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RESUMEN

La produccion de acido lactico a partir de residuos lignocelulésicos es posible por ingenieria
metabolica al redirigir el flujo metabdlico en la fermentacion, mediante la eliminacion
selectivamente de las vias metabdlicas que compiten con su produccién. En E. coli MG1655
mediante la eliminacion de los genes de pfl (piruvato formato liasa), adh (alcohol
deshidrogenasa) y frd (fumarato reductasa) se generé la cepa CL3 (MG1655: ApfiB AadhE Afrd)
obteniendo rendimientos en la produccion de lactato del 94% a costa de un 32% de la velocidad
de crecimiento de la cepa silvestre. Mediante la eliminacion en CL3 del transportador XylFGH
dependiente de ATP se mejor6 la velocidad de crecimiento a un 47% manteniendo los
rendimientos, al someter esta Ultima cepa a un proceso de evolucion adaptativa en medio de
seleccién se generd la cepa JU15 con una mejora en velocidad de crecimiento de 67%,

manteniendo los rendimientos.

Del analisis del genoma de JU15, se encontré que el efecto mas significativo en la velocidad de
crecimiento fue debido a una mutacién puntual S184L en el gen de un transportador PTS-
permeasa de galactitol (gatC). En ensayos de gen knockout de gatCS84L se demostrd que su
perdida afecta prominentemente la velocidad de crecimiento en D-xilosa de la cepa de JU15.
Esta mutacion en este trasportador permitio inferir que el transporte de azUcares al interior de
E. coli, es crucial para disminuir los tiempos de fermentacién y mejorar la productividad de los
procesos biotecnolégicos implicados en la obtencion del producto de interés (acido lactico) a

partir de D-xilosa.

En este trabajo, se aplica la ingenieria metabdlica y la ingenieria de proteinas para evaluar el
efecto de la capacidad de transporte de D-xilosa sobre el rendimiento y los parametros de la
fermentacién de la cepa E. coli CL3. Para esto se disefié un fondo genético con capacidad
disminuida para el transporte de D-xilosa. En el proceso se evaluo, el aporte en el transporte de
D-xilosa de diferentes permeasas. El fondo disefiado se uso para estudiar por complementacion
el efecto en la fermentacion de las variantes de un banco de mutantes del gen gatC y gatCS184L

generado por evolucion dirigida.



En la primera parte de este estudio se disefié un fondo genético a partir de la cepa de E. coli
CL3, inactivando metddicamente todas las permeasas reportadas implicadas en el transporte
de D-xilosa, primero los genes del componente permeasa de los sistemas de transporte - ABC
dependiente de ATP, genes xylFH y araH, después, los genes de los simportes xylE, arak, galP
y por ultimo el gen de estudio la PTS permeasa galactitol gatC. En cada inactivacion se valoré
la capacidad de transporte de la mutante generada mediante la evaluacién de los parametros

(1, gs Y gp) en fermentacion microaerobia en minifermentadores en medio de seleccion.

A las condiciones de trabajado la evaluacion de la velocidad especifica de consumo de D-xilosa
(gs) permite inferir que la supresion del gen de la permeasa (xylH) del transportador XylIFGH es
responsable de la pérdida del 80% de la velocidad de transporte de D-xilosa; sin embargo, la
eliminacién del gen de la permeasa (araH) del transportador AraFGH, restituye el 73% de la
velocidad de transporte de D-xilosa, lo que parece sugerir que este transportador esta regulando
a XylFGH o hay un efecto metabdlico debido al ATP. Luego, la eliminacion del transportador
XylE muestra una pérdida del 15%, muy inferior al reportado en la literatura del 70%, sin
embargo, la eliminacion del simporte AraE muestra una pérdida del 53% de la velocidad del
transporte. La supresion del transportador GalP sugiere también un efecto regulatorio de este,
ya que restituyé en un 30% la velocidad de transporte de la D-xilosa. Por ultimo, la supresion

del gen GatC disminuye en un 84% la velocidad de transporte de D-xilosa.

La medicion de gs a las condiciones de este estudio sugiere que las permeasas GatC y AraE
transportan mas D-xilosa, que el transportador especifico XylE. La evaluacién de estas mutantes
parece sugerir que el transporte es un proceso complejo, que no depende solo de la afinidad
por el sustrato de las diferentes permeasas, si no del efecto regulatorio de estas. La mutante
A®G (CL3::aAxylF, AaraH, xylE, daraE, AgalP, AgatC) que contiene todas las eliminaciones de
los genes de las permeasas conocidas para el transporte de D-xilosa mantiene un 16% de
velocidad de transporte con respecto a la cepa parental CL3 y muestra que hay otros

mecanismos (pasivo o activos) involucrados en el transporte.

En la segunda parte de este estudio se usé la séxtuple mutante A°G como hospedera de las

clonas pCLGatC, pCLGatCS184L y plasmido pCL1920, a las cuales se le evaluaron los



parametros cinéticos y como hospedera para complementar la actividad de un banco de
variantes de las permeasas GatC y GatCS184L generadas mediante epPCR, usando una tasa
alta y baja probabilidad de mutacion. El banco transformado y restituido se tamizo mediante
enriguecimiento en cultivo en lote en medio de seleccién y espectomicina (50 mg/mL) en
minifermentadores a condiciones microaerobias, 37°C, 150 rpm. Como parametro de recambio
de cada pase se us6 como tope maximo una O.Dsoo nm ~ 1.0, al alcanzarla se crioconservo una
alicuota del cultivo y el resto se usé de indculo para iniciar el siguiente pase de cultivo a una
O.Deoo nm = 0.01. Se realizaron siete pases de enriquecimiento a los que se les evaluo la
velocidad de crecimiento (u). El rango de u vario desde el primer pase de 0.037h* alcanzando
un maximo en el pase 4 de 0.22h! y en los Ultimos pases se mantuvo en 0.18h'l. Se aislaron
51 variantes de los pases 1, 4, 6 y 7, al extender la dilucién 1x10’ en cajas de agar LB con

espectomicina 50 mg/mL

Se secuenciaron 5 variantes al azar del pase 1 tres derivadas de la clona GatCS184L (IR12,
IR13, IR16) y dos derivadas de la clona GatC (IR18, IR19); 5 variantes del pase 4 todas
derivadas de la clona GatCS184L (IR41, IR44, IR46, IR48, IR47); una variante del pase 6
derivada de la clona GatCS184L (IR61) y una variante del pase 7, derivada de la clona GatC
(IR71). En el primer pase se encontraron varias mutantes con marco de lectura truncado, que
codifican para una proteina pequefia no funcional al parecer, porque en los ultimos pases todas

las variantes secuenciadas conservan el tamafo original de la permeasa GatC.

Se midieron los parametros cinéticos (Ypss, U, s Y Qp), @ las clonas originales (pCL1920,
pCLGatC y pCLGatCS184L) obteniendo en los tres casos Yiacxi alrededor de 74% y [
respectivas de (0.048+0.009 h?, 0.106+0.009 h' y 0.134+0.010 h?), gs respectivas de
(1.58+0.58 g/g*h, 2.65+0.33 g/g*h y 3.86+0.16 g/g*h) y gp respectivas de (0.036+0.020 g/g*h,
0.079+0.010 g/g*h y 0.199+0.017 g/g*h) y a las variantes evolucionadas de los ultimos pases
(IR41, IR44, IR46, IR48, IR47, IR61 y IR71) tuvieron Yiaciil SUperiores a 74%, | que oscilan entre
0.214+0.008 h't a 0.166+0.002 h', gs que oscilan entre 9.57+0.405 g/g*h a 5.48+0.327 g/g*h y
gr que oscilaron entre 0.208+0.009 g/g*h a 0.139+0.026 g/g*h, lo que significa que todas las
variantes aisladas en el ultimos pases presentan una velocidad de consumos de D-xilosa

mejorada con respecto a las permeasas parentales. Analizando los parametros cinéticos se



observa que el aumento en la velocidad de consumo de D-xilosa permite mejorar la
productividad volumétrica del proceso por arriba del doble del proceso comparado con el
transportador silvestre GatC, estas variantes en el fondo genético disefiado tienen una ventaja

de 8 a 18 h con respecto a la fermentacion de las permeasas parentales.
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INTRODUCCION

La D-xilosa es el segundo azucar polimerizado mas abundante de la lignocelulosa (5-25%) y su
porcentaje de recuperacion por hidrdlisis acida es superior al de D-glucosa (Khankal, Chin, &
Cirino, 2008); sin embargo, la velocidad especifica de consumo de D-xilosa de hidrolizados
lignocelulésicos es menor en comparacién con el de D-glucosa en medios de laboratorio. El
enfoque clasico para incrementar la conversion de D-xilosa en otros compuestos de interés por
microorganismos ha sido mediante ingenieria de vias metabolicas (IVM), al optimizar el flujo de
carbono por sustitucion, supresion y/o mejoramiento de enzimas de la via metabdlica. Sin
embargo, pocos trabajos se han enfocado en el primer paso de la via: el transporte de azUcares
hacia el interior del organismo. Dicho proceso es crucial para disminuir los tiempos de residencia
y mejorar la productividad de los procesos de fermentacion, por esta razén, en los ultimos afios
se ha incrementado la busqueda de nuevos transportadores de membrana y la optimizacion de

los existentes, mediante evolucion dirigida (Young, Comer, Huang, & Alper, 2012).

E. coli es un microorganismo ampliamente estudiado para la conversidbn de azUcares
provenientes de la lignocelulosa en biocombustibles y compuestos quimicos organicos. Su
rapido crecimiento, conocimiento de su genoma, la capacidad de produccion de un amplio rango
de metabolitos, requerimientos nutricionales simples, facilidad de utilizaciébn genética y
capacidad natural para fermentar aztcares (pentosas como hexosas). Esto ultimo hacen posible
el uso de hidrolizados lignocelulosicos (mezcla de p-xilosa, D-glucosa, L-arabinosa, D-manosa
y D-galactosa) como sustratos para la produccion de combustibles y compuestos quimicos
(Khankal et al., 2008).

Muchas enzimas se han originado por un proceso de divergencia y la seleccién natural para
llevar a cabo distintas actividades metabdlicas especificas. En el caso de los transportadores
de membrana, estos se han adaptado para controlar el flujo de nutrientes y pequefas
moléculas. En general, los transportadores de membrana se clasifican en trasportadores de la
familia ABC dependiente de ATP (Tarr, Tarling, Bojanic, Edwards, & Baldan, 2009), la
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superfamilia de transportadores (MFS), las proteinas simporte — H*, las proteinas
simporte/antiporte — Na*, las proteinas uniportes y el complejo de transporte de azucares (PTS)

- PEP; este ultimo presente solo en bacterias (P. J. Henderson & Maiden, 1990).

E. coli presenta diferentes tipos de transportadores de D-xilosa de tipo especificos, como el
simporte XylE de baja afinidad (Km 63-70 pM), perteneciente a las superfamilia de
transportadores (MFS) y el de las proteinas XylFGH de alta afinidad (Km 0.2 — 0.4 pM),
pertenecientes a la familia (ABC) dependientes de ATP (Young et al., 2012); también presenta
transportadores inespecificos como AraFGH (Kmv 4.1 — 6.1 pyM)(Jojima, Omumasaba, Inui, &
Yukawa, 2010) de la familia ABC y los simporte AraE (Km 150-320 uM) (K. R. Daruwalla, Paxton,
& Henderson, 1981) y GalP (Km 50-450 uM )(P. J. F. Henderson, 1990).

La afinidad de los transportadores de pentosas en E. coli por sus respectivos sustratos es alta,
por esto han sido usados para mejorar la capacidad de transportar pentosas en otros
organismos, tales como: Z. mobilis (Ren, Chen, Zhang, Liang, & Lin, 2009), S. cerevisiae (Jojima
et al., 2010; Lian, Li, HamediRad, & Zhao, 2014; Wang, Shen, Hou, Suo, & Bao, 2013; Young
etal.,, 2012), C. glutamicum y B. subtilis (Jojima etal., 2010)). Esto ha evidenciado, la
importancia de estos en la optimizacion del consumo de pentosas y su conversion en productos
de fermentacion. Sorprendentemente, pocos estudios se han realizado en la caracterizacion
molecular de nuevos transportadores en E. coli y su aplicacion en mejorar la fermentacion de

pentosas.

En el laboratorio de Ingenieria Metabodlica de Bacterias (Utrilla Carreri et al., 2012), usando
ingenieria metabdlica y un proceso de evolucion adaptativa, obtuvieron la cepa de E. coli JU15
capaz de fermentar eficientemente D-xilosa (Xyl) a D-Lactato (Lac) (0.95 glLac/gXyl). Estudios
de gendmica y protedmica cuantitativa, mostraron que entre multiplex variaciones una mutacion
(S184L) en una proteina transportadora de galactitol GatC (35kDa, 427 aminoéacidos), la cual
ha sido propuesta como el componente IIC del sistema PTS - galactitol (4.A.5.1.1) (Nobelmann

& Lengeler, 1996). La eliminacion del gen gatC y gatC S184L, de las cepas progenitoras y
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evolucionadas respectivamente, demostré que GatC participa del transporte de D-xilosa en
condiciones de fermentacién, y que la variante S184L es la responsable del fenotipo de mayor
velocidad de consumo de D-xilosa (de 1.40 gxyi/gceL.h a 2.70 gxyL/gcer.h) y del aumento de la
productividad volumétrica de conversion de p-xilosa a D-Lactato (de 0.53 gLac/L.h a 0.79
gLac/L.h) (Utrilla Carreri et al., 2012).

Con base en lo reportado (Utrilla Carreri et al., 2012), en este proyecto se generaron variantes
de la proteina transportadora de membrana GatC obtenidas por mutagénesis aleatoria. Se
identificaron variantes con una mayor velocidad de consumo y se logré un aumento del doble
de la productividad en la fermentacion de D-xilosa y produccién de D-Lactato y los cambios

presentes en ellas se ubicaron en un modelo topolégico de la proteina.



REVISION DE LITERATURA

Biorrefinerias
A nivel mundial, 10% de la basura es desecho agroindustrial. En paises emergentes, gran
parte de estos residuos son quemados Yy
co, eliminados a cielo abierto y son fuente de gases
de efecto invernadero (Olsson & Hahn-Hagerdal,

1996). No obstante, estos pueden ser hidrolizados

l para la obtencion de azucares fermentables, lo

Lignocelulosa

gue los convierte en una fuente de materia prima

b \\

; l*’ ‘I,/M;«m“ practicamente inagotable para la generacion de
m“:"’.,,'.ut“.a . l . = :\ d l u productos de alto valor agregado y base de una
;" Q mlc,,, ??/ [Hiwi;i; mw“'" segunda generacion de biorrefinerias basadas en
w l?° y o e la fermentacion de hidrolizados de lignocelulosa

(Figura 1); sin provocar los problemas

econdmicos y sociales generados del aumento

del precio de los alimentos usados para producir

Bioproductos

, L . jugo de cafia de azucar y almidon de maiz, base
Figura 1 Biorefinerias de segunda generacion, la

lignocelulosa puede ser convertida a bioproductos a de las biorrefinerias de primera generacic')n
través de hidrdlisis seguida por fermentacion o en un

bioproceso consolidado que combina los dos procesos en (Menon & Rao 2012)_
un solo reactor (Modificado de Menon & Rao, 2012). '

Lignocelulosa

Los residuos lignocelulésicos son mas de la mitad de fitomasa agricola del mundo. Gran parte
de estos residuos pueden usarse sin competencia con otras aplicaciones, convirtiéndolo en la
fuente mas abundante de biomasa inutilizada. EI componente principal, la celulosa, es un
homopolimero cristalino lineal conformado de D-glucosa. La lignocelulosa estd compuesta de
tres fracciones de biopolimeros, celulosa (40-50%), hemicelulosa (25-30%) y lignina (15-20%)
y otros componentes extraibles. La hemicelulosa es un heteropolimero compuesto en su

mayoria por xilosa (xilano). La lignina es un polimero de compuestos aromaticos no
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fermentables, por eso solo la fraccidén de celulosa y hemicelulosa son usadas en la fermentacién
(Abramson, Shoseyov, & Shani, 2010).

Al hidrolizar la fraccion hemicelul6sica se produce una mezcla de azucares de tipo hexosas
(10%) como D-glucosa, D-manosa, D-galactosa y tipo pentosas (90%) como D-xilosa y L-
arabinosa. La proporcion y el tipo de azulcares varia, dependiendo de la planta usada y el
pretratamiento usado. Aunque todos los azucares pueden ser fermentandos, las pentosas no
son metabolizadas por todos los microrganismos (Khankal et al., 2008) y pocos poseen la
bateria enzimatica necesaria para metabolizarlas completamente. En los organismos que las
metabolizan, para obtener productos de interés comercial, se deben canalizar las vias
existentes hacia la bioconversién de un Unico compuesto de interés, mediante ingenieria de
vias metabdlicas (IVM) y biologia sintética, mediante la eliminacion de vias alternas e
introduccién de enzimas o vias heterélogas que mejoren los rendimientos, productividad y

concentracion (Choudhary, 2008).

Xilosa

Constituye al menos el 30% del total de la biomasa y es el principal constituyente del xilano. Es
el segundo azucar mas abundante en la naturaleza, comprende el 25% de la composiciéon de
las angiospermas. Es relativamente facil liberar xilosa de la hemicelulosa mediante tratamientos
térmicos e hidroliticos, dependiendo del tipo de sustrato y las condiciones de reaccion, se
pueden recobrar entre un 60 — 90% de pentosas de los materiales lignocelulésicos. Al hidrolizar
con &cidos diluidos se puede obtener rendimientos de D-xilosa (a partir de xilano) entre el 80%
y 95% (Desai & Rao, 2010).

La D-xilosa después de la D-glucosa, es el azicar mas abundante en los hidrolizados
lignocelulésicos y en la naturaleza; la bacteria Gram negativa Escherichia coli metaboliza este
azucar inicialmente por la via de las pentosas. Su contenido en hidrolizados de lignocelulosa
varia dependiendo del origen de la biomasa, la cual contiene entre 5 — 20% de xilano (Li, Chen,
Wang, & Qi, 2007). E. coli nativas o con vias metabdlicas recombinantes para D-xilosa pueden

metabolizarla a diferentes bioproductos. Esta se metaboliza por la via de las pentosas fosfato
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(PPP) y se conecta por algunos intermediarios al metabolismo intermedio y a la via de Embden-
Meyerhoff-Parnas para generar productos finales del metabolismo, de la sintesis de acidos
nucleicos, aminoacidos aromaticos y lipidos (Jeffries & Thomas W. Jeffries, 1998). Para reducir
los costos de produccién de compuestos con alto valor agregado desde lignocelulosa, es
importante estudiar el metabolismo, transporte y mecanismos involucrados en la eficiente
fermentacion de D-xilosa y aunque ha sido el foco de investigacion en los ultimos afios, hasta
el momento, la utilizacion eficiente de pentosas es aun insatisfactoria para aplicaciones

industriales.

Mecanismo de transporte de azlUcares en E. coli

f L | |
N Arabinose Xylose Galactose Fucose Rhamnnsle Lactose

H* H* H* H* HY H
X
’
Respiration
— H"'
- PEP —EIP —-HPrP —EIIIP
o
ADP+Pi G-6P E M
—
¢ Pi \ §
ATP \
ATP ATP ATP ATP ATP
2 (] [ ] [ ] [ [ ]
9 %

Arabinose Xylose Galactose Ribose Maltose

g3 £l 0 | 3

Figura 2. llustracion de los principales sistemas de transporte de azlcares en E. coli. La mayoria de los carbohidratos son
internalizados por tres sistemas de transporte principales: Transportadores dependientes de ATP, Simportes de protones y
transportadores dependientes del PEP (Modificado de Naftalin & De Felice, 2012).

El transporte a través de la membrana celular es el primer paso en el metabolismo de cualquier
carbohidrato y en gran medida este paso determina la velocidad de su utilizacion. El transporte
de azucares (Figura 2) puede llevarse a cabo principalmente por tres mecanismos: a) transporte
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pasivo o difusién, el mas simple de los procesos, el cual se incrementa con la concentracién del
soluto y es independiente del pH y agentes desacoplantes; b) difusion facilitada, el cual no
requiere de energia metabdlica, emplea un gradiente de concentracion y esta unido a un
equilibrio de concentracién dentro y fuera de la célula como la difusion pasiva, sin embargo, es
mediada por una proteina cargadora que exhibe especificidad por el sustrato; y c) transporte
activo, mediado por proteinas cargadoras que exhiben propiedades de saturacion, especificidad
de sustrato e inhibicion especifica; este proceso requiere de energia para transportar los
azucares, proveniente de la hidrdlisis del ATP o por translocacién de grupos como el
fosfoenolpiruvato (PEP) (Jeffries & Thomas W. Jeffries, 1998).

La hidrdlisis de compuestos lignocelulosicos genera una mezcla de azucares (principalmente
D-glucosa, D-xilosa y L-arabinosa). E. coli puede consumir todos estos azucares; sin embargo,
cuando se expone a una mezcla, selecciona la fuente de carbono que soporta la méaxima
velocidad de crecimiento. Para ello usa un sistema complejo que le permite percibir la presencia
de cada nutriente, debido a esto su crecimiento presenta un desarrollo diauxico caracteristico,
donde ajusta su capacidad catabdlica, para el consumo jerarquico de azucares, especialmente
D-glucosa antes de cualquier otro azucar. Este mecanismo de regulacion es llamado represion
catabdlica por carbono, CCR (por sus siglas en inglés: Carbon Catabolic Represion) (Gonzalez,
Tao, Shanmugam, York, & Ingram, 2002), el cual involucra multiples niveles de regulacion que
son dependientes de la concentracion de estos azucares, la especificidad de los

transportadores y la velocidad de metabolizacién (Desai & Rao, 2010).

La habilidad de E. coli para metabolizar pentosas es muy baja (comparada con el de b-glucosa),
y aunque se sobrexpresen los genes funcionales del catabolismo de las pentosas, la cantidad
de azucar metabolizado es insuficiente, debido a: 1) Al proceso de CCR, que lleva a un consumo
secuencial e incompleto de azucares; 2) El desbalance celular Redox en el metabolismo de las
pentosas; y, 3) el transporte ineficiente de estos azlcares por la baja especificidad y velocidad

de los transportadores de pentosas (Jojima et al., 2010).



El consumo simultaneo de azlcares en una mezcla es ventajoso en un proceso fermentativo,

ya que puede eliminar el desarrollo en fases (crecimiento dialuxico) y reducir los tiempos de

operacion e incrementar la productividad. Sin embargo, asi como E. coli consume

preferencialmente glucosa también muestra jerarquia en el consumo de las pentosas. En el

caso del metabolismo de la D-xilosa y L-arabinosa de forma similar, se ha reportado una

preferencia.

