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Numero de desviaciones estandar que tiene un valor con respecto a la
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Resumen

En el presente trabajo se realizé la evaluacion de las cepas E. coli MS04 y MS04 AptsG, ambas
productoras de etanol, bajo condiciones no aireadas y utilizando un medio de cultivo mineral
suplementado con una sola fuente de carbono, a temperaturas entre 37 y 45 °C. Las
evaluaciones mostraron que el incremento de tan solo 2 °C para asi llegar a 39 °C, permite a la
cepa E. coli MS04 alcanzar una mayor produccion de etanol, sin tener un cambio aparente en la
velocidad especifica de crecimiento (u) con respecto a 37 °C. Ademas, el fenotipo AptsG tiende
a mantener una concentracion de biomasa similar en el intervalo de temperaturas de 37 a 41 °C,
a la vez que elimina una fase prolongada de adaptacion a 43 °C que se presenta en la cepa
MS04 cuyo sistema PTS de glucosa se encuentra integro. Uno de los efectos mas drasticos
observados a temperaturas elevadas (43 °C), fue el decremento significativo en ambas cepas de
los rendimientos producto-sustrato, aunado al decaimiento de las productividades volumétricas.
Adicionalmente, se realizé un analisis de la expresidn génica mediante la técnica de
microarreglos (37 vs 43 °C, para las dos cepas), en donde se observd que los genes
diferencialmente expresados en ambas cepas exhiben una alta heterogeneidad funcional.
También se observaron genes, cuya expresion diferencial solo ocurre en una cepa en particular,
y otros, que tienen un similar patron de expresion en ambas cepas. A partir de las funciones en
las que estan involucrados los genes expresados diferencialmente, estos indican: posibles
afectaciones en las vias de biosintesis de los cofactores, tales como biotina y NAD, y también de
los aminoacidos metionina, valina, alanina e isoleucina; alteraciones en la integridad de la pared
celular; inducciéon de reguladores transcripcionales por estrés que limitan tanto sintesis de
proteinas, como el metabolismo de fosfato y reguladores especificos para estrés oxidativo; y
expresion diferencial de genes involucrados en el transporte de diversos compuestos, algunos

como una posible estrategia para la obtencion de fuentes alternativas de carbono.



Introduccién

Bioetanol como combustible

El petréleo es un recurso natural no renovable y una de las principales fuentes de energia
utilizada por los humanos, representando mas de un tercio de las reservas de energia primaria y
mas del 95% de la energia empleada para el transporte a nivel mundial (Miller et al, 2014). Para
el caso de México, existe una gran dependencia por este recurso, en donde los ingresos por la
renta petrolera representaron el 8% del producto interno bruto en el ano 2016 (OECD, 2017). La
dependencia de México por el petroleo, representa diversos problemas debido a la inestabilidad
de precios en el mercado mundial, la alta relaciéon que tiene su comercio con la economia del
pais, y los efectos nocivos para el ambiente por derrames y por la quema de los combustibles
derivados del petréleo. De este ultimo, resalta la liberacidén de gases de efecto invernadero como
el CO, y el CO, que contribuyen al aumento de la temperatura en el planeta (Watson et al, 1990).
Una manera de reducir dicha dependencia es la transicion a fuentes alternativas de energia, tales
como los biocombustibles, en particular el etanol obtenido a partir de procesos biotecnoldgicos y

empleando recursos renovables.

El etanol es uno de los biocombustibles que se produce en mayor cantidad a nivel mundial. Para
el afo 2017, se registré una produccion neta de 102.39 mil millones de litros de etanol, los cuales
fueron producidos mayoritariamente en EUA (59.81 mil millones) y Brasil (26.72 mil millones)
(RFA, Industry Statistics). En la Tabla 1, se muestran algunas propiedades fisicoquimicas del
etanol comparado con la gasolina (Yuksel y Yuksel, 2004), donde se puede observar que, a
diferencia de la gasolina, el etanol tiene un mayor numero de octanaje y una mayor temperatura
de inflamabilidad; al contener oxigeno en su molécula, su combustion es mas eficiente y el gas
que este genera, alcanza una mayor temperatura y presion (Balat et al, 2008). Ademas, el etanol
anhidro puede mezclarse con la gasolina (generalmente en mezclas de 10%, E10), funcionando
como aditivo para incrementar el octanaje y oxigenacién de esta, sin presentar dafios al motor
(Li et al, 2005). Con respecto a la gasolina, el etanol tiene un poder calorifico ~33 % menor,

debido a su contenido de oxigeno (Zaldivar et al, 2001).



Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del etanol en comparacion con la gasolina.

Propiedad Etanol Gasolina
Formula quimica C2HsOH C4-C12
Peso molecular (g mol') 46 ~114
Gravedad especifica 0.79 (298 K) 0.739 (298 K)
Densidad del vapor relativo al aire 1.59 3.0-4.0
Densidad liquida (g cm™ a 298 K) 0.789 0.74
Punto de ebullicion (K) 351 300 -518
Punto de fusién (K) 129 -
Calor de evaporacion (kJ kg™') 953.66 314.01
Poder calorifico (MJ kg™)

Inferior 172.123 197.70
Superior 258.185 283.77
Disefio presion del tanque (psig) 15 15
Viscosidad (cp) 1.20 0.56
Punto de inflamacion (K) 287 228
Limites de explosién/inflamabilidad

(%) Inferior (LFL) 3.3 1.3
(%) Superior (UFL) 19 7.6
Temperatura de autoignicion (K) 636 523 - 733
Solubilidad en H20 (%) Soluble (100%' Insoluble (~ 0.01%)
Azeotropo con H20 96% EtOH -
Octanaje

RON (Research Octane Number) 108.6 88-100
MON (Motor Octane Number) 89.7 80-90

Tabla modificada a la reportada por Yuksel y Yiksel, 2004

Residuos lignocelulésicos

La mayor produccion de etanol a nivel mundial proviene del almidén de maiz y de la cafa de
azucar (Caspeta et al, 2013). No obstante, la produccion de etanol en México a gran escala a partir
de la cafia de azucar y del maiz no es posible, debido a que el pais no es autosuficiente en estos
dos recursos. En el caso del maiz, este se usa en su mayoria para consumo alimenticio
(SAGARPA, 2015). A pesar de que en el caso de la cafna de azucar se cuenta con excedentes,
estos no son suficientes para generar altos volimenes de etanol para usarse como un recurso
energético; también, el precio de produccion de etanol a partir de la sacarosa es elevado (Martinez
et al, 2002; Martinez et al, 2006). Por esta razén, se ha propuesto como materia prima el uso del
material lignoceluldsico proveniente de residuos agroindustriales, forestales, de la industria del
papel, entre otros, por ser de bajo costo y abundantes (Lynd et al, 2002). Mediante diferentes
tratamientos termoquimicos se pueden hidrolizar fracciones de la lignocelulosa para la obtencion
de azucares fermentables que pueden ser empleados en la produccion de etanol, asi como de

otros compuestos de interés industrial (Ingram et al, 1999; Martinez et al, 2006).

La lignocelulosa esta constituida principalmente por tres fracciones: la celulosa (20-50%), un

homopolimero de D-glucosa unido por enlaces glucosidicos B-1,4 formando moléculas de



celobiosa que se estructuran en largas cadenas lineales (Zaldivar et al, 2001); la hemicelulosa (25-
35%), un heteropolimero complejo que presenta enlaces glicosidicos 3-1,4 y B-1,3, contiene
diferentes azucares como son: D-xilosa, D-manosa, D-galactosa, D-glucosa, L-arabinosa, y acidos
como el 4-O-metil-glucordnico, D-galacturénico y acido D-glucorénico (Pérez et al, 2002); la tercera
fraccidn es la lignina, es un complejo heteropolimero compuesto por tres principales monémeros
de alcoholes hidroxicindmicos que difieren en su grado de metoxilacién que son: los alcoholes p-

cumarilico, coniferilico y sinapilico (Boerjan et al, 2003).

Para el uso eficiente de la lignocelulosa, se requiere que sea sometida a diferentes tratamientos,
incluyendo pretratamientos fisicos, quimicos, fisicoquimicos y enzimaticos (Figura 1). El objetivo
de estos tratamientos es obtener azucares fermentables, que en su mayor parte son: pentosas (D-
xilosa) y hexosas (D-glucosa), provenientes de su fraccidbn hemiceluldsica y celuldsica,
respectivamente. Sin embargo, la mayoria de los pretratamientos también generan productos
derivados de la lignina (fenoles, polifenoles, etc.), y de la deshidratacion de los azucares (furfural
e hidroximetil furfural) (Chen y Dou, 2015). Hahn-Hagerdal et al, (2006), han propuesto algunas
condiciones prioritarias para el uso de los residuos lignoceluldsicos en la produccion de etanol,

estas son:

1) Eficiente despolimerizacion de la celulosa y hemicelulosa en azucares solubles.

2) Eficiente fermentacién de la mezcla de azucares de los hidrolizados, que contienen
azucares de seis carbonos (hexosas) y cinco carbonos (pentosas).

3) Procesos avanzados de integracion para minimizar la demanda de energia del proceso,
entre estos, la integracién del proceso de sacarificacion y fermentacién simultanea,
incluyendo sacarificar la celulosa y fermentar los azucares a temperaturas entre 45 °C y
55 °C.

4) Un uso costo-eficiente de la lignina.
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Figura 1. Esquema general del procesamiento de la lignocelulosa en la produccion de etanol (Ingram et
al, 1999).

Sacarificacion y fermentacién simultanea

A la fecha, existen diversos pretratamientos empleados para la hidrélisis de residuos
lignoceluldsicos, la mayoria de ellos tienen dos principales objetivos: romper e hidrolizar la
fraccidon hemiceluldsica y reducir la cristalinidad de la celulosa, asi como, su asociacion con la
lignina (Wyman, 1994; Brethauer y Studer, 2015). Generalmente, la mayoria de los
pretratamientos logran hidrolizar casi por completo la hemicelulosa, pero la celulosa ha mostrado
ser resistente a estos, por esta razdn, se requiere un paso ulterior que consiste en una hidrdlisis
enzimatica. En este ultimo, se emplean principalmente celulasas fungicas (p. ej. de Trichoderma
reesei y Aspergillus niger), las cuales comprenden tres tipos diferentes: endoglucanasas, que
cortan enlaces glucosidicos B-1,4; exoglucanasas, que actuan sobre los extremos reductores y
no reductores de la cadena de celulosa liberando pequefios fragmentos de celo-oligosacaridos;

y B-glucosidasas que hidrolizan celo-oligosacaridos solubles a glucosa (Gray et al, 2006).

La mayoria de las celulasas presentan inhibicién por producto, por lo cual, al incrementarse la
concentracion de glucosa, se ve afectada de manera significativa la tasa de hidrdlisis de la
celulosa (Ohgren et al, 2007), de tal manera que la actividad de B-glucosidasas se ve reducida
entre un 20 y 60%, por concentraciones de glucosa entre 5y 20 g L, respectivamente (Oh et al,
2000). Por este motivo, se ha desarrollado el proceso denominado sacarificacion y fermentacion
simultanea (SSF), el cual acopla la hidrélisis enzimatica de la celulosa y la fermentacion con
microorganismos que consumen la glucosa liberada, lo cual reduce sustancialmente la inhibicion

por producto (Lin y Tanaka, 2006). Una de las desventajas que presenta la SSF, es la diferencia



de temperaturas 6ptimas entre la hidrdlisis enzimatica de celulosa y el crecimiento microbiano en
el proceso de fermentacion. Por un lado, la mayoria de los microorganismos empleados en la
produccion de etanol, silvestres o modificados por ingenieria genética, requieren temperaturas
de trabajo entre 28 °C y 37 °C (Kadar et al, 2004; Olofsson et al, 2008). Mientras que la mayoria
de las celulasas empleadas durante la hidrélisis enzimatica, generalmente tienen su actividad
6ptima a temperaturas mayores de 45 °C, esto al menos, para el caso de celulasas comerciales
(Hahn-Hagerdal et al, 2006; Lin y Tanaka, 2006). Oh et al, (2000) evaluaron el efecto de la
temperatura en celulasas comerciales (T. reesei, Celluclast 1.5 L, producidas por Novozymes),
mostrando que la tasa inicial de hidrolisis es considerablemente afectada pasando de una
velocidad volumétrica de hidrolisis de 0.167 g L-"h-" a 50 °C, a un valor de 0.064 g L-"h-'a 30 °C,

equivalente a una reduccién en la velocidad volumétrica de hidrdlisis de mas del 50 %.

El trabajar con temperaturas elevadas tiene un efecto adverso para los microorganismos, motivo
por el cual la SSF generalmente se realiza a temperaturas donde los microorganismos no se
vean afectados (28 a 37 °C), ocasionando que se utilice una mayor cantidad de enzimas, se
requiera un mayor tiempo de sacarificacion y por consiguiente el de fermentacion de los azucares
(Abdel-Banat et al, 2010). Una de las maneras de optimizar la SSF, es el uso de microorganismos
termotolerantes que pueden crecer y fermentar en temperaturas donde las celulasas tienen su
actividad optima. Esto reduce la cantidad de enzimas utilizadas, incrementa la tasa de hidrolisis
de la celulosa y, en consecuencia, incrementara la liberacién de glucosa y la produccion de etanol
(Kadar et al, 2003; Paulova et al, 2015).



. Antecedentes

Escherichia coli como bacteria productora de etanol

E. coli es una bacteria en forma de bacilo, Gram-negativa que forma parte principalmente del
microbioma del intestino de varios mamiferos. Este microorganismo se utiliza ampliamente como
modelo de estudio y a la fecha existe gran cantidad de informacion sobre su fisiologia, genética,
metabolismo, etc. (Blount, 2015). E. coli presenta una serie de ventajas para la produccion de
etanol a partir de residuos lignocelulésicos ya que, a diferencia de otros microorganismos, no
necesita de nutrientes complejos para su crecimiento, es resistente a muchos compuestos
téxicos generados en la hidrdlisis de la lignocelulosa y puede consumir un amplio rango de
azucares como son: glucosa, xilosa, galactosa, manosa, fructosa, arabinosa, entre otros
(Orencio-Trejo et al, 2010).

Los primeros trabajos reportados de produccion de etanol con E. coli fueron en la Universidad de
Florida, EUA, en el grupo de Ingram y colaboradores en el afio 1987, utilizando la via heteréloga
de produccién de etanol de la bacteria Zymomonas mobilis, que consiste en los genes que
codifican para las enzimas piruvato descarboxilasa (pdc) y alcohol deshidrogenasa (adhB).
Ambos genes fueron clonados en tdndem, en lo que se conoce como el operon “pet” (pdczm-
adhBzn). La expresion de los genes del operon pet permitié dirigir el flujo de carbono a etanol,
mediante la descarboxilacién del piruvato en acetaldehido y la subsecuente conversion de este
en etanol, con la oxidacion de una molécula de NADH. La produccién de etanol utilizando el
operon pet en sistemas de expresién por plasmido, ha mostrado tener desventajas, como es una
baja estabilidad genética y tener que suplementar antibiéticos e inductores al medio de cultivo
para producir un compuesto de bajo costo (Hespell et al, 1996). Ademas, la expresion génica en
plasmidos multicopia ejerce una carga metabdlica en E. coli que ha mostrado afectar los
rendimientos de produccion de etanol y el crecimiento (Martinez et al, 1999; Rozkov et al, 2004).
Ohta et al, (1991) reportaron la generacion de la cepa E. coli KO11, en la cual se integro el operén
pet en el sitio y bajo el control del promotor del gen que codifica para la enzima piruvato formato
liasa (pflB), que muestra una fuerte expresion en condiciones anaerobias y que posee 7
secuencias promotoras en tandem (Sawer y Bock, 1988). La cepa KO11 presentd rendimientos
mayores al 100% con respecto al teérico maximo y una productividad volumétrica de 0.9 g L-" h-
' cuando fue cultivada en medio complejo Luria-Bertani (LB) suplementado con glucosa. Por otro
lado, Dien et al, (1999) reportaron la construccidon de la cepa E. coli FBR3 para la produccion de

etanol, la cual se deriva de E. coli K-12, donde se interrumpieron los genes que codifican para la
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enzima lactato deshidrogenasa (/dhA) y piruvato formato liasa (pfiB), dando como resultado una
cepa no fermentativa. Para restaurar el fenotipo fermentativo, se expresoé el operén pet (pdczm-
adhBzn) contenido en el plasmido pLOI297. Esta cepa transformada con dicho plasmido presento
rendimientos de conversion de sustrato a etanol del 91% con respecto al te6érico maximo, cuando
fue cultivada en medio complejo LB suplementado con glucosa, xilosa y arabinosa (Dien et al,
1999).

Por ultimo, Yomano et al, (2008) usaron una cepa derivada de E. coli KO11, donde se eliminaron
todas las vias fermentativas para regenerar el NAD* y por medio de mutagénesis aleatoria
utilizando transposones, integraron la via completa de produccion de etanol de Z. mobilis (pdc,
adhA y adhB), obteniendo de esta manera la cepa denominada LY160. Esta cepa creciendo en
medio mineral (NBS) suplementado con glucosa, mostré rendimientos de conversion de sustrato-
producto similares a los obtenidos con la cepa KO11 en medio complejo LB suplementado con
xilosa. Como resultado de la estrategia de mutagénesis aleatoria por transposones, la via
completa de produccién de etanol de Z. mobilis se integré bajo el promotor del gen rrlE (RNA

ribosomal 23S), el cual se expresa a un alto nivel y de forma constitutiva.

