continuacion obtener DNA plasmidico, el cual se digirid6 con EcoRIl, Kpnl y BamHI
obteniendo dos fragmentos de 6.3 y 2.1 Kb (vector e inserto) respectivamente con lo cual se

corroboro la ligacion del gen heter6logo palg, al plasmido de expresion pLoxGentre.

Q\ a ’-< EcoRI
onP\ ﬁ tre
1

aacC

pLoxGentrc o T . nTrcPal

ori 6295 pb On g
L Epnl
J fach : T2
x%jﬁ,_)ﬁ EcoRI Limasa T4 w_ bla Kpal

MCS

g loxP
/ bla
aacc\
loxP
Oni pLoxGenirepal T2 -

8523 ph

N W Jacr
tre

Figura 8. Construccion del plasmido templado ploxGentrcPAL g, Modificado de Sabido A. et al., 2012.

Pégina | 23



8.2 Integracion del gen heterdlogo palg, en los genes cromosomales lacZ,

xyIAB y malEFG de E. coli.

Usando una metodologia similar a la reportada por Datsenko y Wanner (2000), el plasmido
ploxGentrepalg, se utilizd como templado para la generacion de un producto de PCR, empleando
primers de 65 nucleotidos (nt), que incluyen 45 nt de identidad con el gen a inactivar y 20 nt que
hibridan con el plasmido templado. El tamafio del producto de PCR fue de 4,267 pb, y contiene el
gen que codifica para el casete de resistencia a gentamicina (aacC1I) flanqueado por sitios loxP y el
gen palg, bajo control de P,... Dicho DNA lineal se introdujo en la cepa W3110 por electroporacion.
Se decidid interrumpir los genes lacZ, xylAB y malEFG ya que su eliminacion no compromete la
supervivencia de la bacteria en un medio con glucosa. Ademéas de que las clonas donde hubo
integracion exitosa pueden ser seleccionadas facilmente en medio sélido diferencial aprovechando

la diferencia de colores entre las clonas mutantes y las no-mutantes.

8.2.1 Integracion de palg, en el gen cromosomal lacZ de la cepa W3110 de E. coli
(monocopia).
Como ya se ha mencionado, el plasmido ploxGentrcpalg, se utiliz6 como templado para la
generacion de un producto de PCR con homologia con el gen lacZ el cual se introdujo a la cepa
W3110 para interrumpir dicho gen. El genotipo lacZ se selecciond facilmente en placas
conteniendo X-Gal e IPTG, en las cuales las mutantes muestran colonias color blanco, en tanto que
las no mutantes presentan colonias color azul. De las transformantes con el producto de PCR
mencionado, se seleccionaron colonias “blancas” y resistentes al antibiotico gentamicina. Se
obtuvieron 120 colonias totales de las cuales 80 mostraron fenotipo “blanco”, Gm"®. Finalmente, la
integracion del casete de resistencia a gentamicina (aacCI) flanqueado por sitios /oxP y del gen
palg, bajo control de P,., se confirmé mediante amplificacion por PCR a partir del DNA aislado de
10 colonias con los fenotipos previamente identificados. Con dicho fin, se utilizaron los siguientes
dos pares de oligos: 1) trcmelA/lacZrvs —pal600F que hibridan en las posiciones 6806 y 2486
respectivamente, y 2) tremelA/lacZfwd — pal700R que hibridan en las posiciones 558 y 2586
respectivamente. El analisis del PCR de las candidatas donde se llevd a cabo el evento de
intercambio alélico, resultd en 7 transformantes presentando los fragmentos esperados de
aproximadamente 2 Kb y 4.3 Kb que corresponden con la interrupcion lacZ::palg, loxP- aacClI-
loxP (Sabido, Martinez, de Anda, & Martinez, 2012). Las colonias derivadas de W3110 con la

integracion cromosomal verificada se nombraron W3110/lacZ::palg,, loxP-aacCI-loxP.
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Figura 9. Esquema de la estrategia para llevar acabo la inactivacion y expresion de genes en el cromosoma de E.
coli. La figura muestra el protocolo general utilizado para el gen palg, , inactivando el gen lacZ. Modificado de Sabido A.
etal.,2012.