En E. coli las pentosas D-xilosa y L-arabinosa son importadas mediante transportadores de alta
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Sitios AraC Genes ara Sitios AraC/XyIR Genes xyl
- mRNA o
Presencia de Xilosa
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Sitios AraC x Genes Ara

mRNA

Presencia de Arabinosa y Xilosa
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Figura 3. Mecanismo de regulacién de AraC y XyIR del metabolismo de

pentosas. (Modificado de (Groff et al., 2012)).
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afinidad tipo ABC dependientes de
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adicionalmente tiene

para xilosa y

transportadores de baja afinidad
tipo MFS

cotransporte de H*; para L-

dependientes  del

arabinosa (ArakE) y para D-xilosa
(XylE),
Zhang, & Wu, 2014).

respectivamente  (Luo,

Los operones especificos de bD-
xilosa (xylE, xylFGH, xylAB) son
regulados por XylR y el sistema
CAMP-Crp. A su vez estos operones
son controlados por el gen de
regulacion global Milc que controla

primariamente al operon pts que

codifica a las enzimas | y HPr y a los genes ptsG para la toma de D-glucosa y manXYZ para la

toma de manosa y son reprimidos por él, durante el crecimiento en D-xilosa (Gonzalez et al.,

2002). Como se observa (Figura 3) cuando en el sistema también hay presencia de L-arabinosa
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se expresa araC el cual reprime la transcripciéon de los genes xyl, y activa la transcripcién de los
genes del catabolismo de la L-arabinosa (V. Hernandez-Montalvo, Valle, Bolivar, & Gosset,
2001). Como resultado de la regulacion positiva de cAMP-Crp, cuando la D-xilosa se une a XyIR
activa la transcripcion de los operones xylFGH, xylAB y xylE y reprime la transcripcion del
catabolismo de la L-arabinosa (Desai & Rao, 2010). XyIR es un regulador positivo tipo-AraC y
también activa la transcripcién de los operones araBAD, arakE y araFGH pero reprime la

transcripcion del operon araC (Song & Park, 1997).

Transporte de D-xilosa en E. coli

La D-xilosa es transportada en E. coli por tres rutas, a) La principal via envuelve al transportador
XylFGH de alta afinidad dependientes de ATP de la superfamilia de transportadores ABC, y es
responsable del transporte de D-xilosa cuando la concentracion fuera de la célula es baja
(Sumiya, Davis, Packman, McDonald, & Henderson, 1995); b) La segunda via es la del simporte
XylE de baja afinidad responsable del paso de D-xilosa cuando la concentracion fuera de la
célula es alta (Jojima et al., 2010); c) la tercera via no ha sido caracterizada, se presume que
es mediante difusion o por un sistema complicado de transportadores inespecificos (Khankal
et al., 2008).

Tabla 1. Constantes de afinidad de los transportadores especificos de b-xilosa en E. coli

Transportador Kwm aparente Referencia
XylFGH 0.2-4.0 uM (Sumiya et al., 1995)
XylE 63-170 uM (Sumiya et al., 1995)

Transportador ABC de alta afinidad — dependiente de ATP (XylFGH)

El transportador XylFGH fue descubierto por David y Wiesmeyer en 1970 (Rosenfeld, Stevis, &
Ho, 1984). Este transportador ABC es una proteina integral de membrana que traslada
activamente D-xilosa contra el gradiente de concentracién usando la energia de hidrodlisis de
ATP. Es codificado por el operon xylFGH y estructuralmente es un complejo proteico modular

gue consiste en la proteina XylG de union a ATP, una proteina periplasmatica XylF de unién a
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sustrato y el componente de membrana del sistema transportador ABC, la permeasa XylH
(Figura 4).

Proteina de
union a sustrato

union a ATP

(XyIG)

ADP + Pi

D-XILOSA

. Figura 4. Esquema de la organizacion modular del
transportador XylFGH (Jojima et al., 2010).

El transportador es sintetizado en respuesta a la presencia de D-xilosa, por accion del factor
transcripcion XyIR, que se une a la regiébn promotora de los operones xylAB y xylFGHR,
activando su transcripcion (Figura 5). En ausencia de D-glucosa o arabinosa, altas
concentraciones del complejo cAMP-CRP, activan a XyIR e activan el metabolismo de D-xilosa.
Esto se logra al activar la expresion de los genes xylA y xylB que codifican para la D-xilosa
isbmerasa y xiluloguinasa, respectivamente, las cuales convierten D-xilosa en xilulosa-5-fosfato
(Pratish Gawand, 2014).
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Figura 5. Organizacion del operdn de p-xilosa. Los genes xylAB codifican las enzimas del catabolismo de la D-xilosa y los genes xylFGH codifican el componente
de transporte ( transportador XylFGH). El gen xyIR codifica el regulador transcripcional de los genes xyl (Choudhary, 2008; Keseler et al., 2013).
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Adicionalmente al mecanismo de regulacién global cAMP-CRP, la utilizacién de D-xilosa es
también regulada por el factor de transcripcion AraC, involucrado en el transporte y metabolismo
de arabinosa. Entre D-xilosa y L-arabinosa, E. coli, consume preferencialmente arabinosa (V.
Hernandez-Montalvo et al., 2001). EI mecanismo de represion de D-xilosa mediado por
arabinosa ocurre a nivel transcripcional por union al factor AraC, que se une a la region
promotora del gen xylA evitando de esta forma, la union de XyIR a la regién promotora y por

tanto la activacion del metabolismo de la D-xilosa (Khankal et al., 2008).

Transportador simporte D-xilosa:H*, XylE

En 1979 Shamana y Anderson, dedujeron a partir de la caracterizacion cinética del sistema D-
xilosa permeasa XylFGH la existencia de otro sistema de transporte (Shamanna, Sanderson,
Shamannat, & Sanderson, 1979). En 1980 Lam y colaboradores, aislaron una proteina pequefia
transportadora de D-xilosa, XylE, la cual mostré ser dependiente del pH, inhibida por agentes
desacoplantes e insensible a arsenito (E. O. Davis, Jones-Mortimer, & Henderson, 1984, Elaine
O. Davis & Henderson, 1987).

H+ D-xilosa

o s —
e T e !
! T ViEpS
| :
: '
fuae !
fatan. ylE 1]

B)

Figura 6. A) Representacion eestructural del simporte MFS de p-xilosa que cotransporta protones ( @ ) (Jojima et al., 2010)
y B) organizacion del operén monocistronico xylE inducible por b-xilosa, por prediccion mediante dos posibles promotores
dependientes de 024 se realiza su transcripcion (Keseler et al., 2013).
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XylE es un simporte de protones (Figura 6), que pertenece a la superfamilia de transporte
facilitado (MFS), las cuales son proteinas capaces de transportar solutos en respuesta a un
gradiente electroquimico (Ap+*; interior alcalino). XylE es una proteina altamente hidrofébica y
presenta un alto grado de identidad estructural con otros simportes como Arak, GalP y MgIP.
Este transportador inhibe la translocacion de la D-xilosa en presencia de D-glucosa (Khankal,
20009).

Estrategias para mejorar la fermentacion de pD-xilosa en E. coli.

En el proceso de fermentacion, las proteinas involucradas en la translocacién de azucares son
el primer paso en la via metabdlica y son decisivas para el transporte tanto pasivo como activo
de azucares y otros elementos a través de la membrana. En los ultimos afios la elucidacion y
caracterizacion de nuevos transportadores se ha facilitado con la secuenciacion completa de
varios genomas bacterianos y ha permitido ampliar el espectro de los transportadores conocidos

(Sasaki, Jojima, Kawaguchi, Inui, & Yukawa, 2009).

A nivel industrial, la caracterizacién y optimizacion de estos transportadores tiene un papel
esencial en el disefio de cepas eficientes para la fermentacion de hidrolizados lignoceluldsicos
(Pratish Gawand, 2014). Entre los microorganismos usados a nivel industrial E. coli, es de los
pocos que es capaz de metabolizar todos los azlUcares presentes en los hidrolizados
lignoceluldsicos; desafortunadamente, los consume secuencialmente y selecciona
preferencialmente a la D-glucosa e inhibe el transporte y metabolismo de los otros azucares
(hasta que se agota en el medio de cultivo la D-glucosa) mediante el proceso de CCR. En
bacterias, la CCR es controlada por los estados de fosforilacién de los componentes del sistema
de transporte fosfotransferasa (PTS).

La estrategia clasica de la ingenieria de vias metabdlicas para lograr el consumo simultaneo de
la mezcla de azlcares ha sido disefiar cepas PTS 0 sobrexpresar transportadores no-PTS. Sin

embargo, otra estrategia posible, complementaria y menos explorada, es la optimizacién de
13



proteinas transportadoras de azlUcares mediante ingenieria de proteinas; sin embargo, hasta la
fecha se han logrado pocos avances en este campo (Lian et al., 2014; Ren et al., 2009).

Evolucion dirigida

Desde la década de los 70s se observé que las enzimas presentaban cierto grado de
promiscuidad lo que les permitia reconocer diferentes sustratos. Esta ambigliedad fue
interpretada como el potencial evolutivo que tienen las enzimas para adquirir nuevas
especificidades. La deriva genética permite adquirir diversidad y de esta manera modificar los
patrones de promiscuidad. Bajo esta premisa, en ausencia de detalles estructurales e
informacion funcional de las proteinas, nuevas funciones pueden ser creadas por la introduccion
de mutaciones al azar, seguida de métodos de seleccion de variante que presenten las
funciones deseadas (Lutz & Patrick, 2004).

Diferentes métodos se han usado para realizar mutaciones en sitios o regiones puntuales de un
gen o para realizar cambios al azar en un gen especifico. Los principales métodos de evolucion
dirigida son divididos en recombinantes y no recombinantes. El objetivo primario del disefio de
proteinas es generar proteinas con mejores propiedades. Comunmente se emplean dos
estrategias para este fin: 1) la evolucion dirigida; una poderosa herramienta para generar
nuevas o mejores funciones moleculares, alterando la especificad del sustrato o aumentando la
estabilidad de la molécula; con un potencial para su aplicacion en muchos campos, incluyendo
la agricultura, medicina y la quimica (Cole & Gaucher, 2011). En esta se emplean librerias de
variantes de una proteina y se busca aquella(s) con la propiedad(es) deseada(s); 2) el disefio
racional, en el cual las proteinas son modificadas utilizando el conocimiento de la estructura y
la funcién, con el fin de predecir el efecto que tendra un cambio particular o un juego de cambios.
Mientras la evolucién dirigida es ampliamente apreciada por sus aplicaciones en diversos
campos, la segunda estrategia es limitada por el insuficiente conocimiento que se tiene de la
relacion estructura — funcion de las proteinas. Este conocimiento aun es insuficiente para hacer

un disefio racional robusto (Bocola, Schwaneberg, Zhao, Kardashliev, & Joe, 2014).
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La diversidad de la libreria es creada a través de mutagénesis y/o recombinacion. Las librerias
tradicionales han sido generadas por mutagénesis al azar (usando compuestos quimicos
mutagénicos, cepas mutagénicas, “error-prone PCR” (epPCR) o variantes de ésta) o por
mutagénesis sitio dirigida. Estas librerias son tamizadas y la(s) mejor(es) variante(s) es(son)
seleccionada(s) por ciclos de mutagénesis y seleccion, esto es debido a que la frecuencia de
mutaciones beneficiosas es baja. La recombinacién de mutaciones benéficas aumenta la
probabilidad de mejorar la funcion original en cada ciclo de mutagénesis y seleccion, sin
embargo, la probabilidad de mejora, decrece rapidamente cuando se realizan mutaciones

multiples (Copp, Hanson-Manful, Ackerley, & Patrick, 2014).

Error prone - PCR

Error prone — PCR (epPCR, PCR propensa al error), es un método usado para crear librerias
de mutantes de un gen. Sirve para generar un fenotipo deseado (Figura 6). Esta basado en que
la mayoria de las polimerasas no son 100% fieles en la replicacion del DNA. Entre las
polimerasas, la Tag DNA polimerasa tiene la fidelidad méas baja, con un tasa de error por
nucleodtido en la polimerizacién entre 0.001-0.02 % (Cadwell & Joyce, 1994; Pritchard, Corne,
Kell, Rowland, & Winson, 2005) de ahi se entiende que esta enzima sea una de las mas usadas.

Sin embargo, esta tasa de error no es tan alta para inducir mutagénesis al nivel deseado.

No obstante, alterando las condiciones de reaccidn como concentracion y diferentes tipos de
cation divalente introducido (Figura 7), se reduce la especificidad del apareamiento de las bases
y se incrementa la tasa de error hasta 0.66+0.13 %, la adicion de 0.7 mM de MnClzincrementa
25 veces el error y cambios en la proporcion estequiometria de dNTPs también lo incrementa
(Zakour, Kunkel, & Loeb, 1981).

La enzima Tag DNA polimerasa tiene un sesgo intrinseco que induce mutaciones en las bases
Ay T e introduce mas transiciones que transversiones; al modificar las condiciones de reaccion
se puede alterar este sesgo; sin embargo, cambios excesivos en las condiciones generan una

pobre amplificaciéon y artefactos. Por esto es necesario alcanzar un balance entre las
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condiciones ideales para la mutagénesis y aquello que lleva a artefactos en la PCR. Por tanto,
frecuentemente se usa la combinacion de estas dos estrategias para orientar el sesgo de la

mutacion introducida (transversion o transicion) (Copp et al., 2014).

BeZ+
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Figura 7. Mecanismo propuesto del efecto de los iones divalentes en la especificidad de la enzima ADN polimerasa durante
la replicacion, 1) EI Mn*? altera la conformacion del sustrato al formar un complejo coordinado con los grupos fosfatos del
sustrato, I)El ion Be*? induce cambios en la conformacién de la enzima y estabiliza la formacién de un complejo de

coordinacién del ion Mg*? con los grupos fosfatos del sustrato y 1) a alta concentraciéon de Mn*2 rodea a las Tiaminas de la
hebra de ADN de templado e inducen alteraciones en la especificidad de la enzima por la base. (Zakour et al., 1981)

Existen reportes que han medido el efecto de diferentes proporciones estequiométricas de
dNTPs en la frecuencia y la calidad de las mutaciones; todo enfocado a generar una mayor
diversidad de variantes y mantener la proporcion de mutantes funcionales (Packer & Liu, 2015).
La ventaja de este método in vitro es que incrementa la mutagénesis a través de varios ciclos
de reaccion. Asi, el nimero de ciclos de reaccion determinan el nimero de cambios que tengan

las variantes de la mutagénesis en la reaccion de PCR (Lutz & Patrick, 2004).
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HIPOTESIS

Variantes de la proteina transportadora, codificada por el gen gatC, obtenidas por mutagénesis
al azar, permitiran mejorar la velocidad de consumo de D-xilosa y la velocidad de produccion de

D-Lactato en cepas derivadas de E. coli CL3.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Aislar mutantes de la proteina transportadora GatC con diferentes capacidades de consumo de

D-xilosa que mejoren la produccion de p-lactato en fermentacion de cepas de E. coli.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Construir una cepa de E. coli con capacidad disminuida para transportar D-xilosa (MG1655:
ApfIB AadhE Afrd AxylFH AaraH AxylE AaraE AgalP AgatC) a partir de la cepa CL3 (MG1655:
ApfIB AadhE Afrd).

= Obtener una libreria de variantes del gen gatC y su variante gatCS184L mediante

mutagénesis aleatoria.

= Aislar variantes del gen gatC y gatCS184L con diferentes capacidades de consumo de D-

xilosa en la cepa de E. coli productora de p-Lactato.
= Determinar la secuencia nucleotidica de las variantes del trasportador aisladas.
= Determinar los parametros cinéticos y estequiométricos de conversion de D-xilosa a D-

lactato, en cultivos lote, con la cepa disminuida para transportar D-xilosa transformada con

las variantes de GatC seleccionadas.
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= Realizar un andlisis topoldgico de la estructura de la proteina transportadora GatC y de las
variantes aisladas para tratar de entender su efecto sobre la capacidad para transportar D-

xilosa.
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MATERIALES Y METODOS.

Cepas, oligonucleodtidos y plasmidos.
Las cepas usadas y construidas en este trabajo se enlistan a continuacién (Tabla 2). Estas
fueron resembradas para los diferentes experimentos a partir del mismo cultivo crioconservado

en glicerol al 40 % y mantenidas a -70 °C.

Tabla 2. Cepas usadas
Nombre Genotipo relevante Funcién Referencias

Cepa estandar

MG1655 K-12: F- - ilvG- rfb-50 rph-1 (Blattner et al., 1997)

ATCC 47076
F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl
DHa endA1 hsdR17 (K-, mK+) phoA SUpE44 A— thi-1 Cﬁpa . dreceptora de (Tayllor’ Walker, &
gyrA96 relAl plasmidos. Mclnnes, 1993)
CL3 MG1655: ApflB AadhE Afrd Cepa parental (Utrilla, 2010)
Juol MG1655: ApfiB AadhE Afrd AxylIFGH Cepa control (Utrilla gg{;“ etal,
JU15 JUO1 evol Areg 27.3 kb AamidarpA::GatCS184L Cepa control (Utrilla ggirze)rl etal,

xAbreviaturas usadas adhE: alcohol deshidrogenasa; frdA: fumarato reductasa; pfIB: piruvato formato liasa; xylFGH: transportador ABC de D-
xilosa; F -: no carga el plasmido F; A(lacZYA-argF): eliminacion parcial del gene de la 3-d-galactosidasa que permite seleccionar colonias
coloras en presencia XGal; recAl: mutacion en el gene de recombinacién de ADN; endAl: mutacion que desactiva la endonucleasa no especifica

I; hsdR17: mutacion en el sistema de metilacion y restriccion que permite reconocer el DNA extrafio.

Tabla 3. Cepas generadas

Nombre Genotipo. Referencia
AFH Clz AxylFH::FRT Este trabajo
A’H AFH AaraH::FRT Este trabajo
A’E AH AxylE::FRT Este trabajo
A'E AE AdarakE::FRT Este trabajo
AP A*E AgalP::FRT kan FRT Este trabajo
A°G AP AgatC::FRT Este trabajo
AGpCL A°G pCL1920 Este trabajo
AGpCLGat A%G pCLGatC Este trabajo
AGpGatS184L A°G pCLGatCS184L Este trabajo
pJG DH5a::pJetGatC Este trabajo

19



Para llevar a cabo la eliminacion de los genes transportadores a cada cepa, se usaron como

donadora la cepa correspondiente de la coleccion KEIO(Baba et al., 2006), las cuales se

enlistan a continuacion.

Tabla 4. Cepas donadoras usadas para la transduccién con el fago P1

Clasificacién

Caracteristica genotipica

Cepa receptora

ECK3557
ECK3555
ECK1897
ECK4023
ECK2839
ECK2938
ECK2085

MG1655: AxylH::KmR
MG1655: AxylFH::KmR
MG1655: daraH::KmR
MG1655: AxylE::KmR
MG1655: daraE::KmR
MG1655: AgalP::KmR
MG1655: AgatC::KmR

CL3

CL3 4aXylH

CL3 aXylFH

CL3 4AXylFH 4AraH
CL34XylFH AAraH AXylE

CL3 aXylF AAraH AXylE AAraE
CL3 AXylF AAraH AXylE AAraE AGalP

Se hizo la confirmacion de la interrupcion cromosomal con el gen de resistencia a Kanamicina

(kmR) de cada uno de los genes flanqueado por los sitios FRT y posterior eliminacion de la

resistencia de los transportadores de D-xilosa, con los siguientes oligonucleétidos.

Tabla 5. cebadores empleados.

Gen Nombre Secuencia” Tm™ Referencia
XylFck5'  TGTCCTCTAACTACAGAAGGC _
XYIFGH  ylIFck3'  TATCAAAATCAAGAACGGCG 65 (Utrilla, 2010)
arcy  CATaFFw  TGG CTATGGTGGGAAAAAACG 61 Ecte trabaic
CAraFRV  TACACAAAACGACACTAAAGC J
XylEcks ~ TGTCCTCTAACTACAGAAGGC .
xylE XylEck3 ~ TATCAAAATCAAGAACGGCG 58  (Utilla, 2010)
raE CAraEFw ACAAACGCCTCAACGGCCAAG 63 Eete trabai
CAraERv CAC CTG CGTGAGTTGTTC ACG J
P CGalPFw AACAGGGGCGGTCAAACAAGG 6 Ecte tabaio
g CGalPRv CGGAATCTGCTTTAACGCCAC J
e CgatCFw  ACCTATGTTTTCAGAAGTCATGC 60 Este tabaio
9 CgatCRv  TTATTCTGCGAGAACGACTTTC J
Bbtca5 ATAACAATTTCACACAGGAAACAGCCAT .
gatc pBbtcas C CACACAGGAAACAGCCATGG oo Lo oo

pBbtca3® CGGTACACCTCTAGAGTCGACCTGCAGTTA

* Secuencia en direccion 5 — 3.

*Temperatura experimental optima en °C empleadas en este trabajo.
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Tabla 6. Plasmidos utilizados en el presente trabajo

plasmido Funcion Referencia
pCP20 Plasmido con flipasa FRT para eliminacion de
. . (Cherepanov & Wackernagel, 1995)
genes de resistencia.
pKD46 Plasmido plantilla del gen de resistencia a kmR
.. (Datsenko & Wanner, 2000)
flanqueado por sitios FRT (1400 pb)
pKD3 Plasmido plantilla del gen de resistencia a CmR
. (Datsenko & Wanner, 2000)
flanqueado por sitios FRT (1200 pb)
pKD4 Plasmido plantilla del gen de resistencia a kmR
... (Datsenko & Wanner, 2000)
flanqueado por sitios FRT (1600 pb)
pJet™2.1 vector de Clonacién de productos de PCR Invitrogen ®
pJetGatC Plasmido de subclonacion del gen gatC Este trabajo
pCL1920 Vector de expresién de bajo nimero de copias (Lerner & Inouye, 1990)
pCL Vector de expresion derivado del pCL1920 con el ,
... Este trabajo
Promotor Lac en marco con el sitio Ncol.
pCLgatC Plasmido de expresién del gen gatC silvestre _
. . Este trabajo
clonado en el plasmido pCL.
pCLgatCS184L Plasmido de expresion del gen gatCS184L _
. . Este trabajo
clonado en el plasmido pCL.
pCLIR41 Plasmido de expresion del gen gatCS184L, Este trabajo
R216C clonado en el plasmido pCL.
pCLIR44 Plasmido de expresion del gen gatCS184L, Este trabajo
K276E clonado en el plasmido pCL.
pCLIR46 Plasmido de expresion del gen gatCS184L, Este trabajo
V307A clonado en el plasmido pCL.
pCLIR47 Plasmido de expresion del gen gatCS184L, 1124l Este trabajo
clonado en el plasmido pCL.
pCLIR48 Plasmido de expresion de gen gatCS184L, Este trabajo
N416D clonado en el plasmido pCL.
pCLIR61 Plasmido de expresion de gen gatCS184L, Este trabajo
F340L clonado en el plasmido pCL.
pCLIR71 Plasmido de expresion de gen gatCI358V Este trabajo

clonado en el plasmido pCL.
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METODOS DE INGENIERIA GENETICA
Construccion del fondo genético de la libreria.