Cepa etanologénica Escherichia coli MS04

La cepa E. coli MS04 fue generada en el 2012 en el Laboratorio de Ingenieria de Vias
Metabolicas del Instituto de Biotecnologia de la UNAM por Fernandez-Sandoval y colaboradores
(Fernandez-Sandoval, 2012). Esta cepa se genero a partir de la cepa E. coli JU15 (homolactica),
que es derivada de la E. coli K-12 MG1655 a la cual se le interrumpieron genes relacionados con
las vias fermentativas de succinato (frdA), formiato (pfiB) y la via nativa de produccién de etanol
(adhE). También, el operon xylFGH del transporte ABC dependiente de ATP de xilosa fue
interrumpido, y por ultimo fue sometida a un proceso de evolucion adaptativa en cultivos no
aireados en medio mineral suplementado con xilosa (40 'y 120 g L") y acetato 2 (g L") (Utrilla et
al, 2012). El genoma de la cepa JU15 fue secuenciado y con respecto a la cepa parental tiene:
una mutacioén en el gen de la proteina transportadora de galactitol gatC S184L, una insercion en
el gen arpA de una timina en la base 1,253 resultando en un codén de paro en la base 1,282 y
la eliminacion de un fragmento de 27.3 kb del cromosoma que comprende 23 genes (narP, napF,
napD, napA, napG, napH, napB, napC, etc.) (Utrilla et al, 2012). Posteriormente, en la cepa JU15,
se elimind el gen /dhA (lactato deshidrogenasa), dando como resultado una cepa no fermentativa
denominada E. coli MS01, la cual fue incapaz de crecer en condiciones estrictamente anaerobias.

A esta ultima, se le integré en cromosoma el operén “pet”’ (pdczm y adhBzm), en el sitio y bajo el



control del promotor de la enzima piruvato formato liasa (pfIB), dando como resultado la cepa E.
coli MS04 (etanologénica), la cual presenta una mayor tolerancia a concentraciones altas de
acetato (entre 2-10 g L-"). Cabe citar que el acetato a concentraciones entre 1-4 g L', es inhibidor
del crecimiento de varias cepas de E. coli, reportandose que afecta la via de biosintesis de
metiona (Nakano et al, 1997; Roe et al, 2002).

Figura 2. Metabolismo fermentativo de la cepa E. coli MS04. Las marcas con X (Rojo) muestran los genes
interrumpidos. En azul, se encuentra la via heteréloga de produccion de etanol de la bacteria Z. mobilis
(pdc-adhB), integrados en cromosoma en el sitio y bajo el control del promotor del gen pfiB de fuerte
expresion en condiciones anaerobias.

La cepa E. coli MS04 fue evaluada en cultivos lote en medio mineral AM1 (sales y elementos
traza, con acido citrico 100 mg L', betaina 1mM, acetato 2 g L' y glucosa 50 g L"), en donde
presenté una velocidad especifica de crecimiento (u) de 0.3 h-', rendimientos de conversion de

glucosa a etanol de 93% (con respecto al te6rico maximo) y una productividad volumétrica (QvoL)
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de 0.67 geron L' h'. Mediante el empleo de cultivos continuos en dos etapas, utilizando una baja
transferencia de oxigeno (K.a = 7.2 h', 0.1 vvm; 400 rpm), y usando una tasa de dilucién (D) de
0.15 h*' para ambas etapas, se alcanzé en forma global, una QvoL de 1.5 geton L' h™'; la misma
QuoL se obtuvo en la primera etapa operada a una D de 0.1 h' y en las segundas etapas a D de
0.2h'y 0.3 h', obteniéndose rendimientos producto-sustrato entre 75 — 85 % del tedrico maximo
(Fernandez Sandoval 2012).

Sistema PTS de transporte de glucosay represién catabdlica de carbono

E. colitiene la capacidad de asimilar una amplia variedad de azucares, el transporte activo
necesario para internalizar estos azucares requiere la participacion de diferentes proteinas como
son las porinas OmpC, OmpF y LamB, que constituyen la principal entrada de azucares por
difusion pasiva y facilitada al periplasma de la célula (Gosset, 2005). La internalizacién de
moléculas de azucares al espacio citoplasmico es mediada por distintos transportadores, entre
ellos se encuentra el sistema fosfotransferasa de azucares del fosfoenolpiruvato (PTS, por sus
siglas en ingles). Los sistemas PTS son responsables del transporte de diferentes tipos de
azucares, de regular el flujo de carbono en el metabolismo central de carbono y de tener un papel
importante en el sistema de sefializacion que regula el metabolismo de distintos azucares
(Escalante et al, 2012). Los sistemas PTS estan estructuralmente compuestos por cuatro
componentes citoplasmaticos que son las proteinas El, HPr, EIIA®, EIIB®'°y un dominio de union
a membrana EIIC®, todos funcionan en lo que se conoce como un sistema de dos componentes
(Figura 3). Cuando hay glucosa en el medio, la proteina El transfiere un grupo fosforilo del
fosfoenolpiruvato hacia la proteina acarreadora de histidina HPr, ésta a su vez lo transfiere hacia
las enzimas Ell (EIICBAC®) que se encargan de la translocacion y fosforilacion de la glucosa
(Escalante et al, 2012; Deutscher et al, 2014). Las enzimas El y HPr son componentes generales
de los sistemas PTS y se comparten entre otros sistemas PTS, independientemente del azucar
o sustrato que transporten (Erni, 2013). Mientras que las enzimas Ell, son el grupo mas diverso
de proteinas PTS, ya que se conocen alrededor de 21 complejos Ell que participan en el
transporte de 20 azucares distintos. EIIA y ElIB, son las proteinas encargadas de transferir el
grupo fosforilo proveniente de la enzima HPr, y pueden tener una actividad regulatoria; mientras
que EIIC es un dominio unido a membrana que sirve de translocador del aziucar (Lengeler y
Jahreis, 2009; Meadow et al, 1990).
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Figura 3. Esquema del transporte mediante el sistema PTS de glucosa y la regulacién que ejerce sobre el
transporte y metabolismo de otras fuentes de carbono, mediante la represién catabdlica de carbono y
exclusién del inductor. Modificado al reportado por Escalante et al, 2012.

Cuando hay diferentes tipos de fuentes de carbono ademas de la glucosa en el medio, el sistema
PTS de glucosa (principalmente EIIA®) regula el transporte y metabolismo de las demas fuentes
de carbono, donde se favorece en E. coli el metabolismo de glucosa sobre otras fuentes de
carbono. Este fendmeno se denomina represion catabdlica de carbono (CCR, por sus siglas en
inglés), y existen dos mecanismos de accion. Uno es la exclusion del inductor, que es el principal
mecanismo de CCR en enterobacterias, donde el consumo acelerado de glucosa incrementa la
cantidad de EIIAC* desfosforilada ocasionando que ésta se una a permeasas de azlcares no
PTS (lactosa, maltosa, melibiosa y rafinosa), inhibiendo su actividad (Gorke y Stilke, 2008). El
otro mecanismo de CCR es mediante reguladores transcripcionales, donde estan involucrados
el activador transcripcional CRP (Cyclic AMP receptor protein), el metabolito sefial cAMP (AMP-
ciclico), la enzima adenilato ciclasa y el componente EIIA®c (también llamado Crr, catabolite
repression resistance) (Brickner y Titgemeyer, 2002). Durante crecimiento bajo glucosa u otro
sustrato PTS, una alta concentracion de fosfoenolpiruvato ocasiona que EIIA®*° se encuentre
mayoritariamente desfosforilada, mientras que en ausencia de sustratos PTS, el componente
ElIACG esta fosforilado. Dicha forma (EIIA®°~P), estimula la actividad de la enzima adenilato

ciclasa (CyaA), incrementando la sintesis de cCAMP que se une a CRP formando un complejo
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requerido para la induccion de varios genes, entre ellos, estan los relacionados con el
metabolismo de azucares diferentes a la glucosa (Deutscher, 2008; Deutscher et al, 2006). El
fendmeno de CCR en E. coli es desfavorable cuando se emplean medios con mezcla de azucares
(por €j. glucosa y xilosa), pues al no haber un consumo simultaneo de azucares, esto ocasiona
un crecimiento diauxico y un consumo incompleto de azucares, lo cual reduce los rendimientos
de formacién del producto y la productividad volumétrica del metabolito de interés. Motivo por el
cual, se han empleado distintos enfoques para eliminar la regulacion por CCR. Uno de ellos, ha
sido la eliminacién del gen ptsG que codifica para el componente de unién a membrana EIICClcy
para el componente de transferencia de grupo fosforilo EIIB®'°. Mutantes del gen ptsG en E. coli
presentan una reduccién en el consumo de glucosa y también un consumo simultaneo de
azucares en medios de cultivo con mezclas tales como glucosa y xilosa. Estas cepas han sido

utilizadas para produccion de etanol y acido lactico (Dien et al, 2002; Nichols et al, 2001).

Estrés por temperatura en la bacteria Escherichia coli

Cuando en el medio ocurren cambios subitos de temperatura, por ejemplo, incrementos de 37
°C a 42 °C o temperaturas por arriba de ésta, ésto ocasiona estrés en la célula debido a una
pérdida generalizada en la estabilidad de la estructura de diversas proteinas que afecta la pared
celular, el metabolismo, sintesis de proteinas, etc. (Hoffmann y Rinas, 2004; Chung et al, 2006).
Bajo estas condiciones, en E. coli se dispara lo que se conoce como la respuesta por choque
térmico (HSR, por sus siglas en inglés), la cual no sélo es especifica para incrementos de
temperatura, sino también se presenta cuando hay formacién de cuerpos de inclusion y
sustancias toxicas en el medio (Shimizu, 2014; Arséne et al., 2000). La respuesta por choque
térmico esta positivamente regulada por el factor ¢3? codificado por el gen rpoH, que presenta
cinco regiones promotoras (P1, P3, P4, P5 y P6) dependientes de los factores transcripcionales
0’9, 0%4, 038 y 0% (Janaszak et al, 2007; Janaszak et al, 2009; Shimizu, 2014). Algunos de estos
promotores, son altamente sensibles, lo que permite a la célula reaccionar rapidamente a los
cambios en el ambiente (Kallipolitis y Hansen, 1998). El factor 032 es requerido para la expresion
de alrededor de 40 proteinas, denominadas proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins,
HSPs), las cuales comprenden chaperonas y proteasas. Entre las chaperonas se encuentran los
sistemas DnaK (DnakK, DnaJ, GrpE) y GroE (GroEL y GroES), cuya funcion radica en estabilizar
las proteinas afectadas por el cambio y también asistir en el correcto plegamiento de aquellas
recién sintetizadas (Arséne et al, 2000). La funcidén de las chaperonas esta intimamente ligada

con la degradacién de aquellas proteinas que no pueden ser rescatadas mediante proteasas
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que, en su mayoria son dependientes de ATP, como: Lon, FtsH y Clp (Laskowska et al., 1996,
Arséne et al., 2000).

La respuesta por choque térmico mas conocida comprende como tal, el mecanismo
anteriormente descrito el cual es particular para citoplasma. En el caso del espacio periplasmico,
ocurre otra respuesta que también se induce por temperatura o acumulacion de proteinas
anormales en periplasma, la cual esta regulada por el factor 24, que induce la transcripcion de
distintos genes, entre ellos, el mas importante es el gen hifrA que codifica para la proteasa de
serina periplasmica (DegP) que degrada proteinas anormales y es requerida para el
mantenimiento del espacio periplasmico (Hiratsu et al, 1995). La eliminacion del gen rpoE (02%4)
ha mostrado tener efectos negativos en la viabilidad celular a temperaturas por arriba de 37 °C
(Raina et al, 1995). También hay participacién del factor 3¢ o RpoS, el cual tiene una influencia
global dentro de la respuesta general a estrés en E. coli (Battesti et al, 2011). RpoS esta
fuertemente vinculado con la fase estacionaria de crecimiento y con la respuesta por limitacion
de nutrientes (Stringent response). En el caso de la respuesta por temperatura, RpoS esta
involucrado en la induccién de diferentes genes, cuyos productos proteicos participan en
estabilizar a la célula durante este tipo de estrés. Por ejemplo, el gen rpoE (c?*), donde uno de

sus promotores esta bajo el control de RpoS (Hengge-Aronis, 2002; Weber et al, 2005).

Por otra parte, también se ha observado que, dependiendo de las condiciones del ambiente, la
HSR puede tener variaciones en su dinamica. En ausencia de oxigeno, la HSR se dispara con
mayor rapidez y la induccién de HSPs se mantiene por un lapso mas prolongado de tiempo,
comparada con la condicion en presencia de oxigeno (Diaz-Acosta et al, 2006). También, se ha
reportado que RpoS tiene variaciones cuando se emplean medios complejos 0 minimos y en
ausencia o presencia de oxigeno (Dong et al, 2008; King y Ferenci, 2006). Otro aspecto
importante por considerar relacionado con el presente estudio, es que concentraciones de etanol
de ~10% v/v inducen la HSR, debido a que el etanol interfiere con la translocacién al periplasma
de precursores de proteinas ocasionando su acumulacién en el citoplasma y posterior formacion

de cuerpos de inclusién, como en el caso de la fosfatasa alcalina (Chaudhuri et al, 2006).
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[l. Justificacién

La produccion de etanol utilizando residuos lignocelulésicos puede favorecerse con el uso de
cepas termotolerantes de E. coli etanologénica, principalmente en procesos como la
sacarificacion y fermentacion simultanea. Sin embargo, se desconoce el efecto que tienen el uso
de temperaturas elevadas (>37 °C), bajo condiciones no aireadas y en medios de cultivo
minerales adicionados con una sola fuente de carbono en estas cepas. De esta manera, estudiar
los efectos de la temperatura bajo condiciones de fermentacién, permitira proponer enfoques o
blancos de optimizacion para el desarrollo de cepas termotolerantes aptas para el proceso de

sacarificacion y fermentacion simultanea.

V. Hipotesis

El incremento de la temperatura en las fermentaciones de las cepas E. coli MS04 y MS04 AptsG
generara un decremento global en los parametros de crecimiento, consumo de glucosa y
produccion de etanol; el cual, sera mayor en la variante AptsG, debido a la reduccion en el
consumo de glucosa. Asi mismo, funciones o procesos celulares afectados por dichos
incrementos de temperatura, se veran reflejados en cambios en la expresion génica en ambas

cepas.
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V. Objetivos
Objetivo general

Evaluar el efecto del aumento de temperatura en el crecimiento, consumo de glucosa y
produccion de etanol, en las cepas etanologénica E. coli MS04 y MS04 AptsG. Asi como la
medicion de la expresidon génica, para identificar funciones que se vean disminuidas o

incrementadas, en respuesta al aumento de temperatura.

Objetivos especificos

o Caracterizar las fermentaciones de las cepas E. coli etanologénicas MS04 (E. coli
MG1655 ApfiB, AadhE, AfrdA, AxylFGH, gatC S184L, AmidarpA, Areg 27.3 kb, AldhA
pfIB::pdczm-adhBzn) y MS04 AptsG, a temperaturas mayores a 37 °C.

o Comparar los parametros cinéticos y estequiométricos de crecimiento, consumo de
glucosa y produccion de etanol en las cepas MS04 y MS04 AptsG, evaluadas bajo las

condiciones indicadas en el objetivo anterior.

e Realizar un analisis transcriptémico de la expresién génica mediante microarreglos, para
la determinacion de los genes diferencialmente expresados, bajo condiciones de elevada

temperatura (43 °C) con respecto a la temperatura de 37 °C.
e Con base al resultado de la expresion génica, identificar posibles funciones o procesos

dentro de la célula, que se pueden ver incrementados o disminuidos por el efecto de la

temperatura, y que pudiesen tener una significancia bioldgica.
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VI. Materiales y métodos
Microorganismos utilizados

En la Tabla 2 se muestran los microorganismos utilizados para la realizacion de este trabajo. Las
cepas de E. coli MS04 y MS04 AptsG fueron modificadas genéticamente para producir etanol.
En el caso de la cepa MS04, esta fue descrita en la seccidon de antecedentes. Por otro lado, la
variante MS04 AptsG fue generada por la Dra. Alejandra Vargas Tah, la cual no habia sido

reportada en una publicacion cientifica en la fecha en que fue recibida.

Tabla 2. Cepas utilizadas en este estudio.

Cepa Genotipo Referencia

E. coli MG1655 ApfiB, AadhE, AfrdA,
E. coli MS01 AxylFGH, gatC S184L, AmidarpA, Areg 27.3

Fernandez-Sandoval et al.,

kb, AldhA. 2012
E. coli MS04 MS01 pfiB:pdczm-adhBzm. Fema”dez'zsoﬂnzdo"a' etal,
E. coli MS04 Vargas-Tah, 2015
AptsG* MS04 AptsG (Comunicacion personal)

Condiciones de cultivo

Los cultivos se realizaron en mini-fermentadores (Beall et al, 1991; Fernandez Saldoval et al,
2012), empleando un volumen de trabajo de 200 mL y 150 rpm de agitacion. El pH se mantuvo
en 7.0 mediante la adicién automatica de una solucion de KOH 2N. Se utiliz6 el medio de cultivo
mineral AM1 (Martinez et al, 2007), el cual fue suplementado con acido citrico (100 mg mL""),
acetato de sodio (2 g L") y glucosa (50 g L") como unica fuente de carbono. La Unica variable
que cambié durante las evaluaciones fue la temperatura. Se evaluaron diversas temperaturas en
el rango de 37 °C a 45 °C, con incrementos de 2 °C. Los incrementos fueron consecutivos, hasta

alcanzar una temperatura en donde las cepas de E. coli ya no presentaron crecimiento.

Preparacién del in6culo

Para la preparacion del indculo, se usé el mismo medio, con dos modificaciones. Una fue el
medio mineral AM1, que fue suplementado adicionalmente con kanamicina (30 mg L"), con el fin
de evitar contaminaciones por otras cepas (ambas cepas MS04 y MS04 AptsG, contienen el gen
de resistencia a kanamicina neoR/kanR, integrado en cromosoma); y en lugar de usar una

concentracion de 50 g L' de glucosa se utilizd 20 g L-'. Todos los inéculos se crecieron a una
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temperatura de 37 °C, independientemente de la temperatura a la que fueron sometidos

posteriormente.

Se utilizé un volumen de 1.8 mL de células (MS04 o MS04 AptsG) preservadas en congelacion
en glicerol (40 % w/w). Estas fueron puestas en tubos con 3 mL de medio LB e incubados durante
una hora a 37 °C y 300 rpm. El volumen total de cada tubo fue transferido a un mini-fermentador,
con las condiciones antes descritas. El indculo se crecio durante un lapso de 24 horas, después
de lo cual se tomo el volumen necesario para inocular tres mini-fermentadores a una densidad

optica a 600 nm (DOsoonm) inicial de 0.1.