8.2.2 Integracion de pal en los loci xylAB y malEFG de la cepa W3110/ lacZ::P, Palgg, loxP
de E. coli (bicopia)
Nuevamente se utilizd el plasmido pLoxGentrcpal como templado para la generacion de dos

productos de PCR, uno con identidad con los genes xyl4 y xy/B del operdn xylAB y los genes
malE, malF''y malG del operon malEFG. Estos fueron introducidos a la cepa W3110/ lacZ::palg,,
loxP de E. coli de manera individual con el fin de interrumpir dichos genes y generar las cepas con
doble integracion cromosomal (lacZ, xylAB"y lacZ malEFG . La seleccion de los genotipos xy/AB

y malEFG ~ se realiza de manera sencilla utilizando placas de agar MacConkey, el cual contiene un
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indicador de pH, adicionado con gentamicina y el 1% del azlicar correspondiente a los genes blanco
que codifican a enzimas responsables de la degradacion de dicho azicar, en este caso xilosa y
maltosa respectivamente, en las cuales las mutantes en dichos genes muestran colonias palidas,
mientras que las no mutantes presentan colonias de tono rosa brillante (Albermann, 2010). De las
transformantes con el producto de PCR con identidad con malEFG se seleccionaron colonias
“palidas” y resistentes al antibidtico gentamicina. Se obtuvieron 180 colonias totales de las cuales
100 mostraron fenotipo “palido”, Gm". En cuanto a las transformantes con el producto de PCR con
homologia con xy/AB se obtuvieron mas de doscientas colonias totales de las cuales 70 mostraron
fenotipo “palido”, Gm®. La integracion del casete de resistencia a gentamicina (aacC1I) flanqueado
por sitios loxP y del gen palg, bajo control de P,., en la region xy/AB se corrobor6 mediante
amplificacion por PCR a partir del DNA aislado de 10 colonias con los fenotipos previamente
identificados. Con ese propdsito, se utilizaron los siguientes dos pares de oligos: 1) XylAB:palArv
—pal600F que hibridan en las posiciones 6523 y 2063 respectivamente, y 2) XylAB:palAfw —
pal700R que hibridan en las posiciones 16 y 2163 respectivamente. Se realizd6 el mismo
procedimiento de comprobacion de la integracion en la region me/EFG mediante amplificacion por
PCR a partir de 10 colonias con fenotipos identificados anteriormente utilizando los siguientes dos
pares de oligos: 1) MalEFG:palArv —pal600F que hibridan en las posiciones 7114 y 2654
respectivamente, y 2) MalEFG:palfwd — pal700R que hibridan en las posiciones 580 y 2754
respectivamente. El analisis del PCR de las candidatas donde se llevo a cabo el evento de
intercambio alélico en ambos loci, resultd como se esperaba, en fragmentos de aproximadamente 2
Kb y 4.4 Kb que corresponden con la interrupcion xylAB::palg, loxP- aacCl-loxP 'y
malEFG::palg,, loxP- aacCl-loxP. Las colonias derivadas de W3110 con la integracion
cromosomal en xylAB verificada se nombraron W3110/LacZ::paly, xyIAB::palg,, loxP-aacCI-
loxP; mientras que las comprobadas con integracion cromosomal en malEFG se nombraron

W3110/LacZ::palg, , malEFG: :palg,, loxP-aacC1-loxP.
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Figura 10. Esquema de la estrategia para llevar a cabo la inactivacion de los genes xyl4B y expresion del gen palg,

en el cromosoma de E. coli. Modificado de Sabido A. et al., 2012.

8.2.3 Integracion de pal en el locus malEFG de la cepa W3110/LacZ::palgy , XylIAB::palg,,

loxP de E. coli (tricopia)

De nuevo se utilizé producto de PCR con identidad con la region malEFG. Este fue introducido a la

cepa W3110/ LacZ::palge, xyIAB::palg,, loxP de E. coli para interrumpir dichos genes y generar la

cepa con triple integracion cromosomal (lacZ, xyIAB, malEFG).

