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Resumen

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa que prefiere la glucosa como fuente de
carbono y energia. E. coli transporta esta fuente de carbono mediante el sistema de
fosfotansferasa (PTS) especifico de glucosa (PtsG) y con este puede alcanzar altas tasas
de consumo y crecimiento. Sin embargo, una alta tasa de crecimiento trae consigo un
desbalance entre la velocidad de produccion de AcCoA y su consumo por el TCA, incluso
en condiciones donde el oxigeno no es limitante para la respiracion celular, fendmeno
denominado sobre flujo de carbono o metabdlico. El sobre flujo metabdlico trae como
resultado la produccién y excrecion de acido acético al medio de cultivo. El acido acético,
ademas de significar una pérdida de carbono como AcCoA, también es deletéreo para las
células. Se han probado 2 grupos de estrategias para eliminar o mitigar el sobre flujo de
carbono en E. coli: las estrategias de cultivo y las de modificacion genética. Del segundo
grupo se tienen 2 enfoques diferentes: la eliminacion de las vias de sintesis de acido
acético o la eliminacién de proteinas relacionadas al transporte de glucosa; esta ultima
con la finalidad de controlar la velocidad de entrada de carbono a la célula. Sin embargo,
la limitacion de la entrada de glucosa a la célula trae consigo dos posibles estados
fisiologicos a la limitacion de carbono. El primero de ellos es un estado denominado
“hunger response” el cual se caracteriza por la reduccion de la u a un valor por debajo del
maximo observado cuando la glucosa no es limitante en el medio. El estado “hunger
response” esta caracterizada por la expresién de genes relacionados al uso de fuentes
alternativas de carbono. El segundo estado, llamado “starvation state” estd definido
como el cese del crecimiento por el agotamiento de la glucosa o la entrada a la fase
estacionaria.

Siguiendo esta linea de pensamiento, Fuentes LG y colaboradores en 2013 generaron una
coleccién de cepas mutantes de E. coli, con mutaciones sencillas y combinatorias de
genes relacionados con sistemas de transporte de tipo PTS (ptsG, manX, malX, bglF, nagk,
ptsH, ptsly crr) y no PTS (mglABC y galP). PtsG es el transportador PTS para glucosa, y
sabiendo que ManX puede transportar glucosa en una cepa carente de PtsG. Decidieron
realizar la inactivacion arbitraria y combinatoria de genes pertenecientes a estas dos
familias de proteinas. Con esto consiguieron un conjunto de 15 cepas, mas la parental
W3110, con gs en el rango de 1.33 2 0.32 g/gh y ude 0.65 a 0.18 hl. Seis de estas cepas
fueron probadas para la produccién de un plasmido experimental terapéutico contra el
virus de paperas (pHN). Los resultados obtenidos fueron un comportamiento de tipo
campana, cuando se grafico el Ypx como funcion de la gs. Observaron que la disminucion
de la gs con una concomitante reduccion de la gqc dio como resultado un incremento del
rendimiento del plasmido a partir de biomasa. Sin embargo, un decremento excesivo de
la velocidad de consumo de glucosa resulté subdptimo, esta vez no por la produccion de
acetato sino mas bien por la posible limitacidon en carbono y energia necesarios para la
produccion del plasmido. Finalmente se obtuvo un maximo de produccion a una gs del
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58% de la cepa W3110. Este enfoque, de limitar la velocidad de consumo de glucosa a
diferentes tasas de consumo, también ha sido probada, como resume Peebo K en 2018,
para la produccion de proteinas recombinantes en cultivos continuos. En muchos casos,
se ha observado el mismo comportamiento tipo campana donde los maximos u éptimos
de produccion rondan el 50% de la gs maxima en E. coli.

Tomando como base lo anterior, se llevd a cabo un estudio en el cual se caracterizaron 6
cepas mutantes carentes de distinto sistema de transporte de distintas fuentes de
carbono y que tienen una menor capacidad de consumo de glucosa. Estas cepas fueron
WG (W3110 AptsG), WGM (W3110 AptsG, AmanX), WGMC (W3110 AptsG, AmanX,
AmgIABC), WGX (W3110 AptsG, AmalX), WHI (W3110 AptsHicrr) y WHIC (W3110
AptsHIcrr, AmglABC). Las 6 cepas mutantes y la cepa parental W3110 fueron
transformadas con el plasmido pV21, el cual contiene el gen gfp que codifica para una
GFP cuya expresion esta dictada por el promotor nativo del operdn lac. Se probaron 2
sistemas de cultivo diferentes con distintas concentraciones de glucosa: matraces con 10
g/L de glucosa y biorreactores con 20 g/L de glucosa en medio minimo M9. En los cultivos
en matraz las cepas desplegaron gs que fueron de 1.75 a 0.45 g /g h con una
correspondiente u de 0.54 a 0.16 h™’. Por su parte, en los cultivos en biorreactor la gsy la
u fueron de 1.65 a 0.45 g/g hy de 0.52 a 0.15 h!, respectivamente. En ambos casos, al
graficar el Ysrp/x como funcidn de gs, se observd un comportamiento de tipo campana,
con una gs Optima para la produccién de la GFP entre los 0.8 y 0.9 g/g h, que
representaron 50% de la gs maxima para cada sistema de cultivo. Estas gs
correspondieron a la cepa WG/pV21 y WGM/pV21 con titulos de produccién de GFP de
305.4 y 4385 mg/L, respectivamente. Mediante citometria de flujo y cultivos
microfluidicos, se pudo evidenciar que la alta produccién de GFP desencadena el proceso
de filamentacion celular, asi como una segregacion entre poblaciones de alta y baja
produccion como resultado de la naturaleza biestable del promotor lac.

Adicionalmente, se realizaron experimentos de RNA-seq de un subconjunto de las cepas
mutantes, cultivadas en biorreactor con 20 g/L de glucosa. La secuenciacion fue pareada,
con lecturas de 75 pb y una profundidad de 40 mil lecturas. Posteriormente, el andlisis
de expresion diferencial se realizé con EdgeR basado en Ry los genes diferencialmente
expresados fueron anotados usando las bases de datos de EggNOG y Uniprot. En estas
condiciones de cultivo las cepas desplegaron gs de 1.52 a 0.35 g/ghy ude 0.67 a 0.27,
estos dos parametros tuvieron un coeficiente de correlaciéon cuadrado de 0.995. El
numero de genes diferencialmente expresados fue de 201 a 779, presentado una
correlacion parcial, al menos entre las cepas WG, WGM y WGMC. Por otra parte, los COGs
mas representados fueron S, C, E, G y K. Sin embargo, los del COG S no fueron
considerados en el analisis por ser los de funcién desconocida, aunque no se descarta su
posible implicacion en el fenotipo de las cepas. Por su parte, los COGs C, E, Gy K contenian
genes relacionados a una respuesta transcripcional de limitacion de carbono,
involucrando funciones como la de transporte y metabolismo de fuentes alternativas de
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carbono, asi como el decremento en funciones como las de glicolisis, cadena respiratoria
y sintesis de aminoacidos e incrementado otros como el metabolismo gluconeogénico.
Finalmente, se encontrd que un total de 107 y 185 genes desplegaron correlaciones de
Pearson positivas y negativas, respectivamente, al usar el factor de cambio de la
expresion génica como funcién de la gs. De ellas, la obtencidn de energia, transporte de
carbohidratos y la sintesis de aminoacidos tuvieron correlacion positiva, es decir, que los
genes decrementaban su expresion en concordancia con la reduccién de la gs.

Los cambios en la expresion génica de las cepas de E. coli con menor capacidad de
importacion de glucosa pudieron correlacionarse con los valores de gs y esto permitio
inferir el estado fisioldgico de cada mutante. En las cepas con valores de gs mds bajos, el
patron de expresion génica es coherente con la limitacion energética y la entrada en la
fase estacionaria. Este estado fisioldgico podria explicar por qué estas cepas muestran
una menor capacidad de produccion de proteinas recombinantes, incluso cuando
muestran tasas muy bajas de producciéon de acetato. Ademas, desde la perspectiva de la
heterogeneidad fenotipica, se observd que los sistemas heterogéneos son también los
gue conducen a un mayor rendimiento. Esta observacion sugiere reconsiderar la
proposicion generalmente aceptada de que la heterogeneidad fenotipica es indeseable
en las aplicaciones de bioprocesos.
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Summary

Escherichia coli is a Gram-negative bacterium that prefers glucose as a carbon and
energy source. E. coli transports this carbon source via the glucose-specific
phosphotransferase (PTS) system (PtsG) and with it can achieve high consumption and
growth rates. However, a high growth rate brings with it an imbalance between the rate
of AcCoA production and its consumption by the TCA, even under conditions where
oxygen is not limiting for cellular respiration, a phenomenon referred to as carbon or
metabolic overflow. Metabolic overflow results in the production and excretion of acetic
acid into the culture medium. Acetic acid, besides meaning a loss of carbon as AcCoA, is
also deleterious to cells. Two groups of strategies have been tested to eliminate or
mitigate carbon overflow in E. coli: culture strategies and genetic modification strategies.
From the second group we have 2 different approaches: elimination of acetic acid
synthesis pathways and elimination of proteins related to glucose transport; the latter
with the aim of controlling carbon entry into the cell. However, the limitation of glucose
entry into the cell brings with it two possible physiological states to carbon limitation. The
first of these is the hunger response which is characterized by the reduction of u to a
value below the maximum observed when glucose is limiting in the medium. The hunger
response is characterized by the expression of genes related to the use of alternative
carbon sources. The second is the Starvation state is defined as the cessation of growth
due to glucose depletion or stationary phase.

Following this line of thinking, Fuentes LG et al. in 2013 generated a collection of E.
coli mutant strains with single and combinatorial mutations of genes related to PTS
transport systems (ptsG, manX, malX, bglF, nagE, ptsH, ptsl, and crr) and non-PTS
(mglABC and galP) transport systems. PtsG is the PTS transporter for glucose, and
knowing that ManX can transport glucose in a strain lacking PtsG. They decided to
perform arbitrary and combinatorial inactivation of genes belonging to these two protein
families. With this they obtained a set of 15 strains, plus the parental W3110, with gs in
the range of 1.33t0 0.32 g/g h and u from 0.65 to 0.18 h™L. Six of these strains were tested
to produce an experimental therapeutic plasmid against mumps virus (pHN). The results
obtained were bell-shaped behavior, when Ypxx was plotted as a function of gs. They
observed that a decrease in gs with a concomitant decrease in gqc resulted in an increase
in plasmid yield from biomass. However, an excessive decrease in the rate of glucose
consumption proved suboptimal, this time not because of acetate production but rather
because of possible limitation in carbon and energy needed for plasmid production.
Finally, maximum production at a gs of 58% was obtained from strain W3110. This
approach, of limiting the rate of glucose consumption at different consumption rates, has
also been tested, as summarized by Peebo K in 2018, to produce recombinant proteins
in continuous cultures. In many cases, the same bell-like behavior has been observed
where production maxima or optima hover around 50% of the maximum gs in E. coli.