Métodos analiticos

Cuantificacion de la biomasa

La biomasa de los cultivos se midié por espectrofotometria a una longitud de onda de 600 nm.
La conversion a peso seco se hizo usando una curva de calibracién, donde 1 DOgoonm €quivale a
0.37 gocw L' de E. coli (DCW: peso celular seco, por sus siglas en inglés). Después de tomar las
mediciones mediante espectrofotometria, las muestras se centrifugaron a 5,000 g (8,000 rpm)
por 5 minutos en tubos Eppendorf de 1.5 mL, desechando la pastilla celular y guardando el
sobrenadante a -20 °C para su posterior analisis. Las muestras se tomaron durante el tiempo
que tard6 el cultivo (48 horas). En las primeras horas de cultivo, la toma fue cada 2 horas
abarcando la fase de crecimiento exponencial, para poder determinar la velocidad especifica de
crecimiento (M). Una vez que el cultivo llego a la fase estacionaria de crecimiento, las muestras

se tomaron cada 6 horas, hasta el témino del cultivo.

Cuantificacion de la concentracién de etanol y glucosa

El etanol se cuantific6 mediante cromatografia de gases (850 Series GC System, Agilent,
Wilmington, DE) usando n-butanol (10 g L-') como estandar interno. Se utilizé helio como fase
movil (5.0 ml/min, 19.05 psi y 65 cm/s) a través de una columna capilar (Innowax 19091N-133E,
de 30 m de longitud 0.25 mm de diametro interno y un espesor de pelicula de 0.25 ym, J&W
Scientific), y 1 pl de sobrenadante fueron inyectados de manera automatica. La deteccion de los
compuestos separados se llevé a cabo con un detector de ionizacion de llama (FID-1A) a 250

°C. Las temperaturas del horno fueron ajustadas con rampas de temperatura de 80 °C hasta 200
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°C y la del detector a 250 °C. El analisis y procesamiento de datos se realizdé con el programa
Agilent Cerity QA/QC.

La glucosa se determiné usando el método DNS (técnica de Miller), una técnica colorimétrica
que emplea el acido 3,5 dinitrosalicilico para azucares reductores. También, con el analizador
bioquimico YSI 2700 (Yellow Springs Inc., OH), que emplea la reaccion de la glucosa oxidasa
acoplada a una membrana y un sensor de platino que registra el H,O, generado en la reaccion,
emitiendo una sefal que es linealmente proporcional al estado estable del H>O.y por lo tanto del

sustrato.

Medicion de los parametros cinéticos en los cultivos bacterianos

Los valores de velocidad especifica de crecimiento (u), biomasa maxima generada (Xwax),
rendimiento producto-sustrato (Ypss), rendimiento biomasa-sustrato (Yxss), rendimiento producto-
biomasa (Yrix), velocidad especifica de consumo de glucosa (qs), velocidad especifica de
formacion del producto (ger) y productividad volumétrica (Qvor) fueron calculados segun las
siguientes ecuaciones (Ec. 1 — Ec. 7). Los valores fueron corregidos por el factor de dilucion (FD;

Ec. 8), por el volumen de base adicionada.

La velocidad especifica de crecimiento fue calculada graficando el logaritmo de la biomasa en
base seca (gocw L") contra el tiempo (h), y tomando los puntos durante la fase de crecimiento

exponencial, mediante la funcion logaritmica de la ecuacion de crecimiento y regresion lineal:
InX = pt + InX, Ec.1

Los rendimientos fueron calculados para la fase exponencial de crecimiento, y a nivel global para
todo el proceso, de la siguiente manera:

Xwmax = Biomasa maxima producida

__ g de Producto generado (EtOH)

Yeis =
/s g de aztcar consumida (Glc) Ec.2

g de Biomasa producida (Xpax)
g de azucar consumida (Glc)

Yxis= Ec.3

g de Producto generado (EtOH)

Ypix= Ec.4

g de Biomasa producida (Xpax)

Las velocidades especificas de consumo de sustrato y formacién del producto fueron calculadas

para la fase exponencial del crecimiento de la siguiente manera:
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=1
Qs VX Ec5
—vP
gp = YX u Ec.6
Calculo de la productividad volumétrica al final de la fermentacion:
g/l de producto obtenido
Qp = Ec.7

t (h) total del cultivo

Los valores obtenidos de biomasa, etanol y glucosa fueron corregidos por el factor de dilucion
(FD), es decir, por el volumen agregado de base para mantener el pH del medio. Al tiempo (),
cuando se toma la muestra, se midio el volumen de la base adicionada (Vb) y se sumo al volumen
inicial del cultivo (Vi). El factor de dilucion se calcul6 de la siguiente manera:

FDt,‘ — Vl+Yb Ec.8
Vi

Con el valor de FD obtenido para cada muestra, se corrigieron los datos:
Concentracion de biomasa = Biomasa (g L) * FDy;
Concentracion de azucar = Azucar (g L) * FDyi

Concentracion de producto = Producto (g L™)i * FDji

Microarreglos

Para medir los cambios en el patrén global de expresién génica, se usé un analisis
transcriptdmico basado en microarreglos. Para el andlisis, se realizaron cultivos por triplicado de
las cepas de E. coli MS04 y MS04 AptsG a dos temperaturas diferentes (37 °C y 43 °C). La
temperatura de 43 °C fue seleccionada a partir de las evaluaciones realizadas en este estudio
(datos mostrados en la seccion de resultados). Los cultivos se realizaron en mini-fermentadores
de la misma manera que se explicé en la seccidon de materiales y métodos bajo el apartado de
condiciones de cultivo. Los cultivos fueron crecidos a una densidad optica de 1 DOegoonm, Y S€
tomé un volumen de 20 mL en tubos de polipropileno de 50 mL estériles, después la muestra del
cultivo fue mezclada con 1 mL de la solucion RNAlater (Thermo Fisher Scientific).
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 8,000 g (10,000 rpm) durante 10 minutos,
descartando el sobrenadante y se almacenaron a -70 °C para su posterior procesamiento. La
extraccion total de RNA se llevé a cabo por el método de fenol caliente (método estandarizado
en el laboratorio), la integridad del RNA se comprobé mediante el corrimiento de una fraccion de

1 yL de cada extraccion en geles de agarosa al 2%. Las muestras de RNA (~40 ug) fueron
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enviadas para ser analizadas a la Unidad de Microarreglos del Instituto de Fisiologia Celular (IFC)
de la UNAM. Como una manera de reducir la variabilidad biolégica que puede haber en los
analisis con microarreglos, cada analisis fue elaborado mezclando el RNA de los triplicados para

cada cepa y condicion (Kendziorski et al, 2005).

El chip utilizado para los microarreglos contiene los 4,608 genes del genoma de la cepa E. coli
K-12. La Unidad de Microarreglos (IFC-UNAM) se encargd de los pasos posteriores para la
realizacion del analisis con microarreglos, como fue: la amplificaciéon de cDNA; la marcacién con
las sondas Cy3 (Rojo) y Cy5 (Verde); hibridacién con el chip de microarreglo; y la lectura de este.
Las lecturas de los microarreglos fueron realizadas mediante un sistema confocal ScanArray
4000 (Packard BioChips) en laminillas de 25 x 75 mm y con una resolucién maxima de 5 nm. La

cuantificaciéon se hizo con el programa Array-Pro Analyzer (Meyer, Instruments).

Anélisis Bioinformatico

Una vez generada la cuantificacion de los microarreglos, la informacion fue procesada mediante
la herramienta genArise, que es un paquete de Bioconductor basado en el lenguaje R
(http://www.ifc.unam.mx/genarise). La metodologia que sigue genArise requiere que los datos
reciban una serie de transformaciones con la finalidad de eliminar mediciones de baja calidad y
ajustar las intensidades para facilitar comparaciones posteriores. Primero, realiza una correccion
del fondo, eliminando de la intensidad de los fluoréforos Cy3 (Rojo) y Cy5 (Verde) el valor de la
intensidad del fondo respectivo para cada uno de los puntos en el microarreglo. Posteriormente,
se obtiene la tasa de intensidades R = log2(Cy5) — log2(Cy3), y la intensidad general | = log+1o(Cy5)
+ log10(Cy3). Debido a que las intensidades de Cy5 y Cy3 pueden variar a lo largo del
microarreglo por diversos motivos, se realiza una normalizacién local por regresion no lineal
(LOESS 6 LOWESS, Locally weighted scatterplot smoothing), que puede aplicarse globalmente
o delimitado a cuadriculas en el microarreglo. Realizada la normalizacion se filtran los puntos,
descartando aquellos cuya tasa de intensidad (R) es similar a la del fondo; también, se elimina
un punto cuando su intensidad Cy3 no es mayor a dos desviaciones estandar de la intensidad
Cy3 del fondo, y el mismo criterio se aplica para Cy5. El objetivo final de genArise es obtener los
genes diferencialmente expresados. Para esto, se determina la media y la desviacion estandar
de la distribucion de los log2(R), y se definen Z-scores para cada punto, como se muestra en la

ecuacion 9.
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_ Ry —media(R)
B sd(R)

Z; Ec.9

Donde Zies el Z-score de cada elemento, R es la tasa de intensidades de cada elemento y sd(R)
es la desviacion estandar de la tasa de intensidades R. Bajo el criterio anterior, todo gen que
haya tenido un Z-score >2 o0 <-2 (desviaciones estandar), seran genes expresados
diferencialmente, es decir, sobreexpresion para el caso de los positivos y represion para los

negativos con respecto a su debido control.

Anotaciones funcionales

Una vez obtenidos los genes diferencialmente expresados para las dos cepas de E. coli (MS04
y MS04 AptsG), se obtuvo la informacion acerca de estos genes, llevando a cabo una busqueda
e investigacion en diversas bases de datos (Uniprot, Ecogen, Ecocyc, KEGG, etc.), con la
finalidad de identificar la funcidon asociada que tienen en la bacteria E. coli. También se realizé
un analisis de enriquecimiento de anotaciones y/o términos funcionales, utilizando en su interfaz
web dos herramientas orientadas a este propésito: PANTHER Classification System
(http://www.pantherdb.org); KOBAS 3.0 (http://kobas.cbi.pku.edu.cn) y DAVID Bioinformatics
Resources 6.8 (http://david.ncifcrf.gov/). Un esquema y descripcion del funcionamiento general

de las herramientas utilizadas se encuentra en el apéndice 6.
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VIl. Resultados y discusién

Cambios en la velocidad de especifica de crecimiento y produccidon de etanol

Se realizaron todas las evaluaciones en los parametros cinéticos y estequiométricos en ambas
cepas de E. coli productoras de etanol (MS04 y MS04 AptsG), empleando medio mineral (AM1)
suplementado con una sola fuente de carbono (glucosa 50 g L"), bajo condiciones no aireadas
e incrementando la temperatura (Apéndice 1 y Figuras comparativas en esta seccion). Las
evaluaciones se llevaron a cabo a partir de 37 °C, realizando incrementos de temperatura de 2
°C de manera consecutiva en posteriores evaluaciones. De esta manera, se evaluaron ambas
cepas a temperatura de 37, 39, 41, 43 y 45 °C. Con base a lo antes mencionado, se pudo
establecer la temperatura de 43 °C, como el limite superior de temperatura para el crecimiento
de ambas cepas, bajo las condiciones de cultivo empleadas en este trabajo. A 45 °C, no hubo
crecimiento observable durante un lapso de 48 horas en ambas cepas. Comparamos la
temperatura maxima de crecimiento que obtuvimos en este estudio, con la determinada en otros
trabajos, las cuales se muestran en la Tabla 3, donde se observan temperaturas maximas
reportadas para diferentes cepas de E. coli en diversos medios de cultivo. Es importante
mencionar que todas las determinaciones, salvo la reportada en este trabajo, fueron realizadas
bajo condiciones aireadas y la mayoria de estos, usando medios de cultivo complejos. De los
estudios revisados, solo uno ha determinado la temperatura maxima de crecimiento utilizando un
medio de cultivo mineral. Este fue el trabajo de Mordukhova y colaboradores (2008) con la cepa
E. coli W3110 en condiciones aireadas, usando el medio de cultivo mineral M9 suplementado
con glucosa (0.2% w/w), en el cual, la maxima temperatura donde todavia hubo crecimiento fue
de 45 °C. Una temperatura baja en comparacion, con la maxima que ha sido reportada para un
medio complejo, como fue 48 °C en medio tripteina soya con la cepa E. coli K-12 (Igraham, 1958),
pero similar a la reportada por Noor y colaboradores (2013), en donde solo reportan que no hay

crecimiento de E. coli W3110 en medio agar nutritivo a 45 °C.

Aungue son pocos los reportes donde se ha determinado la temperatura maxima de crecimiento
de cepas E. coli, el trabajo de Mordukhova et al, (2008) establece el marco comparativo mas
cercano a nuestras condiciones. Este trabajo es relevante, porque denota que hay tan solo una
diferencia de 2 °C, entre la temperatura maxima de crecimiento que puede alcanzar la cepa
silvestre E. coliW3110 con un medio mineral suplementado con glucosa y condiciones aerobias,
con respecto a nuestros fondos genéticos, en un medio de cultivo similar, pero bajo condiciones

no aireadas. Indicando que, con respecto a la temperatura maxima de crecimiento que puede
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alcanzar una cepa E. coli en medios de cultivo minerales y con una sola fuente de carbono

(glucosa) entre una condicion aireada y no aireada, esta es minima.

Tabla 3. Comparacion de temperaturas maximas de crecimiento en cepas de E. coli en medios de
cultivo complejos y minerales.

*Temp.

Cepa E. coli Medio de cultivo Maxi Referencia
axima
E. coli K-12 Medio tripteina soya 48 °C Igraham, 1958
i 0,
E. coli B/r NC3 Medio MOPS (suplementado con 0.4 /o'glucosa, 0.12 48 °C Herendeen et al, 1979
mM valina y 0.04 mM isoleucina)
E. coliMG1655 Medio LB-agar 46 °C Bably et al, 2012
E. coliW3110 Medio LB 47 °C Murata et al, 2011
E. coliMG1655 Medio BHI (Brain heart infusion) 46-47 °C  Van Derlinden et al, 2007
E. coliW3110 Agar nutritivo 45 °C Noor et al, 2013
. . -1
E. coliw3t1o ~ Mediomineral M9 suplementado con 50 yjg mL"de  45o0 \ordukhova et al, 2008
L-metionina.
1 H 0,
E. coli W3110 Medio mineral M9 Zﬂﬁg‘gaemado con 0.2% de 45°C  Mordukhova et al, 2008
E. coli DH5a Caldo LB 49 °C Fotadar et al, 2005
Medio mineral AM1, suplementado con glucosa (50 g
E. coliMS04 L"), acido citrico (100 mg L") y acetato de sodio (2 g 43 °C Este trabajo
L™
E coli MSO04 Medio mineral AM1, suplementado con glucosa (50 g
AbtsG L"), acido citrico (100 mg L") y acetato de sodio (2 g 43°C Este trabajo
-1

L)

Con excepcion del presente trabajo, las evaluaciones reportadas en la tabla se realizaron en condiciones aireadas.

Uno de los aspectos mas notables en los parametros cinéticos determinados, fue la diferencia

entre los valores de la p en la fase exponencial de crecimiento en ambas cepas, teniendo la cepa

MS04 AptsG una menor u con respecto a la cepa MS04 en todas las condiciones probadas

(Figura 4). Una explicacion a la menor y en la variante AptsG, es debido a que la eliminacion del

gen ptsG genera un sistema PTS de glucosa no funcional (Carmona et al, 2015), motivo por el

cual se utilizan sistemas de transporte alternos de glucosa generalmente de baja afinidad,

reflejado en un menor consumo de esta fuente de carbono (Picon et al, 2004; Steinsiek y
Bottenbrock, 2012).
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Figura 4. Velocidades especificas de crecimiento (u) en la fase exponencial de crecimiento de las cepas
E. coli MS04 y MS04 AptsG bajo diferentes temperaturas. Las barras de error representan la desviacion
estandar, resultado de 3 experimentos.

Ante el incremento de temperatura, uno de los efectos reportados para diversas cepas de E. coli,
han sido los relacionados con cambios en la velocidad especifica de crecimiento (). En medios
minerales suplementados con glucosa, se ha observado un incremento lineal en la py en el rango
de 23 °C a 37 °C, por arriba de este rango, la y decae y lo hace de mayor manera conforme se
incrementa la temperatura (Herendeen et al, 1979). Para el caso de las cepas evaluadas en este
trabajo, en el primer incremento de temperatura 2 °C (37 a 39 °C), la y no tuvo un cambio
significativo en ambos fondos (Test Dunnet apéndice 2), por arriba de 39 °C, se empieza a
observar como se reduce la y con cada incremento de 2 °C que se llevo a cabo. Como se muestra
en la Figura 4, las velocidades especificas de crecimiento tienen su mayor reduccién a 43 °C. De
acuerdo con Ron y Davis (1971), la reduccién observada a 43 °C puede ser ocasionada por una
limitacibn enddégena de metionina, debido a que en E. coli, la enzima homoserina
succiniltransferasa (metA), primera enzima de la via de biosintesis de metionina sufre una
reduccion en su actividad dentro del rango de 42-44 °C, la cual correlaciona con una reducciéon
en la sintesis de proteinas, debido a que la metionina es necesaria para comenzar su sintesis.
Cuando el medio de cultivo es suplementado con metionina, se observa una menor reduccion de

la p ante incrementos de temperatura por arriba de 42 °C (Mordukhova et al, 2008).

La temperatura estandar de crecimiento que consideramos para la produccion de etanol en E.
coli fue de 37 °C, debido a que ésta ha sido considerada en multiples reportes. En la Tabla 4 se
reporta la cantidad de etanol producido, glucosa consumida y algunos parametros de crecimiento
(M Y Xmax) para ambas cepas, en la cual se observa que en la cepa MS04 se alcanza un titulo

significativamente mayor a 39 °C que a 37 °C (Apéndice 3). Con certeza, no sabemos por qué a
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39 °C, la cepa MS04 tiene un significativo incremento de biomasa y producciéon de etanol con
respecto a 37 °C, sobretodo, porque la y en ambas temperaturas es similar. De esta forma, se
observd que un aumento de 2 °C, para llegar a 39 °C, mejora la produccién de etanol en una

cepa con el sistema PTS de glucosa integro, tal como E. coli MS04.