El genotipo malEFG se

selecciono utilizando placas de agar MacConkey, adicionado con gentamicina y el 1% de maltosa;

de acuerdo a los genes blanco que codifican a enzimas responsables de la degradacion de dicho

azucar. De las transformantes con el producto de PCR con identidad con malEFG se seleccionaron

colonias “palidas” y resistentes al antibiotico gentamicina. Se obtuvieron 60 colonias totales de las
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cuales 15 mostraron fenotipo “palido”, Gm®. La integracién del casete de resistencia a gentamicina

(aacC1I) flanqueado por sitios loxP y del gen palg, bajo control de Py, en la region malEFG se

comprobd mediante amplificacion por PCR a partir de 10 colonias con fenotipos identificados

anteriormente utilizando los siguientes dos pares de oligos: 1) MalEFG:palArv —pal700F que

hibridan en las posiciones 7114 y 2654 respectivamente, y 2) MalEFG:palfwd — pal600R que

hibridan en las posiciones 580 y 2754 respectivamente . El analisis del PCR de las candidatas

donde se llevo a cabo el evento de intercambio alélico en ambos loci, resulté como se esperaba en

fragmentos de aproximadamente 2 Kb y 4.2 Kb, que corresponden con la interrupcion xylAB::palgg,

loxP 'y malEFG::palg, loxP-aacCl-loxP. Las colonias derivadas de W3110 con la integracion

cromosomal en xylAB y malEFG verificada se nombraron W3110/lacZ::palg,, xyIAB::palgg,
malEFG::palgy loxP-aacCl-loxP.
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Figura 11. Esquema de la estrategia para llevar a cabo la inactivacién de los genes xyl4AB y expresion del gen palg,
en el cromosoma de E. coli. Modificado de Sabido A. ef al., 2012.

8.3 Sustitucion del gen pheA por el casete de resistencia a kanamicina en las
cepas con W3110/ lacZ::palg,, loxP, W3110/ lacZ::palg,, malEFG::palg,,
loxP, W3110/ lacZ::palgs, xyIAB::palg,, loxP y W3110/lacZ::paly, ,
XylAB::palg,, malEFG::palgg, loxP

Se realizo la sustitucion del gen pheA por el casete de resistencia a kanamicina utilizando la técnica
de transduccion generalizada con el fago P1 como se describi6 previamente. En este trabajo la cepa
donadora fue una mutante creada en el fondo genético W3110 en la que se sustituy6 el gen pheA
por el casete de resistencia a kanamicina mientras que como cepa receptora se utilizaron las cepas
previamente transformadas con el gen palg, y aacCl escindido (sensibles a gentamicina). De las
transducidas con el lisado de la cepa donadora se seleccionaron colonias resistentes al antibiotico
kanamicina.

Los resultados muestran que de la transduccion a la cepa donadora W3110/ lacZ::palg,, loxP se
consiguieron 12 clonas candidatas con fenotipo Kn. Se obtuvieron 11 colonias totales mostrando el
fenotipo Kn® de las transducidas a la cepa receptora W3110/ lacZ::palg,, malEFG::palg,, loxP. De
las transducidas a la cepa receptora W3110/ lacZ::palg,, xyIAB::palg,, loxP se obtuvieron 13
colonias mostrando el fenotipo esperado. Finalmente, se obtuvieron 45 colonias totales mostrando
el fenotipo Kn® de las transducidas a la cepa receptora W3110/lacZ::palg, , xylAB::palg,,
malEFG: :palgg, loxP.

En todos los casos la integracion del casete de resistencia a kanamicina se confirmé mediante
amplificacion por PCR a partir del DNA aislado de 10 colonias con los fenotipos previamente
identificados. Con dicho fin, se utiliz6 el siguiente par de oligos: 1) pheAFwdC-pheARevC. Tras
el andlisis del PCR de las candidatas donde se llevo a cabo el evento de integracion del casete de
resistencia a Kn, se seleccionaron a las candidatas presentando el fragmento esperado de
aproximadamente 2.4 Kb que corresponden con la interrupcion de phed. Las candidatas derivadas
de las cepas receptoras W3110/ lacZ::palgy, loxP-aacCIl-loxP (1), W3110/ lacZ::palgg,
malEFG::palgy, loxP-aacCl-loxP (2), W3110/ lacZ::palg,, xyIAB::palge, loxP-aacCI-loxP (3) y
W3110/ lacZ::palgg, xyIAB::palg,, malEFG::palge, loxP-aacCI-loxP (4) que presentaron resistencia
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a Kn e interrupcion verificada se nombraron: W3110/ lacZ::palg, kn::phed, loxP (5), W3110/
lacZ::palre, malEFG::palg,, kn::pheA, loxP (6), W3110/ lacZ::palps, xyIAB::palg,, kn::pheA,
loxP(7) y W3110/ lacZ::palge, xylAB::palg,, malEFG::palge, kn::pheA, loxP(8) respectivamente.