Based on this, we performed a study in which 6 mutant strains lacking a different
transport system for different carbon sources and having a lower glucose consumption
capacity were tested. These strains were WG (W3110 AptsG), WGM (W3110 AptsG,
AmanX), WGMC (W3110 AptsG, AmanX, AmglABC), WGX (W3110 AptsG, AmalX), WHI
(W3110 AptsHlcrr) y WHIC (W3110 AptsHIcrr, AmglABC). These 6 strains, and their
parental strain W3110 were transformed with the plasmid pV21, which encodes for a
GFP that is under the control of the native promoter of the /ac operon. Two different
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culture systems were tested with different glucose concentrations: flasks with 10 g/L
glucose and bioreactors with 20 g/L glucose in M9 minimal medium. In the flask cultures,
the strains displayed gs ranging from 1.75 to 0.45 g /g h with a corresponding u from 0.54
to 0.16 h™’. In bioreactor cultures, gs and u were 1.65 to 0.45 g/g/g h and 0.52 to 0.15 h-
1 respectively. In both cases, when plotting Ysrex as a function of gs, a bell-shaped
behavior was observed, with optimal gs for GFP production between 0.8 and 0.9 g/g h,
which represented around 50% of the maximum gs for each culture system. These gs
corresponded to strain WG and WGM with GFP production titers of 305.4 and 438.5
mg/L, respectively. By means of flow cytometry and microfluidic cultures, it could be
evidenced that high GFP production triggers the cell filamentation process, as well as a
segregation between high and low production populations because of the bistable nature
of the lac promoter.

Moreover, RNA-seq experiments were performed on a subset of the mutant strains,
grown in bioreactor with 20 g/L glucose. Sequencing was paired sequencing, with 75 bp
length reads and a depth of 40 thousand reads. Subsequently, differential expression
analysis was performed with EdgeR R-based and differentially expressed genes were
annotated using the EggNOG and Uniprot databases. Under these culture conditions the
strains displayed gs from 1.52t0 0.35 g/gh and u from 0.67 to 0.27, these two parameters
had a squared correlation coefficient of 0.995. The number of differentially expressed
genes ranged from 201 to 779, showing a partial correlation, at least between WG, WGM
and WGMC strains. On the other hand, the most represented COGs were S, C, E, G and
K. However, those genes which belong to COG S were not considered in the analysis
because of their unknown function, although their possible implication in the phenotype
of the strains was not ruled out. COGs C, E, G and K contained genes related to a
transcriptional response to carbon limitation, involving functions such as transport and
metabolism of alternative carbon sources, as well as decreasing functions such as
glycolysis, respiratory chain and amino acid synthesis and increasing others such as
gluconeogenic metabolism. Finally, a total of 107 and 185 genes were found to display
positive and negative Pearson correlations, respectively, when using the gene expression
change factor as a function of gs. Of these, energy production, carbohydrate transport
and amino acid synthesis were positively correlated, i.e., the genes decreased their
expression in accordance with the reduction of gs.

Changes in gene expression in E. coli strains with lower glucose import capacity could
be correlated with gs values and this allowed inferring the physiological state of each
mutant. In strains with lower gs values, the gene expression pattern is consistent with
energy limitation and entry into stationary phase. This physiological state could explain
why these strains show a lower capacity for recombinant protein production, even when
they show very low rates of acetate production. Moreover, from the perspective of
phenotypic heterogeneity, it was observed that heterogeneous systems are also those
that lead to higher yields. This observation suggests reconsidering the generally accepted
proposition that phenotypic heterogeneity is undesirable in bioprocess applications.
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Capitulo 1. Introduccion y Antecedentes

1.1. Introduccion
1.1.1. Escherichia coliy su papel como fabrica celular bacteriana

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa, de facil cultivo,
cuyos requerimientos nutricionales pueden ser facilmente suplementados incluso en
medios minimos minerales. Esta bacteria ha sido utilizada las ultimas 3 décadas, tanto en
la academia como en la industria, para la produccién de un gran nimero de productos
biotecnoldgicos como plasmidos, proteinas y quimicos. Todo esto debido a que E. coli es
un organismo modelo del cual se tiene un amplio conocimiento de su fisiologia y genética,
por lo cual se cuentan con una amplia variedad de herramientas moleculares (Gérke and

Stilke 2008; Fuentes et al. 2013).
1.1.2. Glucosay E. coli

La glucosa es el carbohidrato mas abundante en la naturaleza (Sreeranjit and Lal
2003). E. coli puede utilizar la glucosa como fuente de carbono y energia, y de hecho la
prefiere frente a otras fuentes de carbono. Para que E. coli pueda metabolizar la glucosa
presente en los medios de cultivo, esta primero tiene que atravesar la membrana externa
de E. coli a través de las porinas LamB u OmpC. Una vez que la glucosa se encuentra en
el espacio periplasmico, E. coli tiene dos mecanismos principales para su transporte
activo, dependientes de la concentracién extracelular. Si la concentracion de glucosa en
el medio es mayor que 3-10 uM, la glucosa es transportada mediante el sistema de
fosfotransferasa (PTS) especifico de glucosa PtsG. Por el contrario, si la concentracion de
glucosa es menor a la antes mencionada, es decir que se encuentra en condiciones
limitantes, la glucosa es transportada por transportadores de alta afinidad como MglABC
(Km 0.2 uM) o bien por el simportador de galactosa:protdn (galactosa:H*; Km 10 uM)
GalP (Steinsiek and Bettenbrock 2012).

1.1.3. Los sistemas fosfotransferasa (PTS) para fuentes de carbono

Los sistemas de transporte de tipo PTS estdn ampliamente distribuidos en las
bacterias, pero ausentes en arqueasy eucariontes. En E. coli se han descrito 21 complejos
PTS para el transporte de carbohidratos. Estos sistemas de transporte de fuentes de

carbono estan constituidos por 2 proteinas generales solubles (El y HPr) vy las que son
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especificas de cada fuente de carbono EIlIA, 1IB, IIC. Las proteinas EIIC y a veces IID
constituyen las permeasas encargadas del transporte de las fuentes de carbono (Tchieu
et al. 2001). El mecanismo de transporte en los sistemas PTS estd bien descrito. Para el
caso del transporte de glucosa, el proceso inicia con la fosforilacion de la proteina El por
la transferencia del grupo fosforilo del fosfoenol piruvato (PEP) proveniente de la via
glucolitica Embden-Meyerhof Parnas (EMP). Posteriormente, la El transfiere el grupo
fosforilo a la proteina HPr y esta a su vez a la ElIA. La proteina ElIA transfiere el grupo
fosforilo a la ElIB que estd unida a la permeasa EIIC. Este mecanismo de transporte
asegura ademads del paso de la glucosa a través de la membrana citoplasmica, su
fosforilacion de manera simultanea mediada por IIB (Gorke and Stilke 2008; Tchieu et al.
2001). En la figura 1 se muestra un esquema de los sistemas de transporte de glucosa
principales de E. coli de tipo PTS y no PTS; asi como las vias del metabolismo central y

produccion de acetato.
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Figura 1. Transporte y metabolismo de glucosa en E. coli. Esquema de los sistemas de
transporte de glucosa principales de E. coli de tipo PTS y no PTS; asi como las vias glucolitica,
TCA 'y de produccién de acido acético.

1.1.4. Represion catabdlica por carbono (CCR)

Muchas bacterias, incluidas E. coli, pueden usar varios compuestos como fuente de
carbono. Estas fuentes pueden: metabolizarse simultdneamente, o bien, seguir un orden
de consumo preferencial que le permita al organismo crecer mas rapidamente. Este
efecto fue descrito por Jaques Monod en 1942, al describir el crecimiento diduxico en
cultivos de E. coli que contenian glucosa y lactosa. Entonces se puede definir la CCR como
el efecto regulatorio ejercido por una fuente de carbono, que previene la expresion de

genes relacionados con la utilizacién de fuentes alternativas de carbono. El mecanismo
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de CCR en E. coli estd controlado principalmente por el factor de transcripcién (TF)
llamado proteina receptora de adenosin monofosfato ciclico (AMPc, CRP por sus siglas
en inglés), el AMPc, la enzima adenilato ciclasa (CyaA), la EIIA y también la proteina HPr.
Como se menciond en el apartado 1.1.3. el transporte de glucosa mediado por el sistema
especifico para glucosa PtsG es dependiente de una serie de fosforilaciones secuenciales
de los distintos componentes de PTS. Entonces el CCR estd mediado por el estado de
fosforilacion de la EIIA. Brevemente, cuando se transporta glucosa u otro carbohidrato
PTS, la ElIA se encuentra mayormente desfosforilada, esto debido a que la proporcién de
PEP/Piruvato es alta. Mientras que cuando la glucosa empieza a ser limitante o est3,
ausente la relaciéon PEP/Piruvato es baja y la EIIA se encuentra predominantemente en su
estado fosforilado. En este ultimo escenario la EIIA fosforilada activa a la enzima CyaA
promoviendo la generacién del cAMP. El cAMP producido entonces se une a la proteina
receptora CRP y el complejo cAMP-CRP puede promover la expresién de genes vy
operones catabdlicamente reprimidos (Gorke and Stiilke 2008; Steinsiek and Bettenbrock
2012; Kremling, Bettenbrock, and Gilles 2007), entre ellos algunos genes como los

transportadores de galactosa/glucosa de mas alta afinidad mglABCy galP (Ferenci 2006).
1.1.5. Sistemas de transporte de glucosa distintos al PTS

En condiciones donde la concentracion de glucosa en el medio de cultivo es limitante
0 bien cuando se eliminan los genes que codifican para las proteinas del sistema PTS,
normalmente genes involucrados en el transporte de galactosa son inducidos y pueden
transportar glucosa (Death and Ferenci 1994; Flores et al. 2005). Los genes que son
inducidos son galP que codifica para el simportador GalP y los genes mglABC que
codifican para un sistema de alta afinidad de transporte de galactosa/glucosa MglABC
(Death and Ferenci 1994; McDonald, Walmsley, and Henderson 1997; Fuentes et al.
2013; A. R. Lara et al. 2006). La glucosa transportada por estos sistemas es fosforilada por
medio de la enzima glucosa cinasa, codificada por el gen glk, de manera dependiente a

ATP (adenosin trifosfato) (Lunin et al. 2004).
1.1.6. Glucosa a través del metabolismo central

Una vez que la glucosa es internalizada y fosforilada, ya sea por el sistema PTS o por

sistemas no PTS vy la glucosa cinasa, la glucosa-6-fosfato (G6P) generada, es dirigida a
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través de la via glucolitica EMP y la via de las pentosas fosfato (PPP). La via EMP termina
con la produccion de piruvato, este Ultimo es posteriormente descarboxilado, generando
acetil-Coenzima A (AcCoA) la cual es dirigida hacia el ciclo de los acidos tricarboxilicos

(TCA) y el ciclo del glioxilato (Fuentes et al. 2013; Taymaz-Nikerel and Lara 2021).
1.1.7. El acetato como un acido, sus efectos y producciéon en células de E. coli

El 4cido acético es un acido organico monoproético de cadena corta de 2 dtomos de
carbono, que a concentraciones mayores a 1 g/L es téxico para E. coli. El acido acético
gue es su forma no disociada puede atravesar las membranas celulares y puede acidificar
el citoplasma o el medio de cultivo con lo cual pueden alterarse las proteinas celulares y
alterar el gradiente de pH transmembranal. En su forma disociada el acetato incrementa

la presion osmatica interna (Wolfe 2005).