Tabla 4. Velocidades especificas de crecimiento durante la fase exponencial de crecimiento (u),
biomasa maxima generada (Xwax), etanol producido y glucosa consumida a diferentes
temperaturas en las cepas MS04 y MS04 AptsG, en cultivo lote, después de 48 horas de cultivo.

] Temp. _ _ Etano_l Glucos_a
Cepa E. coli C) i (h?) Xmax (gocw L) produildo consuTlda
(@L? (@L?
37 0.27 £ 0.01 1.51+£0.04 19.72 £ 0.89 50
39 0.26 £ 0.01 1.85+0.21 22.39+0.70 50
E. coli MS04 41 0.22+0.01 1.26 £ 0.21 17.65 £ 1.96 40.16 £ 4.68
43 0.15+0.02 0.47 £ 0.03 4.68 £0.63 19.19+£0.18
45 0 0 0 0
37 0.21 £0.05 1.28 £0.13 16.80 £ 0.31 38.20 £ 0.31
) 39 0.22+0.01 1.32+0.23 17.81£1.93 42.26 + 2.67
E C&’ﬁ’)’é"(f“ 41 0.16 + 0.03 1.24 £ 0.31 12.80 £ 2.74 31.20 + 7.21
43 0.13+0.01 0.69 £ 0.04 7.33+0.35 24.35+1.59
45 0 0 0 0

Impacto de la eliminacion del gen ptsG en la generacion de biomasa y crecimiento a
diferentes temperaturas

La eliminacion del gen ptsG ocasiona una reduccion en el consumo de glucosa que, a la vez
reduce la velocidad de crecimiento, con respecto a cepas de E. coli sin dicha modificacion
genética a 37 °C (Picon et al, 2004). De lo anterior, se podria suponer que, al incrementarse la
temperatura, la cual se sabe afecta la velocidad de crecimiento, tendria un impacto negativo
mayor en los parametros relacionados al crecimiento para la cepa MS04 AptsG, con respecto a
la cepa MS04 con el sistema PTS de glucosa intacto. Si bien, la velocidad de crecimiento tiene
una reduccion en ambas cepas por arriba de 39 °C, los resultados de la biomasa maxima
generada (Xuwax) muestran que los cambios en la generacion de biomasa fueron significativos
para la cepa MS04 en cada una de las temperaturas evaluadas, aumentando a 39 °C y
decreciendo a temperaturas mayores a esta (Figura 4); mientras que la cepa MS04 AptsG
mantuvo una Xwax constante en el rango de 37 °C a 41 °C. Posteriormente, un analisis ANOVA
fue realizado para corroborar la significancia estadistica entre las medias de Xvax en el rango de
37 °C a 41 °C para ambas cepas (apéndice 2), donde se obtuvo un p-value de 0.02 y 0.92 para

la cepa MS04 y MS04 AptsG, respectivamente, lo que indicé que no existe una diferencia
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significativa entre los valores Xuax en la variante AptsG, como ocurre en la cepa MS04 dentro del
rango antes mencionado. Con estos resultados, observamos que los aumentos de temperatura
(hasta 41 °C) no parecen afectar de forma particular la generacién de biomasa en la cepa MS04
AptsG. No obstante, a 43 °C ambas cepas tienen una disminucion considerable en la Xuax
independientemente del fondo genético, aunque es de mencionarse que hubo una mayor

disminucion en la cepa MS04.

Concentrancion de biomasa generada (Xyax)

214 5 == MS04
_ o MS04 AptsG
:é1.6—

S N\
BN *
= 111
1]
N @I

T T
37°C 39°C 41°C 43°C
Temperatura (°C)

Figura 5. Concentracién de biomasa maxima generada (Xwax) a diferentes temperaturas para las cepas
E. coli MS04 y MS04 AptsG. Las barras de error representan la desviacion estandar, resultado de 3
experimentos. Con una marca * se indican valores con diferencias significativas.

Otro aspecto relevante que mostraron las evaluaciones de temperatura con respecto al
crecimiento fue que, a la temperatura de 43 °C, la cepa MS04 present6 una fase prolongada de
adaptacion de 12 horas. Por otro lado, la variante AptsG no presentd ninguna fase de adaptacion
durante la misma temperatura (Figura 8), aunque como se mencioné anteriormente ambas cepas
si presentaron una reduccion en la concentracion de biomasa generada a 43 °C. Cabe aclarar
que todos los in6culos para ambas cepas se generaron a una temperatura de 37 °C y no hubo
un proceso de pre-adaptacion. También, es importante mencionar que a pesar de que la cepa
MS04 estuvo 12 horas en fase de adaptaciéon bajo una temperatura de 43 °C, la y que presento
tuvo un valor mayor que la variante AptsG, es decir, 0.15 £ 0.02 h' para la cepa MS04 y 0.13 +

0.01 h' para la variante AptsG.

Respecto a la fase prolongada de adaptacion en la cepa MS04 a 43 °C, con base a la forma en
que se realizaron las evaluaciones, asi como las diferencias entre los fondos genéticos MS04 y

MS04 AptsG, sugerimos dos razones del por qué esta fase solo se presenta en la cepa MS04.
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La primera es la edad del inéculo, como se menciond en la seccion de materiales y métodos, a
partir de medio de cultivo bacteriano con glicerol (1.8 mL) congelado, se realizé un cultivo que
fue crecido 24 horas. Para este tiempo, la cepa MS04 alcanz6 ~2.5 DOgoonm (0.92 goecw L), y la
cepa MS04 AptsG ~1.5 DOsoonm (0.55 gpocw L) (datos no mostrados). Como se muestra en la
Figuras 6 y 7, ambas cepas se encontraban en la fase estacionaria de crecimiento. El inocular
un nuevo medio de cultivo, con células cosechadas en fase estacionaria, puede ocasionar una
fase de adaptacion, debido a que las células hacen un cambio fisiolégico de una condicién de
crecimiento estacionario a una exponencial (Mainer, 2009). Sin embargo, en previas
evaluaciones a menores temperaturas (37 °C — 41 °C), la cepa E. coli MS04, usando
relativamente la misma edad del indculo, no presentd fases de adaptacién. Por lo que quizas, si
hay un efecto derivado del inéculo, se presente aunado a una temperatura elevada como fue 43

°C, aunque esto no ocurre para la cepa MS04 AptsG.

Figura 6. Crecimiento de la cepa E. coli MS04, a diferentes temperaturas (37-45 °C). Las barras de error
representan la desviacion estandar, resultado de 3 experimentos.
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Figura 7. Crecimiento de la cepa E. coli MS04 AptsG, a diferentes temperaturas (37-45 °C). Las barras de
error representan la desviacion estandar, resultado de 3 experimentos.

La segunda razon por que se presento esta fase de adaptaciéon a 43 °C, quiza sea debido a un
fendmeno relacionado Unicamente a la eliminacién del gen ptsG, el cual podria generar esta fase
prolongada de adaptacién por el incremento de temperatura. Al respecto, se ha reportado que la
proteina Mic, un regulador transcripcional negativo del gen ptsG, se induce durante incrementos
de temperatura (~42 °C) al tener un promotor dependiente del factor 032, el cual se conoce que
induce la respuesta por choque térmico (Plumbridge, 2002; Shin et al, 2001; Kallipolitis y Hansen,
1998). El incremento en la concentracion de Mic por aumentos de temperatura, ha mostrado
reducir la velocidad de consumo de glucosa, al regular negativamente al gen ptsG (Mohammad
y Shimizu, 2008; Cho et al, 2005). Ademas, se ha observado que, aunado a la temperatura en
condiciones anaerobias, hay una mayor expresion de mlc, aunque se desconoce la razén de este
efecto (Ruijun y Clark, 2001). Lo cual sugiere que la fase prolongada puede ocurrir por un
fendmeno de regulacion por Mic hacia el gen ptsG, que no ocurre en la variante AptsG, al usar
activamente transportadores alternativos para la glucosa como son: la permeasa de galactosa
GalP, el sistema PTS de manosa ManXYZ y el sistema ABC de galactosa/metilgalactdsido
MgIBAC, reportados para el transporte de glucosa en mutantes de E. coli del gen ptsG (Steinsiek
y Bottenbrock, 2012).
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Figura 8. Crecimiento a 43 °C de las cepas MS04 y MS04 AptsG, donde es posible observar la fase
prolongada de adaptacion que tiene la cepa con el sistema PTS de glucosa integro.

Temperaturas de cultivo elevadas a 43 °C tienen un efecto directo en los rendimientos de
conversién de sustrato a producto

En este trabajo determinamos que, en el rango de temperaturas evaluadas, 43 °C es la
temperatura maxima de crecimiento en ambas cepas (MS04 y MS04 AptsG). En esta
temperatura se observd un decremento significativo en el consumo de glucosa y produccién de
etanol para ambas cepas (Figuras 9-12). En ambas cepas se determind, para la fase exponencial
de crecimiento, las velocidades especificas de consumo de glucosa (gs) y de formacion del
producto (gr) en cada una de las temperaturas evaluadas. Para las temperaturas de 37, 39 y 41
°C, se midio el consumo de glucosa y produccién de etanol entre las 0 y 12 horas para ambas
cepas, siendo este el tiempo que comprende la fase exponencial de crecimiento. En el caso de
43 °C, las mediciones se hicieron entre las 0 y 18 horas para la cepa MS04 AptsG, y entre las 12
y 30 horas para la cepa MS04. Las variaciones en los valores de qsy gp a diferentes temperaturas
(37 y 43 °C) para ambas cepas son bajas, sobre todo si consideramos que uno es el limite inferior
y el otro es el superior de nuestro rango de temperaturas (Tabla 5). Por otra parte, entre 37 °C a
41 °C, los valores de rendimiento producto-sustrato (Ygss) a nivel global, tomando en cuenta todo
el azucar consumido y etanol producido en el tiempo que durd el cultivo, estuvieron, para todos
los casos, por arriba del 80 % con respecto al teérico maximo. Mientras que a 43 °C, vemos como
se alcanzan valores bajos de este parametro (Ypss): 55 £ 6.78 y 50 + 3.46 % para la cepa MS04
y MS04 AptsG, respectivamente. Cabe recordar que las cepas evaluadas en este trabajo tienen
modificado el metabolismo fermentativo, dejando la produccion de etanol como unica via para

reoxidar el cofactor NADH (Fernandez-Sandoval, 2012). Estos valores bajos de Yp;s para ambas
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cepas a 43 °C indican que gran parte de la glucosa consumida no es canalizada a la via de
produccion de etanol, sugiriendo que esta puede estarse usando para otros fines como podria

ser mantenimiento celular.

Figura 9a y 9b. a) Consumo de glucosa y b) produccion de etanol por la cepa MS04 AptsG a diferentes
temperaturas. Las barras de error representan la desviacion estandar, resultado de 3 experimentos.

Figura 10a y 10b. a) Consumo de glucosa y b) produccion de etanol para la cepa MS04 a diferentes
temperaturas. Las barras de error representan la desviacion estandar, resultado de 3 experimentos.

Otro aspecto interesante, es que la cepa MS04, crecida a 43 °C, presenta una mayor velocidad
especifica de crecimiento (u), velocidad especifica de consumo de glucosa (gs) y de produccion
de etanol (gp), que la cepa MS04 AptsG a la misma temperatura. Por el contrario, a esta
temperatura, la cepa MS04 presentd el menor titulo de etanol y productividad volumétrica (QvoL),

la cual se redujo hasta en un orden de magnitud con respecto a los valores a temperaturas
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menores, siendo el valor de la QvoL menor que en la variante AptsG para la misma temperatura

(Tabla 5), debido a la fase prolongada de adaptacion que tuvo la cepa MS04.

Tabla 5. Rendimientos, productividades volumétricas y velocidades especificas determinadas para las cepas
E. coliMS04 y MS04 AptsG, a diferentes temperaturas en condiciones no aireadas.

CepaE. Temp. Y xsEXP Yeix EXP qPExP qsEP Vs %6 Quo ©
coli (°C) (gowc gee ™) (getoH gowe™) (9etor gowe* hY)  (geic gowe™ ht) (9eon gaict)  (geon LT hY)
37 0.09 £ 0.006 3.73+0.22 1.03+ 0.08 2.86 £0.23 82+0.43 0.65+£0.03
] 39 0.04+ 0.004 5.11+£0.23 1.35+0.08 543 +£0.46 86 £ 1.21 0.74 £0.02
f/lscgzlll 41 0.05+£0.003 442 +0.15 0.99 £ 0.07 4.48 +0.48 85+0.44 0.36 £ 0.03
43 0.04 £ 0.002 555+0.12 0.85+0.09 3.25+0.35 55+6.78 0.09 £0.01
45 0 0 0 0 0 0
37 0.09 £ 0.003 3.36 £0.20 0.70+ 0.04 2.27+0.78 81 +4.59 0.33+£0.02
E. coli 39 0.06 £ 0.006 4.38 £ 0.04 0.98 £0.05 3.74 £0.26 86 £ 1.21 0.37 £0.04
MS04 41 0.04 £ 0.007 2.87 £0.52 0.59+£0.26 3.92+1.87 85+0.44 0.26 £ 0.05
AptsG 43 0.06 £ 0.002 4.69+0.10 0.64 £ 0.11 244 £0.76 50 + 3.46 0.15+0.01
45 0 0 0 0 0 0

Valores entre (+) indican la desviacion estandar de tres repeticiones.
Bxp parametros calculados para la fase exponencial de crecimiento.
G Parametros calculados para la fase global del cultivo (48 horas).

Andlisis de la expresion génica mediante el uso de microarreglos

Como es mencionado en la seccion de materiales y métodos, como un enfoque adicional, fue
realizar un analisis de la expresion génica mediante la técnica de microarreglos de las cepas E.
coli MS04 y MS04 AptsG, con el fin de encontrar funciones celulares que se vean alteradas por
el incremento de temperatura. Para esto se compararon los cambios en la expresion génica de
ambas cepas a 43 °C con respecto a 37 °C, en medio mineral AM1 suplementado con glucosa
(50 g L"), con una velocidad de agitacién de 150 rpm, pH de 7.0 y bajo condiciones no aireadas.
Para esto, mediante el programa genArise se analizaron los datos de los microarreglos y se
identificaron los genes expresados diferencialmente en las condiciones evaluadas, considerando
un corte >2 Z-scores para genes diferencialmente sobreexpresados y <-2 Z-scores para los
genes diferencialmente reprimidos. En la cepa MS04 hubo 135 genes sobreexpresados y 64
reprimidos; mientras que en la cepa MS04 AptsG fueron 135 sobreexpresion y 68 reprimidos (las
listas completas de los genes se muestran en el apéndice 4). El total de los genes expresados
diferencialmente en respuesta a la temperatura de ambas cepas fue comparado entre si, para
encontrar aquellos cuyo patréon de expresion hubiese sido similar en ambas cepas. Esta

comparacion se encuentra representada mediante diagramas de Venn en las Figuras 11y 12.
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Figura 11. Diagrama de Venn en donde se representan todos los genes sobreexpresados diferencialmente
en las cepas E. coli MS04 y MS04 AptsG.

Figura 12. Diagrama de Venn donde se representan todos los genes reprimidos diferencialmente en las
cepas E. coli MS04 y MS04 AptsG.
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La Figura 11 muestra los genes y la cantidad de estos, que tienen un similar patron de expresién
en ambas cepas, 81 genes para sobreexpresion y 24 genes para represion. También muestra 54
genes, los cuales solo se muestran sobreexpresados en una cepa en particular; mientras que
para el caso de represion, hay 40 genes para la cepa MS04 y 44 genes para la cepa MS04 AptsG
que no se comparten. Los grupos de genes generados mediante esta comparacion fueron
utilizados para formar listas de genes para el posterior andlisis de enriquecimiento de

anotaciones funcionales (apéndice 5).

Mediante la base de datos COG (Cluster of Orthologous Groups, NCBI) (Galperin et al, 2015),
fueron obtenidas las funciones de todos los genes expresados diferencialmente en respuesta a
la temperatura. La Figura 13 muestra la distribucion de los genes con respecto a las diferentes
clases funcionales de la base de datos COG, para cada cepa y divididos por el patrén de
expresion (sobreexpresién y represién). Debido a que ambas cepas tienen en comun 81 genes
con sobreexpresion, se observa una cantidad similar de genes para las clases funcionales: (E)
metabolismo y transporte de aminoacidos; (F) metabolismo y transporte de carbohidratos; (K)
transcripcion; y (P) el metabolismo y transporte de iones inorganicos. Las diferencias en la cepa
MS04 se observan para (H) metabolismo y transporte de coenzimas, ausente para la variante
ApstG en genes sobreexpresados. Por otro lado, para los genes reprimidos no se observa una
similitud entre las clases funcionales, en gran parte por la baja cantidad de genes que comparten
con este mismo patrén de expresion (24 genes); particularmente en el caso de la cepa E. coli
MS04, no se muestra una clase funcional sobrerrepresentada. Mientras tanto, la variante AptsG
tiene un ligero incremento en funciones referentes a (C) produccién de energia y conversion, asi
como, (G) metabolismo y transporte de carbohidratos. Es importante mencionar que, a nivel
general, los genes expresados diferencialmente en ambas cepas forman parte de una amplia
cantidad de funciones de acuerdo con la clasificacion COG. Sin embargo, muchos genes dentro
de una misma clase funcional, no se encuentran involucrados en una misma via metabdlica o
proceso celular en particular. Aunque, con algunas excepciones, por ejemplo, los genes metC y
metfF, ambos sobreexpresados en las dos cepas y formando parte de la misma via de biosintesis

de metionina.
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Figura 13. Clasificacion de los genes diferencialmente expresados en las cepas E. coli MS04 y MS04
AptsG, conforme a la base de datos COG (Cluster of Orthologous Groups, NCBI).