La cepa homolactica CL3 (MG1655: ApfiB AadhE AfrdA) fue generada por interrupcidn de varios
genes del metabolismo anaerobio de la cepa parental MG1655, esto disminuye la produccion
de etanol, formiato y succinato (Utrilla Carreri et al., 2012).

En el presente trabajo, a partir de la cepa CL3 se generaron nuevas cepas (Tabla 3), a las que
se les elimind de manera secuencial los genes de los transportadores XylF, XylH, AraH, XylE,
AraE mediante transduccion, con el fago P1. Cada gen se intercambié por un gen de resistencia
a KmR flanqueado por sitios de reconocimiento de la flipasa FRT (Flp recognition target),
procedentes de la cepa donadora de la colecciéon KEIO del gen a eliminar (Baba et al., 2006)

Estos fueron seleccionadas en placas de LB agar con kanamicina 50 ug/ml (Km®%9).

A las colonias con el fenotipo KmR escogidas al azar, se les comprob6é mediante PCR que el
tamafio del producto amplificado fuera consistente con el tamafio del gen kmR (>1358 pb) y en
el caso de la eliminacion del gen arakE cuyo tamafo es aproximadamente igual al producto de

la amplificacion del gen de kmR, que no presentara corte con la enzima Sbal.

Finalmente, se elimind el gen de la resistencia mediante la FLP recombinasa codificada por el
plasmido termosensible pCP20 (Datsenko & Wanner, 2000), se realizé6 una comprobacion
fenotipica de la pérdida de la resistencia en placas de LB Km®® y comprobacién genotipica

mediante el tamafio del producto amplificado por PCR, el cual que debe ser <500 pb.

Las restricciones y plasmidos usados en este trabajo fueron separados por electroforesis en
agarosa al 1.2%; se empledé como referencia de peso molecular la escalera de 1 Kb
INVITROGEN®. Todos los geles se corrieron a 8.7 mV/cm y se revelaron mediante tincion con
Bromuro de Etidio (BrEt).
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Construccion del plasmido con las variantes parentales GatC y GatCS184L

Para crear la biblioteca de variantes del gen gatC, este se clono el gen gatC, con el marco de
lectura directo al promotor del operén Lac (Promotor Lac) como se observa en la Figura 8. Para
eso el promotor Lac y el gen gatC, se amplificaron con el kit KAPA HiFi PCR®, y con los oligos
de clonacion 859 OCLp5H TGT CGG AAG CTT CG TTG GCC GAT TCATTA Ay 860 oCLp3Nc
AAC GCATGACTT CTG AAACCATGG CTG TTT CCT GTG TG para amplificar el promotor
Lac y los oligos 861 oGat5E ATG GTT TCA GAA GTC ATG CGT Ty 862 oGatCp GTC GAC

sitios de restricciéon de la enzima Hindlll, Ncol, Pstl respectivamente, estos se usaron después

para subclonar en el vector pCL1920 entre los sitios Hindlll y Pstl.

PCR

gen gatC PCR

promotor Lac

Y

PCR de extension Restriccion

Subclonada en \____ Ptsl y BamHI ____,)

plet2.1 1)

T4 ligasa

pCLGatC

Figura 8. Estrategia de clonacién general del gen
de la permeasa GatC en el vector de expresion

pCL1920. S

La clonacion del gen gatC unido al promotor Lac se realizd en dos pasos, 1) primero se amplificd

independientemente la region del promotor Lac y el gen gatC por PCR y luego los productos se

usaron para amplificar el segmento completo del promotor Lac unido al gen gatC por PCR de

extensién. El producto purificado de PCR, sé clono en el plasmido pJet2.1 con el kit Clone jet

PCR cloning®, en una reaccion de 1 h, a 37 °C; la reaccion se purificé al adicionar 20 pL de

cloroformo y centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min; se tom0 1 uL de la fase acuosa para
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transformar 50 pL de células de DH5a por electroporacion; las células se recuperaron
incubandolas en 950 pL de medio SOC a 37 °C y 300 rpm por 15 min; se tomaron 200 uL del
medio y se esparcioé en cajas de LB-Cm?3°. Las UFC aisladas se evaluaron por PCR usando los
cebadores T7, se seleccionaron las colonias que amplificaron el tamafio de inserto correcto
(1,553 pb) y cumplieran con el patron de restriccion esperado usando las enzimas Hindlll, Ncol
y Pstl.

Las células se cultivaron por 8 horas en 50 mL de medio LB en un matraz de 250 mL a una
temperatura de 37 °C y a una agitacion de 300 rpm. De estos cultivos se extrajo el plasmido
con el “kit plasmid DNA isolation Invitrogen™”. Alrededor de =500 ng de ADN plasmidico se
enviaron a secuenciar en la unidad de sintesis y secuenciacion del IBt - UNAM. Confirmada la
correcta secuencia; la clona seleccionada se uso para obtener el inserto mediante digestion con
las enzimas Hindlll y Pstl en 20 pL de reaccion por 1 h a 37 °C en el amortiguador apropiado.
El fragmento de interés se aislo mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y se purifico
con el kit GeneJET Gel Extraction®. Finalmente, este inserto se usé para subclonar en el vector
pCL1920, previamente digerido con las enzimas Hindlll y Pstl, en 20 uL de reaccion por 1 h a
37 °C en el amortiguador apropiado. Los productos se separaron usando un gel preparativo de
agarosa al 1.2% y se purifico usando el kit GeneJET Gel Extraction®. Se ligaron 15 ng del
inserto y 35 ng del vector pCL usando 5 U de la enzima T4 DNA ligasa (Fermentas), 1xT4 en
50 pL de reaccion. Esta fue incubada a 22 °C por 1 h y luego a 70 °C por 5 min para inactivar

la enzima.

El producto de la ligacion se purifico lavando con 5 pL de cloroformo; se centrifug6 y se tomé 1
pL de la fase acuosa para transformar 50 L de células electrocompetentes de DH5a,; las células
fueron recuperadas en 1 mL de medio SOC e incubadas a 37 °C por 1 h. Alicuotas de 100 pL,
200 pL y 500 pL del medio de recuperacion fueron dispersadas en cajas de LB-Spe® e
incubadas a 37 °C por 12 h. La presencia del plasmido en las colonias se confirmd por

reacciones de PCR, usando los cebadores M13 y por su patrén de restriccion usando las
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enzimas Hindlll, Pstl, Ncol. De las clonas positivas se seleccioné una al azar para enviar a

secuenciar.

El plasmido (pCLGatC) se uso para transformar 50 pL de células electrocompetentes del fondo
genético A®G, las células fueron recuperadas en 1 mL de medio SOC e incubadas a 37 °C por
1 h; 100 pL del cultivo se extendié en cajas de LB-Spe®° y se incubé a 37 °C por 8 h. Un cultivo

de 3 colonias al azar en LB- Spe®° de 8 h, se rotul6 adecuadamente y se crioconservé a -70 °C

/ pCLGatC
PCR _gen gatCS184L

Wriccién Ptsly W' B
¥ N

T4 ligasa

con glicerol al 40%.

Figura 9. Esquema de la estrategia usada para la
construccion del plasmido pCLGatCS184L.

El plasmido pCLGatC, se us6 como base para clonar el gen gatCS184L como se observa en la
Figura 9, a partir del ADN gendmico de la cepa JU15, mediante reaccion de PCR usando los
oligos de clonacién; forward 859 OCLp5H TGT CGG AAG CTT CGT TGG CCG ATT CAT TAA
y reverse 860 oCLp3Nc AAC GCATGA CTT CTG AAACCATGG CTG TTT CCT GTG TG. Se
amplifico la variante en 50 pL de la reaccién de PCR usando el kit KAPA HiFi PCR®; la reaccion
de PCR se purificé con el kit GeneJET PCR Purification Kit ® y se recuper6 en 35 uL de H20
milliQ; se digirio =1.0 pg del producto purificado con 10 U de las enzimas Hindlll y Pstl en 20 pL

de reaccién por 1 h a 37 °C en el amortiguador 1X apropiado. El producto de la reaccion se
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purificd con el kit GeneJET PCR Purification Kit ® y se recuperdé el producto en 30 pL de H20

milliQ y se cuantificé después.

El plasmido pCLGatC fue extraido usando el QIAquick PCR Purification Kit; alrededor de =1.0
mg del plasmido se digirié con 10 U de las enzimas Hindlll y Pstl en 20 pL de reaccién por 1 h
a 37 °C en el 1X amortiguador apropiado. El producto de la reaccion se separé en un gel
preparativo de agarosa 0.8%; se recupero la banda de mayor peso se recuperd y se purificod
con el kit GeneJET Gel Extraction®. La banda se recuperd en 30 pL de H20 milliQ y se
cuantifico; se mezclaron 35 ng del inserto digerido del gen gatCS184L con 15 ng del vector pCL,
se ligaron usando 5U de la enzima T4 DNA ligasa (Fermentas), 1xT4 de amortiguador en 20 pL
de reaccion. Esta fue incubada a 22 °C por 1 h y luego a 70 °C por 5 min para inactivar la

enzima.

El producto de la ligacion se purifico mezclando con 20 uL de cloroformo; se centrifugd y se
tomaron 10 L de la fase acuosa para transformar 50 uL de células electrocompetentes de
DH5a. Las células se recuperaron en 950 uL de medio SOC y se incubaron a 37 °C por 1 h.
Alicuotas de 100 pL, 200 pL y 500 pL de células se esparcieron en cajas con LB-Spe®°, estas
se incubaron a 37 °C por 12 h. Se seleccionaron por PCR las UFC que presentaron inserto; se
escogieron 3 colonias al azar y se enviaron a secuenciar para verificar que presentaran el gen
gatCS184L.

El plasmido construido (pCLGatCS184L) se usO para transformar 50 pL de células
electrocompetentes del fondo genético A®G. Las células fueron recuperadas en 1 mL de medio
SOC incubadas a 37 °C por 1 h. 100 uL del cultivo se extendieron en cajas de LB-espectomicina
(30 pg/mL), las cuales se incubaron a 37 °C por 12 h. De cultivos de 8 h en LB con espectomicina
(30 pg/mL) que contenian 3 colonias seleccionadas al azar, se tomaron muestras y se
crioconservaron a -70 °C con glicerol al 40%.
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El vector pCL1920 se usé para transformar 50 pL de células electrocompetentes del fondo
genético A®G, las células fueron recuperadas en 1 mL de medio SOC y se incubaron a 37 °C
por 1 h. Se extendieron 100 pL del cultivo en cajas de LB-Spe®° que se incubaron a 37 °C por
12 h. se seleccionaron 3 colonias al azar para cultivarse en medio liquido LB-Spe®° por 8 h, 800
pL de este cultivo se mezclaron con 800 pL de glicerol al 80% y se crioconservaron a -70 °C.
Las tres cepas del fondo genético A®G, transformadas con pCL1920, pCLGatC, pCLGatCS184L

se usaron para la caracterizaciéon cinética de estas cepas.

METODOS DE INGENIERIA PROTEINAS.
Evolucion dirigida del transportador GatC - epPCR

Se generaron mutaciones al azar mediante PCR propensa al error en los genes gatC y
gatCS184L con los plasmidos pCLGatC y pCLGatCS184L como plantilla. Para esto se usaron
los cebadores pBbtca5 (4188) y pBbtca3’ (4189), y las mezclas de reacciéon utilizadas se
muestran en la Tabla 7. Se usaron dos concentraciones diferentes de iones divalentes para

generar dos tasas de mutagénesis, como se muestran a continuacion.

Tabla 7. Condiciones de la mezcla de reaccion de la epPCR usada para generar el banco de variantes
(Leung, Chen, & Goeddel, 1989).

Reactivos Tasa alta Tasa baja
Volumen (uL) Volumen (ulL)

Amortiguador Taqg 10X-F (PCR Optimizer™ Kit) * 5 5
2.5 mM dNTP mix (Leung et al 1985)** 5 5
Oligonucledtido pBbtca5’ 10uM 2 2
Oligonucledtido pBbtca3’ 10uM 2 2
50 mM MgCl; 5 5
5 mM MnCl; 5 -
H20 21 26
Plantilla*** 1 1
Tag polimerasa (1 U/ulL) **** 4 4

50 50

Volumen total
* 10X amortiguador F red contiene 20 mM MgCI2, 600 mM Tris - pH 9.0 y 150 mM sulfato de amonio.
* 10 MM dGTP, 2 mM dATP, 10 MM dTTP, 10 mM dCTP .

**  Cantidad recomendada es 0.25 — 2.5 U por 50 pL, una concentracién mayor aumenta la inespecificidad.

** Se utilizaron 57.8 ug/pL de epPCR gatC y 35.7 pg/pL de gatCS184L.
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Se realizaron 6 reacciones de amplificacion usando las condiciones reportadas en la Tabla 8
con cada plantilla en cada condicién (tasa alta y baja) y se comprobd la correcta amplificacion

de todas las reacciones mediante electroforesis de agarosa 1%

Tabla 8. Condiciones de amplificacion de la epPCR mutagénica usadas en este estudio.

Ciclo Temperatura (°C) Tiempo (min) # ciclos
Desnaturalizacion 92 5.0 1
Desnaturalizacion 92 0.5

Templado 55 0.5 30
Extension 72 1.0

Extension 72 5.0 1
Finalizacion 4 oc 1

Usando la mezcla de la reaccién de la Tabla 9 se digirieron los productos de las PCRs toda la
noche a 37 °C y se desnaturalizaron las enzimas manteniendo la reaccion 15 min a 65 °C.
después, los productos digeridos se recuperaron mediante separacion en un gel preparativo de
agarosa 1.0 %. Las bandas de interés (1402 pb) se cortaron y se purificaron desde la agarosa
con el kit QI Aquick gel extraction kit ®Qiagen; todas las reacciones se unieron y se redisolvieron

en 70 pL de agua MilliQ para su cuantificacion.

Tabla 9. Reacciones de digestion

epPCR reaccion* pCLGatC**
Reactivos Volumen (uL) Volumen (uL)
Amortiguador NEB 3 6 2
ADN plantilla 50 15
Enzima Ncol 2 2
Enzima Pstl 2 2

* 57.8 pug/uL de epPCR gatC y 35.7 pg/pL de gatCS184L.

** 84.7 ug/uL de pCLGatC.

28



Por ultimo, se cuantifico el ADN, y se determiné la eficiencia de amplificacion de la epPCR “eff”
(es la probabilidad que una secuencia particular sea duplicada en un ciclo de PCR) se obtuvo
usando la formula

eff =2%"-1

Produto

Donde d= EL;;“"’ n = # ciclos de PCR

Tabla 10. Eficiencia de amplificacion de la epPCR

Plantilla - epPCR d Eficiencia
GatC 3.4 0.082
GatCS184L 3.7 0.090

La eficiencia de la amplificacion fue usada para estimar mediante el software PEDEL-AA las

dimensiones de la libreria generada en este trabajo.

Vector pCL

El pldsmido pCLGatC se us6 para aislar el vector pCL abierto (vector pCL) como se observa en
la Figura 10, para esto se purifico el plasmido pCLGatC con el kit QIAprep Spin Miniprep Kit
®Qiagen, a partir de 3 extracciones desde células DH5«/pCLGatC y se cuantifico la

concentracion de este con el NanoDrop 2000 spectrophotometer ® (Thermo Scientific).

Usando las proporciones reportadas en la Tabla 9; se liber6 el vector pCL desde el plasmido
pCLGatC con los extremos cohesivos Ptsl y Ncol. El producto de la reaccién se separ6é mediante
electroforesis de gel de agarosa preparativo 0.8%. Se corté la banda superior que tenia el
tamana esperado del vector pCL y se recuperd el ADN con el kit QI Aquick gel extraction kit
®Qiagen. Finalmente, las reacciones se disolvieron en 55 pL de agua MilliQ y se mezclaron

para su cuantificacion y su uso en la libreria.
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Preparacion de libreria de variantes de las permeasas GatC y GatCS184L.

Antes de construir la libreria, se hicieron pruebas para estandarizar las condiciones de ligacion
para obtener la maxima eficiencia de ligacién, transformacién y disminuir la religacion del vector

pCL. Para esto se calcul6 inicialmente la relacion inserto- vector necesaria usando la formula:

Vector(ng) = inserto (kb) a
* —
Vector (kb) b

donde a = proporciéon de inserto b = proporcioén de vector

inserto (ng) =

La relacién <<inserto — vector>> sugerida para extremos cohesivos es 3:1; sin embargo,

también se evalu6 y se uso finalmente otra proporcion mayor 4:1.

Tabla 11. Cantidades evaluadas para probar el efecto de larelacion <<inserto — vector>>.

Vector (kb) Inserto (Kb) vector pCL (ng) Relacién a/b Inserto (nQ)
4721 1402 100 3/1 89
4721 1402 100 4/1 119

Con las proporciones listadas en la Tabla 11 se hicieron pruebas sélo con los insertos de alta
tasa de mutagénesis derivados de la epPCR del gen gatC y epPCR del gen gatCS184L; para
esto se ligaron las cantidades de inserto/vector mostradas para cada proporcion y se utilizaron

los mismos componentes de la reaccion de ligacion listados en la Tabla 12.

Tabla 12. Condiciones de ligacion.

epPCR** pCL
Reactivos Volumen (uL) Volumen (uL)
Amortiguador T4 10X* 2 2
vector pCL (59.4 ng/pL) ** 2.13 2.13
Inserto *** X -
T4 Ligasa 1 1
H>0 milliQ Volumen -20 Volumen -»20

*  Composicién 400 mM Tris-HCI, 100 mM MgCI2, 100 mM DTT, 5 mM ATP (pH 7.8 at 25°C)
** en una prueba se varié la cantidad de este cuando se usé el plasmido fosforilado, en esos casos la concentracién de ADN pCL fue 38 ng/uL.

*** |]a cantidad a colocar vario dependiendo de la cantidad de inserto calculado de acuerdo con la Tabla 11
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Luego, se realizaron 4 reacciones (tasa alta o baja de mutagénesis para cada gen gatC o
gatCS184L), siempre se realizé un control para evaluar la cantidad de colonias recuperadas al
transformar con el vector pCL. Las reacciones de ligacion se incubaron por 16 h a 16 °C y se

inactivo la enzima por temperatura (65 °C por 15 min) como se observa en la Figura 10.

epPCR _ variantes gatC / gatCS184L

Restriccion 12h, 37°C
Ptsl + Ncol — — —=
R EEEEE———
|

Restriccion 12h, 37°C

000 00

» eamm T Pstl + Ncol
lacZzcha pEC108 on Mi3rev
pCL T4 ligasa, 16h, 16°C
Relacion
S 4:1 inserto - vector -
{ I
_ SOC
— -'- ﬁ lh 370c
Electrocompetentes 300 rpm
ASG

Figura 10. Esquema general de la construccion de la libreria de variantes del gen gatC y gatCS184L.

Después de la reaccién los 20 pL de la ligacidon fueron purificadas por adiccion de 500 uL de
isopropanol, seguido de centrifugando a 13,000 rpm durante 10 min, luego se descart6 el
sobrenadante y el ADN se concentré al vacio con el ADN Savant™ a 60 °C por 30 min.
Posteriormente, se suspendié en 10 pL de agua MilliQ, y alicuotas de 2 puL se usaron para
transformar 100 pL de células electrocompetentes (DH5« 0 A®G previamente preparadas y
evaluadas de acuerdo con los fines de la prueba) en cubetas estériles nuevas (0.2 cm electrode
gap, Bio-Rad) se uso el MicroPulser Electroporator ®Bio-Rad, 1.8 kV, 200Q y 25 pF con control

de pulso. Las células electroporadas se suspendieron en 900 pL de medio SOC estéril
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(Apéndice H) y luego las células se recuperaron por incubacion a 37 °C y agitacion por 1 h.
Diferentes alicuotas (5 pL, 50 pL, 200 pL) del medio con las células recuperadas fueron
sembradas en cajas de LB-agar con LB-Spe®° e incubadas por 18 h. Al final de este tiempo se
contaron las colonias desarrolladas en cada condicion y en la caja de control del vector pCL

para determinar las caracteristicas de la libreria o banco.

La primera transformacion se hizo para evaluar la tasa de mutagénesis de la libreria, para esto
se aislaron 12 colonias al azar (3 de cada plantilla y reaccién epPCR) para extraer su plasmido

y secuenciar el inserto, las diferentes pruebas se enfocaron a:

e Minimizar la cantidad de vector pCL ligado sobre si en la libreria (“background”); esto se
logré mejorando las condiciones de digestion del vector y el inserto hasta obtener que la
cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) de la caja control con células
transformadas con el vector pCL ligado sobre si fuera menor al 1% con respecto al de
UFC con plasmido.

e Maximizar la eficiencia de ligacion; esta se logro con el aumento de la relacion de inserto
- vector (4:1).

e Maximizar la transformacion, al optimizar la viabilidad de las células electrocompetentes
A®G; las mejores condiciones se encontraron al preparar las células competentes a

temperatura baja (-4°C).

Libreria de variantes de las permeasas GatC y GatCS184L

Después de las diferentes pruebas y de optimizar cada uno de los pasos de la construccion de
la libreria (Figura 10); se escal6 el proceso para obtener la libreria (<500 ng). Para esto se
realizaron multiples transformaciones con alicuotas de 2 pL de ligacion para 100 pL de células
electrocompetentes (=25 transformaciones), después de recuperarlas en 25 mL de SOC por 1
h en agitacién a 37 °C; las células se centrifugaron 4,000 rpm por 5 min, luego se descarto el

medio y se afladieron 25 mL de medio minimo mineral AM2 suplementado con 40g/L de D-xilosa
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y de &cido citrico para una concentracion final de 100 mg/L (Medio de seleccién), se agité por

1 h masy se llevo a la condicién de seleccion en los minifermentadores.

Seleccion de variantes de las permeasas GatC y GatCS184L.

Para seleccionar las variantes, se sometio la libreria (los 25 mL de medio AM2) a un proceso
de enriguecimiento, para esto se usaron minifermentadores con 250 mL de medio de seleccion,
a los cuales se les control6 el pH por adicion automatica de KOH (2 N) durante todo el proceso;
ademas, se agreg6 70 uM de IPTG para inducir la expresion de las variantes de las permeasas

y se adiciond Spe®° para evitar la segregacion de los plasmidos y mantener la pureza del cultivo.

Cada vez que el cultivo alcanzaba una O.Dsoonm~1.0 se calcul6 la cantidad necesaria de células
para iniciar otro pase e iniciar el cultivo a una O.Deoonm~0.1. En cada pase, también se
crioconservaron dos muestras del cultivo (800 uL del cultivo se mezclaron con 800 pL de glicerol

al 80%), las cuales se rotularon con el niumero del pase y se refrigeraron a -70 °C.

A los cultivos se les midio continuamente la O.Dsoonm y Se calculd su tasa maxima de
crecimiento. Estos cultivos se finalizaron cuando estos agotaban la fuente de carbono (de forma
practica, se realiz6 cuando se detenia el consumo de base y el pH incrementaba por arriba de
7).