Es importante mencionar que E. coli puede generar acido acético en condiciones
aerdbicas a través de 2 vias y esto puede representar una pérdida de carbono como
AcCoA disminuyendo su productividad. Primero, la via del acetato cinasa-
fosfotransacetilasa (Ack-Pta) y la via de la piruvato oxidasa (PoxB). La primera genera
acetato mediante la conversion del AcCoA hacia acetil-fosfato con fosfato inorganico y
posteriormente genera ATP a partir del acetil-fosfato y adenosin difosfato (ADP). La via
del piruvato oxidasa genera acetato a partir de la descarboxilacién del piruvato mediante
la reduccion de una molécula de FAD*. Sin embargo, el dcido acético puede ser generado
en condiciones aerdbicas cuando se genera un desbalance entre la velocidad de consumo
y produccién de la AcCoA por parte del TCA y es redirigido hacia acetato principalmente
por la via de Ack-Pta, a este fendmeno se le llama sobre flujo metabdlico. Esto es que a
bajas tasas especificas de consumo de glucosa (gs), la glucosa puede ser oxidada en su
totalidad por el TCA y el NADH por la cadena de electrones. Al incrementarse la gs
también se da el incremento de la tasa de consumo de oxigeno hasta cierto umbral de gs
donde el acetato empieza a acumularse. Este fendmeno coincide con la velocidad
maxima de consumo de oxigeno (Wolfe 2005; Taymaz-Nikerel and Lara 2021; Eiteman
and Altman 2006; De Mey et al. 2007). Sin embargo, este proceso tiene un limite en el
cual el piruvato y la relacién de NADH/NAD* se incrementan hasta que se alcanza la

maxima tasa especifica de consumo de oxigeno (qO;) y después se empieza a acumular
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acetato (Vemuri et al. 2006). La acumulacion de NADH tiene varias consecuencias.
Primero el NADH es un inhibidor alostérico fuerte y especifico de la citrato sintasa (g/tA)
la cual dicta el paso de la AcCoA hacia el TCA por la condensacion con el oxaloacetato
hacia citrato. En otras palabras, limita la entrada de carbono al TCA (Molgat, Donald, and
Duckworth 1992). Segundo, el estado redox de la célula es una sefial para que se active
el regulador ArcA en E. coli el cual reprime genes del TCA (luchi and Lin 1988; Georgellis,
Kwon, and Lin 2001). Entonces, E. coli a altas tasas de consumo de glucosa dirige carbono
hacia la via de sintesis de acetato ya que esta no genera NADH lo cual disminuye la

produccion de ATP por la fosforilacion oxidativa (Vemuri et al. 20).

Cabe destacar que la via de AckA-Pta es una via reversible y funciona también como
via de asimilacion de acetato, pero solo a altas concentraciones (Wolfe 2005). Por otra
parte, la via de la AcCoA sintetasa (Acs), es una via de asimilacién pero que es funcional

a bajas concentraciones de acetato. La Acs tiene una Km de 200 uM (Kumari et al. 1995).

1.1.8. Estrategias para eliminar o mitigar la excrecidén de acido acético en procesos de

produccién de proteinas recombinantes.

Como se tratd en el apartado 1.1.7. el acido acético es toxico para E. coli, ademas
gue representa una pérdida de carbono y disminuye la productividad tanto de la biomasa
como de productos como proteinas recombinantes, plasmidos y otros quimicos. En
general, se pueden dividir en dos grupos las estrategias empleadas en procesos
biotecnoldgicos para la disminucion de la excrecién de acetato al medio: estrategias de

cultivo y las de modificacién genética de cepas.

1.1.9. Estrategias de cultivo para evitar la acumulaciéon de acetato en el medio de

cultivo.

La excrecion de acetato en cultivos de E. coli se debe a un desbalance entre el
consumo de una fuente de carbono, como glucosa, y el consumo de AcCoA por TCA. Para
evitar el sobre flujo metabdlico en cultivos de E. coli se pueden emplear diferentes
estrategias: limitar la velocidad de consumo de glucosa, o bien eliminar el acetato del

medio. Se tienen por ejemplo:
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a.

Esquemas de alimentacion: se basa en la adicion controlada de soluciones de
glucosa al medio de cultivo, mediante el empleo de algoritmos de alimentacion.
Esto con el fin de limitar o mantener en cero o cercano a este valor la
concentracién de glucosa del medio de cultivo y asi evitar la producciéon de
acetato. Dentro de esta estrategia se encuentran trabajos realizados en cultivos
de lote alimentados (Jensen and Carken 1990; Backlund et al. 2008; W., Cord-
Ruwisch, and M. 2002; Shen et al. 2004; Lecina et al. 2013).

Cambio de la fuente de carbono y cambio de la formulacién del medio de cultivo:
del mismo modo que en el caso de los cultivos alimentados, el cambio de glucosa
por alguna fuente de carbono que permita la reducciéon de la velocidad de
crecimiento es un buen candidato para evitar la produccion de acetato. Existen
distintos enfoques que han empleado como el glicerol (Lee et al. 1999; Hahm,
Pan, and Rhee 1994; Luo Ya-Ling Shen Dong-Zhi Wei Wei Cao 2006), manosa
(Andersen and Von Meyenburg 1980) o fructosa (Aristidou, San, and Bennett
1999). También se ha intentado suplementar los medios de cultivo con extracto
de levadura, glicina o metionina (K. Han et al. 1992; K. Han, Hong, and Lim 1993)
o bien agregando pulsos de glucosa en solucién con aminoacidos periédicamente
(Zawada and Swartz 2005).

Eliminacion del acetato del medio de cultivo: en vez de reducir la velocidad de
crecimiento, en este caso se remueve el acetato producido del medio de cultivo.
Se han probado 2 esquemas diferentes, los reactores dializados (Nakano et al.
1997; Fuchs et al. 2002) o bien el uso de resinas de intercambio iénico (Chen,

Cen, and Chen 2005).

1.1.10. Estrategias de modificacién genética para evitar la acumulacién de acetato en el

medio de cultivo

Diferentes estrategias genéticas para la disminucién o abolicién de la excrecién del

acetato son descritas en la siguiente seccion:

a. Vias de sintesis y consumo de acetato

Una primera aproximacion es la eliminaciéon de la acetato cinasa (ackA) (Bauer et al.

1990) junto o por separado de la fosfotransacetilasa (pta) (Hahm, Pan, and Rhee 1994),
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otra puede ser el uso de ARNs antisentido para modular la expresién de estos genes (J. Y.
H. Kim and Cha 2003). Sin embargo, se ha visto que la delecién del gene pta puede
conducir a la acumulacion de lactato o piruvato (Chang et al. 1999). Por otra parte,
también se ha demostrado que la eliminacién de poxB mostraron una reduccion
significativa de formacién de acetato, pero en condiciones de oscilacion de la

concentracién de oxigeno (A. Lara et al. 2006).

Por otra parte, se sabe que la sobreexpresién del gen acs que codifica para la acetato
cinasa puede reducir la excrecion de acetato en cultivos con glucosa o con acetato como
fuente de carbono (Lin, Bennett, and San 2005).

Otra manera de evitar la produccién de acetato es la delecion de genes que regulen
negativamente a los genes de TCA, como el regulador fadR o arcA. Con el primero se
favorece la expresion de genes del shunt del glioxilato (Farmer and Liao 1997), con el

segundo se evita que sean reprimidos los genes del TCA por acumulacion de NADH.
b. El nodo del piruvato

Reducir el carbono destinado a la formacion de acetato o sus precursores,
directamente hacia el TCA puede ser alcanzado mediante la sobre expresion de la PEP-
carboxilasa (ppc). La sobre expresion de ppc, en efecto, reduce la produccion de acetato
al consumir PEP; sin embargo, disminuye la velocidad de crecimiento debido a que hay
menor disponibilidad de PEP para el sistema PTS de glucosa y favorece la produccién de
proteina recombinante (March, Eiteman, and Altman 2002; Gokarn et al. 2001). También
se ha intentado la inactivacion de las isoenzimas piruvato cinasa-l y Il (codificadas en los
genes pykA 'y pykF). Se sabe que la inactivacion de una u otra trae consigo la disminucion
en la excrecion de acetato al medio con la reduccion de la velocidad de crecimiento. La
inactivacion de ambas enzimas trae consigo una mayor reduccion tanto en la velocidad
de crecimiento como en la cantidad de acetato producido; sin embargo, otros
subproductos son generados como malato y oxaloacetato (Enriqueta Mufioz and Ponce

2003; Emmerling et al. 2002).
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c. Modificacidn de las reservas de la coenzima, NADH

Como se menciond en el apartado 1.1.7. La gs tiene un limite en el cual el piruvato y
la relacion de NADH/NAD* se incrementan y después se empieza a acumular acetato. Este
punto se alcanza al sobrepasar la maxima gO;. Con lo que se deduce que el NADH no

puede ser completamente oxidado por la cadena respiratoria.

Un enfoque probado es reducir la cantidad de NADH; por ejemplo, expresando una
NADH oxidasa formadora de agua de Streptococcus pneumoniae, la cual reduce la
excrecion de acetato a costa del rendimiento de biomasa debido a que es un proceso

energéticamente desfavorable (Vemuri et al. 2006).

Otra forma para reoxidar el NADH en E. coli es el uso de la hemoglobina de la bacteria
Vitreoscilla stercoraria (VHb). La VHb tiene una alta capacidad para llevar oxigeno a las
proteinas de la cadena respiratoria, tiene una Koff por el O, de 78 mM-1s-1. Al expresar
la VHb en la cepa E. coli W3110 practicamente se abate la produccién de acetato sin
sacrificar la velocidad de crecimiento, pero disminuyendo levemente el rendimiento de

la biomasa a partir de glucosa Yx/s (Pablos et al. 2014; A. R. Lara et al. 2020).
d. Estrategias que directamente reducen la capacidad de consumo de glucosa.