Lo observado en los genes expresados diferencialmente para ambas cepas es una alta
heterogeneidad funcional y, aunque es posible agruparlos a nivel de funciones generales como
fue el caso de la clasificacion con la base de datos COG, cuando se trata de agruparlos conforme
al proceso o funcion especifico en los que se encuentran involucrados dentro de la célula,
muchos de estos divergen. Esto hace dificil, determinar un grupo de genes o una funcién en
particular, que pudiera estarse viendo afectada por el incremento de temperatura. Por esta razén,
tomando como base la clasificacion COG, nos enfocamos en las funciones generales con mayor
representacion para ambas cepas, junto con los resultados obtenidos a partir del analisis de
enriguecimiento de anotaciones funcionales (mostrados posteriormente). De esta manera, el
analisis fue centrado en los genes que estan involucrados en: metabolismo, transcripcion y
transporte. Con base a la informacién reportada para cada gen en la literatura y en diferentes
bases de datos (Ecocyc, Ecogene, KEGG, etfc.), y a los reportes sobre incrementos de

temperatura en E. coli, procedimos a analizar cuales de estos genes realizan o participan en
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funciones relevantes, afectadas por el incremento de temperatura en las categorias antes

mencionadas.

Metabolismo: biosintesis de aminoacidos y cofactores, e integridad de la pared celular

Una gran parte de los genes expresados diferencialmente en ambas cepas estan involucrados
en funciones relacionadas con metabolismo, pero debido a la cantidad de estos genes, decidimos
enfocarnos en aquellos que tuvieron cambios en su expresion (sobreexpresion y represion) en
ambas cepas (Tabla 6), refiriéndonos, a los 81 genes sobreexpresados y 24 genes reprimidos,
tanto en la cepa MS04 y MS04 ApstG. Los cuales son dependientes del incremento de
temperatura y las condiciones del cultivo, y permiten ver efectos a nivel general en E. coli, pero
no especificos para un fondo genético en particular. Entre las funciones relevantes, se
encuentran la biosintesis de cofactores y aminoacidos, asi como, del mantenimiento o integridad
de la pared celular. Todos los genes que mencionamos para biosintesis de cofactores y

aminoacidos tuvieron sobreexpresion en las cepas MS04 y MS04 AptsG.

En relacion con los cofactores, estuvieron los genes bioB y bioH, los cuales forman parte de la
via de biosintesis de biotina, que codifican para la enzima biotina sintasa y la pimeloil-acp metil
ester esterasa, respectivamente. Se ha propuesto que BioH, cataliza la ruptura de un metil ester
del pimeloil-ACP metil ester, el cual forma parte de la via de biosintesis de acidos grasos
generandose el precursor pimeloil-ACP; mientras que BioB cataliza el ultimo paso para formacion
de la biotina, insertando un sulfuro entre los grupos metilo C6 y C9 de la tiobiotina (Lin y Cronan,
2011). La biotina es un cofactor que juega un papel importante en la fijacion metabdlica del CO.,
este cofactor se encuentra unido a diferentes enzimas como grupo prostético (biotinas
carboxilasas) mediando el transporte de CO; en reacciones de carboxilaciéon, descarboxilacion y
transcarboxilacion; estas enzimas son clave para procesos como la gluconeogénesis,
lipogénesis, metabolismo de aminoacidos entre otros (Chapman-Smith y Cronan, 1999; Lin,
2012). Estudios empleando biologia de sistemas, han sefialado la sintesis de biotina como uno
de los factores limitantes para el crecimiento de E. coli a 42 °C bajo condiciones aireadas y
usando medio mineral M9 (glucosa 2 % w/w). Suplementar el medio de cultivo con biotina bajo
las condiciones antes mencionadas incrementa la velocidad especifica de crecimiento, en
comparacion con su ausencia (Chang et al, 2013). Para el caso del cofactor NAD*, encontramos
el gen nadB que codifica para la enzima L-aspartato oxidasa, y forma parte de la via de
biosintesis de novo del cofactor NAD* a partir del aspartato (Mortarino et al, 1996). En E. coli el

gen nadB es necesario para la sintesis de NAD* bajo condiciones aerobias y anaerobias
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(Korshunov y Imlay, 2010). Este gen es esencial cuando se utiliza medio mineral M9
suplementado con glicerol (1 % v/v) o glucosa (0.4 % wi/v), como fuente de carbono, bajo

condiciones aireadas (Joyce et al, 2006; Patrick et al, 2007).

Con respecto a la biosintesis de aminoacidos, hay genes que forman parte de las vias de
metionina, valina, isoleucina y alanina. Antes ya mencionado, existen reportes donde se muestra
que la concentracién enddégena de metionina es limitante para el crecimiento de E. coli a
temperaturas de 42 °C a 44 °C, debido a la reduccion en la actividad de la primera enzima de la
via de biosintesis de metionina, la homoserina O-succiniltransferasa (MetA), que ocasiona una
reduccion en la velocidad especifica de crecimiento (Ron y Davis, 1971). En nuestro caso, no
hubo expresion diferencial del gen metA como se ha reportado, pero si hubo para los genes metC
y metF, que forma parte de la misma via de biosintesis de metionina. El gen metC codifica para
la enzima cistaionina B-liasa, que cataliza la eliminacion B8 de la L-cistationina para producir L-
homocisteina, piruvato y amonio; metF codifica para la enzima metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR, por sus siglas en ingles) que forma parte de la rama de sintesis del metiltetrahidrofolato,
que sirve de donador de un grupo metilo (Hondorp y Matthews, 2006; Ferla y Patrick, 2014). De
la via de metionina se han generado mutantes de las enzimas MetA y MetE con una mayor
estabilidad a temperaturas mayores de 37 °C, que han logrado incrementar la velocidad de
crecimiento a 42 °C en E. coli, siendo su efecto similar al de suplementar metinona en el medio
de cultivo (Mordukhova et al, 2008; Mordukhova y Pan, 2013).

Para la via de biosintesis de valina e isoleucina, esta el gen ilvl, que codifica para la subunidad
catalitica de la enzima bifuncional acetolactato sintasa/acetohidroxibutanoato sintasa (llvi-llvH),
de manera independiente. llvl solo tiene un 5 % de la actividad catalitica con respecto a la
holoenzima llvl-llvH (Weinstock et al, 1992; Vyazmensky et al, 1996). Con respecto a la viaen la
que participa ilvl, s6lo se ha reportado en estudios de evolucién para adaptar cepas de E. coli a
42 °C, que una gran parte de las cepas evolucionadas (29 de 114 cepas) presentan mutaciones
en el gen ilvL (Tenaillon et al, 2012), que codifica para un péptido sefal que modula la expresion
del operon ilvXGMEDA, que a la vez codifica para proteinas involucradas en la biosintesis de
valina e isoleucina (Lawther y Hatfield, 1980). Sin embargo, no se ha mencionado cual es papel
que juegan las mutaciones en el gen ilvL o en la via de valina e isoleucina en las cepas de E. coli
adaptadas a 42 °C en dicho experimento. Por ultimo, se encuentra el gen aviA que codifica para

la transaminasa C, involucrada en la via de biosintesis de alanina. Estd enzima cataliza la
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reaccion reversible de piruvato a alanina y también de a-cetoisovalerato a valina (Whalen y Berg,
1982).

De los metabolitos antes mencionados, solamente existen trabajos experimentales que reportan
la biotina y metionina como limitantes para el crecimiento de E. coli a temperaturas de 42 °C. En
el caso del cofactor NAD* o los aminoacidos alanina, isoleucina y valina, no existe un reporte que
indique que tanto las vias de biosintesis, o el mismo metabolito, se vean afectados por la
temperatura o sean limitantes para el crecimiento celular a temperaturas elevadas. El incremento
que ocurre a 43 °C en la expresion de los genes relacionados con la biosintesis de los cofactores
biotina y NAD*, y de los aminoacidos metionina, alanina, isoleucina y valina, toma relevancia por
el papel que todos estos metabolitos juegan dentro de la célula. Sobre todo, cuando se emplean
medios de cultivo minerales, donde su sintesis solo puede darse mediante estas vias y mediante
los esqueletos de carbono provenientes de la fuente de carbono con la que es suplementado el

medio de cultivo.

Tabla 6. Genes con expresién diferencial involucrados en metabolismo para ambas cepas de E.
coliMS04 y MS04 AptsG

MS04
MS04
Gen Proteina Funcion S AptsG
Z-score
Z-score

Subunidad beta de la . L
atoA Acetato CoA-transferasa Metabolismo de acidos grasos 4.24 3.42

Subunidad beta de la acetil- L . .
Regulacién transcripcional y metabolismo

accD coenzima A carboxil o 3.26 2.04
: de acidos grasos
transferasa carboxilasa
D Lisozima RrrD Esencial para la lisis .de la pared celular 204 282
bacteriana
. Oxidorreductasa no
ydiG caracterizada YdjG Aldo-ceto reductasa (NADH y NADP) 2.85 2.67
bioB Biotina sintetasa Cataliza la convgrs_lon de tiobiotina a 4.86 471
biotina
metC  Cistationa beta-liasa Metc ~ |-roteina involucrada en la sintesis de L- 2.69 2.32
homoserina y degradacion de L-cisteina
nadB L-aspartato oxidasa Cataliza la (?X'.d acion de L-aspartato a 3.73 2.99
iminoaspartato
thiH ~ 2-iminoacetato sintetasa Cataliza la ruptura de la tirosina en 2- 2.58 4.11
iminoacetato y 4-cresol
entF Compopentg dela Parte de la via de blo.smte3|s dela 301 236
enterobactina sintetasa F enterobactina
JidE Acetil-CoA: oxalato CoA- Envuelta en el cat.a}bollsm.o del oxalato y 220 381
transferasa adaptacion a bajo pH
Subunidad larga de la . s . .
il isoenzima acetolactato Parte de la via que sintetiza L-isoleucina y 219 231

sintasa 3

de valina
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Enzima ramificadora de 1,4- Cataliza la formacion de uniones alfa-1,6-
alfa-glucano glucosidicas del glucégeno
Cataliza la conversion de glucosamina-6-
fosfato a glucosamina-1-fosfato

glgB 4.00 2.92

glmM Fosfoglucosamina mutasa 4.01 3.42

Proteina acarreadora . o . L.
. . . . . Envuelta en la via de biosintesis de acidos
bioH pimeloil-acil metil ester L 3.27 3.15
grasos y de biotina
esterasa

yqeF Probable acetil-CoA Acetil-CoA acetiltransferasa 3.61 3.19
acetiltransferasa

3-ceto-L-gulonato-6-fosfato Cataliza la descarboxilacion del 3-ceto-L-

SgbH decarboxilasa SgbH gulonato-6-fosfato 2.86 2.08
5,10-metilenetetrahidrofolato Requerlda para generqr grupos metllg,
metF necesarios para convertir la homocisteina 2.67 2.45
reductasa -
a metionina
anmK Aqdo a}nhl|dro-.N- Cataliza Ig fosforllamc_)n del’ agldo 1,6- 234 355
acetilmuramico cinasa Anhidro -N-acetilmuramico
avtA Valina-piruvato Envuelta en la biosintesis de alanina 2.18 2.08

aminotransferasa

Proteina moduladora del .
- Modula el tamano de la cadena de
wzzE tamafio de cadena del olisacérido del antigeno (ECA) 2.65 2.68
polisacarido ECA P 9

purA Adenil succinato sintetasa Parte la via de:\ plosmtesm .de novo de 2.86 3.49
nucleétidos de purina

#ID Fructosalicina 6-cinasa Fosforila la fructosfe(l)llsc;;i a fructosalicina 6- 329 354

fixC Proteina FixC Posible metabollsn.p anaerobio de la 254 248
carnitina

UDP-3-O-3(3-hidroximiristol) . S
lpxD glucosamina N- N e s -3.85 -2.21
. (hidroxitetradecanoil) glucosamina
aciltransferasa

Enzima malica dependiente Cataliza la descarboxilacion del malato
maeA : -2.15 -2.00
de NAD para formar piruvato
vidA Beta-glucoronidasa Cataliza la ruptura de una amplia variedad 295 258

de R-glucorénidos

Posible participacion en el sistema de
fixX Proteina ferredoxina FixX transporte de electrones reduccion -4.54 -4.13
anaerobia de la carnitina

Es una xantina-guanina

gpt fosforrib)c()iﬂflrra]isferasa fosforribosiltransferasa, convierte xantina o -2.33 -2.27
guanina a XMP y GMP
feaB Fenllqcetaldehldo Envuelta en Ig d.egra.damon de L- 3.86 205
deshidrogenasa Feniletilamina
Cobalamina 5'-fosfat Une adenosilcobinamida-GDP vy alfa-
cobS obalamina 5 -fostato ribazol para generar adenosilcobalamina -2.12 -3.03
sintasa .
(Ado-cobalamina)
dacA Carbompept_ldasa D-alanil-D- Remueve el C_—termlnal D-alanil del 264 -3.39
alanina DacA peptidoglucano

Ademas de los genes relacionados con vias de biosintesis de cofactores y aminoacidos, se
observaron cambios en la expresién de un grupo de genes involucrados en el reciclaje,

mantenimiento y estructura de la pared celular. Dentro de este grupo se encuentran los genes
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anmK, gimM y rrrD que tuvieron sobreexpresion, y los genes IpxD y dacA que tuvieron represion.
El gen anmK codifica para la proteina acido anhidro-N-acetilmuramico cinasa, que cataliza el
primer paso para convertir el acido 1,6-anhidro-N-acetiimuramico (anhMurNAc), producto de la
degradacion del peptidoglucano, a una forma metabolizable para la célula (Park y Uehara, 2008).
En mutantes de E. coli del gen anmK, el anhMurNAc no se almacena en citoplasma y es
exportado o excretado al medio de cultivo, lo cual hace de esta proteina necesaria para mantener
los esqueletos de carbono del anhMurNAc dentro del metabolismo (Uehara et al, 2005). El gen
glmM codifica para fosfoglucosamina mutasa, esencial para catalizar la interconversiéon de la
glucosamina-6-P a glucosamina-1-P, importante para la biosintesis de UDP-N-acetilglucosamina
precursor del peptidoglucano y lipopolisacaridos en E. coli (Mengin-Lecreulx y Heijenoort, 1996;
Jolly et al, 1999; Jolly et al, 2000). También, estuvo el gen rrrD, que codifica para la lisozima RrrD
del fago DLP12, cuya sobreexpresion esta relacionada con una mayor lisis de la célula y es

participe en el reciclaje de la pared celular (Srividhya y Krishnaswamy, 2007).

Junto a la sobreexpresién de los genes anmK, gimM y rrrD, hay una reduccion en la expresion
de los genes IpxD y dacA, involucrados en la estructura y mantenimiento de la pared celular,
respectivamente. Por un lado, /pxD codifica para una proteina parte de la via de biosintesis de
lipidos IV A, la cual tiene como uno de sus precursores la UDP-N-D-glucosamina, que también
lo es para la biosintesis de peptidoglucano de la pared celular, y es el producto final del reciclaje
del peptidoglucano (Park y Uehara, 2008). Mientras que, dacA es parte de las proteinas de union
a penicilina (PBP, por sus siglas en inglés), y se encuentra implicada en el mantenimiento de la
pared celular moderando la extension del entrelazamiento de esta, mediante la remocién del D-
alanil terminal del peptidoglucano (Hesek et al, 2004). El incremento y decremento de la
expresion de los genes relacionados con la pared celular a nivel de biosintesis, reciclaje,
estructura y mantenimiento, puede indicar alteraciones en la integridad de la pared celular, siendo

esta otra de las posibles afectaciones por incremento de la temperatura.

Reguladores transcripcionales y postranscripcionales

Entre las diversas funciones observadas en los genes diferencialmente expresados, se
encuentran aquellas involucradas en la regulacion transcripcional y postranscripcional, las cuales
son importantes ya que algunos reguladores pueden tener un efecto global en la célula, y su
respuesta también puede ser ocasionada por cambios especificos en el ambiente (Grainger y
Busby, 2008). Ademas, debido a que un solo regulador puede ser participe en diversos procesos,

puede que su importancia se viera subvalorada durante el analisis de enriquecimiento de
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anotaciones funcionales que se realiz6. Ambas cepas tuvieron un incremento en la expresion de

11 genes involucrados en la regulacién transcripcional y postranscripcional (Tabla 7).

Tabla 7. Reguladores transcripcionales y postrancripcionales con sobreexpresién en ambas cepas de
E. coliMS04 y MS04 AptsG.