Como se deduce, se obtuvo un gradiente de variantes con distintas velocidades de crecimiento,
estas se pueden aislar en cada fase del tamizaje; sin embargo, durante cada ciclo se va
perdiendo diversidad, ya que las variantes con mayor velocidad de crecimiento se enriquecen
y tienen mas probabilidad de llegar al siguiente pase, mientras se van diluyendo el resto de las
variantes de acuerdo a la velocidad de crecimiento. Con esta estrategia se espera que al final
de multiples pases las variantes aisladas tengas las velocidades de crecimiento mas altas, pero
se corre el riesgo que pocas variantes presenten una velocidad de crecimiento muy prominente,

y estas sean las unicas, que se encuentre en los ultimos pases. Para tener “buenas” mutantes
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sin perder diversidad y poder ganar informacion sobre efectos estructurales se tomé como valor
de corte, para seleccionar, los pases donde la velocidad de crecimiento empezara a ser superior
a 0.14 h't; que es la velocidad de crecimiento de la cepa A®G/pCLGatCS184L.

Seleccidn de variantes de las permeasas GatC y GatCS184L

Para aislar las clonas de los pases de seleccion, se extendié en cajas de agar LB-Spe®° 200 pL
de una dilucién de 1 x 107 células de un cultivo desarrollado en 1 mL de medio de seleccién
con Spe®° inoculado con 100 pL del criovial del pase a caracterizar. Las cajas se dejaron por 16
h a 37 °C y las UFC de las variantes que crecieron se aislaron y se rotularon adecuadamente
para su posterior caracterizacion, y crecimiento en medio liquido LB-Spe®°, el cual se usé para

crioconservar a -70 °C.

Evaluacidén estructural de las variantes seleccionadas de las permeasas
GatCy GatCS184L

De las clonas aisladas de los pases (4, 6 y 7) se seleccionaron para secuenciar 7 variantes al
azar para secuenciarlas; para esto se tomaron 5 uL de medio de los viales crioconservados de
las clonas seleccionadas (IR41, IR44, IR46, IR48, IR47, IR61 y IR71) las cuales se inocularon
en tubos estériles con medio liquido LB-Spe®° por 8h a 37 °C, 300 rpm. De estos cultivos se
aislaron los plasmidos usando el kit QlAprep Spin Miniprep Kit ® QIAGEN; y se cuantificaron
usando el espectrofotometro NanoDrop 2000 spectrophotometer ® Thermo Scientific. Se
tomaron 600 ng de cada uno de los plasmidos purificados y se enviaron a secuenciar a la unidad
de secuenciacién del IBt-UNAM, usando los cebador M13 forward (secuenciacion directa) y
M13 reverse (secuenciacion reversa); que se encuentran flanqueando =50 pb la secuencia del
gen gatC. Después de verificar la calidad de las secuencias se eliminaron las zonas de baja
calidad (normalmente al final y comienzo de la secuencia) y se determinaron las mutaciones

presentes en cada clona.
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METODOS DE INGENIERA BIOQUIMICA.
Fermentacion y condiciones de cultivo

Crioconservacién de las cepas

De una caja de agar-LB, con o sin antibiético de acuerdo con la cepa, se tomo una colonia 'y se
desarroll6 en caldo LB con o sin antibidtico de acuerdo con la cepa a 37 °C y 300 rpm hasta
alcanzar una O.Deoonm~1.5, Este se diluyo en 800 pL del cultivo 1:2 con glicerol al 80% en
crioviales, los cuales se almacenaron a -70 °C.

Preindculo

Desde el vial crioconservado a -70 °C de cada cepa; se estri6 a una caja de LB con o sin
antibiético (Km®° o Spe®°) de acuerdo con la cepa a evaluar, y se incubé por 12 h a 37 °C. De
estas cajas se aislaron tres colonias al azar y se inocularon en tubos estériles con 3 mL de

medio LB con o sin antibiético respectivamente y se incubaron por 3 h a 37 °C y 300 rpm.
Inoculos.

In6culo microplacas

Se determind la O.Dsoo nm de los preindculos; y se tomé el volumen necesario para iniciar en
una O.Desoonm de alrededor de 0.01 en 5 mL de medio mineral AM2 con MOPS 0.1 M pH 7.0,
suplementado con acido citrico 100 mg/L y D-xilosa (2, 4, 10, 20 g/L de acuerdo al ensayo)
como Unica fuente de carbono asi como antibiético de acuerdo a la cepa (Km®® o Spe®°); cada

in6culo se incubo a 37 °C, 300 rpm por 12 h.

Inoculo minifermentadores

Se afadieron los 3 mL de preindculo a 200 mL de medio mineral AM2 suplementado con D-
xilosa (40 g/L) como unica fuente de carbono (Medio de seleccion); también se adicioné
antibiético de acuerdo con la cepa (Km®® o Spe??); y se control6 automaticamente el pH a 7.0,
mediante la adicion de KOH 2 M. El cultivo se incubé en el minifermentador a 37 °C, 150 rpm,

por 18 a 24 h de acuerdo con la velocidad de crecimiento de la variante.
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Cultivos y determinacion de los parametros de la cinética de crecimiento de

las cepas.

Microplacas

Para realizar la cinética de crecimiento de las cepas de estudio, se tomo una fraccion de indculo
suficiente para tener una O.Desoonm cercana 0.01 en 2 mL. El volumen de inéculo calculado se
centrifug6é a 5,000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. Se deseché el sobrenadante y el
pellet celular se resuspendié en 2 ml de cultivo AM2 suplementado con 100 mM MOPS pH 7.0,
a la concentracion de D-xilosa necesario para el ensayo (2, 5, 10, 20 g/L) con o sin antibiético

(Km®? 0 Spe®Y) de acuerdo con la cepa.

En una placa de 96 pozos se colocaron 200 uL del medio con la cepa de interés y en cada
columna de la placa (8 pozos) una variante; mediante ELx808™ Absorbance Microplate Reader
se tomaron medidas de O.Desonm, cada 20 min por 24 h a 37 °C y agitacion media; cada

experimento se realizé tres veces, siempre partiendo del mismo criovial.

Minifermentadores

Pararealizar la cinética de crecimiento de cada cepa de estudio, se tomé una fraccién de inéculo
suficiente para tener una O.Dsoonm cercana 0.1 en 200 mL de medio; la fraccion tomada se
centrifugé a 8,000 rpm por 5 min a 25 °C; se desechd el sobrenadante y las células se
suspendieron en 6 mL de medio de seleccidon. De esta suspension celular se vaciaron 2 mL en
cada minifermentador el cual contenia 248 mL de medio de seleccidn. Los cultivos se incubaron
en condiciones sin aireacién por 48 h a 37 °C, 150 rpm, y control de pH en 7.0 por adicion
controlada de KOH 2.0 N. El consumo de base, que es proporcional al acido producido durante
la fermentacion, fue registrado durante todo el desarrollo del cultivo, cada condicion de cultivo

se determiné por triplicado.

Para determinar los parametros cinéticos del cultivo, se aislé una muestra de 1.5 ml desde el
momento en que se afadio el indculo y después de cada 3 horas durante las primeras 12 h;

luego, cada 12 h hasta completar 60 h. A cada muestra se le determiné la O.Deoonm, lUuego, se
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centrifug6 a 13,000 rpm por 2 min y el sobrenadante se filtrd, pasando la muestra a través de
filtros de membrana de Nylon de 0.2um. Las muestras se mantuvieron a -20 °C hasta determinar

la concentracion de metabolitos presentes por HPLC.

Métodos analiticos

De los minifermentadores se obtuvieron muestras de 1.50 mL a las que se les midié O.Dsoonm
con un  espectrofotometro  (GENESYS™ 20  Visible  Spectrophotometer -
ThermoFisherScientific), con estos datos se determind el peso seco de las células, multiplicando
la absorbancia por un coeficiente de 0.37 g/L determinado previamente de una curva de peso
seco (Utrilla Carreri et al., 2012). El resto de la muestra se centrifugd y se descartaron las
células; el sobrenadante se filtr6 usando membranas de nylon con un tamafio de poro de 0.2
pm, luego se tomaron 300 pL de la muestra para analizarlos mediante HPLC (Bomba
cuaternaria 600E, inyector automatico 717, indice de refraccion 2410 y detector de arreglo de
fotodiodos 996, Waters Co., USA). Para la determinaciéon de D-xilosa, D-lactato, piruvato y
acetato, se empled la columna Aminex (HPX-87H, BioRad, CA, USA 300x7.8 mm x 9 um). Las
condiciones de corrida fueron: fase movil 5 mM H2SOg, flujo 0.5 ml/min y temperatura 50 °C. El
piruvato y el acetato fueron determinados por indice de refraccion, mientras que lactato y la D-
xilosa; fueron identificados por el detector de arreglo de diodos a 210 nm. La cuantificacion de
los analitos se hizo mediante integracion del area del pico de la muestra en el cromatograma y
comparacion de este con las curvas de calibracion obtenidas de soluciones de diferentes
concentraciones conocidas de los analitos a cuantificar. El analisis y procesamiento de cada

cromatograma se realiz6 mediante el software Millenium.

Determinacion de los parametros cinéticos y estequiométricos de las
cinéticas de crecimiento de las cepas.

En la cuantificacion de cada analito de la fermentacion (g/L, g/L D-xilosa, g/L lactato, g/L acetato
y g/L piruvato), los valores determinados se ajustaron usando un factor de dilucion (Fd), para

corregir, la variacion del volumen en el fermentador por la adicién de base (KOH, 2 N)
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Factor de dilucién (Fd)

Este factor adimensional depende de la base adicionada (Vkon) y el volumen de trabajo de

partida (Vo). Para la correccion de los datos se multiplico el factor de dilucion por el valor crudo.

Fd_(Vo+VK0H)
=7
0

Este dato fue calculado en cada toma de muestra a partir del volumen de base anadida por el
sistema de control en el momento (t). Luego los datos se corrigieron de la siguiente manera

Biomasa = Biomasa: (DCW g/L) *Fd:
Xilosa = xilosat (g/L) * Fd:
Analito = analito: (g/L) * Fdt
Lactico = lacticot (g/L) * Fd:

Los datos corregidos con el Fd se usaron para construir las cinéticas de crecimiento (Biomasa
v/s Tiempo), consumo de D-xilosa (Xilosa v/s Tiempo) y produccién de lactato (Lactato v/s
Tiempo) a partir de estas se calcularon los parametros cinéticos con las relaciones matematicas

enlistadas en el Apéndice G
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RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERIZACION DEL FONDO GENETICO
Eliminacion de las permeasas de D-xilosa conocidas en la cepa de E. coli
CL3.

Se generd la cepa con el fondo genético disminuido para el transporte de D-xilosa, desde la
cepa CL3 (MG1655:: ApfIB AadhE AfrdA). Con la transduccion con el fago P1 (Cherepanov &
Wackernagel, 1995) se eliminaron los genes de las permeasas remplazandolos por un gen de

resistencia obtenido de las cepas donadoras de la coleccion KEIO (Baba et al., 2006).

Figura 11. Transduccion con el fago P1. En la fila (a) se observan las células lisadas de la cepa KEIO 1897 (cajas 2-4) con
el fago P1 junto al control negativo de células y fagos (cajas 1y 5), los fagos generados en este paso fueron usados en la fila
(b) donde se pueden ver colonias de la cepa receptora CL34xylF (4F) transformadas con el fenotipo de resistencia a Km#*°
(caja 2-4) y los controles positivos de células y fagos (cajas 1y 5).

En la Figura 11 se observan las cajas obtenidas de la traduccién con el fago P1 con la cepa
KEIO 1897 de la eliminacién del gen araH (Sumiya et al., 1995). De forma secuencial se
eliminaron los genes que codifican para cada uno de los transportadores conocidos de D-xilosa:
xylF (Sumiya etal.,, 1995), xylH(Sumiya etal., 1995), araH (Scripture etal., 1987), xylE
(Wisedchaisri, Park, ladanza, Zheng, & Gonen, 2014), araE (Stoner & Schleif, 1983), galP (P.
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J. Henderson, Giddens, & Jones-Mortimer, 1977), gatC (Nobelmann & Lengeler, 1996; Utrilla
Carreri et al., 2012).

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de la comprobacion mediante PCR
de la eliminacion del gen xylF con los oligos para region del gen xylFGH
1.Escalera_1Kb_Invitrogen® 2.Cepa_MG1655 3.Cepa_CL3
4.Cepa_KEIO_xylF  5.Colonia_4F#1  6.Colonia_4F#2  7.Colonia_AF#15
8.Colonia_4AF#22 9.Clon_AF::Km#1 10.Clon_4F::Km#2

La eliminacion del gen xylF se llevo a cabo usando la cepa KEIO ECK3555 y como receptora la
cepa CL3; solo la clona CL34xylF::Km#1 se utiliz6 para desactivar el gen de kmR. Se comprobé

mediante PCR la correcta eliminacion en cromosoma (Figura 12)

1 2 3 4 5. 6 [ 85 9N

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR para

comprobar la eliminacion del gen araH con los oligos para la regién del gen

araFGH 1.Escalera_1Kb_Invitrogen® 2.Cepa_MG1655 3.Cepa_CL3 ]
4.Cepa_4AF 5.Cepa_KEIO_AraH 6.Clones_A?H::Km(1-10) 7.Clon_A?H#4
8.Clon_A?H#6 9.Clones_A?H(10-15) 10.Clones_4?H (15-20)

La colonia CL3AxylF#1 (AF) se us6 como base para generar la siguiente eliminacion del
transportador XylH desde la cepa donadora la cepa KEIO ECK3557. Se aislaron 6 colonias y

se evalu6 el fenotipo por PCR y todas presentaron la perdida, por lo que la colonia
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CL34xylFH::Km#1 se utiliz6 para recombinar y desactivar el gen de kmR; la cepa resultante se
us6 como cepa receptora para la eliminar la permeasas AraH y como cepa donadora se utilizd
la KEIO ECK1897.

—
-- — —
—_—
Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR
para comprobar la eliminacion del gen xylE
1.Escalera_1Kb_Invitrogen® 2.Cepa_MG1655 3.Cepa_Cls
4.Cepa_JuU1544::Cm 5.Cepa_KEIO_XylE 6.Cepa_4A°H

7.Clones_A%E::Km(1-5) 8.Clones_A°E::Km(6-10) 9.Clones_A%E(1-5)
10.Clones_A3E(6-10).

Siguiendo la misma metodologia se construy la cepa CL3A4xylFH daraH#6 (A’H) y por PCR se
evalué la eliminacion de la permeasa (Figura 13). La cepa A’H#6 se us6 como cepa receptora
de la eliminacién del transportador XylE usando como donadora a la cepa KEIO ECK4023. La

cepa resultante CL34AXylIFHAAraHAXYIE (ASE) se evalué en funcién del tamafio de su producto
de PCR (Figura 14).

Se elimin6 AraE partiendo de la cepa AE#1 usando la cepa de KEIO ECK2839 como donadora.
El tamafo de los productos de PCR del gen arak (1419 bp), es semejante al gen de resistencia
kmR (1400 pb). Por lo que se confirmd su eliminacién mediante restriccion de los productos de
PCR, con la enzima BsaHI, que hace dos cortes en el gen araE, y no tiene sitio de restriccién

en el gen kmR.
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En la (Figura 15), se comprobd que la recombinacion se llevo a cabo; no obstante, la pérdida
del gen kmR no se observa en el producto de PCR, por lo que, se evaluaron mas clonas hasta

hallar una con el genotipo deseado CL34xylFHAaraHAxylEAaraE (A*E).

B e e Do

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
PCR para comprobar la eliminacion del gen araE

1.Escalera_1Kb_Invitrogen®, 2 _Cepa_MG1655,
3.Retriccion_BsaHI_MG1655, 4.Cepa_43E,
5.Restriccion_BsaHI_43E, 6.Clones_A4E::Km_(1-5), h
7.Clones_A4E::Km_(6-10), 8.Restriccion_BsaHI_44E::Km_(1-5), i

9.Restriccion_BsaHI_A4E::Km_(6-10) ,
10.Clon_4A4E:Km#1_pCP20.
Luego se inactivo el gen del simporte GalP; por transduccion con la cepa KEIO ECK2938; de
este evento se obtuvieron varias clonas, se analizo el producto en funcién de su patron de

restriccion y se comprobé la pérdida del gen de resistencia por fenotipo y sus productos de

PCR.

MP1T 2 "3 4 5 6 ( 8.9

Figura 16 Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR
para detectar la eliminacion del gen gatC en las clonas aislados de la
transduccion de la clona 4°E. MP. Escalera_1Kb_Invitrogen® 1.Clonas
1_5 2.Clonas 6_10 3.Clonas del 11_15 4.Clonas del 16_20 5.Clonas
21 256.Clonas 26_30 7.Cepa MG1655 8.Cepa CL3. 9. Cepa JU15.

Se hizo transduccién con la cepa KEIO ECK2085 para desactivar finalmente el gen de la

permeasa GatC. Sin embargo, en repetidos eventos de transduccion no se aislaron colonias
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transformadas de la cepa A°P; se comprobd la viabilidad de los fagos con la cepa silvestre
MG1655, y se obtuvieron colonias. Esto nos hizo suponer que la cepa ASP presentaba
resistencia a la transduccion. Se intent6 realizar la eliminacion con el método de desactivacion
de Datsenko — Wanner, pero tampoco se obtuvo el fenotipo buscado, por lo cual se decidio
cambiar el orden del evento de la transduccién y de esta manera comprobar si el problema era
el fenotipo ASP::AGatC.

Desde la cepa A*E se realizé la eliminacion de la permeasa GatC mediante transduccién con la
cepa KEIO ECK2085 y después de inducir la recombinacion del gen de resistencia y comprobar
el fenotipo mediante PCR de la region (Figura 16); se realizé la eliminacion del gen galP

mediante transduccion con la cepa KEIO ECK2938.

1 2 345 6 7 8 91011P

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
PCR eliminacién del gen galP en las clonas aislados de la
transduccion de clon 4°G con el oligo K2 y el oligo GalPrv
1.Clonas 1_4 2.Clonas 5_8 3.Clonas del 9-13 4.Clonas del 14-
18 5.Clonas 19 _23 6.Clonas 24_28 7.Clonas 29 32 8.Cepa CL3
9.Cepa silvestre. 10.Clona #4 11.Cepa KEIO ECK2938
PM.Escalera_1Kb_Invitrogen®. Se comprueba la eliminacion
porque en la cepa silvestre MG1655 y parental CL3 no hay
amplificacion por la ausencia del gen de resistencia a
Kanamicina presente en las clonas aisladas.

La cepa resultante CL3::AxylF AaraH AxylE AarakE AgalP::FRT-KmR-FRT AgatC; se le evalto la
presencia del gen de resistencia por PCR usando los oligos K2 y K1, los cuales se unen a la
region intermedia del gen de kmR; y por amplificacion con los oligos “forward” y “reverse”
correspondiente de la region flanqueante se confirmé el fenotipo de interés como se observa en
la Figura 17, un cultivo de la clona # 4 con el fenotipo CL3 AxylF AaraH AxylE AaraE AgalP::FRT-

KmR-FRT AgatC (A®G) se crioconservo a -70°C para su posterior caracterizacion.
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Caracterizacion genotipica de las mutantes generadas y del fondo genético
A®G

En todas las cepas el fondo genético comun el cual es derivado de la cepa parental CL3 (Tabla
5), se confirmd, mediante la verificacion de la eliminacion de las regiones de los genes frdA,
adhE y pfl mediante PCR con los oligos apropiados de cada una como se observa en la Figura
18.

rdA

Apfl AadhE

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR del fondo comin MG1655:Apfl AadhE AfrdA El orden
de las muestras en todos los geles es 1. Escalera_1Kb_Invitrogen® 2. Cepa MG1655 3. Cepa CL3 4. JU155.4F 6.4°H 7.4%E
8.4*E 9.4%P 10. A5G. Se observa la pérdida en todas las cepas mutantes del gen presente en la cepa silvestre MG1655.

Luego se confirmaron en todas las cepas las eliminaciones de los genes de los transportadores
y se verificd que las eliminaciones se conservaran en las cepas posteriores a la cepa que tuvo

la pérdida.

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la
eliminacion del gen xylF MP.Escalera 1Kb Invitrogen® 1.MG1655 2.CL3
3.JU15 4.4F 5.4°H 6. AE 7.4°E 8.4°P 9.4°G. Se observa la pérdida del
gen a partir de la clona AF y su presencia en las cepas posteriores, en el
caso de la cepa JU15 el tamafio de la banda es menor porque no tiene el
operdén completo xylFGH.
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR
gen araH MP.Escalera_1Kb_Invitrogen®
1.MG1655 2.CL3 3.JU15 4.4F 5.4H 6.4%E 7.4°E 8.4°P 9.4°G. Se
observa la pérdida del gen a partir de la clona A?H y el mantenimiento

de la eliminacion del

de la eliminacién en las cepas posteriores a esta cepa.

Figura 22. . Electroforesis en gel de agarosa de los productos
de PCR de la eliminacion del gen del simporte AraE MP.
Escalera_1Kb_Invitrogen® 1.MG1655 2.CL3 3. JU15 4.4F
5.4°H 6.43E 7.4°E 8.4°P 9.4°G. Se observa la eliminacion del
gen a partir de la clona A4°E y la conservacion de esta
caracteristica en las clonas posteriores.
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Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa de los productos
de PCR de la elimnacion del gen xylE
MP.Escalera_1Kb_Invitrogen® 1.MG1655 2.CL3 3.JU15
4.4F 5.4H 6.4E T7.4°E 8.4°P 9.4°G. Se observa la
pérdida del gen a partir de la clona 43E y la conservacion de
esta caracteristica en las clonas posteriores.




Figura 23. . Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
PCR de la eliminacién del gen galP 1.MG1655 2.CL3 3. JU15 4.4F
5.#H 6.4°E 7.4°E 8.4°P 9.4°G. MP. Escalera_1Kb_Invitrogen®
Se observa la eliminacién del gen GalP desde la clona 4°P y la
conservacion de esta caracteristica en las clona posterior, no hay
amplificacion en las cepas finales porque los oligos se unen a una
region interna del gen que se pierde en la recombinacién con el
gen de resistencia a Km.

Como se observa en las Figuras 19 a 23, todas las cepas generadas presentan los tamafios
esperados de los productos de PCR, lo cual confirma las eliminaciones correspondientes de
cada permeasa en las cepas correspondientes y en la cepa final A°G (Figura 24). Esta ultima
cepa A®G se us6 como fondo genético para las pruebas de complementacion fenotipica con las

variantes de la permeasa GatC generadas por epPCR en este trabajo.

3 4

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
PCR de la eliminacion del gen gatC.
MP.Escalera_1Kb_Invitrogen® 1.MG1655 2.CL3 3.JU15 4.4F
5.4°H 6.4%E 7.4°E 8.45P 9.45G.
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Evaluacién cualitativa del transporte de p-xilosa en medio MacConkey con

D-xilosa 0.2% y en medio AM2 sdélido con D-xilosa (0.2%).