Otra estrategia considera modificar la regulacion del gene ptsG para limitar la
entrada de glucosa a la célula. Esto mediante la delecién de genes codificantes para
reguladores transcripcionales como el gene arcA y mlc. Se sabe que la delecion del
regulador ArcA promueve la sobreexpresion del gen ptsG. Por el contrario, la sobre
expresion de este regulador reprime la expresion de ptsG (J.-Y. Jeong et al. 2004). Otra
manera es la de sobre expresar el gen mic que codifica para el regulador Mlc el cual
reprime la expresion de ptsG (S. Y. Kim et al. 1999; Kimata et al. 1998; Cho et al. 2005).
Adicionalmente se ha recurrido a la eliminacién directa de los genes que codifican
proteinas relacionadas al transporte de glucosa como del sistemas PTS de glucosa ptsG
(Chou, Bennett, and Sari 1994; C. Han et al. 2004; Siglienza et al. 1999), manX
adicionalmente a ptsG, es decir una doble eliminacién (Picon, Teixeira de Mattos, and
Postma 2005). O bien, abolir el transporte de carbohidratos mediante la eliminacién del

operdn ptsHicrr (Aguilar et al. 2012). Sin embargo; este Ultimo caso trae consigo una gran
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disminucién de la velocidad de consumo y crecimiento. Para solventar este efecto
indeseable se han sobre expresados genes de proteinas no-PTS capaces de transportar

glucosa como galP (De Anda et al. 2006).
1.2. Antecedentes

La respuesta fisioldgica causada por la limitacion de nutrientes ha sido ampliamente
estudiada en E. coli. Primero hay que establecer dos condiciones o estados fisiolégicos
diferentes causados por la limitacién o ausencia de carbono o especificamente glucosa
en el medio. Para no errar en el uso del lenguaje, estos estados estan definidos en el
idioma inglés como “hunger response” y “starvation state”. Entonces, en E. coli se puede
describir que la “hunger response” se presenta cuando la glucosa es limitante en el medio
de cultivo, y esta respuesta se manifiesta con la reduccién de la velocidad de crecimiento
a un valor por debajo de la maxima tasa observada cuando la glucosa no es limitante. En
contraste, el “starvation state” es definido por el cese del crecimiento por el agotamiento
de la glucosa. La “hunger response” es caracterizada por la expresion de genes
relacionados con el consumo de fuentes alternativas de carbono, como los mencionados

en la seccién 1.1.5. ademas de LamB en remplazo de OmpC (Ferenci 2006).

También se ha mencionado en los apartados 1.1.9.a, b. y 1.1.10.d. que la disminucién
en la velocidad de consumo de glucosa; ademas de traer como consecuencia la mitigacion
o abolicion de la excrecion de acetato al medio, favorece la produccién de proteinas
recombinantes. Si bien los trabajos antes mencionados en el apartado 1.1.10.d.
consiguen disminuir la velocidad de consumo de glucosa, tienen como limitante, que solo
tienen 1 o 2 cepas mutantes con menores velocidades de consumo de glucosa. Por tal
motivo, Fuentes LG (Fuentes et al. 2013) generaron una coleccion de 15 cepas mutantes
derivadas de E. coli K-12 W3110 con mutaciones sencillas y combinatorias de genes
relacionados con sistemas de transporte de tipo PTS (ptsG, manX, malX, bglF, nagE, ptsH,
ptsly crr) y no PTS (mglABCy galP). PtsG es el transportador PTS para glucosa, y sabiendo
gue ManX puede transportar glucosa en una cepa carente de PtsG. Decidieron realizar la
inactivacion arbitraria y combinatoria de genes pertenecientes a estas dos familias de

proteinas. Con ello consiguieron una amplia variedad de fenotipos preestablecidos de gs

10
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y u al ser cultivadas en medio M9 con 2.5 g/L de glucosa. Las gs y u desplegadas fueron

de 1.33a0.32g/ghy0.65a0.18 h'!, respectivamente (figura 2 y tabla 5).
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Figura 2. u como funcién de la gs de la coleccidn de cepas generadas de Fuentes LG. Tomado
de (Fuentes et al. 2013).

Posteriormente, probaron un subconjunto de 6 cepas cultivadas en medio PD
para la produccion de un pldsmido terapéutico (pHN) el cual contiene un gen de una
hemaglutinina-neuraminidasa del virus de las paperas. El medio contiene 2.5 g/L de
glucosa, 17 g/L de K;HPO4, 5.3 g/L de KH2POs4, 2.5 g/L de (NH4)2S04, 1 g/L de (NH4)Cl,
1 g/L de citrato de sodio, 1 g/L de MgS04-7H20, 0.01 g/L de clorhidrato de tiaminay
2 mL de una solucion madre de oligoelementos (Pablos et al. 2012). Se encontré que
el rendimiento del plasmido a partir de la biomasa (Ypx) cuando es usado como

funcion de la u tiene un comportamiento de tipo campana (Figura 3).
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Figura 3. Yp)x como funcidn de la gs para varias cepas de E. coli. Tomado de (Fuentes et al.
2013).
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De la figura 3 los autores discuten que se encuentran al menos 3 comportamientos
a destacar. Primero, la cepa W3110, que se encuentra a la derecha de la campana, tuvo
lamayorgsy u (1.2 g/ghy0.63 h?, respectivamente) y fue la tnica que produce acetato
hasta una concentraciéon de 0.4 g/L y tuvo el menor titulo de plasmido (0.83 mg/L). Por
otra parte, ninguna de las 5 cepas mutantes usadas ninguna produjo acetato. Como se
puede ver en la figura 3 la cepa WG (W3110 AptsG) tiene un leve incremento de plasmido
producido, esto probablemente se debe a que esta cepa no produce acetato con
respecto a la cepa W3110. Debido a que ninguna cepa mutante produce acetato, las
diferencias entre la produccion de plasmido en el medio no pueden atribuirse a algin
efecto de toxicidad o de perdida de carbono. Sin embargo, la produccion de plasmido de
la cepa WG es menor que en la cepa WGMC (W3110 AptsG, AmanX, AmglABC). Esta
ultima, es el segundo punto por destacar. La cepa WGMC tuvo titulo mas alto de plasmido
producido (1.63 mg/L). Lo que fue propuesto por los autores es que las diferencias entre
las gs pueden alterar los patrones de distribucién de flujo de carbono en la cepa WGMC
la cual favorecen la generacion de los precursores necesarios para la sintesis de pHN. El
tercer punto es que las cepas que se encuentran a la izquierda de la WGMC (WGM,
WGME y WHIC), las cuales tienen menor gs. En estas cepas se hipotetiza que tienen una
limitacion en los intermediarios del metabolismo central de carbono y energia, lo cual
provoca que la produccién de pHN no se vea favorecida. Finalmente, los autores destacan
la ventaja de contar con una coleccion de cepas que cubren un amplio rango de gs vy u,
con lo cual pudieron determinar un fenotipo éptimo o cercano a este (cepa WGMC) para
la produccién de un producto en particular. Cabe mencionar que la coleccion de cepas
mutantes representan un conjunto de fenotipos preestablecidos que pueden emular a
los procesos como cultivos continuos sin la necesidad de un control externo en las

fermentaciones.

La reduccién de la velocidad de consumo por la inactivacion de genes codificantes
para transportadores de glucosa en E. coli, ha sido probado como estrategia para el
mejoramiento de cepas y produccién de algunos quimicos, proteina recombinante y por
supuesto pDNA (Fuentes et al. 2013; De Anda et al. 2006; Picon, Teixeira de Mattos, and
Postma 2005; Lin, Bennett, and San 2005). Estos y otros ejemplos mas muestran como la

reduccién del transporte de glucosa es una estrategia efectiva para mejorar a las cepas
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de produccién. Sin embargo, aln no estan completamente claras las consecuencias de
tales modificaciones sobre varios aspectos de la fisiologia celular y como estas respuestas
se traducen en una mejora de las caracteristicas de produccion. De manera similar se han
llevado a cabo estudios en cultivo continuo a diferentes tasas de consumo de cepas de E.
coli en condiciones de produccion de proteina recombinante. En estos trabajos, donde
se produjeron proteinas como B-lactamasa (Seo and Bailey 1986; K. Han, Hong, and Lim
1993), cianasa (Flickinger and Rouse 1993), linfocinasa (Curless et al. 1989), han
demostrado que existe una cinética de produccion de proteina recombinante
dependiente del crecimiento. Ademds, se ha observado que esta relacion gs/qp
usualmente sigue el comportamiento de tipo campana. Cabe destacar que en las
cinéticas que se comportan con forma de campana con un maximo de gp es frecuente
gue éste maximo sea alcanzado en el rango medio de u. En E. coli el decremento de la gp
sobre cierto umbral de u a menudo ocurre cuando se alcanza la gs umbral que dispara el

fendmeno de sobre flujo metabdlico (Peebo and Neubauer 2018).
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2.1. Justificacion

La reduccion de la capacidad de consumo de glucosa en cepas de E. coli ha sido
empleada como estrategia para disminuir o eliminar la produccién de acido acético,
evitando asi la perdida de carbonoy su toxicidad. El evitar la acumulacion de acido acético
en procesos de produccion ha dado como resultado el incremento en la sintesis de
distintos productos, incluidas las proteinas recombinantes. Sin embargo, en muchos de
es0s casos se han probado un ndmero limitado de cepas mutantes. El contar con una
coleccién de cepas mutantes de E. coli, carentes de uno o varios sistemas de transporte
de fuentes de carbono con diferentes capacidades de consumo de glucosa, puede
permitir realizar estudios comparativos de las consecuencias de alterar, con valores
predeterminados, la capacidad de transporte de glucosa sobre parametros fisiolégicos y
la capacidad de produccién de proteina recombinante en procesos de produccién a nivel

de poblacion y célula Unica.
2.2. Hipotesis

La reduccién de la velocidad especifica de consumo de glucosa (gs), dictada por la
delecion de genes codificantes para transportadores de fuentes de carbono de tipo PTS
y no PTS, modifica la fisiologia celular, no solo disminuyendo el sobre flujo de carbono y
la velocidad de crecimiento. También mejorara la produccién de proteina recombinante
(GFP) y los perfiles transcripcionales corresponderan con un estado de limitaciéon de

carbono.
2.3.Objetivos
2.3.1. Objetivo general

Entender los efectos fisiolégicos causados por la disminucién en la capacidad de
consumo de glucosa en cepas mutantes de E. coli carentes de uno o varios genes
relacionados con el transporte de este carbohidrato, y como esto impacta la produccién

de proteina recombinante.