MS04 MS04 AptsG

Gen Proteina Funcion
Z-score Z-score
Regula de expresion del regulon cre, que
creB Regulador transcripcional involucra una serie de genes relacionados con 3.41 213
CreB el metabolismo (ackA, talA, radC, malE, trgB, ’ ’
creD, yidS 'y yiel)
. Regula la expresién del operon trp de la
troR Represor del operén Trp biosintesis de triptéfano 3.49 2.56
. Regulador transcripcional — .
yidZ YidZ tipo-HTH Regulador transcripcional putativo 2.98 3.64
XyIR Protelna'reguIaQOra del Regulador transcripcional dfal metabolismo y 379 4.01
operon de xilosa transporte de xilosa
cvnR Regulador transcripcional Regula positivamente al operén cynTSX, 305 35
4 CynR tipo-HTH relacionado con la degradacion de cianato ) )
SoxR Actlvador.t!'anscnpcnonal Activa la transcripcion de[ rggulon de 204 299
sensitivo redox respuesta a superoxido
nadR Proteina reguladora Regula la via de biosintesis de NAD* 2.72 3.05

trifuncional NAD biosintesis

rho Factor de tell'ml_n’amon dela Facilita la terminacién de la transcripcion 3.03 3.59
transcripcion rho

Represor transcripcional

bdcR tipo-HTH BdcR

Regula negativamente la expresion de bdcA 2.81 2.66

Inhibidor de la traduccion, catalizando la

relE MRNA Interferasa RelE ruptura del mRNA en el sitio A del ribosoma 2.89 2.01
Activador de genes Activa la transcripcion en respuesta a peréxido
oxyR  inducibles por peréxido de P P P 4.27 4.24

hidrégeno de hidrégeno

Entre estos genes se encuentran creB, parte del sistema de dos componentes CreBC
relacionado con el metabolismo de azlcares durante la fermentacion, y que regula la expresion
de los genes que conforman el reguldn cre: ackA, talA, radC, malE, trgB, creD, yidS'y yiel (Avison
et al, 2001). De estos genes, ackA juega un papel importante para el crecimiento de E. coli
durante condiciones anaerobias, siendo parte de la via AckA/Pta del metabolismo de acetato que
permite la formacion de acetil-CoA (Sawer y Clark, 2004). Como parte también del metabolismo
de azucares, se encuentra el gen xyIR que codifica para un regulador positivo de proteinas del
transporte y metabolismo de la xilosa (Song y Park, 1997). Referente a vias de biosintesis de
cofactores y aminoacidos, estuvieron los genes nadR y trpR, ambos codifican para represores
para la via de biosintesis y transporte de NAD* y triptéfano, respectivamente (Gerasimova y
Gelfand, 2005; Yanofsky et al, 1975). Algo que se debe tomar en cuenta para los reguladores

XyIR y TrpR, es que la funcién que ambos ejercen en la célula requiere que ambos formen un
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complejo con la xilosa y triptéfano, respectivamente (Song y Park, 1997; Yanofsky et al, 1975).
Un gen que resalta debido a la baja generacion de biomasa observada en ambas cepas en las
evaluaciones a 43 °C es el gen relE, que forma parte del sistema toxina-antitoxina RelEB. RelE
es una citotoxina que cataliza la ruptura del RNA mensajero cuando se encuentra dentro del sitio
A del ribosoma, con la concomitante de una reduccion en la sintesis de proteina y arresto del
crecimiento celular (Hurley et al, 2011). La induccién de RelE es bajo limitacion de aminoacidos
o condiciones de estrés general, jugando un papel importante reduciendo la sintesis de proteinas

y la carga metabdlica que esto conlleva (Christensen et al, 2001; Pedersen et al, 2003).

Un aspecto interesante, fue la presencia de los genes de reguladores transcripcionales en
respuesta a estrés oxidativo: oxyR y soxR, involucrados en la respuesta especifica para el ion
superoéxido (O2) y el peréxido de hidrégeno (H20,), respectivamente (Farr y Kogoma, 1991).
Ambos reguladores funcionan como sensores, donde SoxR pasa a un estado activo, mediante
la oxidacion de sus grupos [2Fe-2S]?*, por accién del ion O2; mientas que OxyR se vuelve activo
al oxidarse los residuos de cisteina que contiene por medio del H.O, (Kona y Brinck, 2006; Imlay,
2013; Storz y Spiro, 2011). A lo anterior puede sumarse el gen yidZ, el cual codifica para un
regulador hipotético tipo LysR, cuya expresion ha mostrado ejercer proteccidn contra éxido
nitroso durante condiciones anaerobias (Justino et al, 2006). El incremento en la expresion de
estos reguladores se reporta como resultado del aumento en la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) que conlleva estrés oxidativo en la célula. En el
contexto de este trabajo, esto parece poco factible, debido a que las condiciones no aireadas no
favorecen la generacion de ROS, aunque hay reportes de incrementos en la formacién de ROS
por aumentos de temperatura en E. coli, esto se ha demostrado en condiciones aireadas (Marcén
et al, 2017). Ademas, a pesar del incremento de oxyR y soxR, no hubo expresién diferencial en
ambas cepas de los principales genes bajo el control de estos reguladores como son: sodA,
sodB, sodC (superéxido dismutasas) o katG y katE (catalasas) (Greenberg et al, 1990). Con
respecto a estos dos reguladores, no sabemos si el incremento en su expresion es debido al
aumento en la formacion de ROS en la célula o quiza derivado de otro factor indirecto que puede

intervenir en su expresion.

Aparte de los genes en la Tabla 7 que son compartidos en ambas cepas, cada una de las cepas
particularmente tuvo cambios en la expresién de genes también involucrados en regulacién
transcripcional y postranscripcional, los cuales se muestran en la Tabla 8. Para la cepa MS04

entre los genes con aumento en la expresién se encuentran: el gen phoU, reportado como un
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gen de persistencia, el cual se induce durante diversos tipos de estrés ambientales, y cuya
funcién esta asociada con la reduccién del metabolismo de fosfato (Nakata et al, 1984; Li y
Zhang, 2007); bajo el mismo contexto, esta el gen pspF inducido por estrés general y requerido
para la transcripcion del reguldén psp (Phage Shock Proteins) (Weiner et al, 1991; Jovanovic et
al, 2006). Por otra parte, entre los genes con una reduccidn en su expresion se encuentran: el
gen flhC que forma parte del operdon flhDC, conocido como regulador maestro de los genes
flagelares de la clase Il (Liu y Matsumura, 1994; Claret y Hughes, 2000); el gen rcnR un regulador
de sistema RcnA de eflujo de Ni*y Co?* (Blaha et al, 2011; Higgins y Giedroc, 2014); y el gen
rnb que codifica para una ribonucleasa I, la cual cataliza la ruptura del extremo 3’ de moléculas
de RNA produciendo ribonucledsidos 5’-monofosfatos (Li y Deutscher, 1994), necesario para la

maduracion, recambio y control de la calidad del RNA (Garza-Sanchez et al, 2009).

Tabla 8. Reguladores transcripcionales y postranscripcionales, expresados diferencialmente en la cepa E.

coli MS04 o MS04 AptsG.

Cepa.E. Gen Proteina Funcién Z-score
coli
phoU Proteina PhoU sefializadora de Involucrado en regular el consumo de Pi. 2.08
fosfato.
yihlL Regulador tra_nscrlpmonal ) 208
putativo.
iR Activador transcripcional de Regulador transcripcional involucrado en el 242
unién a DNA ZntR. transporte de Zn?* ’
Factor transcripcional requerido para la
SOF Regulador transcripcional de activacion de la transcripcion dependiente del 245
psp unién al DNA PspF. factor sigma 54. Activador del regulon psp :
MS04 (Phage Shock Protein).
fihe Regulador transcripcional dual  Involucrado en la regulacién transcripcional de 201
de union al DNA FIhC operones flagelares. ’
Ribonucleasa que corta el RNA
mb RNasa II procesivamente dell Eaxtremo 3 ._Juega.un 277
papel en la maduracioén, recambio y calidad
del RNA.
o Involucrado en mantener niveles de iones
Represor transcripcional de - . L
renR e metalicos en la célula, principalmente el de -2.91
unién al DNA .
niquel y cobalto.
Proteina aceleradora de la L
ettA traduccion dependiente de F?‘Ctor de traducqlpn que mo_qula la _entrada al 2.38
; ciclo de elongacién traduccion del ribosoma.
energia EttA.
MS04 bssR Regulador de la formacion de Involucrado en la formacién de bio-pélicula. 255
bio-pelicula Inducido durante la fase estacionaria. ’
AptsG )
El factor NusG es requerido para la
Factor de terminacién de la terminacion de algunos terminadores
nusG 2.05

transcripcion NusG

dependientes de Rho y de otros
antiterminadores.

Mientras tanto, en la cepa MS04 AptsG con incremento en la expresion se encuentran los genes:

ettA, nusGy bssR. El gen ettA codifica para una proteina de la familia ABC-F, que es un regulador
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en el ciclo de elongacion de la cadena del péptidil-tRNA en el ribosoma. Esta proteina regula la
sintesis de proteinas cuando se presenta una baja tasa de ATP:ADP en la célula (Chen et al,
2014; Boél et al, 2014); nusG codifica para un factor de terminacién de la transcripcion, que es
requerido también para la terminacion mediante el factor Rho (Sullivan y Gottesman, 1992);
mientras que el gen bssR, participa en la regulacion de formacién de bio-pelicula y movilidad en
E. coli (Domka et al, 2006).

Los reguladores transcripcionales y postranscripcionales expresados diferencialmente en ambas
cepas se encuentran relacionados con diversas funciones celulares, involucrados con el
metabolismo de azulcares, cofactores y aminoacidos, por mencionar algunos. Por otro lado, la
induccién de algunos de estos reguladores ocurre por estrés general, como fue el caso del
incremento de la expresion del gen de la citotoxina RelE en ambas cepas; y de manera particular
el gen eftA en la cepa MS04 AptsG, y los genes phoU 'y pspF en la cepa MS04. Los cuales indican
algunos de los posibles mecanismos para limitar la sintesis de proteinas o en su caso el
metabolismo de fosfato, durante condiciones desfavorables para la célula, en este caso, por el

incremento de temperatura al que fueron sometidas ambas cepas de E. coli.

Transporte: aminoacidos, péptidos e iones

Se realizaron analisis de enriquecimiento de anotaciones y/o términos funcionales, a partir de los
genes expresados diferencialmente en ambas cepas a 43 °C. Para ello se generaron 14 listas
diferentes de genes, tomando como base los grupos mostrados previamente en los diagramas
de Venn (listas completas de genes apéndice 5), los cuales dividen a los genes con base a su
expresion diferencial, en uno o ambos fondos genéticos. Las listas de genes fueron sometidas
en las herramientas bioinformaticas PANTHER Classification System, DAVID Bioinformatics
Resources 6.8 y KOBAS server 3.0. Para cada una de las herramientas se utilizé un corte de p-
value >0.05, el cual fue corregido mediante la prueba de correccion de falsos positivos Benjamini

Hochberg (Benjamini y Hochberg, 1995).
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Tabla 9. Resultados PANTHER Classification System

Lista de Genes Base de datos Término Genes de la lista sometida P- Value*
Lista 3. Genes PANTHER GO- Cell communication
: Slim Biological 2) yjiY cstA 0.048
sobreexpresados ! Prolceszl (GO:0007154) @y
nicamente en [a cepa PANTHER Protein (11) yiaV fepG yjiY zntA IgoT
MS04
Class Transporter (PC000227) phoU kefB aqpZ gntP cstA yhbE 0.014
PANTHER- GO Cation Transmembrane
Slim Molecular transporter activity (7) kdpC gltﬁoﬁiﬁoargo kapA 0.011
Function (G0O:0008324) P
) (22) alsA kdpC pstA yiaV gitP
PSﬁ:-rl\l/EeRcuclsa(r) Transporter activity oppD fepG zntA argO IgoT fadD 0015
Lista 7. Todos los Function (G0O:0005215) kdpA phoU rho kefB gntP ydjG '
genes tsgA dppB fecC ydeT yhbE
sobreexpresados en la PANTHER- GO (17) pstA yiaV yiaA fepG yjiY cybB
cepa MS04 Slim Cellular Ple(léggorggfr)‘rg%l:)ne zntA creB argO kdpA phoU gntP 0.043
Component ' tsgA dppB cstA fecC hisQ
(19) alsA ptsA yiaV gltP oppD
PANTHER Protein fepG yjiY zntA IgoT phoU rho kefB 0.025
Class Transporter (PC00227) aqpZ gntP dppB cstA fecC yhbE
hisQ
Lista 10. Todos los GO Cellular Cytoplasmic side of
genes reprimidos en la component membrane (4) kdpD hfID narH dmsD 0.029
cepa MS04 AptsG complete (G0O:0098562)
Lista 13. Todos los
genes con PANTHER GO-
L . Double-stranded DNA
sobree.>'<pre5|on y Slim Molgcular binding (GO:0003690) (3) ulaE sbeD friC 0.036
represion la cepa Function

MSO04.

De las herramientas antes mencionadas, solamente se obtuvieron resultados significativos
(>0.05) con PANTHER Classification System, que agrupd los genes con base a los términos GO
(Gene Ontology) y Class Protein mostrados en la Tabla 9. Es de resaltarse, que con la excepcion
de los resultados bajo los términos: Cell communication (GO:0007154) y Double-stranded DNA
binding (G0O:0003690), la mayoria corresponden a términos relacionados con transporte y
componentes de membrana, motivo por el cual estos fueron colocados dentro de la seccién de
transportadores, junto con las excepciones antes mencionadas. La mayoria de los resultados
obtenidos con PANTHER estuvieron relacionados con la cepa MS04, debido a que ésta tuvo
cambios en la expresién de 35 genes involucrados en transporte; mientras que, en la cepa MS04
AptsG solo fueron 25 (Tabla 10). Analizando los resultados de PANTHER, con respecto a
transportadores y/o componentes de membrana, encontramos que las agrupaciones de genes
generadas por esta herramienta fueron hacia términos funcionales, en donde los miembros
dentro de estos comparten caracteristicas muy generales y muy poco especificas, que ofrecia

poca informacién para hacer un analisis mas profundo.
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Tabla 10. Genes y los sustratos a los que se encuentra involucrada su funcién de transporte

Sustrato en el que se encuentra involucrada la funcién de transporte Gen MS04 MS04 AptsG

e Indica que este gen tuvo cambios en su expresion.
- Indica que el gen no tuvo cambios en su expresion.




Por otra parte, con base a la informacién disponible de cada gen involucrado en transporte,
encontramos que algunos mostraban relacion en términos del sustrato al que se encuentra su
funcién de transporte. En la Tabla 10, se muestran los distintos sustratos, los genes involucrados
en su transporte, y también cuales genes se expresaron diferencialmente en la cepa MS04 o
MS04 AptsG. Una descripcion mas amplia de los genes en la Tabla 10, puede encontrarse en el
apéndice 7. Lo que observamos fue un amplio espectro de sustratos como son: iones,
aminoacidos, péptidos, C4-carboxilatos, por mencionar algunos. La razén por la cual ocurren los
cambios en la expresion en los genes asociados a estos sustratos no es clara; por ejemplo, del
transporte de aminoacidos se ha reportado que, durante condiciones de limitacion de nutrientes,
estos pueden ser utilizados como fuente de carbono o nitrégeno (Shimizu, 2014). En este mismo
aspecto vemos los genes yjiY'y cstA, que se reporta su induccion en respuesta a limitaciéon de
carbono, y que codifican ambos para transportadores de péptidos, para usarse como fuentes de
carbono (Dubet et al, 2003; Schultz y Matin, 1991; Berh et al, 2014). Un gen que muestra estar
implicado en este mismo mecanismo de adquisicion de fuentes de carbono alternas, es hofQ,
con sobreexpresion en ambas cepas, el cual codifica para una porina necesaria para el transporte
de DNA vy utilizacion de este como fuente de carbono, hofQ es parte de un conjunto de genes
que confieren ventajas competitivas a E. coli durante fase estacionaria prolongada (Finkel y
Kolter, 2001; Palchevskiy y Finkel, 2006). Posiblemente, una parte de los genes relacionados
con transporte pueden ser una respuesta o mecanismo para la obtencion de nutrientes durante
condiciones de estrés por una temperatura de 43 °C. Aunque, es cierto que muchos de los

sustratos observados en la Tabla 10, no se encuentran de forma libre en el medio de cultivo.

Entre los sustratos con mayor representacién, destacé el ion K*, que presentdé cambios en la
expresion de genes relacionados tanto en el importe, como en el exporte de este ion. Del primero,
se observd en ambas cepas, un incremento en la expresion del gen kdpC; mientras que en la
cepa MS04, también la hubo para el gen kdpA y en la variante AptsG una reduccién en la
expresion del gen kdpD. Estos genes mencionados son parte del sistema Kdp-ATPasa de
transporte de alta afinidad de K*, el cual se induce bajo concentraciones bajas de K* o incremento
de la osmolaridad del medio (Nakashima et al, 1993; GaBer y Altendorf, 2001). Ademas de los
genes del sistema Kdp-ATPasa, hubo cambios en el nivel de expresién de genes que componen
el sistema de eflujo de K* dependiente de glutation, formado por los transportadores antiporte
KefB/KefC [K*:H*] (Ferguson et al, 1996; Ferguson et al, 1997), en donde el gen kefC tuvo
represion en ambas cepas y su homélogo kefB se sobreexpresoé solo en la cepa MS04. A la fecha

no existen trabajos donde se haya correlacionado el importe o exporte de K* con incrementos de
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temperatura en E. coli, aunque cambios en la expresion de los genes involucrados en estas
funciones pueden deberse a alteraciones de la presién osmoética en la célula, cambios de pH
intracelular y el mantenimiento del potencial de membrana, que son los principales papeles que

cumple el K* en la célula (Huang et al, 2017).
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VIIl.  Conclusiones

- La cepa MS04 alcanz6 una mayor concentracién de biomasa vy titulo de etanol a 39 °C,
sin que hubiera un cambio significativo en la p con respecto a 37 °C. Esto indica que del
gradiente de temperaturas que se ensay0, 39 °C, es la mejor para alcanzar una mayor
concentracion de biomasa y etanol en esta cepa.

- La eliminacion del gen ptsG confiere estabilidad en la generacidon de biomasa en el
intervalo de 37 °C — 41 °C.

- Bajo las condiciones de cultivo utilizadas y dentro rango de temperaturas evaluadas (37
°C — 45 °C) en este trabajo, la temperatura maxima de crecimiento en que ambas cepas
E. coliMS04 y MS04 AptsG, pueden crecer y producir etanol fue de 43 °C.

- Latemperatura de 43 °C muestra el efecto mas drastico sobre la produccion de etanol en
ambas cepas, con una reduccién significativa en los rendimientos de conversion
producto-sustrato (etanol/glucosa), asi como, en la productividad volumétrica de etanal,
en mayor medida en la cepa MS04, debido a su fase de adaptacién prolongada bajo esta
temperatura.

- El analisis de la expresion génica indica que:

e La biosintesis de aminoacidos y cofactores, asi como el mantenimiento o integridad de la
pared celular son funciones que pueden estarse viendo afectadas por el incremento de
temperatura tanto en la cepa MS04, como en la cepa MS04 AptsG.

e Se observan incrementos en la expresion de reguladores involucrados en vias del
metabolismo como son: aminoacidos, cofactores, azucares entre otros. Asi como de
reguladores inducidos en respuesta a estrés general, mecanismos para reducir la sintesis
de proteinas, el metabolismo de fosfato, y algunos especificos para estrés oxidativo.

e La expresion diferencial de genes involucrados en el transporte, pueden estar
funcionando para la obtencion de fuentes alternativas de carbono como: aminoacidos y
péptidos; mientras que, en el caso del transporte de K*, esto se deba posiblemente a

alteraciones en la osmoregulacion o cambios de pH intracelular.
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IX.