8.4 Efecto de la expresion monocopia, dicopia y tricopia del gen heterdlogo
palg, en el cromosoma de la cepa silvestre W3110 de E. coli sobre su
capacidad de sintetizar CA y pHCA

En este trabajo, se estudio el efecto que tiene la insercidon multicopia (monocopia, dicopia y
tricopia) del gen palg, sobre la produccion de pHCA y CA en varias cepas derivadas W3110 con
integracion simple o multiple. En las cepas generadas W3110 con insercion del gen palg,, se
inactivd por remocion al gen pheA. Se caracterizO en las mutantes generadas, la cinética de

crecimiento, la produccién de CA y pHCA vy la estequiometria del consumo de la glucosa.

Una vez generadas, se llevod a cabo la caracterizacion de la cepas 1-8, las cuales expresan a nivel
monocopia, dicopia y tricopia, el gen palg,, bajo el control del promotor fuerte P,.; y en el caso de
las cepas 5, 6, 7'y 8 el gen pheA interrumpido por el casete de resistencia a kanamicina. Todas las
cepas generadas en este trabajo contaban con el plasmido pJLBaroG"tktA el cual contiene el gen
aroG"" que codifica una version mutante insensible a inhibicién alostérica (fbr, por las siglas en
inglés “feedback resistant”) de la isoenzima AroG de DAHPS); y el gen kA4 el cual codifica para la
enzima transcetolasa, cuya sobreexpresion incrementa la disponibilidad del precursor aromatico

E4P (Baez et al., 2001).

La presencia del gen silvestre lacl en el cromosoma de E. coli, regula de manera negativa a trc y
por lo tanto la expresion de palg,, por lo que es necesaria la adicion al medio de cultivo del inductor
gratuito IPTG. Asimismo, se caracterizaron la cepa W3110/ptrcpal, 1a cual expresa el gen palg, en
multicopia asi como el promotor trc y la cepa W3110/pLoxGentrepal, expresando el gen palg, en
multicopia, en este caso el plasmido posee tanto la version mutante del represor Lacl, asi como la
version cromosomal silvestre de Lacl, lo que hace la expresion del gen de interés igualmente

regulable.

Como se observa en la grafica de crecimiento (Figura 12-a), la tasa de crecimiento (u) mas alta
pertenece a la cepa W3110 /pTrcPal; cuando la cepa W3110 se transforma con el plasmido
pLoxGentrepalgg la p disminuye en un 28% respecto a la cepa con el plasmido pTrcPal. Lo anterior
es resultado del efecto de carga metabdlica impuesta por la replicacion y expresion de genes en el

plasmido. Respecto a las cepas con integracidn monocopia, dicopia y tricopia y monocopia, dicopia

Pégina | 30



y tricopia con el gen phed interrumpido, se puede observar que en ambos casos las cepas con
integracién, monocopia y monocopia pheA-, son las que presentan una p menor en relacion con el
resto de las cepas con multicopia y multicopia pheA-.Al comparar ambos grupos (con y sin
interrupcion de pheA) se observa que las cepas pertenecientes al grupo pheA- tienen una p mayor
comparada con las que no lo tienen. Esto debido probablemente a los antibioticos utilizados durante
las cinéticas de crecimiento, para las cepas 5, 6, 7 y 8 se utiliz6 kanamicina, mientras que para las 1,

2, 3 y 4 se utilizo el gentamicina, el cual es un antibiotico mas fuerte.

Comparando las cepas 1, 2, 3, y 4 con las cepas con el gen palg, en el plasmido pTrcPal se observa
que a partir de la segunda integracion la p de las cepas 2, 3 y 4 se recupera en un 83%, 85% y 72%
respectivamente en relacion con la cepa W3110/pTrcPal, esto debido a que la célula ya no tiene que
contender con la carga metabdlica. En el caso de la cepa 1, es probable que su p se haya visto
disminuida debido a que al ser integracidon monocopia solo cuenta con una copia del gen aaaC la
cual no es suficiente para producir la gentamicin acetiltransferasa necesaria para contender con la

concentracion de gentamicina utilizada en este ensayo sin reducir su tasa de crecimiento.