2.3.2. Objetivos particulares
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Medir la capacidad de consumo de glucosa y de produccion de acetato y proteina
recombinante GFP en cepas de E. coli con capacidad reducida de consumo de glucosa,
realizando cultivos en matraz con medio minimo M9 con 10g/L glucosa como Unica
fuente de carbono.

Medir la capacidad de consumo de glucosa y de produccion de acetato y proteina
recombinante GFP en cepas de E. coli con capacidad reducida de consumo de glucosa,
en biorreactores controlando la aireacién y control de pH en medio minimo M9 con
20 g/L de glucosa como Unica fuente de carbono.

Medir heterogeneidad poblacional de cultivos de mutantes de E. coli con capacidad
reducida de consumo de glucosa productoras de GFP mediante citometria de flujo.
Observar la filamentacién celular, asi como la heterogeneidad poblacional en cultivos
de la cepa WG/pV21 mediante el cultivo en reactores microfluidicos y la captura de
imagenes en lapsos de tiempo.

Medir la respuesta transcripcional causada por la reduccién de consumo de glucosa
en cepas mutantes de E. coli con capacidad reducida de consumo de glucosa,

mediante un analisis de expresion diferencial.
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3.1. Cepas bacterianas y plasmido
3.1.1. Cepas bacterianas

En la tabla 1 se muestran los genotipos de las cepas usadas en este estudio.
Brevemente la cepa silvestre de E. coli K-12 W3110 es de la cual derivan las cepas
mutantes (Bachmann 1972). Las cepas WG, WGX, WGM, WGMC, WHI y WHIC provienen
del trabajo de Fuentes LG (Fuentes et al. 2013). Las cepas antes mencionadas fueron
transformadas con el pldsmido pV21 (De Anda et al. 2006) y se obtuvieron las cepas

WG/pV21, WGX/pV21, WGM/pV21, WGMC/pV21, WHI/pV21 y WHIC/pV21.

-AmpR
-AmpR (860- 660)

Sp6R

EcolE1

Figura 4. Esquema del plasmido pV21. El pldsmido pV21 contiene un sitio de replicacion tipo
EcolE1, gen de resistencia a espectinomicina y el gen gfp bajo el control del promotor plac.
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Tabla 1. Tabla de genotipos de las cepas y pldsmidos usadas en este estudio

Cepas
Nombre Descripcion Fuente
w3110 E. coli F-A-rph-1 IN(rrnD- (Bachmann 1972)
rrnE)1
WG W3110 AptsG::FRT (Fuentes et al. 2013)
WGX WG AmalX::FRT
WGM WG AmanX::FRT
WGMC WGM, AmglABC::FRT-Cm-
FRT
WHI W3110 AptsHicrr::FRT
WHIC W3110 AptsHicrr::FRT-Cm-
FRT AmglABC::FRT-Cm-FRT
W3110/pV21 W3110/pV21 (Fragoso-Jiménez et
WG/pV21 WG/pV21 al. 2019)
WGX/pV21 WGX/pV21
WGM/pV21 WGM/pV21
WGMC/pV21 WGMC/pV21
WHI/pV21 WHI/pV21
WHIC/pV21 WHIC/pV21
Plasmidos
pV21 Basado en el plasmido (De Anda et al. 2006)
pPBCSK+ pLac/gfp, Sp"
pJoQ Pladsmido multicopia 2001- (Roldan-Salgado,

pb, origene de repliicacion
de pBR322, pTrc/gfp-His

tag, Km"

Sanchez-Barreto, and

Gaytan 2016)
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3.2. Medios y condiciones de cultivo
3.2.1. Conservacién de cepas

Las cepas fueron cultivadas en medio Luria-Bertani (LB), con espectinomicina a 30
ug/mL para las cepas pV21. Y después de un cultivo de 12 horas a 37 °C a 300 rpm se
tomd 400 uL del medio y se les adiciond un volumen igual de glicerol al 80%. Se
mantienen a -70 °C.

3.2.2. Obtencidn de las cepas transformantes

Las cepas W3110, WG, WGX, WGM, WGMC, WHI'Y WHIC fueron cultivadas en medio
YENB, se cosecha la biomasa por centrifugacién a 8 000 rpm a 4 °Cy se lavan varias veces
con agua destilada, para finalmente ser resuspendidas en glicerol al 10%.

Estas células se electroporaron con 1 ug de ADN plasmidico y se aislaron en medio
solido LB con 30 pg/mL de espectinomicina, para la obtencién de las cepas pV21.

3.3. Cinéticas de produccion de GFP (Pre-indculo).

A partir de las cepas transformadas con el plasmido pV21 y criopreservadas a -70 °C,
inocular 4 mL de medio LB con 30 ug/mL de espectinomicina. Incubar a 37 °C en agitacion
a 300 rpm por 12 h. Posteriormente, inocular 50 mL de medio M9 con con 30 pg/mL de
espectinomicina y glucosa con 10 o0 20 g/L de glucosa dependiendo si se realizara:

3.3.1. Cinética de produccion de GFP en matraz bafleado de 250 mL.

Para el indculo de estas cinéticas se utilizd medio M9 con 10 g/L de glucosa y 30
ug/mL de espectinomicina, se incuban a 37 °C a 300 rpm. El tiempo de incubacién varia
dependiendo de la cepa, en la tabla 2 se muestra el tiempo que tardan las cepas en

adaptarse al medio M9.
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Tabla 2. Tiempo de cultivo en la etapa de adaptacién al medio minimo M9 de las cepas
transformadas con el plasmido pV21.

Cepa Tiempo de cultivo en adaptacion
W3110/pV21 10

WG/pV21 20-24

WGX/pV21 42-48

WGM/pV21 42-48

WGMC/pV21 48-54

WHI/pV21 60-72

WHICH/pV21 60-72

Después de que se cumple el tiempo en la fase de la adaptacién, se procede a
inocular (cinética de produccion) 50 mL de medio M9 con 10 g/L de glucosa, 30 ug/mL de
espectinomicina y 0.1 mM de isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG Sin embargo,
para inocular se tomé la cantidad necesaria del medio de adaptacion para iniciar a una
DOgoonm de 0.1, se centrifuga a temperatura ambiente por 5 minutos a 5 000 rpm, se retira
el medio de cultivo y se agrega 1 mL de medio fresco con el cual se inocula el matraz. En
cada punto muestral se tomdé 1 mL de cultivo para medir densidad 6ptica, GFP por
fluoroespectrometriay el sobrenadante se analizé por medio de cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC), estos métodos se detallan en la seccion 3.4.4.

3.3.2. Cinéticas de produccion de GFP en biorreactores de 250 mL.

Para el caso de las cinéticas de produccién en biorreactores de 250 mL, se procede
de igual manera, preinéculo, adaptacion (ver apartado 3.3.1.). Se utilizé el mismo medio
de cultivo M9 pero con 20 g/L de glucosa, 0.15 mL/L de solucién de elementos traza, con
30 pg/mL de espectinomicina y 0.1 mM IPTG. Sin embargo, para inocular se tomé la
cantidad necesaria del medio de adaptaciéon para iniciar a una DOewonm de 0.1,
centrifugando a temperatura ambiente por 5 minutos a 5 000 rpm, se retira el medio de
cultivo y se agrega 1 mL de medio fresco con el cual se inocula el reactor. Las condiciones
de incubacién fueron 37 °C, pH 7 controlado por la adiciéon de NH40H o H3PO4 0.1N, el
oxigeno disuelto se mantuvo superior al 20% variando la velocidad de agitacion en un
rango de 300 a 1 800 rpm, la aireacién se mantuvo constante a 100 mL/min. El volumen

de trabajo fue de 150 mL. Los tiempos de cultivo y los tiempos de toma de muestra varian
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segun la cepay esto serd detallado en la seccidn de resultados y discusion. En cada punto
muestral se tomd 1 mL de cultivo para medir densidad dpticay el sobrenadante se analizé
por medio de HPLC. Sin embargo, para el caso de estas cinéticas de produccion, las
muestras fueron analizadas en un citémetro de flujo. Estos métodos se detallan en la
seccion 3.5.

3.3.3. Para la caracterizacion de las cepas mutantes en 20 g/L de glucosa y toma de

muestras para los experimentos de RNA-seq

Para el inéculo de estas cinéticas se utilizé medio M9 con 10 g/L de glucosa, se
incuban a 37 °C a 300 rpm. El tiempo de incubacion varia dependiendo de la cepa, en la
tabla 3 se muestra el tiempo que tardan las cepas en adaptarse al medio M9.

Tabla 3. Tiempo de cultivo en la etapa de adaptacion al medio minimo M9 de las cepas
sin plasmido pV21.

Cepa Tiempo de cultivo en adaptacion
w3110 8

WG 12-16

WGX 24-30

WGM 28-32

WGMC 28-32

WHI 40-48

WHICH 48-60

Para el caso de las cinéticas para el RNA-seq, se realizaron en reactores de 1 L, se
procede de igual manera, preindculo y adaptacion. Se utilizé el mismo medio de cultivo
M9 pero con 20 g/L de glucosa y 0.15 mL/L de solucion de elementos traza. Para la
cinética se procedid de igual manera que en los reactores de 250 mL. Se inicia a una
DOgsoonm de 0.1. El volumen de trabajo fue de 750 mL. En cada punto muestral se tomd 1
mL de cultivo para medir densidad optica y sobrenadante por HPLC. Estos métodos se
detallan en la seccién 3.4.4. Ademas, cuando los cultivos alcanzaron 1 DOgoonm fueron
tomadas 2 muestras de 50 mL cada unay colocadas en un tubo cénico de 50 mL en bafio
de hielo. Inmediatamente se adiciond 1 mL del tampdn RNA later (Ambion Inc, USA), se
mezcld y centrifugd a 4 °Cy 5 000 rpm. Se removid el sobrenadante y el boton de células

fue mantenido a -70 °C.
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3.3.4. Cultivos en reactores microfluidicos experimentos de toma de imagenes en

tiempo real.