Perspectivas

Comprobar, si la fase de crecimiento prolongada se presenta en diferentes cepas
silvestres de E. coli por incrementos subitos de 37 °C a 43 °C bajo las condiciones
empleadas en este trabajo, o es una respuesta que solo ocurre en el fondo MS04.
Determinar el crecimiento para las cepas E. coli MS04 y E. coli MS04 AptsG, a la
temperatura de 44 °C, ya que solo se evaluaron 43 °C y 45 °C, para establecer si a esta
temperatura todavia hay crecimiento en ambas cepas.

Dilucidar la fase lag prolongada en la cepa E. coli MS04, mediante qPCR midiendo el
cambio en los niveles de expresion de genes asociados al transporte de glucosa, tomando
en consideracioén el regulador Mic y los genes bajo su control.

Complementar el estudio realizado con enfoques protedmicos o metabolémicos.
Realizar estudios sobre el efecto de la temperatura en la produccién de etanol, durante

cultivos continuos y evaluar el mismo efecto usando cultivos con alta carga de biomasa.
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Xl.  Apéndices

Apéndice 1. Evaluaciones realizadas con las cepas E. coli MS04 y MS04 AptsG a diferentes
temperaturas (37 °C — 45 °C), empleando medio mineral AM1 suplementado con acido citrico
(100 mg L"), betaina 1mM, acetato de sodio (2 g L") y glucosa 50 (g L-'). Manteniendo el pH a

7.0, adicionando KOH 2N y con una velocidad de agitacién de 150 rpm.
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Apéndice 2. Pruebas estadisticas Test Dunnett y ANOVA, las cuales fueron realizadas usando
el programa GraphPad Prism version 6.

1. Test Dunnet cepa E. coli MS04 velocidad especifica de crecimiento 37 °C vs 39-43 °C

Numero de familias 1
Numero de comparciones por 3
familia
Alpha 0.05
Comparacion multiple Test Dif. Media Dif. 95% ClI (;Slgnlflcat EVaIue
Dunnett ivo? Ajustado
37°Cvs. 39°C 0.01393 -0.002572 to 0.03044 No 0.0973
37°Cvs. 41°C 0.0529 0.03639 to 0.06941 Si < 0.0001
37°Cvs. 43°C 0.1075 0.09099 to 0.1240 Si < 0.0001
Detalles del  Media1 Mediaz MET®  pitse 1 0 q  OF
37°C vs. 39°C 0.2780 0.2641 0.01393 0.005731 3 3 2431 8
37°Cvs. 41°C 0.2780 0.2251 0.0529 0.005731 3 3 9.230 8
37°Cvs. 43°C 0.2780 0.1705 0.1075 0.005731 3 3 18.76 8

2. Test Dunnet cepa E. coli MS04 AptsG velocidad especifica de crecimiento 37 °C vs 39-43 °C

Numero de familias 1
Numero de comparaciones por 3
familia
Alpha 0.05
Comparacion multiple Test . . . e g P Value
Dunnett Dif. Media Dif. 95% ClI ¢ Significativo? Ajustado
37°C vs. 39°C -0.01187  -0.05296 to 0.02923 No 0.7489
37°C vs. 41°C 0.05463 0.01354 to 0.09573 Si 0.0127
37°C vs. 43°C 0.0746 0.03351 t0 0.1157 Si 0.0021
Detalles del , . Dif. .
Test Medial Media?2 Media Dif. SE nl1 n2 q DF

37°Cvs. 39°C 0.2126  0.2244 -0.01187 0.01427 3 3 0.8316 8
37°Cvs.41°C  0.2126  0.1579  0.05463 0.01427 3 3 3829 8
37°Cvs. 43°C  0.2126  0.1380 0.0746  0.01427 3 3 5228 8

1. Test ANOVA, Comparacion de Xmax de la cepa E. coli MS04 entre 37 °C a 41 °C

Resumen ANOVA

F 8.060
P value 0.0200
P value resumen ns
Estadisticamente significativas diferencias entre las medias Yes
(P <0.05)
R square 0.7288
Tabla ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd) P value

Tratamiento (entre las columnas)  0.5201 2 0.2600 F (2,6)=28.060 P =0.0200
Residual (dentro de las columnas) 0.1936 6 0.03226
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Total 0.7136 8

Resumen de datos
Numero de tratamientos
(columnas)
Numero de valores (total) 9

2. Test ANOVA, Comparacion de Xwmax de la cepa E. coli MS04 AptsG entre 37 °C a 41 °C

Resumen ANOVA

F 0.07542
P value 0.9282
Resumen P value ns
Estadisticamente significativas diferencias entre las medias No
(P < 0.05)
R square 0.02452
Tabla ANOVA SS DF MS F (DFn, DFd)

Tratamientos (entre las columnas) 0.008704 2 0.004352 F (2,6)=0.07542
Residual (dentro de las columnas)  0.3462 6 0.05771
Total 0.3549 8

Resumen datos
Numero de tratamientos
(columnas)
Numero de valores (total) 9

Apéndice 3. Prueba estadistica t, para comprobar si la produccién de etanol
MSO04 fue significativamente diferente a 39 °C con respecto a 37 °C.

P value
P =0.9282

de la cepa E. coli

Ho: Xa = XB
Ha: XA > XB
Variable A Variable B

Etanol producido a 39 °C Etanol producido a 37 °C
Media 22.27257 19.72838
Varianza 0.756818335 0.792986476
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 0.774902405
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Alfa 0.05
Estadistico t 3.539742468
P(T<=t) una cola 0.012009491
Valor critico de t (una cola) 2131846786
P(T<=t) dos colas 0.024018982
Valor critico de t (dos colas) 2.776445105

Se rechaza la hipétesis nula, siendo el valor estadistico t mayor que el valor critico t para una cola. Las
medias son significativamente diferentes. Se acepta la hipétesis alternativa que, la produccion de etanol

en la cepa E. coli MS04 es mayor a 39 °C que a 37 °C.

65



Apéndice 4. Lista de los genes diferencialmente expresados producto de los microarreglos,
donde la condicion experimental fue a 43°C para las cepas de E. coli MS04 y MS04 AptsG, y
como control fue la temperatura de 37°C. Cada gen se encuentra con su respectivo Z-score.

Recordando que >2 Z-scores es para el caso de sobreexpresion y <-2 Z-scores el caso de

represion.
Tabla 11. Genes sobreexpresados diferencialmente en la cepa E. coli MS04
thiF 2.150385 oppD 2.320539 gltP 3.553575 yecA 2.873458
agpZ  2.007559 | guaC 2.298201 | recT 2915267 | yjhU  2.02389
yiaA 2.402725 | nadR 2.727824 oxc 3.343987 ybfE 3.021668
kdpC 2.175833 tpr 3.063083 sgcE 3.739378 rrrD 2.241252

ulaE 2150241 | besG  4.392043 | yegX  2.209184 | fepG  2.304755
gntP 2122339 | mlaC 2719509 | atoA  4.242356 | gimM  4.014211
kdpA  2.105484 | pstA 2.196516 | yfdY 2.679797 | moeB  2.138083
intB 2.051708 | efp 2.580927 | cemF  2.019869 | yegD  2.29175

sgbH  2.862737 | phoU  2.082492 | wecH  2.835616 | fadD  2.164312
anmK  2.346693 | yhjY 3.410757 | tsgA 2.011777 | ptsN  3.069918
lgoT 2521884 | purA  2.868607 | yjeO 3439123 | yrbG  2.553178
IplA 2213261 | yidZ 2982319 | mdtH  2.054017 |yfgJ  2.008204
ychO  2.06535 | yjhQ  4.272958 | queG  2.024731 | yhbE  2.406084
ybjX 2343923 | bioB 4.86899 pflD 2.938901 | yiaV  2.250664
bfr 2.481538 | glgB 4.006603 | kefB 2.820728 | ygiw  2.280984
flic 2.983392 | cdd 2.269776 | nagk  2.131585 | relE  2.896608
yfdE  2.205051 | trpR 3490545 | hofQq  3.13051 pepP  2.133344
pspD 2703352 | hemE  2.646024 | oxyR  4.274254 | alsA  2.015684

yohC  3.362426 | yji¥ 2.922152 rpmH 2.636806 thiH 2.580191
pspF 2.453852 | dusA 2.158513 sbp 2.521515 hisQ 2.586166
yhfX 2.030009 | cybB 3.251111 cstA 2.259291 yqeF 3.618913
yneO  2.535514 | wzzE 2.652475 yihL 2.08785 IdcA 2.876686
fric 2.370841 blc 3.115166 metF 2.674181 yidH 2.424545
tamA  2.610152 | yjjJ 4.068939 zntR 2.42417 soxR 2.240334

dgoA 2.497616 | gatY 2.225185 xyIR 3.790521 rsmB 2.885827
argo 2.369377 | epmA 3.960049 ygdB 2.916612 ydjG 2.850818
dcuB 2919179 | renD 2.17658 cynR 3.056383 zntA 2.420849

creB 3.41222 rpmF 2.125452 | ftsP 4.33594 metC  2.693175
yidL 3.099403 | fecC 2.13276 nadB 3.7363 dbpA  2.139164
tusD 2.901574 | yccA 2.268203 yicH 2.736038 bdcR 2.814463
accD 3.264843 | dppB 2.332063 | friD 3.293745 ilvl 2.196118

rho 3.036402 | entF 3.017358 tnaA 2.337291 avtA 2.180399
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yeaR 2.256153 | nfuA 2.137765 ydeT 2.034915 phnH 2.268154
eutN 2.026057 | rsml 2.375797
Tabla 12. Genes reprimidos diferencialmente en la cepa E. coli MS04

yfhH  -2.36889 rplA  -2.359098 ybiC  -2.062513 | hflD -3.723066
ydaU -2.409185 rnb -2.779001 fixC -2.546062 mmuP  -2.59962
ycaM  -2.041839 gpt -2.335115 btuF -2.083339 flhC -2.01578
yeal -2.178991 IpxD -3.857769 pepD -2.288839 yabl -2.224632
ycbX -2.003937 sbcD -2.167659 maeA -2.160738 fkpB -2.53002
elfA -2.489381 rpsF -3.591921 leuL -2.269365 kefC -2.258046
dinD -2.039908 serS -3.232788 gapA -2.936599 rluA -2.146516
ymdB  -2.255915 | gshA  -2.244409 cspG  -2.123293 | yagP ~ -2.061289
dmsD  -2.457345 eno -4.051277 uidA -2.802937 ybiX -2.33935
ygjN  -2.218803 | Ipp -5.566339 pbl -3.130745 | rimF -2.058152
cnu -2.097124 phnD  -4.296687 sbmA  -2.500165 purH -2.058152
panE -2.03017 ruvA -2.790944 ubiH -2.103272 yfbO -2.693502
tfaE -2.06804 djlB -2.081032 feaB  -3.860355 | ygfZz -2.388832
yagM  -2.037212 pgiB -2.071987 ybdF -2.090502 rcnR -2.916754
dacA -2.647476 thrA -2.411141 cobS -2.129327 ykiB -3.003497
dhaM  -2.004416 ytfQ -2.040795 fixx -4.541802 yjdJ -2.166087
tomB -2.049299 ypdE  -2.168636

Tabla 13. Genes sobreexpresados diferencialmente en la cepa E. coli MS04

AptsG

fic 2.132886 | frID 3.540073 | ychO  3.67671 yihQ 3.150519
flgB 2.072878 | idnD 2.373002 tabA  3.327777 | atoA 3.423355
rpse 2.085397 | nrfA 2.083609 | nadR  3.052333 | yfdY 3.289592
kdpC 2.166813 | yraN  2.24554 hofQ 2.164699 | ytf] 2.66347
ydjY 2.318313 | mur) 2.289911 cydA 2.201083 renD 3.161928
IsrG 2.296113 | ydeT  2.338189 | rpmH 2.309009 | dusA 2.712583
yiaA 2.997921 | alsA 2.241637 | bssR 2.55007 cybB 4.77621
degS  2.257987 | dppB 2.872534 | ygdB  4.584474 | frwB  2.134017
fliG 2.681579 | ppsA  2.226264 | purA  3.491627 | pmbA  2.041266
sgbH 2.081322 | grol 2.266733 | yjeO 2.394901 | y¢jG 2.150304
creB 2.131107 | ychQ 3.671564 | yhjK 2.201507 | fecC 3.812356
gltP 2.136448 | xthA 2.03869 oxyR  4.241501 | sgcE 3.302355
yhjY 2.082982 | rsml 2.049916 | xyIR 4.011462 | guaC 2.259594
bfr 2.331368 | rcsF 2.115857 | rhiB 3.09731 nadB 2.9917
rplX 2.68775 glvC 2.065465 | yggF  2.260227 | ydjG 2.670607
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exbB 2.134904 | yggP 2.235426 ftsP 3.886495 soxR 2.295049
csgA  3.449268 | thiH  4.119217 | hupB  2.10071 ygeF  3.190804
yohC 3.096904 | accD 2.04674 metF  2.451235 yjhG 2.012261
yfdE 3.811317 | gimM 3.428971 bioB 4.719158 ettA 2.38433
epmA  2.267595 | ptsN 2.611435 mdtH 2.276319 ftsX 2.159656
ydgA  3.541133 | ygiWw 2.376481 | cpdA  2.142791 | metC  2.320983
yiiJ 2.396868 | nusG 2.054818 dcuA 2.086178 yeaX 2.078045
hisS 2.188455 | pepP 2.479643 pyrE 2.128083 bdcR 2.669823
anmK  3.55885 hisQ 2.611795 cynR 3.500646 ilvi 2.312092
glgB  2.925826 |yiaC  2.258859 | shp 2.48442 avtA  2.084653
insA1 2.374531 | ycgB 2.046237 entF 2.369772 mgtA 2.133245
yihY 2.026108 | yidH 2.202273 gabD  2.048782 blc 2.15105
mlaC 2.949289 | yecA 2.464233 rho 3.590132 bcsG 3.299118
trpR 2.567803 | yrbG 2.52655 yicH 2.438562 wzzE 2.688299
argO 2.897707 | relE 2.013516 mreD  2.622876 ydjF 2.34686
dcuB 3.4701 trmD  2.283417 tusD 2.738779 yifB 2.176182
oppD 2555118 |tadA  2.126078 |yjhU  3.153153 | rrrD 2.824898
pspD  4.588313 | yiaB  2.146493 | yidl  2.614827 | ygcR  2.607322
pstA 2.195341 | yrdB 2.16489 yidZ 3.641753
Tabla 14. Genes reprimidos diferencialmente en la cepa E. coli MS04 AptsG
yhcA -2.41237 hslv  -2.07061 emrD -2.119812 | yhcG -2.16147
fixC  -2.483698 | ygilL -2.147653 | nepl  -2.005223 | ribE  -2.525192
rpsK -2.132209 | kdpD -2.64951 wcaM -2.036372 | maeA -2.005565
aceF -2.389545 | mmuP -3.037165 | dmsD -2.076063 | dhaR -2.328837
IpxD -2.219193 | yagM  -2.109585 | insN  -2.12661 ybiC  -2.066818
fumA -2.120073 | frsA -2.166443 | yhcH -2.652224 | yagP -2.508258
acrF -2.109912 | yeeL  -2.441768 | pgi -2.053322 | ybiX  -3.054504
fadl  -2.26799 ybgS -2.064725 | hemA -2.274609 | yabl -2.477058
ykgJ -2.352193 |dacA -3.396304 | apbE -2.058891 | gstA -2.00719
pbl -2.808251 kefC -2.758174 | gatyY -5.041025 | ddpF -2.589306
uidA -2.587081 | yceQ -2.261586 | ruvA -2.058106 | feaB -2.052705
gatZ -3.985437 | ygeF -2.815421 | Ipp -4.954866 | rodZ -3.340708
serS -2.222895 | yddK -2.246746 | narH -4.308468 | ysaA -2.889496
roml -4.075233 | yciN -2.143039 | yjfF -2.88111 ybaB -2.066212
gpt -2.279804 | rluA -2.729007 | ybaT -4.662802 | cobS -3.034169
ygiM -2.685096 | fkpB -2.546913 | hfID  -3.845908 | fixX  -4.130125
mdtB -2.236545 | apaG -2.032672 | rpsB  -3.777008 | potA -2.017202
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Apéndice 5. Listas de genes sometidas para analisis de enriquecimiento de anotaciones

funcionales.

Producto de la comparacién de los genes diferencialmente expresados en las cepas E. coli MS04
y MS04 AptsG, con base al nivel de expresion, se obtuvieron 6 juegos de genes que representan
los genes diferencialmente sobreexpresados y reprimidos en ambas cepas, asi como aquellos
que solamente lo fueron en la cepa MS04 y MS04 AptsG (Figuras 11 y 12). Tomando de
referencia dichos juegos de genes, se generaron diferentes listas de genes (Tabla 15),
posteriormente sometidas a herramientas bioinformaticas. Cabe mencionarse que en las listas
se encuentra representados los genes mediante su simbolo, pero para ser sometidas en las
herramientas bioinformaticas, se utilizaron los indentificadores Uniprot (UniProtKB)
correspondientes a cada gen. Las primeras 6 listas de genes corresponden a los juegos de genes
base, y a partir de la lista 7, estas fueron generadas por adicién de 2 o0 mas de las primeras 6
listas. En las listas 7-14, se delimitan con las marcas (**), para reconocer cuantos de los primeros

6 juegos componen dicha lista.

Tabla 15. Listas de genes generadas para ser sometidas a herramientas bioinformaticas
Lista 1. Genes sobreexpresados en ambas cepas MS04 y MS04 AptsG.