Por otro lado, las cepas 5, 6, 7 y 8 presentan tasas de crecimiento mayores a la cepa W3110/
ploxGentrcpalg, y a las cepas pheA+ esto debido a que la carga metabolica es menor que para la
cepa W3110/ ploxGentrcpalg,, y que fueron crecidas en medio de cultivo con kanamicina en lugar

de gentamicina.

En cuanto a la produccion de pHCA y CA, se producen durante la fase exponencial lo que indica

que la enzima PAL/TAL se produce durante esta fase y son excretados al medio.

u(h-1)
pTrcPal 0.47 £0.045

pLoxGentrcPALRg | 0.34 +0.035

0.25£0.028
0.39£0.277
0.40 £ 0.044
0.34£0.049
0.40 £0.003
0.45 £0.037
0.431£0.013
0.42 £0.053
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Figura 12. Caracterizacién de a) crecimiento, b) producciéon de pHCA, c) produccion de CA y d) produccion de
pHCA+CA en las cepas que expresan el gen heterélogo palg, a nivel multicopia —4— W3110/pTrcPal y —B—
W3110/pLoxGentrcpalg,, monocopia -‘_W3110/lacZ::pale, loxP-aacCl-loxP, dicopia =E=W3110/ lacZ::palg,,
malEFG::palg,, loxP-aacCl -loxP,™= w3110/ lacZ::palgg, xyIAB::palg,, loxP-aacCI-loxP'y tricopia == w3110/
lacZ::paly,, xylAB::palg,, malEFG::palg,, loxP-aacCI-loxP y pheA-; monocopia = W3110/ lacZ::palg,
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kn::pheA, loxP, dicopia W3110/ lacZ::paly,, malEFG::palgg, kn::pheA, 10xP, W3110/ lacZ::paly,,
xylAB::palgg, Kn::phed, loxP vy tricopia 'W3110/ lacZ::palgy, xylAB::palgg, malEFG::paly,, Kn::pheA,
loxP(8). Experimentos hechos por duplicado en medio mineral M9 suplementado con 10 g/L de glucosa, 0.1 mM IPTG y
40 pg/ml CuSOA4.

Por su parte, todas las cepas generadas entran en fase estacionaria alrededor de la hora 8
(Figura 12-a), tiempo en el cual también se consigue la maxima cantidad de pHCA y CA
(se toman en cuenta ambos valores debido a la actividad PAL/TAL de la enzima). La
velocidad especifica de produccion de 4acido cumadrico (qpuca) en la cepa W3110/

lacZ::palry LacZ::xyIAB, loxP-aacCl-loxP, incrementa en un 32% con respecto a la cepa

W3110/pLoxGentrcpalge (Tabla E).

Respecto a la produccion de CA, la cepa con integracion cromosomal con mayor
produccion fue la 1, acumulando 0.61 pg/L de CA a la hora 8 de cultivo lo cual
corresponde a un decremento del 70% comparado con la cepa W3110/pLoxGentrepal. La

velocidad especifica de produccion de CA (qca) en la cepa decrementa en un 43% (tabla

E).
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Tabla E. Comparacion de parametros cinéticos entre las diferentes cepas generadas en este estudio. DW: peso seco. Siendo W3110/ lacZ::palRg, loxP-aacC1-loxP (1),
W3110/ lacZ::palRg, malEFG::palRg, loxP-aacCl-loxP (2), W3110/ lacZ::palRg, xylAB::palRg, loxP-aacCl-loxP (3) y W3110/ lacZ::palRg, xylAB::palRg,
malEFG::palRg, loxP-aacC1l-loxP (4), W3110/ lacZ::palRg, kn::pheA, loxP (5), W3110/ lacZ::palRg, malEFG::palRg, kn::pheA, loxP (6), W3110/ lacZ::palRg,
xylAB::palRg, kn::pheA, loxP(7) y W3110/ lacZ::palRg, xylAB::palRg, malEFG::palRg, kn::pheA, loxP(8).