El medio MacConkey es un medio selectivo y diferencial para bacterias gram negativas de la
familia Enterobacteriaceae. Sin embargo, en este ensayo sirvid para caracterizar
cualitativamente el consumo de D-xilosa de las mutantes del fondo genético y evaluar su
sensibilidad como posible método de seleccién para el tamizado de las variantes de la libreria.
Normalmente este medio es suplementado con lactosa como fuente de carbono; pero para esta

prueba se uso sin lactosa y se suplementd con D-xilosa.

Rutinariamente, el medio MacConkey es usado para diferenciar bacterias Gram negativas
fermentadoras de las no fermentadoras. En este ensayo se buscé generar una prueba
cualitativa rapida para diferenciar el transporte de D-xilosa debido al efecto de la eliminacion de
las permeasas y su conversién, por fermentacion a acido lactico (producto principal de la cepa
progenitora CL3). Observado por el viraje del indicador rojo neutro del medio MacConkey, desde
un color rojo sangre ocasionado por la produccién de acidos organicos producto del catabolismo
de la D-xilosa cuando es transportada y luego fermentada a acido lactico, a un color amarillo
cuando la bacteria no puede transportar la D-xilosa y debe consumir los aminoacidos de la

peptona que al desaminarse liberan amoniaco y llevan al aumento del pH del medio.

Aerobio Anaerobio

Figura 25. Cajas de Petri de cultivos en medio MacConkey suplementado con D-xilosa 2g/L. 1.MG1655 2.CL3 3.JU15
4.AF 5.42H 6.4%E 7.4°E 8. AP 9.45G.
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En este ensayo (Figura 25) todas las cepas (exceptuando la MG1655) tienen la misma via
metabdlica fermentativa, heredada de la cepa homolactica parental CL3, que tiene una
eficiencia de conversién de azlcares a 4cido lactico del 95%(Utrilla Carreri et al., 2012), lo que
implica que todas las cepas generadas tienen la misma capacidad de catabolizar la conversion
de D-xilosa a acido lactico. Sin embargo, no tienen la misma capacidad de consumo de D-xilosa
(varia dependiendo de los transportadores que expresen y que, por la eliminacién secuencial

de los genes de los diferentes transportadores entre cada cepa, no deber ser igual).

En la (Figura 25) se observa el efecto del metabolismo aerobio y anaerobio en las cepas. En el
metabolismo aerobio hay un cambio notorio desde la cepa con el metabolismo intacto (MG1655)
hasta la cepa con todas las eliminaciones (A%G). En este caso, como el metabolismo no se
dirige unicamente a la produccién de acido lactico (también se puede dar la formacion de acido
acético en condiciones aerobias) y se suman efectos de los diferentes metabolitos, el viraje es
notorio y parece permitir ver el efecto de la perdida de los transportadores mejor que en

metabolismo anaerobio.

Luego, se realiz6 una prueba que buscé minimizar los efectos de la biomasa y del estado

metabdlico de la cepa; al desarrollar todas las cepas a una misma O.Desoonm~1.0 y @ una misma

dilucién 1x10°.
AF AH A3E A°E AP ASG
Figura 26. Crecimiento aerobio de las mutantes en medio MacConkey suplementado con D-xilosa 2 g/L:. Las mutantes se

MG1655 CL3
crecieron a la misma O.Dsoonm#1 y Se sembraron a un factor de dilucién de 1x106. Se observa que a partir de la pérdida del
transportador XylE (AE) hay una pérdida de la capacidad de consumo de D-xilosa, por la variacién de la coloracién de rojo
a rosado.
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En la Figura 26 se observo que la eliminacion del transportador XylE reduce drasticamente la
coloracion roja; coherente con lo reportado (R. Daruwalla, 1980). Cabe recordar que XylE es el
segundo transportador de D-xilosa; de ahi en adelante solo se vuelve a observar un cambio por
la eliminacion del transportador GalP (datos no mostrados). Se ha reportado (Veronica
Hernandez-Montalvo et al., 2003) que GalP puede transportar D-xilosa, lo cual se observa por
la aparicion de un halo amarillo alrededor de las colonias. Este permanecié constante cuando
se elimind la permeasa GatC. Sin embargo, el centro de las bacterias no era amarillo lo cual

indica que en la sexta deleccion aun hay transporte residual de D-xilosa.

En la literatura se reporta que los transportadores especificos XylFGH, XylE y los inespecificos
AraFGH, AraE, GalP y GatC pueden transportar D-xilosa. Las pruebas en cajas confirmaron
cualitativamente estos resultados. Sin embargo, en el caso de la eliminacion del transportador
XylFGH no se observo un efecto al eliminarlo, lo que significa que la sensibilidad de este método
es deficiente porque no permite diferenciar entre una variante con el transporte alto de uno

medio.

Posteriormente se verifico el crecimiento de todas las cepas en medio solido AM2 suplementado
con D-xilosa (2 g/L); tanto en condiciones anaerobias y aerobias. Aqui se buscoé correlacionar
el tiempo de crecimiento de la colonia con el transporte diferencial de D-xilosa de las cepas
debido a la perdida de genes. Los resultados sugieren que las colonias pequefias corresponden
al fenotipo en anaerobiosis y las colonias grandes en aerobiosis, exceptuando la cepa A*E que
mostro colonias grandes en ambas condiciones. También se observo que en anaerobiosis todas
las cepas tienden a crecer uniformemente a las 36 h aproximadamente después de la siembra.
En aerobiosis la cepa silvestre MG1655, crece a las 12 h de siembra; mientras que el resto de
las cepas crecen alrededor de las 18 h. Debido a lo anterior se descart6 el uso de este método
para el tamizado de la libreria de variantes. En todas las condiciones la cepa A®P no crece; a la

fecha no tenemos una explicacion experimental comprobada para este comportamiento.
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Una explicacion a este fendmeno podria ser por que la eliminacién del gen galP afecta la
expresion del gen yggl. Como se muestra en la Figura 27 por anotacion bioinformatica, al final
del gen galP se predice la existencia de dos zonas promotoras (ygglp3 y ygglp6), los cuales
estan implicadas en la regulacion de la expresion del gen yggl; sin embargo, no es clara la
funcion de este gen; un Unico reporte de R. Utsumiy T. Suzuki en GenBank D83644 lo relaciona
con el regulon del factor de estrés RpoS, el cual, regula al morfogen bolA. Este Ultimo es
importante en bacterias Gram-negativas porque regula genes implicados en la morfologia y
proteccion de la célula en condiciones de estrés; su desregulacion perjudica la velocidad de
crecimiento y altera las propiedades de la membrana externa (Aldea, Garrido, Hernandez-
Chico, Vicente, & Kushner, 1989).
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Figura 27 Contexto genético del gen yggl. Se observa al final de gen galP hay dos sitios promotores (yggp3 y yggp6) dentro
del gen galP, los cuales fueron eliminados durante la transduccion con el fago P1 (tomado
https://ecocyc.org/gene?orgid=ECOLI&IA=EG12122#tab=TU).

También se ha sugerido que el factor yggl esta involucrado en la respuesta a estrés osmaotico
e induce a la formacién de biopeliculas; al inducir cambios en la forma celular, tamafio y
contenido de proteinas de la pared celular que la hacen menos permeable a agentes dafiinos.
Sin embargo, se requieren experimentos para correlacionarlo con el fenotipo observado en AP
ya que en la cepa de KEIO ECK2938 no se observa ni esta reportado este comportamiento en
la mutante AP (se desarrolla bien en medios liquidos, pero se dificulta su crecimiento en
sustratos solidos). Ademas, este comportamiento no se presenta en la cepa A5P::Km que tiene
el gen de resistencia en la zona eliminada. Como este fendmeno se desvia de los objetivos y
alcances de este trabajo, se minimizé6 manteniendo el gen de resistencia (KmR) en todos los

experimentos descritos con esta mutante y sus derivadas.
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En el ensayo en medio sélido no se detectaron cambios significativos entre las cepas mutantes,
la cepa parental y la cepa silvestre, por esta razdn se usoO otros métodos para caracterizar el

aporte de cada transportador.

Evaluacién del efecto del transporte de D-xilosa en fermentacion con el
medio AM2

Mediante la caracterizacion fenotipica se evalué el efecto de cada uno de los cambios realizados
en el genotipo; sin embargo, como se deduce del experimento anterior, la sensibilidad del
método usado no fue suficiente. Por esta razén, se decidié evaluar el comportamiento de las
mutantes en fermentacion en medio liquido AM2 suplementado con 5 g/L de D-xilosa en
microplacas bajo dos condiciones y determinar los parametros de la fermentacién con 40 g/L

de p-xilosa en minifermentadores.

Evaluacion de la capacidad de crecimiento de las mutantes en medio AM2
en microplacas.

En el ensayo en microplacas se hizo un seguimiento de la O.Ds3onm cON respecto al tiempo. Con
esta metodologia se verificé la respuesta de todas las cepas (placa de 96 pozos) en una misma
condicion o en diferentes condiciones, en un mismo experimento. Para este experimento la
primera condicidon que se evalu6 fue el efecto del cambio de medio de crecimiento entre el
preinoculo e inoculo en la cinético de crecimiento de las cepas con las permeasas eliminadas;
en la figura 28 se muestra que las cepas tienen diferentes cinéticas de crecimiento en el medio
de evaluacion AM2 cuando el preinoculo es desarrollado en a) medio rico LB (sin

acondicionamiento) o b) en el mismo medio de cultivo AM2 (acondicionado).
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Figura 28. Velocidad de crecimiento y efecto del acondicionamiento en el crecimiento de las mutantes con capacidad
de transporte de bD-xilosa en AM2 suplementado con 5g/L de D-xilosa. a) sin acondicionamiento. b) con
acondicionamiento, resultados obtenidos después de 24h de desarrollo en microplacas de 96 pozos, cada respuesta
es el promedio de 3 experimentos independientes.

En la Figura 28, se observd que la mayoria de las mutantes crecidas en la condicion sin
acondicionamiento (a) presentaron fase lag, la cual se espera teniendo en cuenta que pasan de
un medio rico (LB) a un medio minimo mineral (AM2). Durante la fase lag, se ha reportado que
la célula no se reproduce, presenta una indetectable actividad metabdlica, gran parte de los
operones permanecen inactivos excepto los que expresan proteinas involucradas con el
consumo de la fuente de carbono presente, de esta manera, la bacteria enfoca toda la energia
y carbono presente hacia la expresion de las proteinas que le permitan desarrollarse

rapidamente en la siguiente fase (Madar et al., 2013).

En este experimento se pudo deducir indirectamente la capacidad de cada permeasa para

transportar D-xilosa siguiendo la velocidad de crecimiento y en el tiempo que dura la fase lag.

Como se observa en la Figura 28a, la cepa parental CL3 presentd una fase lag de 7 hy un 42%

de la velocidad de crecimiento de la cepa silvestre MG1655. Este comportamiento se debe a un

déficit en la produccién de ATP observado en cepas carentes de la enzima Pfl cultivadas en D-
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xilosa y anaerobiosis (Hasona, Kim, Healy, Ingram, & Shanmugam, 2004; Utrilla, Gosset, &
Martinez, 2009; Utrilla Carreri et al., 2012).

La eliminacion del componente de union XylF del transportador XylFGH se ha reportado genera
una disminucion de la velocidad de crecimiento de alrededor del 39% con respecto a la cepa
parental CL3 (Song & Park, 1997; Sumiya et al., 1995). En esta prueba la inactivacion de
componente XylFH se manifiesta en una prolongada fase lag de 10 h.

La inactivacion del transportador AraFGH por eliminacion de la permeasas AraH disminuye en
un 15% mas la velocidad de crecimiento (Baldwin & Henderson, 1989; Novotny & Englesberg,
1966). En esta cepa no se observo fase lag, lo que implica que se ha compensado la carencia
energética originada de la mutacién Apfl en la cepa parental CL3. Esto se quizas debido a que
la pérdida de las permeasas de tipo ABC (XylFGH y AraFGH) que usan ATP en la internalizacion
del azdcar, al eliminarlas, la bacteria usa esta energia para pasar a fase exponencial mientras

la D-xilosa se transporta por el transportador XylE u otras permeasas inespecificas.

Al eliminar el transportador XylE no se observé fase lag, pero se observa una disminucién en la
velocidad de crecimiento en un 11%. La cual es baja teniendo en cuenta que es el segundo
transportador especifico de D-xilosa. Esto podria deberse por la presencia de impurezas de
arabinosa en el medio que inducen a la expresion del regulador AraC y reprimen el transporte

de D-xilosa por este simporte.

La eliminacion de AraE disminuy6 en un 5% el transporte de D-xilosa, este valor cae en el rango
de error del experimento. Por tal razén no se puede aseverar que haya un transporte D-xilosa
como se ha reportado (Baldwin & Henderson, 1989). En la literatura se ha establecido que la D-
xilosa y la L-arabinosa se reprimen mutuamente mediante los reguladores XyIR y AraC, por lo
gue se esperaba que la eliminacion de los transportadores AraFGH y AraE mejoraran la

capacidad de transporte de D-xilosa (Desai & Rao, 2010); sin embargo, esto no se observo.
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La eliminacién del transportador GalP mantiene la misma fase Lag. Sin embargo, la velocidad
de crecimiento mejoré en un 10% con respecto a la cepa anterior, lo que sugiere que GalP
regula el transporte de D-xilosa, porque su eliminacion mejoro el desarrollo de la cepa, pero, no

hay reporte de este comportamiento con D-xilosa.

Por dltimo, la eliminacién de la permeasa GatC generd una fase lag larga de 15 h y una
disminucién del 36% en la velocidad de crecimiento. Esto sugiere que esta permeasa transporta
D-xilosa probablemente tan eficiente como el transportador XylFGH y mucho mas que el

transportador XylE (Figura 28b).

En la segunda parte del ensayo el preinéculo se cultivd usando el mismo medio de crecimiento
(Figura 28b); en este experimento se observo que la velocidad de crecimiento de todas las

cepas es muy semejante y ninguna de las mutantes presento fase Lag.

En el caso de las permeasas XylH, la cepa AF disminuyé ligeramente su velocidad de
crecimiento con respecto a la cepa parental (29%), mostrando que este transportador tiene una
respuesta rapida; y a un cierto rango de concentracion pierde esta eficiencia, contrario a la
respuesta del transportador XylE que en la primera condicidn muestra un imperceptible aporte,

pero bajo esta condicion tiene una respuesta significativa (36%).

La inactivacion de la permeasa araH y AraE muestran un aporte insignificante de la velocidad
de crecimiento. La eliminacion de GalP vuelve a mostrar que esta interviene regulando el
transporte de D-xilosa; aqui el crecimiento de la cepa AP mejora en un 46% con respecto a la
cepa anterior. Por ultimo, la eliminacion de la permeasa GatC corrobora que este transportador
tiene un papel preponderante en el transporte de D-xilosa; su eliminacion lleva también a la
disminuciéon de la velocidad de crecimiento de la cepa en un 36% con respecto a la cepa

anterior.
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Evaluacion de los pardmetros cinéticos de crecimiento en

minifermentadores con medio AM2 suplementado con 40g/L de p-xilosa.

Para este experimento se realizaron cinéticas de crecimiento de 62 h (ver Apéndice B) en
minifermentadores de 350 mL usando 250 mL de medio minimo mineral AM2 suplementado
con 40 g/L de p-xilosa y control de pH durante todo el tiempo de la cinética de crecimiento; las
cinéticas de crecimiento con cada cepa se realizaron por triplicado, los datos de estos
experimentos se usaron para determinar los pardmetros cinéticos de crecimiento y

estequiomeétricos correspondientes como se muestra en la Tabla 13.

Primero se caracteriz6 la cepa CL3 y como reporto (Utrilla Carreri et al., 2012) esta cepa tiene
una velocidad de crecimiento muy baja en D-xilosa, 64% menor que la cepa silvestre MG1655
debido a la eliminacion de la enzima piruvato formato liasa (Pfl) y un rendimiento maximo de
produccion de 94% bajo las condiciones de trabajo de este estudio a las 62 h de la fermentacion,
(Tabla 13).

Para llevar a cabo las comparaciones entre la cepa parental CL3 y las mutantes se utilizé como
punto de corte de la cinética de crecimiento 48 h; debido a que a medida que se van eliminando
los transportadores, el tiempo necesario para consumir toda la D-xilosa aumenta

ostensiblemente; en especial con las mutantes AHF, A*E, ASP y ASG.

Al observar los parametros cinéticos de crecimiento; la primera caracteristica notoria es la
presencia de una fase lag en todas las mutantes; que no se observé en la cepa parental CL3,
en las microplacas; esta se correlacion6 con la respuesta de adaptacion de las mutantes al
cambio de medio; sin embargo, en las cinéticas en minifermentadores, el indculo se desarrollo

en el mismo medio, por lo que el efecto por induccion se descarta.

La fase lag es un periodo de ajuste, donde la célula se modifica para adaptarse y tomar ventaja
del nuevo medio e iniciar su desarrollo; por esto, en modelos de crecimiento, esta se relaciona

matematicamente con el producto de parametros relacionados como la concentracion celular;
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el ambiente extracelular; y el estado fisiolégico de la célula. En algunos casos se determina
como la relacién del inverso de la velocidad de desarrollo maxima (umax), con un parametro
semiempirico (1), que esta relacionado directamente con el estado fisioldgico; y mide el “trabajo
de adaptacion” que tiene que hacer la célula para entrar a fase exponencial (Journal, Baranyi,

& Roberts, 1994; Swinnen, Bernaerts, Dens, Geeraerd, & Van Impe, 2004).

Todas las cinéticas realizadas en los minifermentadores en este estudio se realizaron
manteniendo las condiciones ambientales constantes (37°C, 150 rpm, pH 7.0); todos los cultivos
celulares se iniciaron a una O.Dsoonm de 0.1 a partir de un cultivo en fase exponencial O.Deoonm
~ <1.0. Debido a esto, el estado fisiologico del inoculo es relativamente similar y el ambiente
extracelular es idéntico; sin embargo, cada mutante tiene una capacidad diferente de
adaptacion de acuerdo con su programa genético que moldea su respuesta y determina el

momento justo para iniciar su desarrollo celular en una condicion determinada.

Bajo las condiciones de este estudio, las diferentes cepas evaluadas debieron adaptarse para
paliar con diferentes condiciones de estrés, a saber: desarrollarse en un medio minimo; a altas
concentraciones de D-xilosa (213.3 mM). Aunque el medio AM2 contiene un excelente
osmoprotector (Betaina 100 mM), se ha reportado que las pentosas pueden generar 4 veces
mas estrés osmotico que las sales y hexosas a una dada concentracion (Metris, George,
Mulholland, Carter, & Baranyi, 2014); y por altimo, el estrés por inanicién a medida que pierden
la habilidad para introducir la Unica fuente de carbono. Aunque, en la Tabla 13 no se ve una
correlacién directa entre la fase lag y el inverso de la velocidad de crecimiento, si se nota que
gs puede ser usada como el parametro fisiologico para reflejar la diferencia genética entre las

mutantes, ya que se observa una pequefa correlacion con la fase lag.
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Tabla 13. Pardmetros cinéticos de crecimiento de las cepas evaluadas en minifermentadores usando medio AM2 suplementados con 40

g/L de p-xilosa y control de pH automatizado con KOH 2N a 37°C y 150 rpm

Fase Fase Exponencial Fase estacionaria
Cepa t Lag o p i Yo Qs qp Qs p Qp *::'!5
(h) (h) (h-1} {giL) {g lacig xil) {g xilig WDC {g lacig {g xilig WDC {g laclg {g LaciL*h) {a xillL*h)

CL3 48 0 0.096 £ 0.003 0.810 £ 0.108 0521 £ 0.070 4.077 + 0163 0.050 + 0.007 0.885 £ 0033 0461 £ 0073 03730045 0717 £ 0.044
DFH 48 4 0061+ 0018 03730122 0913 =+ 0044 0.834 £ 0530 0.056 = 0.017 0.283 = 0.002 0.258 + 0.030 0.096 +0.023 0.105 £ 0.043
D2H 48 2 0138+ 0026 0.833 %0125 0913 = 0012 3.944 + 0334 0126 = 0.022 0594 + 0.040 0.542 = 0.062 0.451 +0.057 0.494 £ 0.015
D3E 48 4 0096+ 0.003 0.581 = 0092 0895 =+ 0023 3174 £ 0.281 0.086 = 0.004 0691 £ 0014 0618 £ 0.114 0360+ 0.077 0.402 = 0.056
D4E 48 4 0063+ 0008 0,959 = 0185 0.925 =+ 0.014 0.991 £ 0.240 0.059 = 0.007 0326 + 0.006 0.301 = 0.020 0.289+0.016 0.312 £ 0.043
Dsp 48 8 0.098 0011 0427 £ 0098 0863 + 0016 3.836 + 0.299 0.084 = 0.009 0818 £ 0.074 0707 £ 0.151 0.301 £ 0.037 0.349 = 0.051
D6G 43 8 0.040 + 0002 0277 + 0056 0.845 + 0030 0.643 + 0230 0.033 + 0002 0338 +0089 0.286 + 0039 0.079+0028 0.094 + 0.001

Velocidad de Crecimiento p (h'l), Rendimiento (Yp/S), Velocidad especifica de produccion de lactato en fase estacionaria y fase exponencial (qp), Velocidad
especifica de consumo de D-xilosa en fase estacionaria y fase exponencial (qg), Productividad volumétrica de lactato (Qp) Velocidad de consumo volumétrica de

D-Xilosa (Qs)
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Como se deduce en la Tabla 13 la primera mutante construida, AFH, de la inactivacion de
XylFGH disminuy6 80% de la velocidad de transporte de D-xilosa, que lleva a que la bacteria
tenga una velocidad de crecimiento un 36% menor, e induce a la bacteria a generar una
respuesta a estrés reflejada en una fase lag de 4h donde esta se adapta a la inanicién originada
de la disminucion del consumo de D-xilosa. La inactivacion de AraFGH tiene un efecto positivo;
esta cepa muestra una velocidad de consumo de D-xilosa muy semejante a la cepa parental
CL3; por lo tanto, se restablecié la perdida de transporte producto de la eliminacion del
transportador anterior lo que origin6 un aumento de la velocidad de crecimiento en un 125%
mas, con respecto a la cepa anterior y una disminucion de la fase Lag a 2 h. Este
comportamiento, es semejante al observado en microplacas y podria estar relacionado con una
compensacion metabdlica; al disminuir el gasto energético asociado al transporte de D-xilosa

por la eliminacion de los transportadores ABC dependientes de ATP.

La eliminacion del gen xylE mostré una fase lag de 4 h y una disminucion en la velocidad de
transporte de D-xilosa en un 20%, que provocd una velocidad de crecimiento de la mutante
menor en un 31%, con respecto a la cepa anterior (A’H). EI comportamiento coincide con el
comportamiento en microplacas y con los reportes en literatura de que esta permeasa trasporta
D-xilosa (P. J. Henderson & Maiden, 1990). Sin embargo, este aumento en la velocidad de
consumo de D-xilosa, no es muy importante teniendo en cuenta que este es el segundo
transportador especifico de D-xilosa. Este efecto coincide con otro reporte donde su eliminacién
en otro fondo similar al evaluado aqui, tampoco muestra ser tan significativo (Utrilla Carreri
et al., 2012).