>> jlvl kdpC metC pstA avtA purA romH trpR bic bfr dcuB fliG xyIR oxyR soxR yecA yohC yiaA yidH
ygiW mlaC dppB metF wzzE rho relE nadB entF argO bioB bioH pepP ftsP cynR nadR gimM yicH
yidL yidZ dusA alsA hofQ sgbH bdcR sgcE yrbG tusD frID hisQ guaC rsml mdtH ptsN renD oppD
ydeT atoA yfdY ydjG rrrD yqeF sbp glgB creB ygdB epmA accD cybB pspD fecC gitP thiH bcsG
yhjY ychO yjeO yjhU yjhQ yjjiJ yfdE anmK

Lista 2. Genes reprimidos en ambas cepas MS04 y MS04 AptsG.

>> kefC uidA ruvA gpt rluA dacA fkpB hfID maeA yabl hexB cobS fixC fixX Ipp dmsD yagM yagP
ybiX pbl mmuP IpxD serS feaB

Lista 3. Genes sobreexpresados Unicamente en la cepa MS04.

>> tpr kdpA efp romF tnaA phoU yhbE yccA ybfE cdd gntP yihL zntR tamA eutN oxc gatY moeB
cstA phnH dbpA fepG hemE thiF ydeK IplA pflD recT ccmF yegD rsmB pspF zntA wecH yiaV queG
ulak intB yjiY IgoT kefB frIC yhfX tsgA aqpZ nfuA yeaR fadD ybjX nagK IdcA yegX yfgJ dgoA
Lista 4. Genes sobreexpresados Unicamente en la cepa MS04 AptsG.

>> xthA groL pyrE rpsE trmD rhiB rbn ettA bssR mgtA mreD cydA nrfA dcuA exbB flgB ftsX hupB
degS cpdA murJ tabA nusG pmbA yiaB fic yggF yifB ppsA gabD csgA ycgB pdeK yiaC ytfJ idnD
yjhG yraN yrdB ycjG yggP rplX hisS isrG tadA rcsF glvB frwB ydjY yeaX ydjF ydgA ychQ ygcR
Lista 5. Genes reprimidos Unicamente en la cepa MS04.

>> thrA rpsF tfaE eno gshA rplA ymdB cspG gapA panE tomB ybdF fIhC leul ygfZ sbmA sbeD pepD
purH phnD dinD ubiH rmb btuF dhaM yfgH yjdJ ytfQ pqiB cnu rcnR rimF ycaM elfA ycbX ycjN ydaU
dgcdJ yfbO djIB ypdE
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Lista 6. Genes reprimidos Unicamente en la cepa MS04 AptsG.

>> frsA aceF pgi hemA hslV roml rpsK rpsB ybaB gstA ykgdJ ybgS yciN ftp fumA nepl ygiM gatY
gatZ narH kdpD acrF rodZ yhcA emrD yjfF ygiL yhcG yhcH ysaA ribE yceQ apaG pota wcaM dhaR
yddK yeel mdtB fadl ybaT ddpF ygeF insN

Lista 7. Todos los genes sobreexpresados en la cepa MS04.

>> jlvl kdpC metC pstA avtA purA romH trpR bic bfr deuB fliG xyIR oxyR soxR yecA yohC yiaA yidH
ygiW miaC dppB metF wzzE rho relE nadB entF argO bioB bioH pepP ftsP cynR nadR gimM yicH
yidL yidZ dusA alsA hofQ sgbH bdcR sgcE yrbG tusD frID hisQ guaC rsml mdtH ptsN renD oppD
ydeT atoA yfdY ydjG rrrD yqeF sbp glgB creB ygdB epmA accD cybB pspD fecC gitP thiH bcsG
yhjY ychO yjeO yjhU yjhQ yjjJ yfdE anmK ** tpr kdpA efp romF tnaA phoU yhbE yccA ybfE cdd gntP
yihL zntR tamA eutN oxc gatY moeB cstA phnH dbpA fepG hemE thiF ydeK IplA pfID recT ccmF
yegD rsmB pspF zntA wecH yiaV queG ulaE intB yjiY IgoT kefB frIC yhfX tsgA aqpZ nfuA yeaR
fadD ybjX nagK IdcA yegX yfgJ dgoA

Lista 8. Todos los genes sobreexpresados en la cepa MS04 AptsG.

>> jlvl kdpC metC pstA avtA purA romH trpR bic bfr deuB fliG xyIR oxyR soxR yecA yohC yiaA yidH
ygiW miaC dppB metF wzzE rho relE nadB entF argO bioB bioH pepP ftsP cynR nadR glmM yicH
yidL yidZ dusA alsA hofQ sgbH bdcR sgcE yrbG tusD frID hisQ guaC rsml mdtH ptsN renD oppD
ydeT atoA yfdY ydjG rrrD yqeF sbp glgB creB ygdB epmA accD cybB pspD fecC gitP thiH bcsG
yhjY ychO yjeO yjhU yjhQ yjjd yfdE anmK** xthA groL pyrE rpsE trmD rhiB rbn ettA bssR mgtA
mreD cydA nrfA dcuA exbB flgB ftsX hupB degS cpdA murd tabA nusG pmbA yiaB fic yggF yifB
ppsA gabD csgA ycgB pdeK yiaC ytfJ idnD yjhG yraN yrdB ycjG yggP rplX hisS isrG tadA rcsF glvB
frwB ydjY yeaX ydjF ydgA ychQ ygcR

Lista 9. Todos los genes reprimidos en la cepa MS04.

>> kefC uidA ruvA gpt rluA dacA fkpB hflID maeA yabl hcxB cobS fixC fixX Ipp dmsD yagM yagP
ybiX pbl mmuP IpxD serS feaB** thrA rpsF tfaE eno gshA rplA ymdB cspG gapA panE tomB ybdF
fIhC leuL ygfZ sbmA sbcD pepD purH phnD dinD ubiH rnb btuF dhaM yfgH yjdJ ytfQ pqiB cnu rcnR
rimF ycaM elfA ycbX ycjN ydaU dgcJ yfbO djIB ypdE

Lista 10. Todos los genes reprimidos en la cepa MS04 AptsG.

>> kefC uidA ruvA gpt rluA dacA fkpB hfID maeA yabl hcxB cobS fixC fixX Ipp dmsD yagM yagP
ybiX pbl mmuP IpxD serS feaB**frsA aceF pgi hemA hslV roml rpsK rpsB ybaB gstA ykgJ ybgS
yciN ftp fumA nepl ygiM gatY gatZ narH kdpD acrF rodZ yhcA emrD yjfF ygil. yhcG yhcH ysaA ribE
yceQ apaG pota wcaM dhaR yddK yeel mdtB fadl ybaT ddpF ygeF insN

Lista 11. Todos los genes expresados diferencialmente Unicamente en la cepa MS04 (Comprende
sobreexpresados y reprimidos).

>> tpr kdpA efp romF tnaA phoU yhbE yccA ybfE cdd gntP yihL zntR tamA eutN oxc gatY moeB
cstA phnH dbpA fepG hemE thiF ydeK IplA pflD recT ccmF yegD rsmB pspF zntA wecH yiaV queG
ulak intB yjiY IgoT kefB frIC yhfX tsgA aqpZ nfuA yeaR fadD ybjX nagK IdcA yegX yfgJ dgoA™** thrA
rpsF tfakE eno gshA rplA ymdB cspG gapA panE tomB ybdF flhC leul ygfZ sbmA sbcD pepD purH
phnD dinD ubiH rnb btuF dhaM yfgH yjdJ ytfQ pqiB cnu rcnR rimF ycaM elfA ycbX ycjN ydaU dgcd
yfbO djiB ypdE

Lista 12. Todos los genes expresados diferencialmente Unicamente en la cepa MS04 AptsG
(Comprende sobreexpresados y reprimidos).

>> xthA grolL pyrE rpsE trmD rhiB rbn ettA bssR mgtA mreD cydA nrfA dcuA exbB flgB ftsX hupB
degS cpdA murd tabA nusG pmbA yiaB fic yggF yifB ppsA gabD csgA ycgB pdeK yiaC ytfJ idnD
yjhG yraN yrdB ycjG yggP rplX hisS isrG tadA rcsF givB frwB ydjY yeaX ydjF ydgA ychQ ygcR**frsA
aceF pgi hemA hslV roml rpsK rpsB ybaB gstA ykgd ybgS yciN fip fumA nepl ygiM gatY gatZ narH
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kdpD acrF rodZ yhcA emrD yjfF ygil. yhcG yhcH ysaA ribE yceQ apaG pota wcaM dhaR yddK yeel
mdtB fadl ybaT ddpF ygeF insN

Lista 13. Todos los genes expresados diferencialmente en la cepa MS04 (Comprende
sobreexpresados y reprimidos).

>> jlvl kdpC metC pstA avtA purA romH trpR blic bfr deuB fliG xyIR oxyR soxR yecA yohC yiaA yidH
ygiW miaC dppB metF wzzE rho relE nadB entF argO bioB bioH pepP ftsP cynR nadR glmM yicH
yidL yidZ dusA alsA hofQ sgbH bdcR sgcE yrbG tusD frID hisQ guaC rsml mdtH ptsN renD oppD
ydeT atoA yfdY ydjG rrrD yqeF sbp glgB creB ygdB epmA accD cybB pspD fecC gltP thiH bcsG
yhjY ychO yjeO yjhU yjhQ yjjJ yfdE anmK**kefC uidA ruvA gpt rluA dacA fkpB hflD maeA yabl hcxB
cobS fixC fixX Ipp dmsD yagM yagP ybiX pbl mmuP IpxD serS feaB**tpr kdpA efp romF tnaA phoU
yhbE yccA ybfE cdd gntP yihL zntR tamA eutN oxc gatY moeB cstA phnH dbpA fepG hemE thiF
ydeK IplA pflD recT ccmF yegD rsmB pspF zntA wecH yiaV queG ulaE intB yjiY IgoT kefB frIC yhfX
tsgA agpZ nfuA yeaR fadD ybjX nagK IdcA yegX yfgJ dgoA**thrA rpsF tfaE eno gshA rplA ymdB
cspG gapA panE tomB ybdF flhC leul ygfZ sbmA sbeD pepD purH phnD dinD ubiH rnb btuF dhaM
yfgH yjdJ ytfQ pqiB cnu rcnR rimF ycaM elfA ycbX ycjN ydaU dgcd yfbO djiB ypdE

Lista 14. Todos los genes expresados diferencialmente en la cepa MS04 AptsG (Comprende
sobreexpresados y reprimidos).

>> jlvl kdpC metC pstA avtA purA romH trpR bic bfr deuB fliG xyIR oxyR soxR yecA yohC yiaA yidH
ygiW milaC dppB metF wzzE rho relE nadB entF argO bioB bioH pepP ftsP cynR nadR glmM yicH
yidL yidZ dusA alsA hofQ sgbH bdcR sgcE yrbG tusD frID hisQ guaC rsml mdtH ptsN renD oppD
ydeT atoA yfdY ydjG rrrD yqeF sbp glgB creB ygdB epmA accD cybB pspD fecC gltP thiH bcsG
yhjY ychO yjeO yjhU yjhQ yjjJ yfdE anmK**kefC uidA ruvA gpt rluA dacA fkpB hflD maeA yabl hcxB
cobS fixC fixX Ipp dmsD yagM yagP ybiX pbl mmuP IpxD serS feaB**xthA groL pyrE rpskE trmD rhiB
rbn ettA bssR mgtA mreD cydA nrfA dcuA exbB figB ftsX hupB degS cpdA murJ tabA nusG pmbA
yiaB fic yggF yifB ppsA gabD csgA ycgB pdeK yiaC ytfJ idnD yjhG yraN yrdB ycjG yggP rplX hisS
isrG tadA rcsF glvB frwB ydjY yeaX ydjF ydgA ychQ ygcR **frsA aceF pgi hemA hslV roml rpsK
rpsB ybaB gstA ykgd ybgS yciN ftp fumA nepl ygiM gatY gatZ narH kdpD acrF rodZ yhcA emrD yjfF
ygil. yhcG yhcH ysaA ribE yceQ apaG pota wcaM dhaR yddK yeel mdtB fadl ybaT ddpF ygeF insN
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Apéndice 6. Enriquecimiento de anotaciones funcionales.

Para determinar enriquecimiento de anotaciones funcionales, utilizamos tres herramientas que
utilizan principalmente listas/grupos de genes obtenidos mediante métodos de protedmica o
transcriptomica. Dichas herramientas fueron: PANTHER Classification System, que utiliza su
propia base de datos basada en los términos GO (Gene Ontology), aunque también usa otras
bases de datos, como por ejemplo KEGG (Mi et al, 2013); KOBAS 3.0, que tiene la particularidad
de acoplar la base de datos de Biocyc, con amplia informacion para E. coli (Xie et al, 2011); por
ultimo, DAVID Bioinformatics Resources que a diferencia de las dos antes mencionadas, utiliza
para su determinacion una mayor cantidad de bases datos (Huang et al, 2008). Cada herramienta
realiza una funcién similar esquematizada en la Figura 15, pero con variaciones en los algoritmos
de organizacion, bases de datos, métodos estadisticos (test exacto de Fisher, test binomial, test

hipergeométrico, etc.) entre otras caracteristicas que influyen en los resultados.

Figura 14. Esquema modificado del reportado por Huang et al (2008), que explica la metodologia general
que siguen las herramientas utilizadas en este trabajo para determinar enriquecimiento de anotaciones
funcionales.
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Apéndice 7. Descripcion de la funciéon de todos los genes involucrados en transporte que
tuvieron sobreexpresidn o represion en las cepas de E. coli MS04 y MS04 AptsG. Los cuales se
encuentran dividos en dos tablas.

Tabla 16. Genes involucrados en transporte, genes cuyo cambio en la expresion fue similar en ambos
fondos genéticos E. coli MS04 y MS04 AptsG.

MS04
MS04
Gen Funcion AptsG
Z-score
Z-score
argO Involucrada en el exporte de L-arginina 2.36 2.89
miaC Implicada en vias de trafico retrogadla de fosfolipidos de la 271 294
membrana exterior
) Subunidad de membrana del sistema de transporte ABC para la
hisQ L LT - o 2.58 2.61
toma de aminoacidos basicos: lisina, arginina, ornitina e histidina
0ppD Subunidad del sistema de Frans’polrte ABC de alta afinidad para 239 255
oligopéptidos
hofQ Porina involucrada en el transporte de DNA al interior de la célula 3.13 2.16
Proteina responsable del transporte antiporte de
dcuB fumarato:succinato y de malato:aspartato, durante condiciones 2.91 3.47
anaerobias
pstA Proteina parte del sistema transporte ABC de alta afinidad de 219 219
fosfato
mdtH Bomba de eflujo multidroga 2.05 2.27
alsA Proteina parte del sistema de transporte ABC de D-alosa 2.01 2.24
gitP Transportador simporte de glutamato/aspartato:H* 3.55 2.13
Proteina integral de membrana parte del sistema de transporte
fecC ABC de hierro Fe3* 2.13 3.81
sbp Proteina periplasmica parte de! sistema de transporte ABC de 259 248
sulfato/tiosulfato
Subunidad de la membrana interna parte del sistema de
dppB transporte ABC de dipéptidos 233 287
Subunidad de la membrana interna parte del sistema de alta
kdpC afinidad de transporte de potasio 217 2.16
gatYy Proteina parte del sistema de transporte PTS de galactitol
kefC Transportador antiporte K:H parte del sistema de eflujo de potasio -2.58 -2.75
mmuP Transportador putativo de S-metilmetionina -2.59 -3.03
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Tabla 17. Genes involucrados en transporte, cuyo cambio en la expresion sélo ocurrié en una cepa en
particular E. coli MS04 o MS04 AptsG.

Cepa_ Gen Funcién Z-score
E. coli
kdpA Subunidad del sistema de transporte de alta afinidad de potasio 2.10
hbE Proteina de membrana interna, miembro de la superfamilia DTM 2 40
Y (Drug/Metabolite transporter) )
niP Transportador de D-Gluconato miembro de la familia de 212
g transportadores GntP ’
Subunidad integral de membrana parte del sistema de transporte ABC
fepG . . 2.30
de enterobactina férrica
zntA Proteina ATPasa tipo P involucrada en el eflujo de Zn?*, Cd?* y Pb?* 242
kefB Transportador antiporte K:H parte del sistema de eflujo de potasio 2.82
, Proteina interna de membrana, miembro de la familia MFP (Membrane
yiaV . . 2.25
Fusion Protein)
tsgA Transportador putativo TsgA 2.01
aqpZ Acuaporina que permite el paso b_|d|reCC|onaI del agua por difusion 200
pasiva.
cstA Proteina de membrana interna involucrada en el transporte de 295
MS04 péptidos durante limitacion de carbono ’
yiY Proteina involucrada en el transcr;orgtinc(lje péptidos durante limitacion de 292
Transportador simporte de galactonato:H* parte la familia MFS (Major
lgoT it : 2.52
facilitator superfamily)
sbmA Proteina de membrana |nterr’1a !nvolucrada en el transporte de 250
péptidos
phnD Proteina periplasmica parte del sistema de transporte ABC de -4.99
fosfonoato
Proteina periplasmica parte del sistema de transporte ABC de
ytfQ -2.04
galactaofuranosa
ycaM Transportador putativo YcaM -2.04
biuF Proteina periplasmica par’Fe dgl sistema de transporte ABC de 208
Vitamina B12
ciN Proteina de periplasmica predicha como parte de un sistema de un 291
yd putativo transporte ABC )
Proteina responsable del transporte antiporte de fumarato:succinato y
dcuA ) . ) 2.08
de malato:aspartato, durante condiciones anaerobias
Proteina ATPasa tipo P involucrada en el transporte de Mg?* durante
mgtA Lo 2+ 2.13
MS04 limitacién de Mg
AptsG frwB Componente |IB de un putativo sistema de transporte PTS 2.13
nepl Proteina involucrada en el exporte de ribonucledsidos de purina -2.00
acrF Proteina periplasmica parte del sistema de eflujo de drogas -2.10
ddpF Subunidad parte del sistema de transporte ABC de D,D-dipéptidos -2.58
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emrD Proteina de membrana involucrada en el eflujo multidroga -2.11

Proteina parte del sistema de dos componentes KdpDE, involucrada
kdpD en la regulacion del sistema de alta afinida de transporte de potasio -2.6
kdpFABC
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