W3110/
p P alR

Fase (h-1) 0.47 + 05 L5 0.25+ 039+ 0.40 + 0.34 + 0.40 + 0.45 + 0.43 + 0.42 +
exponencial K 0.045 s 0.028 0.277 0.044 0.049 0.003 0.037 0.013 0.053
pHCA 216+ s3040167 000143 1.28 + 3.44x + 123 + 1.08 + 1.04 + 1.34 + 1.03 £
(ug/L) 0.161 ce=T 0.001 0.208 0.306 0.222 0.003 0.053 0.207 0.198
Qpica (mg ~ 2.22x10™ > 0.00026 4 452x10* 1.58x10*  1.43x10*  121x10*  1.60x10*  1.31x10™
3.06 x10™+ M 1.52x10%+
pHCA/g +1.086 0.249 %10 X107 Tel o4 0044 +0.325 +0.020 +0.015 +0.302 +0.287
DW x h) x10™* : 0.001 x10* ™ x10™* x10™* x10™* x10™ x10™ x10™
4.85x10™ . 0.006x10* 193094  8.46x10™* . 2.05x10*  1.88x10*  2.09x10™ .
e S S
e +0.005 %382 i‘:ﬁ 04 *0.005 x107+ +1.662 g'gg’l‘lxol 0 10290 +0.355 +0.842 é'iég‘lxol 0
x10™ : x10™ 0.831 x10™ x10™ ' x10™ x10™ x10™ '
3.76 + 1.39 + 0.36 + 022+ 0.15+ 0.61 + 0.38 + 0.63 +
+ +
CA (/L) 0.014 473 %2029 0.139 0.023 0.078 0.041 0.019 0.061 0.093 0.44%0.88
Qea(ME 307 104  erx104e 353 x10*  0.43x10* aom e | 2 x10*  0.80x10* 043x10* 0.75x10*  0.56x10™
Fase CAgDWx  ~ "0 - 2'78;x103 +1.617 +0.019 Py +0.022 +0.365 +0.012 +0.299 +0.110
estacionaria h) - : x10™ x10™ - x10™ x10™ x10™ x10™ x10™
845x10° 12g8xlots 16 x10*  0.75x10*  0.53x10*  032x10*  1.15x10*  0.69x10* 098x10* 0.78x10™
Ycurg G . 4’)‘(1 o4 +0.092 +0.138 +0.231 +0.081 +0.129 +0.044 +0.351 +0.187
- : x10™* x10™* x10™* x10™* x10™* x10™* x10™* x10™
pHCA+CA( 5.92+ 55155 1.39 + 1.64 + 3.65 + 1.38 + 1.69 + 1.45 + 1.97 + 1.47 +
ng/L) 0.182 D 0.318 0.196 0.275 0.227 0.023 0.032 0.252 0.132
QuiicascAME 084104 ongxl0ds 33 x10*  1.95x10®  481x10* 1.78x10*  1.07x10* 1.65x10* 5.05x10* 1.87x10*
Cumtein/g 7o o 03;‘X1 04 10275 +0.274 +0.102 +0.307  +0.05x100  +0.114 +0.346 +0.220
DW x h) - : x10™ x10™ x10™ x10™ ¢ x10™* x10™* x10™
. 13.3x10* 19.19x104+ 163 x10*  3.39x10"  899x10* 299x10* 3.19x10* 256x10*  3.07x10*  2.59x10™
"?OC/A)*CA £0.934 ngl 04 1479 +0.934 +1.761 +0.652 +0.419 +0.390 +1.184  +.367x10°
& x10™* : x10™ x10™ x10™* x10™* x10™ x10™ x10™ 4
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El analisis de ANOVA y Welch llevado a cabo con el programa IBM SPSS Statistics 20 permitid
discernir cuales fueron las inserciones que tienen un efecto estadisticamente significativo en la
produccion de pHCA, CA y la suma de ambos (CA+pHCA) en las cepas 1-10. Este analisis se hizo
comparando la cepa de referencia W3110/pLoxGentrcpalg, contra cada una de las mutantes

generadas.