La eliminacién de AraE gener6 una disminucién en la velocidad de consumo de D-xilosa en un
47%; y reflej6 una disminucién de la velocidad de crecimiento en un 34% esto se correlaciona
con el presentado en microplacas y es congruente con los reportes de que AraE transporta

inespecificamente D-xilosa (Novotny & Englesberg, 1966).
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La eliminacion del transportador GalP provoco un aumento en una velocidad de crecimiento
alrededor de 54% con respecto a la cepa anterior; aungque con una fase lag mas prolongada de
8h, que la cepa anterior. Esto sugiere que este transportador, igual que el transportador AraFGH

posiblemente regula el transporte de D-xilosa en E. coli CL3.

Por ultimo, la eliminacion de GatC provoca una disminucion en la velocidad de crecimiento
alrededor del 42.3%; disminucion del 59.0% de la velocidad de transporte de D-xilosa con
respecto a la cepa anterior; y una fase lag de 8h, igual al de la cepa A°P. Este aumento es
comprensible debido al estrés por inanicion, sin embargo, si se compara con el que sufre la
bacteria al eliminar al transportador XylFG; se puede ver en la Tabla 13 que es relativamente
de la “misma” magnitud; pero en dicho caso, solo se produce una fase lag de 4h. Esto podria
deberse al “estrés”, por el defecto fisiologico heredado de la cepa AP (posible pérdida de la
expresion del gen yggl, que se relaciona a un factor de estrés del regulon rpoS), (Aldea et al.,
1989; Dong & Schellhorn, 2009; Guinote et al., 2014).

Bajo diferentes condiciones E. coli y otras bacterias entéricas, expresan factores o alternativos
a ¢’% que activan la expresion de regulones especiales, en respuesta a eventos fisioldgicos
especificos. En respuesta a estrés, el principal regulador conocido es ¢° (RpoS); su maximo
nivel de expresion es en fase estacionaria y controla la respuesta a diferentes condiciones de
estrés tales como pH, acidos débiles, hambruna, alta osmolaridad, altas y bajas temperaturas,

entre otras (Hengge-Aronis, 1996; Rahman, Hasan, & Oba, 2006).

El nivel intracelular de RpoS es regulado por varios mecanismos dependiendo del tipo del estrés
y condiciones de desarrollo; por ejemplo, su transcripcion es estimulada por la reduccién de la
velocidad de crecimiento; mientras su transduccion es estimulada por shock osmotico,
disminucion de temperatura y pH (Rahman et al., 2006). En medio minimo se ha observado que
el nivel de expresion de rpoS es alto y condiciona la respuesta de una red compleja de 200
genes; especialmente de factores reguladores como hfg, csrA y rpoE y genes de vias

metabdlicas como lysA, lysC y hisD (Dong & Schellhorn, 2009). En un estudio en Salmonella

59



enterica serovar Typhi también se observdé que mutantes ArpoS, bajo condiciones de estrés
osmoético, presentan fase lag prolongadas que desaparecen al volver a expresar a rpoS
(Shiroda, Pratt, Dopfer, Wong, & Kaspar, 2014).

En general al comparar los parametros de las mutantes (Figura 29), se puede correlacionar que
hay una respuesta lineal entre la gs y n en casi todas las mutantes; en ellas se observé que su
aumento/disminucion, se reflejé en un aumento/disminucion de p; excepto en la mutante A3E;
por lo que, es importante volver a caracterizar mejor su expresion bajo las condiciones de este
estudio. Algo importante que se noto es que la eliminaciéon de las permeasas evaluadas aqui
no siempre origind una pérdida del transporte de D-xilosa; posiblemente porque la expresion y
actividad de las permeasas esta sujeta a una red compleja de regulacion.
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Figura 29. Comparacion de los parametros cinéticos de las mutantes en medio AM2 suplementada con D-xilosa a 40 g/L
velocidad de crecimiento (u), velocidad de consumo de D-xilosa en fase exponencial (gs_ex) y velocidad de consumo de D-
xilosa en fase estacionara (gs_es). Se observa una relacion directa entre la velocidad de crecimiento y la velocidad de
consumo

La mutante AP presenta la gs mas alta; esto sugiere que la permeasa GatC transporta muy
bien e inespecificamente la D-xilosa; sin embargo, su actividad parece estar fuertemente
regulada; porque solo se observa después de eliminar varias capas de regulacion de otras
permeasas como AraFGH y GalP.
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Las mutantes AFH y ASG tuvieron la velocidad de consumo de D-xilosa gs mas baja a las

condiciones de este estudio, lo que sugiere que las permeasas XylH y GatC son los que aportan

mas en el transporte de D-xilosa en E. coli CL3

La séxtuple mutante A®G presento los efectos fisiolégicos mas marcados en los parametros

cinéticos de crecimiento y mostro una pérdida en la velocidad de transporte de D-xilosa del 84%

en fase exponencial con respecto a la cepa parental CL3. Por esta razén esta cepa se usé como

fondo genético para evaluar la libreria de mutantes.

EVOLUCION DIRIGIDA DE LA PERMEASA GatC Y SU DERIVADA GatCS184L

Clonacion de las permeasas GatC y GatCS184L en el plasmido pCL

La clonacién de los genes de las permeasas en el plasmido pCL se evalué mediante su patrén

de restriccion (Figura 30)
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Figura 30. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% de los productos de
restriccion de los plasmidos pCLGatC y pCLGatCS184L.
PM.Escalera_1Kb_Invitrogen® 1_Inserto gen gatC 2. Plasmido
pCLGatC 3_Plasmido pCLGatC digerido con Ptsl y Ncol 4. Plasmido
pCLGatCS184L 5. Plasmido pCLGatCS184L digerido con Pstl y Ncol
6. Plasmido pCLGatC digerido con Ptsl 7. Plasmido pCLGatCS184L
digerido con Ncol.

Como se observa en la figura 30 los dos plasmidos (pCLGatC y pCLGatS184L) presentan el

patrén de restriccion esperado con las enzimas Ptsl y Ncol que flanquean al gen, liberandolo

del esqueleto del pCL (carriles 3y 5).

61



Se confirmo que las construcciones tuvieran la secuencia correcta del gen gatC y gatCS184L
mediante la secuenciacion con el cebador M13 fwd que se une a 57 pb del final del gen y con
el cebador M13 rev que se une 28 pb del inicio del gen. Para esto se alinearon en el programa
BioEdit (Figura 31) las secuencias limpias y la secuencia de la cepa silvestre (MG1655),

reportada para el gen gatC, en el genoma de la E. coli MG1655 (GenBank: U00096.3).

Es importante notar que para la clonacién se introdujo una mutacion puntual, con la intencién
de generar el sitio de restriccion Ncol; esto se observa por la presencia en el segundo
aminoécido de una Fenilalanina en vez de una Valina. En el caso de la variante GatCS184L se
puede ver la mutacion de un cambio de una serina en la posicion 184 por una leucina que no

esta presente en el gen reportado ni en el gen gatC clonado.
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Figura 31. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos del gen gatC y gatCS184L.
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Caracterizacion de la capacidad de transporte de D-xilosa de las permeasas
GatC y GatCS184L.

El plasmido derivado de pCL1920 que expresa al transportador GatC (pCLGatC), el otro
plasmido derivado de pCL1920 que expresa al transportador mutante GatCS184L
(pCLGatS184L) y el vector de expresion vacio (pCL1920) por separado se usaron para
transformar cepas electrocompetentes del fondo genético (A®G) y generar las cepas
ASG/pCLGatC, A®G/pCLGatCS184L y A®G/pCL1920 respectivamente. Cada cepa se crecid en
medio LB con Spe®° y se crioconservo; todos los ensayos descritos en este trabajo parten de

estos crioviales.

Efecto de la velocidad de transporte de las cepas A°G/pCLGatC vy
A®G/pCLGatCS184L en microplacas a diferentes concentraciones de b-

xilosa.

El primer ensayo que se realiz6 en microplacas se hizo para diferenciar el transporte de D-xilosa
de las cepas; como se vio con las mutantes del fondo genético, la velocidad de crecimiento es
directamente proporcional a la velocidad de consumo de D-xilosa en fase exponencial. Por esto
se hicieron pruebas originalmente en microplacas para evaluar si existia una diferencia en el
crecimiento de estas tres cepas. Asi mismo también se evalué el efecto de la concentracién de
D-xilosa en la capacidad de crecimiento y su efecto en el transporte de las permeasas GatC y
GatCS184L.

El experimento en microplacas permitié evaluar la capacidad de las permeasas clonadas en el
fondo seleccionado A®G a diferentes concentraciones de D-xilosa (Figura 32). En este se
observa que a medida que aumenta la concentracion, la velocidad de crecimiento de todas las
cepas también. Sin embargo, la velocidad de crecimiento de la cepa de fondo genético AG
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también muestra un aumenta proporcional; lo que sugiere, que la D-xilosa adn se transporta por
otro sistema activo (otra permeasa), o pasivo (difusion facilitada) diferente a los eliminados
(Khankal et al., 2008).

Al aumentar la concentracién de D-xilosa hay un aumento de la velocidad de crecimiento
proporcional de las cepas ASG y AG/pCL1920; lo que implica, que el transporte depende del
gradiente de concentracion de D-xilosa que parece mostrar que este consumo es debido a un
mecanismo de difusion facilitada; sin embargo, también se observa que hay un punto de
saturacién a partir de la concentracién 10g/L de D-xilosa, donde el incremento deja de ser

proporcional.

En la figura 32 en todos los casos se observa que la velocidad de crecimiento de la cepa ASG,
con el vector pCL1920, es levemente superior con respecto a la cepa ASG. Este
comportamiento, ha sido ampliamente reportado y se explica qué ocurre debido a la carga
metabdlica del vector (Bentley, Mirjalili, Andersen, Davis, & Kompala, 1990; Flores, De Anda-
Herrera, Gosset, & Bolivar, 2004). Este tipo de comportamiento se ha observado en plasmidos
con bajo numero de copias cuando la via de las pentosas es activa, porque esta favorece la
sintesis de elementos extracromosomales al aportar intermediarios metabdlicos de la sintesis

de &cidos nucleicos, como eritrosa-4-fosfato y ribosa-5-fosfato.

Sin embargo, como se observé en los ensayos, con los plasmidos que contiene el gen de las
permeasas pierde esta ventaja y la célula no puede suplir con intermediarios metabdlicos y
replicar elementos foraneos (Flores et al., 2004; Vind, Sgrensen, Rasmussen, & Pedersen,

1993) y produce respuestas fisioldgicas variadas (Bentley et al., 1990; Flores et al., 2004).
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En el caso de la cepa con el plasmido AG/pCLGatC; tiene una diferencia significativa P=0.0185
en la velocidad de crecimiento con respecto a la cepa A°G/pCL1920; lo que parece sugerir, que
esta permeasa transporta D-xilosa a las concentraciones evaluadas en estos ensayos. En el
caso de la cepa A®G/GatCS184L, hay diferencias significativas p=0.00046 en todas las
concentraciones evaluadas; respecto al resto de las cepas, esta permeasa la cepa crece entre
1.5 a 3.0 veces mas rapido. Estos ensayos sugieren que la mutaciéon S184L en el transportador
GatC, le da ventaja a la permeasa, para transportar la b-xilosa entre un 30% a 66%, dependiente

de la concentracion de p-xilosa evaluada.

Evaluacion de los pardmetros cinéticos de las variantes parentales
A®G/pCLGatC y A°G/pCLGatCS184L en minifermentadores en medio minimo

mineral AM2 con D-xilosa 40 g/L.

Siguiendo la metodologia reportada para minifermentadores, se realizaron cinéticas de 62 h en
minifermentadores y se evaluaron los pardmetros cinéticos de todas las cepas a las 48 h. Estos
se calcularon mediante las formulas reportadas en el Apéndice G y como se muestran en la
Tabla 19, las cepas con los plasmidos disminuyen a la mitad el tiempo de la fase lag con
respecto a la cepa A®G. En la Figura 34 se comparan los parametros cinéticos de las cepas

de referencia crecidas en minifermentadores.

A las condiciones evaluadas en este experimento el plasmido pCL1920 (con un bajo numero de
copias; 3 — 5 copias) parece favorecer levemente el metabolismo de la D-xilosa al incrementar
el crecimiento de la cepa A%G, como se observa en la Figura 33 el vector estabiliza a la cepa
aumentando en un 43% el crecimiento comparado con la cepa A®G, también se puede observar
gue la cepa con los plasmidos con la permeasa GatC y la permeasa derivada GatCS184L tienen

un crecimiento 5 veces mayor que la cepa con el vector.



La presencia del vector mejora la velocidad de crecimiento en un 18%; el peso seco de biomasa
es casi un 30% mas; y el consumo de D-xilosa en la fase exponencial y estacionaria, aumento
a mas del doble que la cepa A®G (Figura 34). Sin embargo, la fuente de carbono se desvia mas
a la produccion de biomasa que a la de acido lactico ya que el rendimiento de todas las cepas

con plasmidos disminuyd un 14% con respecto a la cepa A°G.
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Figura 33 Comparacion de crecimiento maximo de las cepas A5G vy los plasmidos pCL1920, pCLGatC y pCLGatS184L en

minifermentadores en medio AM2 suplementado con 40 g/L de p-xilosa a pH controlado.
También se observa que la expresion de la permeasa GatC mejora la velocidad de crecimiento
de la cepa en un 55%, la biomasa maxima en un 68%, la velocidad de consumo de D-xilosa en
fase exponencial y estacionaria respectivamente 40% y 32%; y la productividad volumétrica en
un 58%. Estos resultados sugieren que GatC transporta D-xilosa (Khankal et al., 2008). La
mejora general de los parametros cinéticos de crecimiento en la cepa AG/pCLGatC ratifica la
importancia de esta permeasa en el transporte de D-xilosa a una alta concentracion de D-xilosa

en E. coliy el efecto observado en la cepa knockout de este gen (Khankal et al., 2008).

En el caso de la cepa A®G/pCLGatCS184L comparada con la cepa A®G/pCL1920, se observo

gue casi todos los parametros fueron mejores, manteniendo la misma biomasa maxima que la
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cepa con la permeasa GatC (ver Figura 33). La expresion de la permeasa GatCS184L mejord
en un 64% el crecimiento maximo, la velocidad de consumo de D-xilosa, en fase exponencial y
estacionaria, fue respectivamente 59% y 13% mayor; y por lo tanto la productividad de esta
cepa fue la mas alta entre todas las cepas presentadas en la Figura 34. Estos resultados
sugieren que la permeasa GatCS184L transporta mas eficientemente la D-xilosa que la
permeasa silvestre GatC.
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Figura 34 Comparacion de los parametros cinéticos de las cepas 4G y los plasmidos pCL1920, pCLGatC y pCLGatS184L.
ex: fase exponencial; s: fase estacionaria.

Al evaluar los resultados del fondo genético A®G con el vector y los plasmidos, se observé que
el comportamiento de las tres cepas sin y con las permeasas es dependiente de las condiciones
de crecimiento de las cepas. En minifermentadores las cepas presentan una tendencia clara
mientras en microplacas los resultados son en cierta manera contradictorios; sugiriendo que el
tamizaje en microplacas no garantiza una correlacion de la velocidad de crecimiento de las
permeasas o con la velocidad de consumo de D-xilosa. Este comportamiento se puede deber a
que en los cultivos en microplacas no tienen un control estricto del pH y por lo tanto la produccion

de acido lactico afecta la velocidad de crecimiento.



Construccion delaLibreriade variantes epPCR de los genes parentales gatC
y gatCS184L.

El éxito de un experimento de evolucion dirigida requiere del desarrollo de metodologias que
permitan generar la mayor diversidad posible; y de un método de tamizaje o seleccion que
permita aislar las variantes que posean las caracteristicas buscadas de aquellas que no la
presentan. En este trabajo, el fin del experimento no solo era generar variantes mejoradas de
la permeasa GatC; sino también, valorar los efectos de diferentes cambios en la relacion
estructura/funcion de la permeasa GatC; y obtener poblaciones de variantes con una mejor
actividad que permita correlacionar que zonas de la estructura de la proteina son importantes

para el transporte de D-xilosa.
epPCR de los genes gatC y gatCS184L

Para generar la mayor diversidad posible en esta libreria se realiz6 una PCR mutagénica
utilizando las condiciones previamente reportadas (Leung et al., 1989) en la Tabla 7 y Tabla 8
como templado al gen gatC y el gen gatCS184L. Ambas permeasas, como se comprobo en los
experimentos en los minifermentadores, le permiten a E. coli mejorar su velocidad de consumo
de D-xilosa. El método para generar las variantes se utilizé con el fin de mejorar la actividad de
las permeasas, y también para generar un banco de variantes que ayudara, en forma parcial, a
entender como las nuevas mutaciones afectan estructuralmente la velocidad de consumo de D-

xilosa de esta permeasa.

Antes de realizar la libreria, se evalu6 la tasa de mutagénesis de la epPCR, para esto se
transformo, digirié y clono en el vector pCL una reaccién de epPCR de cada gene en cada
condicion. Después de transformar y recuperar células en medio SOC, se sembraron 50 pL de
la transformacién y se seleccionaron 3 variantes al azar de cada condicion y cada gene (12

variantes en total) para secuenciar.

En las Tablas 14 y 15 se observa el andlisis de las secuencias, que se aislaron en una tasa de

mutagénesis baja 0.41% y 0.52%, para el gen gatC y gatCS184L respectivamente; muy



semejante al 0.4% reportado en el articulo original (Leung et al., 1989) en el cual se basaron

nuestras condiciones experimentales.

Tabla 14. Mutaciones presentes en la libreria del gen gatC.

Tipo de mutacién Tasa baja Tasa alta
Frecuencia % Total Frecuencia % Total
TRANSICIONES
A—G, T-C 1 18.2 3 27.3
G—oA, C-T 4 72.7 7 63.6
TRANSVERSIONES
A-T, T-A 3 54.5 2 18.2
A—C, T-G 2 36.4 1 9.1
G—-C,C—-G 1 18.2 1 9.1
G—T,C—A 0 0 3 27.3
INSERCIONES Y DELECIONES
Inserciones 0 0.0 8 32.0
Deleciones 0 0.0 0 0.0
RESUMEN DE TENDENCIA
Transiciones/Transversiones 0.83 NA 1.43 NA
AT—GC/GC—AT 0 NA 0 NA
A—N, THN 0 0.0 2 18.2
G—N, C—N 0 0.0 2 18.2
TASA DE MUTACIONES
Mutaciones por Kb 4.1 NA 9.2 NA
Mutaciones por el gene gatC 11.0 NA 25.0 NA
Tabla 15. Mutaciones presentes en la libreria del gen gatCS184L.
Tipo de mutacién '_rasa baja 'I_'asa Alta
Frecuencia % Total Frecuencia % Total
TRANSICIONES
A—G, T-C 3 27.3 8 2.1
G—A, C—T 3 27.3 9 81.8
TRANSVERSIONES
A-T, T-A 2 18.2 5 45.5
A—-C, T-G 2 18.2 3 27.3
G—C,C—-G 2 18.2 0 0.0
G-T,C—A 1 9.1 4 36.4
INSERCIONES Y
DELECIONES
Inserciones 1 7.1 0 0.0
Deleciones 0 0.0 0 0.0
RESUMEN DE TENDENCIA
Transiciones/Transversiones 0.86 NA 1.42 NA
AT—-GC/GC—AT 0 NA 0 NA
A—N, TN 5 45.5 0 0.0
G—N, C—N 0 0.0 0 0.0
TASA DE MUTACIONES
Mutaciones por Kb 5.2 NA 10.7 NA
Mutaciones por el gene gatC 14.0 NA 29.0 NA




En el caso de la tasa alta de mutacion como se observa en la Tabla 14, se obtuvieron valores
de 0.92% y 1.02%, para el gen gatC y gatCS184L respectivamente; en ambos casos se
obtuvieron frecuencias por debajo del valor reportado de 1.4% para la epPCR de alta tasa de
mutacion. Analizando la relacion de transiciones/transversiones de la tasa baja, no se observa
el sesgo introducido en la tasa alta, esto es deseable porque es una de las principales criticas
gue se le hace a este método de construccién de librerias (Kuchner & Arnold, 1997).

Diversidad de la libreria de los genes gatC y gatCS184L

Después de evaluar la tasa de mutacion y de realizar varias pruebas (datos no reportados) y
encontrar la condicion donde el nimero de variantes en la biblioteca fuera mayor y el porcentaje
de plasmido religado fuera <1%; se realizaron los bancos. Para calcular el tamafio de los bancos
de variantes una muestra de 2 pL de ligacion se purificé y se transformo en células competentes
de A8G, las cuales se recuperaron en medio SOC. El nimero de variantes recuperadas en esta
muestra del medio LB se reporta en la Tabla 16.

Tabla 16. Tamafio de la libreria

0,
Condicién # de las /0

Gen templado epPCR variantes Pla_smldo
religado
atC Tasa baja 143,600 0.1
9 Tasa alta 132,000 0.1
Tasa baja 90,000 0.8
garcS184L Tasa alta 54.000 13

Como se observa en la Tabla 16 la cantidad de variantes obtenidas por ug de ADN de epPCR
recombinado con el vector pCL recuperadas en medio SOC y sembradas en LB-Spe®?, se redujo
en este orden gatCS184L< gatC<pCL1920 (Figura 35): se sabe por las cinéticas de crecimiento
(seccion anterior) que la permeasa GatCS184L transporta mejor que la permeasa GatC, y es

notorio que el vector en el fondo genético tiene menor transporte.

Estos resultados sugieren que, a mayor actividad de la permeasa, menor es el porcentaje de
recuperacion en medio sdlido Figura 35. Se comparo la viabilidad de las células competentes;
7



utilizando otro fondo genético E. coli MC1061 Atrpf tetraciclina resistente; pero se observo (datos
no mostrados) que el porcentaje de recuperacion fue adn menor. Por tal razén, se descarto
aislar variantes de la biblioteca en medio solido LB-Spe®° directamente; pues de esta forma, se
introduce un sesgo al disminuir la probabilidad de recuperacion de las variantes quizas con

mejor actividad.

Figura 35 colonias recuperadas de 200 pL de medio de recuperacion SOC con células electrocompetentes A%G
transformadas con A) plasmido pCL1920, B) plasmido pCLGatC y C) plasmido pCLGatCS184L.

A partir de la secuencia de nucleétidos del gen gatC o gatCS184L, la tasa de mutacion, el
porcentaje de intercambio de nucledtidos experimental, el tamafio minimo de la libreria (Tabla
14 y 15) y la eficiencia de amplificacién (Tabla 10) se estimé la composicion de la libreria de
variantes con el programa PEDEL-AA(Firth & Patrick, 2008). En el apéndice K se encuentra el

“output” del programa para cada condicion.