Se realizaron experimentos de toma de imdagenes en tiempo real de la cepa WG en
reactores microfluidicos en medio M9. Brevemente, el dispositivo para los cultivos
microfluidicos fue una celda CellASIC® ONIX BO4A-03 (Millipore, USA), disefiada para el
dispositivo homénimo CellASIC® ONIX. Para cada experimento de cultivos e imdagenes
microfluidicos, fue necesario realizar un paso de preinoculo en 100 mL de medio M9 con
10 g/L de glucosa en matraces bafleados, incubandolos a 37 °Cy 160 rpm. Estos matraces
fueron inoculados usando una colonia proveniente de una caja de Petri. Una vez
alcanzada la mitad de la fase exponencial del crecimiento, el cultivo fue centrifugado vy la
biomasa lavada dos veces con PBS vy al final resuspendida en medio de cultivo M9 fresco.
Se realizaron diluciones para obtener una OD final de 0.03. De esa suspensién se tomaron
50 ul para ser inoculados a la celda de cultivo. Dentro de la celda, las células bacterianas
son perfundidas con medio fresco y la temperatura de incubacién fue de 37 °C. La
adquisicién de imagenes se realizd en intervalos de 30 minutos. Dicho esto, la placa es
puesta en un microscopio invertido, usando un objetivo inmersién de 100X. La
iluminacién fue provista por una lampara HXP de (120 V). Para la medicién de la
fluorescencia se utilizd un filtro 38 HE y los experimentos fueron grabados usando una
camara digital Hamamatsu ORCA-flash 4.0. El analisis de imdgenes fue realizado con los
programas Fiji53, usando el Microbel plugin54 y con MicrobeTracker55 en MATLAB
(R2013a, Mathworks) (Fragoso-Jiménez et al. 2019).
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3.4. Métodos analiticos

3.4.1. Medicién de biomasa espectrofotométricamente y correlacion DOsoonm peso seco

de biomasa.

La concentracién celular se determind por espectrofotometria a 600 nm. La
correlacién empleada entre OD6oonm Y €l peso seco celular (DCW) (g/L) fue DCW =0.37 x
ODsoonm (Hernandez-Montalvo et al. 2003). Las muestras se diluyeron con agua destilada
para alcanzar una absorbancia que oscilara entre 0.1y 0.8.

3.4.2. Producciony purificacién de GFP-His

La proteina Superglo GFP fue expresada en la cepa E. coli MC1061 transformada con
el pldsmido constitutivo no comercial pJOQ (Tabla 1) se produjo en 200 mL de LB
suplementado con kanamicina a 25 pg/mL, creciendo el cultivo a 37 °C durante 20 h, bajo
agitacion a 200 rpm. Tras este proceso, las células fueron recuperadas por centrifugacion,
resuspendidas en 20 mL de PBS vy lisadas por sonicacién en tres pulsos de 2 min, con
enfriamiento intermedio en una mezcla de hielo y agua durante 10 min. Después de la
centrifugacion a 13 000 rpm, el sobrenadante claro se cargd en una columna HisTrap
HP/1 mL (GE Healthcare), y la proteina se purificé utilizando un gradiente de imidazol de
30 mM a 300 mM en 30 min, a un flujo de 0.75 mL/min, con deteccién a 280 nm. Las
soluciones de imidazol se prepararon en tampon fosfato 100 mM (pH 7,2) con 0.5 M de
NaCl. Las fracciones que contenian la proteina pura se combinaron, se concentraron en
dispositivos de filtracion centrifuga (Amicon Ultra-4 10k, Millipore) y se lavaron con PBS
(2 x4 mL) para eliminar el imidazol residual. La proteina pura se redisolvié en 1.5 mL de
PBS. Para cuantificar la proteina se realizé una curva estandar de 5 puntos por triplicado
con albumina sérica bovina y la concentracion de proteina fue medida con el kit Quick
Start™ Bradford protein assay siguiendo las indicaciones del fabricante. Después se
realizaron diluciones de la GFP-His con PBS 1X pH 7.2 para que la determinacion de la
concentracién de la proteina quedara dentro de los valores de absorbancia de la curva
estandar, esta determinacion se realizd por triplicado también. Una vez determinada la
concentracién de la GFP-His se realizé una curva de fluorescencia de la GFP-His para ello,
para ello se realizaron diluciones con PBS 1X pH 7.2 y fueron leidas en un

espectrofluorimetro Perkin ElImer LS55, en un rango de 0 a 40 unidades de fluorescencia.
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La pureza de la proteina analizada mediante SDS-PAGE desnaturalizante y tinciéon de
Coomassie resulté ser superior al 95%.

3.4.3. Medicién de GFP por fluoroespectrometria

La produccion de GFP se detecté mediante lecturas de fluorescencia en un
espectrometro de luminiscencia Perkin EImer LS55. Se utilizaron longitudes de onda de
480 nm para la excitacion y de 507 nm para la emisidn, ya que se comprobd que
producian la maxima fluorescencia en muestras de fluorescencia maxima en muestras de
caldo de cultivo que contienen células completas. Las muestras se diluyeron con PBS

cuando fue necesario para obtener lecturas dentro del rango lineal (De Anda et al. 2006).

3.4.4. Analisis de sobrenadantes por HPLC

Las muestras se centrifugaron y los sobrenadantes se analizaron para determinar las
concentraciones de glucosa y acetato empleando una columna Aminex HPX-87H (300 x
7,8 mm; 9 Am Bio-Rad, Hercules, CA). La separacion se realizd de forma isocratica con
H2S04 5 mM a un flujo de 0.5 mL/min y a una temperatura de 50 °C. La glucosa y acetato
se detectaron por indice de refraccion. Para estas mediciones se utilizd un sistema HPLC
de Waters: Bomba cuaternaria 600E, inyector automatico 717, indice de refraccion 2410.

3.4.5. Calculo de parametros cinéticos y de fermentacion

De los datos obtenidos a partir de las cinéticas de crecimiento y produccion de GFP

se calculd la u, gs, gac, gere, Yxss, Yorr/x usando las ecuaciones siguientes:

| ALn X
T At
m
Il. qs=—”
Yx/s
Il Qac = Yac/x " U

V. qgrp = Yerp/x " 1

AX
V. Yx/s == E

AGFP
VI Yeppys = 55~
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3.5. Citometria de flujo

Las muestras de cultivo de biomasa del minibiorreactor DASGIP se diluyeron en PBS
para ajustarse al rango deseado de 500-2500 eventos/uL para el andlisis de citometria.
Se afiadio yoduro de propidio (PI) (Sigma Aldrich Fluka, Saint-Louis Missouri USA) a una
concentracion final de 5 ug/mL. La citometria de flujo se realizd analizando 40.000
eventos (umbral de dispersion hacia delante > 80.000; velocidad de flujo del fluido de la
vaina ajustada al medio) utilizando un citémetro de flujo C6 Accury (BD Biosciences, NJ,
USA). La produccion de GFP se midid en el canal FL1 vy la tincion Pl en el canal FL3. Los
datos sin procesar se extrajeron como archivos fcs y se cargaron en MATLAB utilizando |a
funcién readfsc (por L. Balkay, Universidad de Debrecen, Hungria, disponible en la central
de intercambio de archivos de MATLAB). Las células fueron excitadas a 488 nm. Los
canales FL1 y FL3 se procesaron para calcular la media y la desviacién estandar de la
intensidad de la tincién de GFP y Pl a nivel de la poblacién bacteriana.

3.5.1. Correlacién de fluorescencia y numero de moléculas de GFP en citometria de flujo

La intensidad de la sefial FL-1 se convirtié en concentracion intracelular de GFP. Para
ello, se analizaron por citometria de flujo perlas de poliestireno recubiertas con un
numero determinado de moléculas de GFP (Clontech, EE.UU.). Se observaron seis
poblaciones distintas de perlas que mostraban intensidades de fluorescencia especificas.
Los datos de fluorescencia se extrajeron en MATLAB para calcular la correlacién entre la

sefial FL-1 vy la cantidad correspondiente de moléculas de GFP (figura 5).
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Figura 5. Correlacion de fluorescencia y numero de moléculas de GFP en citometria de flujo.
Diagrama de dispersion de las microesferas de validacién (izquierda). Pueden
observarse 6 poblaciones de microesferas que tienen diferentes cantidades
especificas de moléculas de fluoresceina. Regresién matematica que relaciona la
intensidad de la fluorescencia FL-1 con una cantidad de moléculas de GFP (Derecha).

3.6. Extracciones de ARN por medio del kit RNeasy (Qiagen) y método del fenol caliente.

3.6.1. Experimentos RNA-seq

La extraccién de RNA total se realizé usando el kit RNeasy Mini de Qiagen,
posteriormente se trataron las muestras con MICROBExpress™ Bacterial mRNA
Enrichment Kit de Ambion para eliminar la mayor cantidad de ARNTr, finalmente el
ARN fue purificado y concentrado usando ADN Clean & Concentrator™-25 de Zymo
Research, todos los procedimientos se realizaron siguiendo las indicaciones de los
fabricantes, para finalizar se analizo la integridad del ARN con un Chip Agilent RNA
2100 Bioanalyzer, solo se consideraron aquellas con un RIN > 8 (Ribosome Integrity
Number). Las muestras de ARN purificadas fueron enviadas para el proceso de
secuenciacion a la Unidad de Secuenciacion e Identificacion de Polimorfismos del

INMEGEN.

3.6.2. Construccidn de biblioteca de ARNm y secuenciacion.

Se llevd a cabo la secuenciacion de los ARN de las muestras descritas en el

apartado anterior (3.6.1.) en la plataforma NextSeq 500/550 High Output v2 durante
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150 ciclos. La configuracién de la secuenciacion fue indexada Paired-End 2x76,
siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Para mayor detalle revisar material

y métodos de (Fragoso-Jiménez et al. 2022).

3.6.3. Analisis de expresidn diferencial por comparacién por pares de las cepas.

Las lecturas de RNA-seq fueron cuantificadas por Salmon utilizando los
parametros por defecto (Patro, Duggal, and Kingsford 2015), con el archivo de los
cds de E. coli K-12 substr. W3110 como referencia
(ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/genomes/all/GCF/000/010/245/GCF_000010245.2_AS
M1024v1/GCF_000010245.2_ASM1024v1_cds_from_genomic.fna.gz).

El analisis de expresion diferencial se llevd a cabo empleando EdgeR v 3.26.8
(Robinson, Mccarthy, and Smyth 2010). Se utilizaron los niveles de transcripciéon de
la cepa con el valor gs mas alto como referencia entre pares. Asi, se llevaron a cabo
las siguientes comparaciones WG-W3110, WGM-WG, WGMC-WGM, WHIC-WGMC.
Ademas, se realizaron las comparaciones de las cepas mutantes contra la W3110. El
método de Benjamini-Hochberg (BH) fue utilizado como ajuste del valor p
(Benjamini and Hochberg 1995). Los genes expresados diferencialmente fueron
aquellos con un valor p < 0.01 y una tasa de falsos descubrimientos (FDR) < 0.01 y
un factor de cambio > 2 como limite. Después, se complemento la informacién
buscando los identificadores RefSeq en la base de datos Uniprot
(http://www.uniprot.org) utilizando la herramienta de mapeo Retrieve/ID para
obtener los nombres de los genes, las descripciones y los nimeros de acceso de los
numeros b (bnumbers) y la informacién adicional sobre las proteinas. Ademas, se
calculd el coeficiente de correlacion de Pearson de los genes expresados
diferencialmente utilizando el logaritmo del factor de cambio (logFC) y sus valores
de gs. Ademas, se calculd la pendiente con el cociente logFC/gs, de forma similar al

método reportado por (Veit, Polen, and Wendisch 2007).