Al comparar la cepa de referencia W3110/pLoxGentrcpalg, con €l resto de las cepas con insercion
cromosomal (1, 2, 3, 4y 5, 6, 7, 8), estas mutantes mostraron diferencias significativas en los
parametros evaluados, excepto en los valores de tasa de crecimiento (). Para saber en qué grupos

son estadisticamente significativas las diferencias se realizo la prueba de Bonferroni (Tabla F).

Comparando la cantidad de CA+pHCA acumulado usando como referencia la cepa
W3110/pLoxGentrepal, se obtiene que todas las cepas tienen diferencia significativa con la misma.
Realizando el analisis comparativo utilizando a las cepas con integracién cromosomal como cepa de
referencia, se encontré que las cepas (monocopia, dicopia, tricopia y phed-) tienen un maximo
acumulado de CA+pHCA similar en todos los casos, siendo la cepa con plasmido la tnica cepa con
diferencia significativa, lo que indica que hasta la integracion tricopia no se genera suficiente de CA
y pHCA para igualar o superar la produccion total de productos de la reacciéon enzimatica de la
PALg, en la cepa W3110/pLoxGentrcpalg, bajo las condiciones de este estudio. Lo anterior podria
explicarse debido a que generalmente es necesario un nivel de expresion alto de los genes de interés
para producir grandes cantidades de la proteina requerida (en este caso PALg,); el plasmido
pLoxGentrcpal es un plasmido de alto ntimero de copias (20 copias (Sabido, 2009)), lo que
significa que se tiene el gen pal en multicopia, por lo que es 16gico pensar que se alcanza un nivel
de expresion alto, en cambio las integraciones a cromosoma al ser monocopia, dicopia y tricopia es
un numero bajo de copias por lo que su nivel de expresion no es suficiente para producir las
cantidades de PAL/TAL requerida para llevar a cabo las reacciones de bioconversion y obtener una

cantidad de producto acumulado similar o superior al de las cepas con el gen en plasmido.

Analizando la cantidad de compuesto acumulado de manera individual, las cepas 2, 3,4, 5y 7
mostraron un valor de pHCA acumulado similar a la cepa W3110/pLoxGentrcpal, 1o que sugiere
que basta con dos copias del mismo gen integradas a cromosoma para obtener una cantidad similar
de pHCA a la obtenida con el pldsmido pLoxGentrcpal. Sin embargo al ser usada la cepa 3 como
cepa de referencia de pHCA de maximo acumulado, la unica cepa con valores parecidos es la
W3110/pLoxGentrcpal (datos no mostrados), lo que indica que la doble integracion cromosomal en
los loci lacZ 'y xylAB es la mejor estrategia para incrementar la produccion de acido cumarico bajo

las condiciones en este estudio.
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Respecto al maximo acumulado de acido cindmico utilizando como referencia a la cepa
W3110/pLoxGentrcpalg, se encontrd que todas las cepas tienen diferencia significativa con la
misma. Realizando el analisis comparado usando las cepas con integracién cromosomal como cepa
de referencia se encontrd que las cepas (monocopia, dicopia, tricopia y pheA-) tienen un maximo
acumulado de CA similar en todos los casos, siendo la cepa con plasmido la unica con diferencia
significativa, lo que indica que hasta la integracion tricopia no se genera suficiente CA para igualar

o superar la produccidn de 4cido cinamico bajo las condiciones de este estudio.

Es interesante resaltar que pese a que el CA acumulado es estadisticamente similar, se observan
valores mayores en las cepas pheA-, las cuales se esperaba fueran menores que las cepas con el gen
pheA silvestre debido a que esta inactivacion impide la sintesis de fenilalanina y por tanto de CA,
aumentando el flujo de carbono hacia la sintesis de tirosina. Sin embargo, al ser la L- Fen un
aminoacido esencial fue necesario suplementar el cultivo con 0.25 g/L. de este compuesto. Sabiendo
que la actividad catalitica hacia L- Fen es mayor que hacia L-Tir, y que la actividad de PALg,
disminuye rapidamente durante el proceso de bioconversion (Macdonald, 2007) es logico pensar
que la PAL/TAL tomo como sustrato la L- Fen suplementada llevando a cabo su bioconvercion a
CA, lo que disminuy6 su actividad catalitica dando como resultado una mayor cantidad de CA con
respecto al acido cumarico.