Tabla 17. Composicion de libreria de mutantes estimada con PEDEL-AA usando los parametros estimados
en la secuenciacion de epPCR

Estimacion
Propiedad gatC gatCS184L
Baja Alta Baja Alta

Tamafio de la libreria 143,600 132,000 90,000 54,000
Nymero_de variantes sin inserciones, codones de paro o 109,000 88,790 74.170 34.470
eliminaciones
NUmero promedio de aminoacidos sustituidos por variante 3 6 4 7
Secuencias no mutadas (%total de la libreria) 3.7 0.2 2.0 0.05
Numero de proteinas distintas completas en la libreria 89,350 88,280 67,480 34,470




La Tabla 17 se observa las dimensiones finales de la libreria generada la cual es la suma de
todas las variantes obtenidas en las diferentes condiciones de epPCR, con un total 419,600
variantes. De estas, 306,430 variantes (73%) se espera no presenten eliminaciones, codones
de paro o inserciones. El promedio de mutaciones por variante esta entre 3-7 mutaciones,
7,404.0 de las variantes de la biblioteca (1.8%) no tendran mutaciones y se estima que el
namero de proteinas distintas completas generadas sera de 279,580

Tamizado de la libreria de variantes de la permeasa GatC y GatCS184L.
El otro paso importante para tener éxito en un experimento de evolucion dirigida es tener las
condiciones para que la caracteristica deseada sea seleccionable; gran parte de los procesos
de seleccion se realizan mediante ensayos de complementacion de la actividad deseada o de
resistencia a una condicion de estrés determinado.

0.250

0.200 °

0.150

@ (h)

0.100
0.050

0.000
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Pase

Figura 36. Gréafica de velocidad de crecimiento promedio durante el proceso de tamizaje de la libreria mediante
pases seriales en minifermentadores a pH controlado con el medio de seleccion. Los puntos en color (amarillo)
son los pases que se eligieron para enviar a secuenciar variantes.

En nuestro caso el tamizaje de las variantes de la libreria se realiz6 usando la u como la variable
de seleccion; teniendo en cuenta, que esta es directamente proporcional a la gs en fase

exponencial, es decir a la velocidad global de consumo de D-xilosa por gramo de célula. Esta
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relacion se fundamenta en la evaluaciéon de los pardmetros cinéticos de las mutantes del fondo

genético, y en las cepas de AG con los plasmidos pCLgatC y pCLgatCS184L.

El tamizaje de la libreria se realizé, por transferencia serial, de las variantes de la libreria en la
fase media exponencial (O.Deoo =~1; serialmente, fueron diluidas a O.Deoo ~0.01 en los
minifermentadores con el medio de seleccion; medio mineral AM2 suplementado D-xilosa 40g/L
y Spe®. En cada pase 1 mL del cultivo a transferir se conservo en crioviales a -70 °C; los pases
seriales fueron realizados hasta que se observo que la p del cultivo se mantuvo constate entre
pases. En nuestro caso se realizaron 9 pases seriales; el cultivo inicié con una u=0.037 h't; que
mejoré ostensiblemente en el segundo pase a 0.12 h'; en el cuarto pase presento la mejor
u=0.22 h'l; después, en los pases sucesivos la p fue descendiendo hasta que se mantuvo en

los Ultimos pases en 0.18 hl.

Seleccion y caracterizacion estructural de las variantes de la libreria GatC y
GatCS184L

Para aislar las variantes reportadas en este estudio se sembraron en cajas de LB-Spe®’; a partir
de 200 pL de una dilucién 1x107 de 100 pL de cultivos en medio de seleccién, de los pases 1,
4, 6y 7. Se obtuvieron 51 variantes en total. Con las colonias aisladas se hicieron cultivos en

medio LB-spe®®; que se usaron para crioconservar las cepas y aislar los plasmidos.

Doce variantes se enviaron a secuenciar seleccionadas asi: 5 variantes al azar del pase 1 (IR12,
IR13, IR16, IR18, IR19); 5 variantes del pase 4 todas derivadas de la clona GatCS184L (IR41,
IR44, IR46, IR47, IR48); una variante del pase 6 derivada de la clona GatCS184L (IR61); y una
variante del pase 7 derivada de la clona GatC (IR71). En la Tabla 18 se reportan las mutaciones

encontradas en las variantes seleccionadas.

En la Tabla 18, se observa que al inicio de la libreria el 60% de las variantes secuenciadas,
presentan mutaciones sin sentido; que codifican para una proteina mas pequefia (IR12, IR13,
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IR16), al parecer no funcional; en los pases superiores las variantes secuenciadas conservan

el tamafio original del ORF funcional de la permeasa GatC.

Tabla 18. Mutaciones en las variantes Seleccionadas y Secuenciadas de la libreria.

Variante gen Aminoacido Tipo de Tamafio
Templado Mutado mutacion ORF
1116S Sustitucion
IR12 gatCS184L 1177A Sustituciéon 205
R206 Sin sentido
T158I Eliminacion
IR13 gatCS184L G232 Sin sentido 231
1198V Sustitucién
IR16 gatCS184L 0277 Sin sentido 276
F156F Silenciosa
IR18 gatC E173V Sustitucion 451
1207V Sustitucién
IR19 gatC H303L Sustitucion 451
IR41 gatCS184L R216C Sustitucién 451
IR44 gatCS184L K276E Sustitucién 451
IR46 gatCS184L V307A Sustitucién 451
IR47 qatCS184L 11241 silenciosa 451
IR48 gatCS184L N416D Sustitucién 451
IR61 gatCS184L F340L Sustitucion 451
IR71 gatC 1358V Sustitucion 451

En los ultimos pases no se encontré un unico tipo de variante o plasmido vacio; lo cual sugiere,
gue el método de seleccion pudo discernir entre cepas con mutaciones que favorecen el
crecimiento de las que no. También se observa que al inicio de la libreria habia relativamente
mas variantes con multiples aminoacidos mutados como se predijo estadisticamente con
PEDEL-AA en la Tabla 17. Sin embargo, en los ultimos pases; solo se aislaron variantes con
un aminoacido mutado por gen lo que sugiere que las variantes generadas en esta libreria con
multiples mutaciones no son funcionalmente viables y la actividad de esta permeasa es

relativamente sensible a cambios multiples.

Es importante notar que el 86% de las variantes mejoradas derivan del gen de la permeasa

GatCS184L, mutante con una actividad mejorada, ya comprobada de la permeasa silvestre
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GatC. Por tanto, si puede existir una variante de GatC con multiples mutaciones positivas; pero,
la probabilidad que se genere en un Unico paso al azar es muy bajo y para lograrlo se necesita
una libreria con una poblacién de variantes exorbitante 1x102%>. Con las condiciones técnicas
actuales, él limite de tamario a nivel de laboratorio para generacion de librerias es de 1x108; por
lo tanto, solo ciclos sucesivos de mutaciones positivas dan mejores resultados, pero
técnicamente es muy laborioso. Estos hechos implican que después de generar un conjunto de
variantes positivas es mejor utilizar otras técnicas de evolucion dirigida, p.ej. como “DNA

shuffling”; que aumenta la tasa de mutaciones positivas mezclando la epPCR.

La variante IR47, contiene una mutacion silenciosa por lo que esta sigue codificando para la
permeasa original GatCS184L; sin embargo, como se midié su p (0.13h') es muy inferior al
rango de u del pase en que se encontré (0.22 h1). Se pensé que las frecuencias de preferencia
del uso del coddn generado en la mutacion, mejoraba la expresion de la variante; sin embargo,
en E. coli ésta es relativamente igual, el codén original (3.05) y el nuevo (2.52), por lo que
técnicamente la actividad de esta mutante es indistinguible de la parental y al caracterizarla se
confirmo este resultado. Dicha mutante tiene la misma actividad que la GatCS184L (Apéndice
F). Por lo tanto, la presencia de esta mutante muestra que el tamizado no fue tan fino para poder
eliminar cepas con actividad “basal”. Es importante que para futuros ciclos de mutacion se debe
considerar aumentar la presion de seleccion a nivel de la concentracion de sustrato o bien
utilizar otro modo de seleccidn, con un principio semejante pero mas controlable y sensible a

los cambios en la ; p. ej. Como el cultivo alimentado a diferentes tasas de dilucion.

Caracterizacion de los parametros cinéticos de las variantes seleccionadas
de la libreria.

Se realizaron cinéticas en minifermentadores a pH controlado en medio AM2 suplementado con
D-xilosa 40 g/L como unica fuente de carbono y se cuantifico la biomasa, la concentracion de

lactato, piruvato y acetato producido y de D-xilosa consumida; estos datos se usaron para

caracterizar los parametros cinéticos, de las variantes secuenciados de los pases 4,6y 7.
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Como se observa en la Tabla 19, el 86% de las variantes aisladas tienen mejores gs que las
cepas parentales; las mejores variantes positivas (mejor ) se obtuvieron del pase 4 (IR41, IR44
y IR46); y confirma que la velocidad global de crecimiento fue correctamente seleccionada como
base del proceso de tamizaje en minifermentadores. También, es importante recalcar que, en
este tipo de tamizado, el aislamiento no es limitado a la bisqueda de un tipo Unico de cepa

“‘ganadora’”; si no, que permite aislar un grupo de variantes con un rango de actividad semejante.
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Tabla 19 Comparacion de los parametros cinéticos entre las permeasas GatC y GatCS184L y las variantes seleccionadas de los ultimos

pases.
Fase exponencial Fase estacionaria
Fase a Xmax qs Qg Q,

Cepa th) Lag (h) w(h) g/L Yors g/Lxilosa*gWDC s 9s e (g/L xilosa/h) (g/L lac/h)
A6G 48 4 0.046 + 0.017 0.277 + 0.056 0.85 + 0.30 0.746 + 0.386 0.039 + 0.020 0.338 + 0.069 0.286 + 0.116 0.094 + 0.039 0.079 + 0.064
A6G_ pCLGatC 48 4 0.106 * 0.009 1.233 + 0.342 0.74 *+ 0.06 2.654 + 0.318 0.079 + 0.009 0.520 + 0.144 0.386 + 0.112 0.642 + 0.287 0.475 + 0.265
AG6G_ pCLGatCsS184L 50 4 0.121 * 0.010 0.869 + 0.092 4.10 = 7.10 0.798 *+ 1.383 0.497 + 0.862 0.131 + 0.228 0.538 + 0.057 0.114 * 0.198 0.468 + 0.038
A6G_IR41 36 0 0.214 * 0.008 0.908 + 0.018 0.83 + 0.02 9.673 + 0.405 0.177 + 0.007 1.256 *+ 0.034 1.039 + 0.021 1.140 + 0.047 0.943 + 0.035
A6G_IR44 36 0 0.198 * 0.010 1.004 + 0.044 0.78 + 0.11 7.610 + 1.157 0.155 + 0.024 1.066 *+ 0.137 0.835 + 0.074 1.071 + 0.141 0.838 + 0.077
AG6G_ IR46 36 0 0.182 + 0.002 1.184 + 0.083 0.85 * 0.06 5.532 + 0.394 0.155 + 0.011 0.843 + 0.071 0.716 *+ 0.062 0.997 = 0.049 0.847 + 0.045
A6G_IR47 48 4 0.131 + 0.024 1.193 + 0.057 0.78 * 0.07 3.900 + 0.785 0.102 + 0.021 0.618 + 0.059 0.482 + 0.024 0.737 = 0.148 0.574 + 0.105
A6G_IR48 48 0 0.150 + 0.014 0.958 + 0.014 0.83 * 0.04 5.564 + 0.593 0.125 + 0.013 0.771 + 0.041 0.639 +* 0.015 0.739 * 0.078 0.612 + 0.057
A6G_IR61 36 0 0.175 + 0.004 1.072 + 0.028 0.87 = 0.05 5.484 + 0.327 0.151 + 0.009 0.873 + 0.027 0.757 + 0.045 0.935 * 0.026 0.811 + 0.047
A6G_IR71 36 0 0.166 + 0.002 1.060 + 0.070 0.81 + 0.01 6.134 + 0.101 0.135 + 0.002 1.027 + 0.069 0.833 + 0.055 1.089 + 0.017 0.884 + 0.009
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Los resultados los dividimos en funcién de la mejora de las propiedades cinéticas de las
variantes con respecto a su gen parental. En el caso de las derivadas del gen gatCS184L la
mejor variante IR41 (GatCS184L, R216C); tiene una pu 60% mejor, dos veces la gs exponencial,
y 1.7 veces la gs estacionaria, en comparacion con la parental pCLGatCS184L, esto ocasiona
gue la productividad de &cido lactico se duplique. La segunda mejor variante IR44 (GatCS184L,
K276C) tiene un 48% mejor u, 1.5 veces la gs exponencial y 1.4 veces la gs estacionaria que la
parental pCLGatCS184L; y su productividad sea 1.8 veces mejor. La tercera mejor variante
IR46 (GatCS184L; I370A) tiene un 36% mejor u, 1.2 veces la gs exponencial y 1.2 veces la Qs
estacionaria que la parental pCLGatCS184L; con una productividad mejorada 1.8 veces. La
cuarta mejor variante es la IR61 (GatCS184L, F340L); tiene 30% mejor u, 1.2 veces la Qs
exponencial y 1.2 veces la gs estacionaria que la mutante parental GatCS184L, y una
productividad 1.7 veces mejor. La quinta mejor actividad es la variante IR48 (GatCS184L,
N416D); su p es 27% mejor, tiene 1.3 veces mejor gs exponencial y 1.1 veces mejor Qs

estacionaria y 1.3 veces mejor productividad.

En el caso de la Unica derivada aislada del gen gatC la variante IR71 (GatCI358V), tiene un
56% mejor u, 2.3 veces mejor s exponencial, 2.0 veces mejor s estacionaria y su

productividad 1.9 veces con respecto a la parental pCLGatC.

En general las propiedades de todas las variantes mejoraron entre 1.2 a 2.0 veces la
productividad de la fermentacién lo que implica una disminucion de los tiempos de la
fermentacion entre 6.7 h a 20 h. Sin embargo, a futuro es importante evaluar el efecto de estas
mutaciones a nivel de genoma, confirmar los resultados, y verificar que la actividad no es

producto de la expresion por el nimero de copias expresadas del plasmido.

Andlisis topologico de las variantes aisladas de GatC y GatCS184L
Debido a la dificultad de generar cristales de proteinas de membrana, s6lo se conoce la

estructura detallada de un pequefio grupo de estas moléculas. Un aspecto importante de la
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estructura de las proteinas de membrana es la topologia membranal, esto es, el nUmero y la

orientacién de los segmentos de la proteina que atraviesan la bicapa lipidica.
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Figura 37 Topologia de las variantes con mayor actividad usando OCTUPUS.

Para realizar el andlisis topoldgico se uso el software OCTUPUS el cual realiza la prediccion
topologica usando modelos ocultos de MARKOV y redes neuronales para predecir la estructura
de proteinas de membrana. Para esto realiza primero un BLAST para crear un perfil de
secuencias homologas. Estas se utilizan como “input” de un conjunto de predictores basados
en redes neuronales, los cuales calculan para cada residuo la probabilidad de encontrarlo en el

interior (i) o fuera (o) o dentro de la membrana (m). En el tercer paso, estas predicciones se
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utilizan como input a un modelo oculto de Markov, que los utiliza para calcular la topologia mas

probable “output”

Como se observa en Figura 37, la variante IR41 con mayor actividad presenta una mutacion en
el tercer dominio interno de la permeasa GatC; esta mutacion, coincide con la mutacién de la
permeasa de la cepa parental GatCS184L generada en la evolucidén adaptativa de la cepa JUO1,
la cual también cae en el tercer dominio interno. En ambos casos la actividad parece estar
favorecidas al disminuir la polaridad del aminoacido. En el caso de la variante IR44 también la
mutacion recae en un dominio interno, sin embargo, en este caso es el aumento de la polaridad

del aminoécido la que favorece la actividad de esta mutante.

En el resto de las variantes positivas (IR46, IR61 y IR71) las mutaciones recaen a nivel de las
hélices de transmembrana; sin embargo, en sitios diferentes, al comienzo, medio y al final de la
hélice. La mayoria de estas variantes tienden al intercambio de aminoécidos no polares
ramificados por no polares menos ramificados. Solo la variante con menor actividad IR48, varia
de un aminoacido polar, cargado positivamente) a un aminoacido cargado negativamente. No
obstante, es importante entender que a nivel tridimensional estos pueden estar interaccionando,
pero debido a que no hay estructuras cristalizadas de esta proteina, no se puede demostrar

esta aseveracion.

Estos resultados sugieren que el tercer dominio interno es importante para el transporte. Sin
embargo, se recomienda que en trabajos futuros se aislen mas variantes y se analicen sus
mutaciones para llegar a una conclusion concreta del efecto de esta region en el transporte de
D-xilosa. Se sugiere evaluar estas mutaciones, usando un modelo tridimensional construido por
homologia con otras proteinas de membrana similares que permita determinar como estas

mutaciones mejoran la velocidad de transporte de D-xilosa.
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RESUMEN DE RESULTADOS

Se lograron aislar cepas con un transporte mejorado de D-xilosa derivadas de las
permeasas GatC y GatCS184L.

La eliminacion de los genes de los transportadores conocidos de D-xilosa (xylFH, xylE,
araH, arak, galP y gatC) no suprime totalmente la capacidad de transporte de D-xilosa,
y mantiene un 16.3% de la velocidad de consumo de D-xilosa con respecto a la cepa

parental CL3.

El efecto de la eliminacién de las permeasas XylFH, AraE y GatC disminuye la gs;
mientras que la eliminacion de las permeasas AraH y GalP la aumentan. Estos resultados
indican, que los efectos de la inactivacion de genes asociados al transporte no siempre
resultan en la perdida de transporte y refleja que el sistema de transporte de D-xilosa en

E. coli esta altamente regulado.

Se verificé que la velocidad de crecimiento esta directamente relacionada con una
velocidad de consumo mayor de D-xilosa, por lo cual es un buen parametro para evaluar

cepas capaces de transportar eficientemente D-xilosa.

La variacion significativa del rendimiento biomasa/xilosa conforme varia la p muestra que

las cepas con menores velocidades de crecimiento priorizaron la formacion de biomasa.

Bajo las condiciones de trabajo estudiadas, la evaluacion de la velocidad especifica de

consumo de D-xilosa (gs) en fase exponencial y en estacionaria permite inferir que:

= La supresion de la permeasa XylH es responsable de la pérdida del 80% del
transporte de D-xilosa.
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» La eliminacion de la permeasa AraH restituye el 73% del transporte, lo que parece
sugerir que este transportador estd regulando a XylFGH, o hay un efecto

compensatorio debido al ATP en el metabolismo de la bacteria.

» La eliminacién del simporte AraE muestra una pérdida del 53% del transporte de D-

xilosa.

= La supresidon del transportador GalP, sugiere un efecto regulatorio, porque su

eliminacion restituyé en un 30% el transporte de la D-xilosa.

» Lasupresion del gen gatC lleva a la disminucion de 84% de la capacidad de transporte

de D-xilosa con respecto a la cepa A®P.

Los resultados sugieren que hay otros mecanismos (pasivos 0 activos) involucrado(s) en

el trasporte de D-xilosa diferentes a los reportados hasta el momento en E. coli MG1655.

Las permeasas GatC y GatCS184L expresadas en plasmido transportan eficientemente
la p-xilosa y mejoran el transporte de este azlcar en la cepa A®G en un 55% y 64%, con

respecto a la cepa con el plasmido control (pCL1920).

Las permeasas GatC y GatCS184L expresadas en plasmido mejoran el crecimiento de

la cepa A®G producto de la mejora de la velocidad de consumo de D-xilosa.

La estrategia de construir librerias mediante evolucion dirigida de los genes de las
permeasas GatC y GatCS184L permiti6 obtener 6 variantes al azar con una velocidad
de consumo de D-xilosa mejorada. Sin embargo, si se realiza un tamizado exhaustivo
quizés se podrian obtener mas y mejores variantes o mas informacién para construir un

modelo estructural completo de esta permeasa.
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El método de tamizaje usado mediante pases y diluciones seriadas de las variantes de
la libreria en el medio de seleccion fue efectivo: el 86% de las variantes seleccionadas al
azar resultaron con mejores caracteristicas que la cepa parental con el gen sin

evolucionar.

La mayoria de las variantes seleccionadas (6) son derivadas del gen gatCS184L y solo
una variante es derivada de gen gatC. Sin embargo, esta variante tiene mas velocidad

de crecimiento en un 43% que la generada por gatCS184L expresado en plasmido.

La evolucion dirigida usando epPCR permitio aislar variantes entre un 24% a 63%
mejores p; entre 1.3 veces - 2 veces mejores (s Yy Qp mayores que permiten disminuir el

tiempo de la fermentacién entre 8 a 18 h.
Las variantes con mejor actividad presentan mutaciones en el tercer dominio interno de

la permeasa GatC analizadas con el software OCTOPUS (Prediction of membrane

protein topology).
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CONCLUSION

Se aislaron variantes de la proteina transportadora GatC, obtenidas por mutaciones al azar, que
permitieron mejorar la velocidad de consumo de D-xilosa y la velocidad de produccién de D-

lactato por fermentacion de cepas derivadas de E. coli CL3.
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PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto de otras permeasas no especificas como ManX, RbsK y su aporte en el
transporte de D-xilosa.

Evaluar directamente el efecto de solo eliminar las permeasas responsables del >80% del
transporte XylH y GatC en las cepas CL3 y/o JU15; y confirmar este comportamiento al
eliminarlas individualmente.

Evaluar el efecto de eliminar las permeasas AraH y GalP para mejorar la velocidad de
crecimiento de las cepas y su efecto individual como una posible estrategia de ingenieria de
vias metabolicas.

Realizar un andlisis de transcriptdmica y proteémica de la cepa sin las permeasas A’G y de
la cepa parental CL3, con el fin de identificar los genes involucrados en el transporte que se
expresan, su nivel de expresion, e identificar si hay o no otras posibles permeasas
involucradas en el transporte de D-xilosa.

Evaluar la capacidad de transporte de estas variantes realizando mutaciones sitio dirigida
(CRISPR/Cas9) sobre el gen gatCS184L en el genoma de E. coli JU15; verificar el efecto de
las mutaciones encontradas y evaluar su efecto en el transporte de D-xilosa y en la
productividad de acido lactico.

Realizar otros ciclos de mutagénesis usando DNA shuffling con las variantes obtenidas en
esta libreria, para lograr mejores variantes con una mejor capacidad de transporte de D-
xilosa.

Realizar un estudio de “docking” con la permeasa GatC, que permita con los datos
experimentales encontrados correlacionar cuales zonas de la proteina son indispensables

para el transporte de D-xilosa y ahondar en la relacion estructura funcién de esta permeasa.
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APENDICES

Apéndice A. Inactivacion génica con el fago P1
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Apéndice B. Cinética de las mutantes sin adaptacion (a) y adaptadas (b) en microplacas en medio
AM2 con 5 g/L D-xilosa.