3.6.4. Anotacioén de los genes diferencialmente expresados usando los COG (Clusters of

Orthologous Groups)
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Se utilizé la herramienta en linea eggNOG-mapper (http://eggnogdb.embl.de/) con

el modo de mapeo DIAMOND, usando el dambito taxondmico de las Gamma-
proteobacterias, priorizando la precisién en los ortélogos y priorizando la calidad en la
evidencia de la ontologia genética.

3.6.5. Experimentos RT-qPCR: extraccién y purificacion del ARN, sintesis de ADNc

EI ARN para los experimentos de RT-qPCR fue obtenido mediante el método del fenol
caliente y la sintesis de ADNc se llevé a cabo siguiendo el protocolo publicado por (Aguilar
et al. 2012).

3.6.6. RT-gPCR

La RT-gPCR se realizd con el sistema de deteccion de secuencias ABI Prism 7000 y el
sistema de PCR en tiempo real 7300 (Perkin ElImer/Applied Biosystems, USA) utilizando el
kit Maxima R SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (Fermentas LifeSciences, USA).
Placas de reaccion de 96 pocillos MicroAmp Optical (Applied Biosystems, USA) vy las
peliculas de sellado ultraligero Plate Max (Axygen Inc., USA) se utilizaron en estos
experimentos. Las secuencias de ADN de los cebadores para las amplificaciones
especificadas se disefiaron con el programa informatico Primer Express (Perkin
Elmer/Applied Biosystems,USA). El tamafio de todos los amplimeros fue de 101 pb. La
concentracién final del cebador fue de 0.2 uM, en un volumen total de 12 pl. Todos los
experimentos se realizaron menos por triplicado a partir de tres fermentaciones
diferentes, para cada gen de cada cepa, obteniendo valores muy similares (diferencias
<0.3 SD). La técnica de cuantificacidon utilizada para analizar los datos fue el método 2 -
AACq descrito por Livak y Shmittgen (Livak and Schmittgen 2001). Los datos se

normalizados utilizando el gen ihfB como control interno (gen de referencia).
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4.1. Caracterizacion fisioldgica y de poblaciones de las cepas W3110/pV21, WG/pV21,
WGX/pV21, WGM/pV21, WGMC/pV21, WHI/pV21y WHIC/pV21 en matraces y

biorreactores con diferentes concentraciones de glucosa.

En esta seccion se presentaran los resultados obtenidos de la caracterizacion de los
cultivos de las cepas W3110/pV21, WG/pV21, WGX/pV21, WGM/pV21, WGMC/pV21,
WHI/pV21 y WHIC/pV21 en matraces y biorreactores en medio minimo M9 con 10y 20
g/L de glucosa, respectivamente. Posteriormente, en el transcurso de esta seccidon se

mencionara la razon por la cual se decidieron utilizar diferentes condiciones cultivo.

4.1.1. Caracterizacion cinética y de produccion de las cepas de E. coli W3110/pV21,
WG/pV21, WGM/pV21, WGMC/pV21, WGX/pV21, WHI/pV21 y WHIC/pV21 en

matraces de 250 mL con medio minimo M9 con 10 g/L de glucosa.

Se utilizaron las cepas W3110/pV21, WG/pV21, WGX/pV21l, WGM/pV21,
WGMC/pV21, WHI/pV21 y WHIC/pV21. El plasmido pV21 (figura 4) contiene el gen gfp,
bajo el control del promotor nativo del operdn de lactosa de E. coliy tiene como marcador
de seleccidon un gen de resistencia a espectinomicina. La GFP se utilizd como un marcador
de la eficiencia de produccién de proteina recombinante, debido a que es una proteina
soluble y facilmente medible mediante fluorescencia. Como un primer acercamiento, las
cepas previamente mencionadas fueron cultivadas en matraz de 250 mL con 50 mL de
medio M9 con 10 g/L de glucosa a 37 °C y agitacion de 300 rpm. La medicion de la
produccion de GFP se realizé directamente en las células mediante la medicién de la
fluorescencia como se menciona en los materiales y métodos. Hay que mencionar que
midiendo la produccion de GFP de esta manera solo se puede cuantificar la GFP que se
encuentre plegada adecuadamente; en otras palabras, la proteina funcional. Los
resultados de esta seccidon se encuentran depositados en la tabla 4. Los valores de gs y u
en estas condiciones de cultivo fueron de 1.75 a 0.45 g/g h y 0.54 a 0.16 hY,
respectivamente. Se encontrd una correlacién lineal entre estos dos pardmetros R?=
0.9472 (figura 6). Los cultivos se detuvieron al entrar a la fase estacionaria del crecimiento
lo cual fue de 10 a 32 h. Para todos los cultivos de estas cepas se detectd glucosa residual

en el medio de cultivo al finalizar la fermentacion, figura 7 panel A.
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Figura 6. Correlacion entre i y la gs. u como funcion de gs para las cepas pV21
cultivadas en matraz (Circulos negros) y biorreactor (Cuadros rojos) en medio M9
con 10 y 20 g/L de glucosa, respectivamente. Lineas punteadas corresponden a la
tendencia de los puntos en matraz (linea negra) y biorreactor (linea roja).
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Figura 7. Disminuir la gs disminuye la it y gqc pero incrementa el titulo de GFP. A.
Graficos de las cinéticas de produccion de biomasa, consumo de glucosa, produccion
de acetato y GFP de las cepas transformadas con el plasmido pV21 cultivadas en
matraz B. Graficos de las cinéticas de produccion de biomasa, consumo de glucosa,
produccion de acetato y GFP de las cepas transformadas con el plasmido pV21

cultivadas en biorreactor.
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Con respecto a la gac, la cepa W3110/pV21 fue la mas alta con 0.47 g/g h y todas las
cepas mutantes tuvieron menores gqc de 0.08 a 0.004 g/g h. Las cepas WG, WGX, WHI y
WHIC/pV21 tuvieron menores titulos finales de acetato de 0 a 0.35 g/L, con respecto a la
cepa W3110/pV21, la cual tuvo 0.54 g/L. Este no fue el caso de las cepas WGM y
WGMC/pV21 las cuales acumularon acetato hasta una concentracion de 1.06 y 1.19 g/L,
respectivamente. Por otra parte, la cantidad de GFP acumulada por las cepas mutantes,
fue en todos los casos mayor a la presentada por la cepa silvestre (de 55.1 a 305.4 mg/L
de GFP). Por su parte la cepa silvestre solo acumuld 11.94 mg/L. Cabe destacar que la

cepa WG/pV21 tuvo el titulo de produccién de GFP mas alto, el cual fue de 305 mg/L.

Tabla 4. Parametros cinéticos y estequiométricos de las cepas de E. coli
transformadas con el plasmido pV21 cultivadas en matraz.

u (hY) gs(g/gh) gac (8/g h) Max Y X/S (g/g) Max GFP qerp Y GFP/X Max Tiempo
acetato (mg/L) (mg/g h) (mg/g) biomasa de
(g/L) (g/L) cultivo
(h)
0.54+0.01 1.75+005 047+0.03 054000 030+002 11.9+04  80+05 77402  158+0.04 10
0.34+0.00 0.90+0.06 001+0.00 0.06+0.01 027+0.01 3054486 542413 211.5+89 1.45+0.03 14

0.30+0.00 0.66+0.02  0.04+0.00  035+0.03 027+0.00 1383#259 195405 7124189 1.94+0.03 21
0.25+0.00 0.59+0.01  0.08+000  1.06+0.1  0340.00 153.2429.4 89+0.1  83+158  1970.03 21
0.24+0.00 053+0.05 006+001  1.19+0.16 031#0.01 551+106 81+01 275%7.3 2114007 21
0.17+0.01 0.45+0.03 0.004+0.001 0.03+0.01 029+0.02 108.3+22.9 13.6+14 654+158 193+0.04 28
0.16+0.01  0.45+0.02 ND? 0.00£0.00 0.32+0.02 150.7#203 12.8422 97.6+19.0 1.68+0.15 32

4.1.2. Caracterizacién cinética y de produccién de las cepas de E. coli W3110/pV21,
WG/pV21, WGM/pV21, WGMC/pV21, WGX/pV21, WHI/pV21 y WHIC/pV21 en

biorreactores de 250 mL con medio minimo M9 con 20 g/L de glucosa.

Posteriormente se caracterizaron a las mismas cepas en condiciones de cultivo mas
controladas. Por tal motivo, las cepas W3110 y las mutantes pV21 fueron cultivadas esta
vez con 20 g/L de glucosa, en biorreactores de 250 mL con 150 mL de medio M9. Se
mantuvo la temperatura a 37 °C, el pH en 7 y el oxigeno disuelto > 20%. Como puede
verse los valores de gs, uy Yxss fueron similares a los obtenidos en matraz (tabla 4 y 5).
También se encontré una correlacidn lineal entre la gs y u con una R*= 0.9979 (figura 6).
Los rendimientos Yxs tanto en matraz como en biorreactor fueron similares, aunque

ligeramente mayores en matraz.
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Tabla 5. Pardmetros cinéticos y estequiométricos de las cepas de E. coli
transformadas con el plasmido pV21 cultivadas en biorreactor.

Strain u(h-1) gs (g/gh) qac (g/g h) Max Y X/S (g/g) Max GFP qGFP Y GFP/X Max Tiempo
acetato (mg/L) (mg/g h) (mg/g) Biomasa de

(g/L) (g/L) Cultivo
(h)
0524001 1.65+006 0.112+0.064 0.49+0.10 024+001 50546  25+0.1 105409 5104 12
0354000 1.11+0.16 0.012+0.003 0.26+0.03 025+0.01 34204350 9.3#17 718445 4.7+0.4 22
0.27#0.00 0.83+0.03 0.005+0.002 0.16+0.02 0.26+0.01 4385+66 12.8403 91.340.7 4.8+0.1 34
0.24+0.01 0.75#0.07 0.003+0.000 0.15+0.03 0.24+0.01 231.9+347 6.7+0.9 492449 4.7+03 26
0.23+0.02 066004 0003+0.000 017004 027+0  252.8+110 7.1+0.8 522421 4.8+0.1 35
0.15£0.01 0.44:002 0.008+0.002 105001 022+0.02 187.6%+442 3.1+0.7 428496 4.3:0.3 40
0.16+0.01 0.45+0.00 0.011+0.011 052+0.06 0.25+0.01 1588+21.3 2.5+03 37.5456 4.3+0.5 40

La gac para las cepas W3110/pV21, WG/pV21 y WGX/pV21 tuvieron el mismo

comportamiento en ambos sistemas de cultivo; es decir, la cepa W3110/pV21 fue la que
tuvo el mayor gqc mientras que las cepas WG/pV21 y WGX/pV21 tuvieron una gqc al
menos 9 veces menor. Sin embargo, las cepas WGM/pV21 y WGMC/pV21 acumularon
acetato en 1 orden de magnitud menor que en matraz (figura 7 panel Ay B; tablas 4 y 5).
Se hipotetizé que la diferencia entre la cantidad de acetato acumulado por las cepas
WGX/pV21, WGM/pV21y WGMC/pV21 pudo haber sido por la carencia de control de pH
y aireaciéon en matraz. Pues a diferencia de los cultivos en biorreactor, donde se
controlaron estos dos pardmetros, estas cepas acumularon una menor cantidad de
acetato. Por lo que se puede suponer que las mutaciones de estas cepas las vuelven mas
sensibles a las condiciones de estrés que se propician en matraz.