Tabla F. Tabla de diferencias significativas, prueba de Bonferroni tomando la cepa W3110/pLoxGentrcpalRg
como referencia. El simbolo * marca los parametros con diferencias significativas respecto a,

W3110/pLoxGentrcpalRg — marca los parametros que no muestran diferencias significativas respecto a
W3110/pLoxGentrcpalRg.

W3110/pLox
ol (G| 1]2(3]4]5]6]7]8
Fase
cxponencin SN FE I I

pHCA (pg/L) — * * _ *
Qprca
&
= x h)
2 Y pHcaseh = o = ] = | = * — |
°9‘ CA (Hg/ L) — * * * * * * * %
8 Qca (mg CA/g B T
% DW x h)
o Ycagt — -1 1 1 | |
= pHCA+CA(pug/L) — * * * * * * * *
= QpHCA+CA(mg
Cum-+cin/g DW x . * * * * * * * *
h)
Yphcatca (%) — &3 * * * % * % %
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El hecho de que existan diferencias significativas en la produccion de CA parece indicar que la

diferencia en el producto total acumulado de la reaccion catalitica de PAL/TAL entre la cepa

W3110/pLoxGentrcpal y las cepas con integracion a cromosoma radica en la cantidad de acido

cinamico acumulado en las diferentes cepas.

La integracion en cromosoma parece ser una estrategia viable para la produccion de pHCA en

comparacion con la expresion en plasmido, ademas de superar problemas como la segregacion y la

carga metabodlica.

9. Conclusiones

Se construy6 el plasmido de expresion pLoxGentrepalg,, €l cual se utilizo como templado

de PCR, para lograr la integracion y expresion del gen palg, en el cromosoma de E. coli.

El uso del plasmido pLoxGentrcpalg,,, permitié expresar el gen palg, tanto a nivel

multicopia (en plasmido) como en monocopia, dicopia y tricopia.

Se lograron integrar 3 copias simultaneas de palz, en el cromosoma de E. coli en los loci
lacZ, xylAB y malEFG generando cepas productoras de pHCA y CA con la capacidad de

crecer y sintetizar estos metabolitos.

La concentracion de CA + pHCA se redujo en aproximadamente 1/3 contra plasmido al

integrar una copia.

La integracion a cromosoma de dos copias del gen heterologo palg, bajo el control del
promotor P en los loci lacZ y xylAB result6 ser la mejor estrategia para la produccion de
pHCA, lograndose un titulo 32% mayor que el alcanzado en la cepa

W3110/pLoxGentrcpalg,.

La qpuca en la cepa W3110/LacZ::Paly, LacZ::xylAB, loxP-aacCl-loxP, incrementd un

33% comparada con la cepa pLoxGentrcpalg, que expresa palg, en plasmido.

Pese a que la cepa W3110/LacZ::palr, xylAB::palge, loxP-aacCl-loxP tiene la mayor
produccion de pHCA de todas las cepas evaluadas bajo estas condiciones no se observa un
incremento significativo en el nivel total de produccién de productos de la reaccion de
PALg, (CA+pHCA) al integrar 1, 2 0 3 copias de gen palg, en comparacion con las cepas

que expresan este gen en plasmido.
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Al inactivar pheA no se observo un incremento en la relacion pHCA/CA, pero se encuentra

una mayor cantidad de CA con respecto a pHCA.

10. Perspectivas

Realizar Western blot, Northern blot y qRT-PCR para medir la expresion del gen pal en las

diferentes integraciones.

Realizar més integraciones cromosomales del gen palg, para determinar el niimero de
copias necesario para alcanzar una produccion similar de CA+pHCA a la cepa con la

expresion del gen en plasmido multicopia (W3110/pLoxGentrcpalg,).

Realizar modificaciones para mejorar estas cepas, como por ejemplo: pts- (El sistema de
fosfotrasnferasa transporta y fosforila a la glucosa, ademas de otros azucares especificos.
En E. coli, la glucosa se transporta al citoplasma y se fosforila, por sistema de

fosfotransferasa (PTS)).

Con la finalidad de incrementar la productividad y el rendimiento en las cepas
pLoxGentrcpalg, y W3110/LacZ::palge, xyIAB::palg,, loxP-aacCI-loxP, evaluar a nivel

fermentador la sintesis de pHCA, bajo condiciones reguladas de oxigeno y de pH.
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