Preinoculo [LB) — Inoculo (LB) — microplacas (AM2)
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Apéndice C. Cinética de las mutantes adaptadas en microplacas en medio AM2 con 5g/L de D-
xilosa

Preinéculo (LB) — Inoculo (AM2) — microplacas (AM2)
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Apéndice D Cinética de crecimiento, consumo de D-xilosay produccion de D-Lactato y parametros
cinéticos y estequiomeétricos obtenidos de un cultivo con CL3 en minifermentadores de 200 mL
con 40 g/L de p-xilosaa 37 °Cy 150 rpm.
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Apéndice E. Cinética de crecimiento de las mutantes con capacidad disminuida de transporte de
D-Xilosa en minifermentadores de 200 mL con 40 g/L de pb-xilosa a 37 °Cy 150 rpm.
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Comparacion del consumo D-xilosa de las mutantes con capacidad disminuida de transporte de
D-xilosa en minifermentadores de 200 mL con 40 g/L de b-xilosa a 37 °Cy 150 rpm.
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Comparacion de la produccion de bD-lactato de las mutantes con capacidad disminuida de

transporte en minifermentadores de 200 mL con 40 g/L de pb-xilosa a 37°Cy 150 rpm.
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Apéndice F. Cinética de crecimiento de las variantes de A®G/ con las mutantes aisladas de

pCLgatC y pCLGatCS184L en minifermentadores de 200 mL con 40 g/L de p-xilosa a 37 °C y 150
rpm.

In(X/X,)

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)

® pCL1920 —A—GatC —®  GatCS184L 1 IR41l A~ IR44 IR46 %  IR47 % IR48 -+ IR61 - = - IR71

vii



Apéndice G. Calculos usados para determinar los parametros Cinéticos de
crecimiento

Velocidad especifica de crecimiento p (h™)
Se calculada a partir de la grafica del logaritmo de la biomasa In(x) (gcewl) V/s el tiempo t (h). La
velocidad especifica de crecimiento se obtiene de la regresion lineal en la fase de crecimiento
exponencial

IN(X)=ptx) + IN(xo)
utilizando como parametro para evaluar la correlacion lineal el método de minimos cuadrados

(r?) en valores superiores a >0.95.

Rendimientos en la fase de crecimiento exponencial
Los rendimientos Yxs (gceLi/Oxiosa), Ypis (Qiactato/Qxiosa) Y Yxip (Qee/Oxiosa), durante la fase de crecimiento

exponencial fueron calculados de la siguiente manera:

%de lactato (p) %de Biomasa (Xmax) %de lactato(p)

Y., =

p/s %de xilosa (s)

Y —

p/x — %de Biomasa (Xmax)

Yx/s

%de xilosa consumida (s)

Célculo de la velocidad especifica de consumo de sustrato
La velocidad especifica de consumo de D-xilosa s (gxilosa/gcer*h) y de produccion de lactico gp

(giactato/gwnc*h), fueron calculadas en la fase exponencial de los cultivos asi:

qs = 57— qp=,ll*Yp/S

- Yx/s

Y en la fase estacionaria asi:

— Smax _ Pnax
9s = v . ——~ dp

B Xmax * t(min) B Xmax * t(min)
Productividad volumétrica de lactato Qp (glactato/L*h).
(g) lactato total (p)

_ L
Q (h) tiempo total de fermentacion (t)




Apéndice H. Medios de cultivos
Medio Luria — Bertani (LB)

Es Medio de cultivo para bacterias compuesto por:

Componente glL
Extracto de levadura 5
Triptona 10
NaCl 10

Ajustar pH a 7.5
Para hacer medio sélido se afiadieron 20 g/L de agar- agar. El antibiético se afiadié de acuerdo a la cepa

usada y a la concentracion que cada experimento indica y en el momento en que el medio estuviera
tibio, previo a servir las cajas o en el caso del medio liquido en el momento de inocular el medio con la
cepa.

Medio SOC

Es un caldo superdptimo con represion catabodlica (SOC), se utiliza para recuperar las células
electroporadas y obtener una eficacia de transformacion méaxima en E. coli.

Componente Concentracion
Extracto de levadura 5g/L
Triptona 20 g/L
NacCl 10 mM
KCI 20 mM
Glucosa 20 mM

Ajustar pHa 7.0

Medio MacConkey Modificado
Es un tipo de medio usado para seleccionar bacilos Gram negativos de facil desarrollo, aerobios y

anaerobios facultativos, capaces de fermentar la fuente de carbono que se use, en este trabajo (D-

Xilosa).

Componente 9/L
Peptona 17
pluripeptona 3
Fuente de carbono (xilosa) 10
Mezcla de sales biliares 15
NacCl 5.0
Agar 13.5
Rojo neutro 0.03
Cristal violeta 0.001

Ajustar pH a 7.1+0.2




El medio se prepar6 afiadiendo 50 g/L de agar-agar y se deja reposar por 5 min, se mezcla hasta
uniformar, se calienta suavemente y se deja hervir por 2 min hasta disolver y se esteriliza en autoclave
a 121°C durante 15 min. El antibidtico se afiadié de acuerdo con la cepa evaluada y a la concentracion

gue cada experimento indica, en el momento en que el medio estuviera tibio, previo a servir las cajas.

Medio minimo mineral AM2(Martinez et al., 2007)
Es el medio utilizado en cultivos aireados y no aireados, en nuestro caso fue suplementado con &cido
citrico (100 mg/L) y como fuente de carbono (D-xilosa) a las concentraciones que indica cada

experimento.

Componente g/L
(NH4)2HPO4 2.63
NH4H2PO4 0.87
MgS0.4.7H0 10
KCI 0.15
Betaina 1M 1.0mL
Elementos traza* 1.5mL

Otros**
*La solucion de elementos traza contiene por litro (1.6g FeCls, 0.2g CoCl,.6H,O, 0.1g CuCl,, 0.2g

ZI’]C|2.4H20, 029 NazMOO4, 005g H3803 Yy 033g MnC|2.4H20).




Apéndice I. Secuencias de los genes gatC y gatCS184L

>gatC_gene
atgTTTTCAGAAGTCATGCGTTATATTCTCGACCTCGGCCCTACGGTGATGCTGCCGATTGTCATCA
TTATTTTTTCTAAAATATTAGGCATGAAGGCAGGCGATTGCTTTAAAGCGGGTCTGCATATCGGGAT
TGGCTTTGTTGGCATTGGCCTTGTGATTGGCTTAATGCTGGATTCCATTGGCCCGGCGGCGAAAG
CGATGGCGGAAAATTTCGACCTGAATCTGCATGTGGTCGATGTTGGCTGGCCGGGCTCTTCACCA
ATGACCTGGGCGTCGCAAATTGCGCTGGTGGCGATTCCGATTGCGATTCTGGTTAACGTGGCGAT
GTTACTGACCCGTATGACGCGGGTGGTAAATGTTGATATCTGGAATATCTGGCATATGACCTTCAC
CGGCGCGTTGCTGCATCTGGCAACCGGTTCATGGATGATAGGGATGGCAGGTGTGGTAATTCAC
GCGGCGTTTGTTTATAAGCTCGGCGACTGGTTTGCCCGCGATACCCGAAATTTCTTTGAGCTGGA
AGGTATTGCTATTCCGCACGGTACGTCGGCGTATATGGGGCCGATTGCGGTGCTGGTCGATGCTA
TCATCGAGAAAATCCCAGGCGTTAACCGAATTAAATTTAGCGCCGACGATATTCAGCGCAAATTTG
GTCCATTTGGCGAGCCTGTCACCGTGGGTTTTGTGATGGGGCTGATTATCGGCATCCTCGCGGGT
TACGATGTCAAAGGTGTATTGCAGCTGGCGGTAAAAACGGCGGCAGTGATGCTGCTAATGCCACG
GGTGATTAAACCCATCATGGATGGTTTAACGCCCATCGCTAAGCAGGCTCGTAGTCGTTTACAGG
CGAAGTTCGGCGGTCAGGAGTTCCTGATTGGCCTTGATCCGGCGTTGCTGCTGGGACATACGGC
GGGGTGGTATCGGCAAGCCTGATTTTTATCCCACTCACCATTTTAATTGCTGTTTGTGTGCCGGGT
AATCAGGTGCTGCCGTTTGGCGATCTTGCCACCATCGGCTTCTTCGTGGCGATGGCGGTCGCCGT
GCATCGTGGAAATCTGTTCCGCACCTTAATCTCGGGTGTCATCATTATGAGCATCACCCTGTGGAT
CGCGACGCAAACTATTGGTTTGCACACCCAACTGGCGGCTAATGCTGGGGCGTTAAAAGCCGGG
GGTATGGTGGCTTCAATGGATCAGGGCGGTTCTCCCATTACCTGGTTACTGATTCAGGTTTTCTCC
CCGCAAAATATTCCCGGTTTCATTATTATCGGTGCAATTTATCTGACCGGTATTTTCATGACCTGGC
GTAGAGCGCGTGGCTTTATTAAACAAGAGAAAGTCGTTCTCGCAGAAtaa

>gatCS184L_gene
TTATTCTGCGAGAACGACTTTCTCTTGTTTAATAAAGCCACGCGCTCTACGCCAGGTCATGAAAATA
CCGGTCAGATAAATTGCACCGATAATAATGAAACCGGGAATATTTTGCGGGGAGAAAACCTGAATC
AGTAACCAGGTAATGGGAGAACCGCCCTGATCCATTGAAGCCACCATACCCCCGGCTTTTAACGC
CCCAGCATTAGCCGCCAGTTGGGTGTGCAAACCAATAGTTTGCGTCGCGATCCACAGGGTGATGC
TCATAATGATGACACCCGAGATTAAGGTGCGGAACAGATTTCCACGATGCACGGCGACCGCCATC
GCCACGAAGAAGCCGATGGTGGCAAGATCGCCAAACGGCAGCACCTGATTACCCGGCACACAAA
CAGCAATTAAAATGGTGAGTGGGATAAAAATCAGGCTTGCCGATACCACCGCCGTATGTCCCAGC
AGCAACGCCGGATCAAGGCCAATCAGGAACTCCTGACCGCCGAACTTCGCCTGTAAACGACTACG
AGCCTGCTTAGCGATGGGCGTTAAACCATCCATGATGGGTTTAATCACCCGTGGCATTAGCAGCA
TCACTGCCGCCGTTTTTACCGCCAGCTGCAATACACCTTTGACATCGTAACCCGCGAGGATGCCG
ATAATCAGCCCCATCACAAAACCCACGGTGACAGGCTCGCCAAATGGACCAAATTTGCGCTGAAT
ATCGTCGGCGCTAAATTTAATTCGGTTAACGCCTGGGATTTTCTCGATGATAGCATCGACCAGCAC
CGCAATCGGCCCCATATACGCCgACGTACCGTGCGGAATAGCAATACCTTCCAGCTCAAAGAAATT
TCGGGTATCGCGGGCAAACCAGTCGCCGAGCTTATAAACAAACGCCGCGTGAATTACCACACCTG
CCATCCCTATCATCCATGAACCGGTTGCCAGATGCAGCAACGCGCCGGTGAAGGTCATATGCCAG
ATATTCCAGATATCAACATTTACCACCCGCGTCATACGGGTCAGTAACATCGCCACGTTAACCAGA
ATCGCAATCGGAATCGCCACCAGCGCAATTTGCGACGCCCAGGTCATTGGTGAAGAGCCCGGCC
AGCCAACATCGACCACATGCAGATTCAGGTCGAAATTTTCCGCCATCGCTTTCGCCGCCGGGCCA
ATGGAATCCAGCATTAAGCCAATCACAAGGCCAATGCCAACAAAGCCAATCCCGATATGCAGACC
CGCTTTAAAGCAATCGCCTGCCTTCATGCCTAATATTTTAGAAAAAATAATGATGACAATCGGCAGC
ATCACCGTAGGGCCGAGGTCGAGAATATAACGCATGACTTCTGAAACCAT

iv



Apéndice J. Reporte de PEDEL-AA para la libreria obtenida con epPCR de baja tasa de
mutacion

Input sequence length = 1333 nt =451 amime acids.
There are 393 Tz, 300 C's, 263 A’z and 388 G's m the mput zequence.

Summary of library characteristics:

Property Estimate
Total library size 1.436e+03
Number of variants with ne mdels or stop codons 1.093e+03
hiean number of anmime acid substitutions per variant 3.033

Unnmitated (wild-tvpe) sequences (% of library; Poizzon est.) 3.679%
Number of distmet full-length protems m the hbrary (Poisson est.) | 5.935e+04

Indels:

Library size: 1. 436e+03

Fraction of the library with one or moere msertions: 000099935
Fraction of the library with one or mere deletions: 000099835
Number of sequence variants with no mdels: 1.433e+05

For sequences with no indels:

Mean mumber of stop codens per vanant: 0.2632

Mean mumber of inchanged codens per vanant: 446.9

Mean mumber of svnenymens snne scid substihitions per vanant: 0.7862

Mean mmmber of nensynenvmens (non-stop codon) amme acid substitutions per vanant: 3.033
Fraction of mdel-free vanants with ne mireduced stop codons: 0.7666

MNumber of variants with ne mdels and no mtreduced stop codens: 1.09%9+03

Approximate statistics for sequences with no indels and no introduced stop codons:

Effectve hibrary size, L = 1.08%e+03

Mean number of non-synonyvmons amme acid substitubions accessible by a smele nuclectide substiubion, A =373
Expected number of distmet variants m the hbrary that differ from the parent by 2 smgle amme acid (Poisson) = 1912
Expected total number of distimet amme acid substitutions present m at least one sequence m the hibrary = 2086
Estimated total mmumber of distmet amine acid variants m the library (Peisson), C = 8.935e+04.

PCE. distribution statistics not requested.

Links to further information about this library:
Nonuahzed and scaled nuclectide matrix.

Table of sub-hibrary compesitions.

Graphical overview of tnmeated variant statistics.
Input parameters.

Input sequence.

Motes on the PEDEL-AA algorithms.



Reporte de PEDEL-AA para la libreria obtenida con epPCR de alta tasa de mutacion

Input zequence length = 1353 nt =431 amme acids.
There are 393 Tz, 309 C's, 263 A's and 333 G's m the mput sequence.

Summary of library characteristics:

Property Estimate
Total library size 1.32e+05
Number of variants with ne mdels or stop codons 3.870e+04
Mean number of amme acid substitutions per variant 6.012

Unnntated (wild-type) zequences (% of hibrary; Poiszon est.) 0.163%
Number of distmet full-length protems m the library (Poisson est.)|8.828e+04

Indels:

Library size: 1.32e+03

Fraction of the hibrary with cne or mere msertions: 00009033
Fraction of the hbrary with cne or mere deletiens: 0.00099935
Number of sequence variants with no mdels: 1.317e+03

For sequences with no indels:

Mean number of stop codens per vartant: 0.3929

Mean number of unchanged codons per vanant: 441.9

Mean number of synenymens anine acid substitutions per variant: 2.733

Mean number of nensynenymous (nen-stop cedon) amine zcid substitutions per variant: §.012
Fraction of mdel-free variants with ne ntreduced stop codens: 0.674

Number of variants with ne indels and ne miroduced stop codons: 8.87%e+04

Approximate statistics for sequences with no indels and no introduced stop codons:

Effectrve hibrary size, L = 3.870=+04

Mean number of nen-synenvmens anine zcid substitutions accessible by a smele nuclectide substitution, A = 5.73
Expected number of distmet variants m the hibrary that differ from the parent by a smgle amme acid (Peizsen) = 378.1
Expected total number of distimet amme acid substimtions present m at least ene sequence m the hbrary = 3427
Estimated total mmmber of distmet amme acid vanants m the hibrary (Peoissen). C = 8.828e+04.

PCF. distribution statiztics net requested.

Links to further information about this library:
Nemmalized and scaled nuclectide matrie.

Table of sub-library compositions.

Graphical overview of tnincated variant statistics.
Input parameters.

Input zequence.

Notes on the PEDEL-AA algerithms.

Vi



Reporte de PEDEL-AA paralalibreria obtenida con epPCR de bajatasa de mutacion para
el gen gatCS184L

Timpust sequence length = 1353 nt =451 amino acids.
There are 393 T's, 300 C's, 263 A's and 388 G's in the input sequence.

Summary of library characteristics:

Property Estimate
Total library size Qe+04
MNumber of variants with no indels or stop codons TA1Te+04
Mlean mumber of amino acid substitutions per variant 3.64

Ummutated (wild-tvpe) sequences (% of library; Potsson est.) 2.163%
Number of distinct full-length proteins in the library (Potsson est.)|6.748e+04

Indels:

Library size: Qe-+04

Fraction of the library with one or more insertions: 0.0009993
Fraction of the library with one or more deletions: 0.0000003
Number of sequence variants with no indels: 8.982e+04

For sequences with no indels:

Mean munber of stop codons per variant: 0.1913

Mean munber of nnchanged codons per variant: 443 8

Mean mumber of synonymons amino acid substitutions per variant: 1 348

Mean mumber of nonsynomymeons (nen-stop codon) amino aced substitutions per vanant: 3.64
Fraction of indel-free variants with no introduced stop codons: 0.8237

Number of variants with no indels and no introduced stop codons: 7.417e+04

Approximate statistics for sequences with no indels and no introduced stop codons:

Effective library size, L = 7.417e+04

Mean nmumber of non-synonymons amino acid substitutions accessible by a single miclectide substitotion, A =373
Expected munber of distinet variants in the library that differ from the parent by a single amino acid (Potsson) = 2338
Expected total munber of distinet amino acid substitutions present in at least one sequence in the library = 3193
Estimated total munber of distinet amino acid variants in the library (Poizson), € = 6.748:-+H04.

PCE. distribution statistics not requested.

Links to further information about this library:
Normalized and scaled muclectide matrix

Table of sub-library compositions.

Graphical overview of tnmeated variant statistics.
Timpurt parameters.

Tipust zequence.
Notes on the PEDEL-AA algorithms.
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Reporte de PEDEL-AA para lalibreria obtenida con epPCR de alta tasa de mutacion para
el gen gatCS184L

Input sequence length = 1333 nt = 431 amino acids.
There are 393 T's, 300 C'z, 263 A's and 388 G's in the input sequence.

Summary of library characteristics:

Property Estimate
Total library size Jde+04
Number of variants with no indels or stop codons 3.447e+04
Mean munber of amino acid substitutions per variant 7.193

Unmutated (wild-type) sequences (%o of library; Poisson est.) 0.04803%
MNumber of distinet foll-lensth proteins in the library (Potsson est.) | 3.447e+04

Indels:

Library size: 3.de+04

Fraction of the library with one or more insertions: 0.0000003
Fraction of the library with one or more deletions: 0.0009993
Mumber of sequence variants with no indels: 3.330e+04

For sequences with no indels:

MMean nmber of stop codons per variant: 04433

MMean munber of unchanged codons per variant: 4404

MMean munber of synotyvmens amino acid substitutions per variant: 2.977

Mean munber of nonsynomyimons (non-stop codon) amino acid substitutions per varant: 7.193
Fraction of indel-free variants with no introduced stop codons: 0.6393

Number of variants with no indels and no introduced stop codons: 3.447e+04

Approximate statistics for sequences with no indels and no introduced stop codons:

Effective library size, L = 3.447e+04

Mean number of non-synomymons amine acid substitutions accessible by a single nueleotide substitution A =373
Expected munber of distinet variants in the library that differ from the parent by a single amino acad (Potsson) = 177.7
Expected total munber of distinet amino acid substitutions present in at least one sequence in the library = 3168
Estimated total munber of distinet amino acid variants in the library (Poisson), ©=3.44Te+M.

PCE distribution statistics not requested.

Links to further information about this library:
Nommalized and scaled pucleotide matrix

Table of sub-library compositions.

Graphical cverview of tncated variant statistics.
Tt parameters.

Input sequence.
Motes on the PEDEL-AA algorithms.
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Apéndice K. Analisis estadistico

Todos los experimentos realizados en este trabajo fueron hechos por triplicado, en todas las
cinéticas de crecimiento para determinar los parametros cinéticos de crecimiento de todas las
cepas se realizaron a las mismas condiciones minimo tres experimentos independientes tanto
en minifermentadores como en microplacas como se describe en métodos. Las medidas
tomadas durante cada prueba se usaron para determinar los pardmetros cinéticos de
crecimiento como se expone en el apéndice G, sin embargo, los valores de los parametros
cinéticos de crecimiento que se reportan en las tablas son producto del promedio de los
pardmetros cinéticos obtenidos de los triplicados y el error que aparece reportado en las tablas
es la desviacion estandar de estos mismos triplicados. En las gréficas cada punto de la cinética
a un tiempo dado es el promedio de las tres medidas de tres muestras independientes
realizadas a las mismas condiciones y la barra de error es la desviacion estandar de estas tres

medidas.

Para determinar si habia o no significancia entre la cepa del fondo genético vacio, con el vector
y la cepa con los plasmidos con las variantes GatC y GatCS184L, se realiz6 una prueba ANOVA
o de analisis de varianza, esta se basé en el planteamiento de dos hipétesis, la hipétesis nula

(Ho) y la hipétesis alternativa (Ha) que en este caso fue asi:

Ho o = p1 = H2; que son iguales las velocidades de crecimiento de las cepas evaluadas.

Ha po # g1 # p2; que hay diferencia en las velocidades de crecimiento de las cepas evaluadas.

Con esta prueba estadistica se determing si las diferencias en la velocidad de crecimiento entre
las cepas evaluadas a una misma condicion son debido a cambios por tratamiento, error
experimental o una desviacion atipica, teniendo en cuenta el nivel de significancia, esta es
evaluada en funcién del valor a=0.05, el cual es calculado asumiendo que la hipotesis nula es

verdadera, por tanto:



Si P>0.05 se acepta la hipotesis nula
Si P<0.05 se acepta la hipétesis alternativa

Para los datos reportados en este trabajo

ASG ASG/pCL1920 ASG/pCLGatC ASG/pCLGatCS184L
0.060 0.060 0.050 0.100
0.120 0.120 0.100 0.350
0.235 0.240 0.223 0.337
0.250 0.260 0.220 0.410

Segun el test de Friedman calculado con el paquete estadistico GraphPad PRISM 6.01 para
estas cuatro cepas como 4 bloques experimentales independientes el valor P = 0.0003, lo que
implica en este caso es que a las condiciones evaluadas las cepas control (Fondo genético A%G
vacio y el fondo control con el vector A°G/pCL1920) y las cepas del fondo genético con los

plasmidos con el gen del transportador nativo ASG/pCLGatC y el transportador mutado

ABG/pCLGatCS184L son significativamente diferentes.

Para evaluar especificamente la diferencia entre los controles y la cepa con el gen nativo del
transportador GatC en la cepa se hizo esta misma prueba

Ho = ASG = ASG/pCL1920 = ASG/pCLGatC

Ha = ASG # ASG/pCL1920 # AG/pCLGatC

P =0.0185

Se hizo los mismo con los controles y la cepa con el gen del transportador mutante GatCS184L
Ho = A®G = ASG/pCL1920 = ASG/pCLGatCS184L

Ha = ASG # ASG/pCL1920 # A°G/pCLGatCS184L

P =0.0046

Esto sugiere que hay una diferencia significativa mayor entre el comportamiento de la cepa con

el plasmido GatCS184L que con el gen nativo GatC.
X
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