Respecto a la cantidad de GFP producida las cepas WG/pV21, WHI/pV21 vy
WHIC/pV21 tuvieron titulos similares a los obtenidos en matraz (figura 7). Sin embargo,
las cepas W3110/pV21, WGX/pV21, WGM/pV21y WGMC/pV21 tuvieron mayores niveles
de produccion en biorreactor. Probablemente, el control de pH favorece la produccion
de GFP, pues la cepa W3110/pV21, que generd una cantidad similar de acetato, produce
5 veces mas GFP en biorreactor. El Yereix en las cepas WGX/pV21, WGM/pV21 vy
WGMC/pV21 fueron mayores en biorreactor, esto como resultado de una menor
excrecion de acetato, debido seguramente a las mejores condiciones de aireacion y
control de pH. Por su parte la cepa WG/pV21 tuvo una gsy gac 23% y 12 veces mayor que
en matraz y acumuld 4 veces mas acetato, por lo cual su Yerrx disminuyo a un tercio de
lo obtenido en matraz. Algo que hay que destacar es que todas las cepas mutantes tienen
una gs menor a la de la cepa parental y logran acumular una mayor cantidad de GFP. Lo
mismo sucede con la gere Y Yerex que fueron mayores que la cepa W3110/pV21. Al

comparar la producciéon de GFP de las cepas WG/pV21 en matraz y WGM/pV21 en
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reactor, pudo observarse que los titulos fueron de 25 y 8.7 veces mayores que la cepa
W3110/pV21. Justamente, las cepas WG/pV21 y WGM/pV21l son las mejores
productoras en matraz y biorreactor, respectivamente. En la figura 8 se puede observar
que en los dos sistemas de cultivo este maximo de produccién de GFP, qere y Yorr/x S€
encontraron entre las gs de 0.8 y 0.9 g/g h, que es aproximadamente el 50% de la gs
maxima. Cuando la gs es menor a 0.8 g/g h se presentd una disminucién en la gerp, lo cual
indica que el decremento en gs no es benéfico para la produccién de GFP. Como
menciona (Peebo and Neubauer 2018) en cultivos continuos de E. coli en condiciones de
produccion de proteina recombinante, es frecuente que la produccion de proteinas
recombinantes tenga una relacion entre la gs/qp que sigue el comportamiento de tipo
campana. También se ha observado que el maximo de produccion frecuentemente se
alcanza en el rango medio de u. Dado que la u y la gs tienen un alto grado de correlacion
en este sistema de cultivo aqui empleado, se puede afirmar que el maximo de produccion

se alcanza a una gs cercana al 50% del maximo.
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Figura 8. La produccién maxima de GFP se da alrededor del 50% de la gs maxima.
Ysrr/x como funcién de la gs (izquierda), gsre en funcién de gs (derecha) para las cepas
transformadas con el pldsmido pV21 cultivadas en matraz (circulos negros) y
biorreactor (cuadros rojos) en medio M9 con 10 y 20 g/L de glucosa. Lineas
punteadas representan tendencia de los puntos de los experimentos realizados en
matras (linea negra) y biorreactor (linea roja).

4.1.3. Segregacion poblacional en las cepas de E. coli W3110/pV21, WG/pV21,
WGM/pV21, WGMC/pV21, WGX/pV21, WHI/pV21 y WHIC/pV21 usando medio
minimo M9 con 20 g/L de glucosa en biorreactores: coexistencia de estados de

alta y baja produccién.

En la seccién anterior se describieron los resultados de las cinéticas de produccion

de GFP en matrazy biorreactor. Entonces se decidié analizar mediante citometria de flujo
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cada uno de los puntos muestrales de las cinéticas de los biorreactores, con el fin de
medir la heterogeneidad poblacional de los cultivos. Para cada muestra se midieron 40
000 eventos donde se determind el tamafio de las células, la concentracion de GFP, asi
como la captaciéon o no del ioduro de propidio (PI) adicionado a las muestras como
indicador de viabilidad o permeabilidad de membranas. Para iniciar, se decidio
caracterizar la poblacién de células de la cepa W3110 en condiciones de cultivo sin la
expresion de la GFP. En la figura 9 se muestran el grafico de dispersion de las células de
la cepa W3110 sin el plasmido pV21. En ella se muestra el valor de la media del tamafio
determinada en el canal FSC, la cual corresponde a 9.1469X10"4 unidades y su desviacion
estandar (o) fue de 9.0875X10"4 unidades, la cual estd representada como una linea roja
(figura 9). Ademas, se consideraron a aquellos eventos en los que tuviesen una cantidad
menor o igual a 10”3 unidades de fluorescencia (o bien 147.75 moléculas de GFP por
célula) se consideraron como células no productoras sefialada como una linea horizontal

verde (figura 9).

Moléculas de GFP por ceélula

10°
102 10° 10* 10° 108 107
FsSC

Figura 9. Determinacién de los pardmetros basales de tamanio y fluorescencia de E. coli
W3110 en citémetro de flujo. Grafico de dispersién de la cepa W3110 sin plasmido
pV21, eje Y “fisiologico” (nimero de moléculas de GFP por celula; FL1) contra eje X
“tamafio/filamentacion” (FSC; Fordward scatter channel). Linea en negro valor de la
media del tamafio/filamentacion; linea en rojo +1 desviacion estandar; linea en verde
valor considerado como autofluorescencia.

En la seccién anterior se describié como las 2 cepas con mayor produccién GFP
fueron WG/pV21 y WGM/pV21. Estas cepas alcanzaron una acumulacion de GFP al
menos diez veces mayor en comparacion con la WT. Mds concretamente, desde una
perspectiva unicelular, tras 6 h de cultivo, estas cepas parecian fuertemente segregadas
en cuanto a la acumulacién de GFP con la coexistencia de estados fisioldgicos de

"alta/high" y "baja/low" productividad (Figura 10).

36



Capitulo 4. Resultados y Discusion

108

107 E
108 Estado de alta produccion
105 }

104 | j Estado de transicién

GFP

103,

102 | Células sin induccion

10" Estado de baja/nula produccion

10° : : :
10° 102 104 10°
SSC

Figura 10. Coexistencia de fenotipos de alta y baja produccién de GFP en cultivos de
E. coliWG. Ejemplo de segregacion poblacional ocurrida durante el cultivo de la cepa
WG en biorreactor. Muestra tomada después de 6 horas del inicio del cultivo. En el
panel lateral se indican las poblaciones presentes denominadas de baja o nula
produccion (células que no producen GFP), en estado de transicion (células
diferencidndose hacia el estado de produccién) y de alta produccion (células
altamente fluorescentes).

En este sentido, la segregacidon microbiana observada puede explicarse por la
arquitectura del operdn lac, ya que como se menciond con anterioridad, la expresion del
gen gfp se encuentra bajo el promotor nativo de este operdn. Para entender el fenémeno
se tiene que mencionar la arquitectura del operdn lac el cual asegura que los genes lacZ,
lacA y lacY son expresados Unicamente en presencia de la alolactosa (o IPTG) y siempre
y cuando la concentracién de glucosa sea baja o esté ausente en el medio. De manera
mas concreta, si la lactosa esta presente en el medio, el represor Lacl de expresion
constitutiva es inactivado por su unién a la alolactosa, liberandose de la regién del
promotor. Por otra parte, una concentracion baja de glucosa o su ausencia promueve
gue la EIIA se encuentre mayormente fosforilada, lo cual a su vez promueve la actividad
de la adenilato ciclasa y un incremento en la concentracién del AMPc. El AMPc entonces
se puede unir a su proteina receptora Crp la cual funge como activador de la transcripcion
del operdn lac. En nuestro modelo de estudio, la concentracién intracelular de glucosa
esta mediada por la inactivacion de proteinas PTS. Asi, las células pueden detectar una
concentracién baja de glucosa al interior de la célula, incluso cuando la concentracién de
glucosa del medio sea alta. Con esto puede suponerse que el nivel de EIIA fosforilada es
mayor en las cepas mutantes con respecto a la cepa silvestre; del mismo modo puede
suponerse que la concentracién de AMPc es mayor. Ademas, el medio de cultivo contenia

IPTG el cual funciona como un analogo de la alolactosa para la desrepresiéon del operén
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lac. Entonces, la mayor concentracién de AMPc dada por la menor capacidad de consumo
de glucosay la presencia de IPTG en el medio de cultivo favorecerian la expresion del gen
gfp al estar activo Crp-AMPc e inactivo Lacl. (Figura 11). Ademas, se sabe que la red
transcripcional relacionada con el operdn lac es conocida por exhibir biestabilidad
(Veening, Smits, and Kuipers 2008) como la mayoria de los vectores clasicos utilizados
para la produccién de proteinas recombinantes de E. coli. En biologia, un sistema
biestable significa que en una red de regulacion genética se pueden presentar dos o mas
niveles discretos de expresion génica, es decir, un estado alto y un estado bajo. En otras
palabras, las células pueden estar en un estado de alta o baja expresién y el cambio a otro

estado es un evento raro (Veening, Smits, and Kuipers 2008).
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Figura 11. Esquema de la red de regulacién transcripcional involucrada en la induccién
del operén lac en E. coli.

Wurm y col. reportaron una cepa de E. coli BL21 utilizando un vector de expresiéon
PET para producir una proteina recombinante (ScFv) utilizando IPTG como inductor. Ellos
encontraron que a bajas gs con una baja 4 concomitante la produccion de la proteina
recombinante es mayor. Sugieren que a bajas gs el efecto de represién catabdlica
disminuye y que el IPTG puede ser transportado facilmente a través de la lactosa
permeasa aumentando el nivel de expresion (Wurm et al. 2016). Del mismo modo, se

observd que existe un valor de gs en el que la induccion del sistema de expresién es

38



Capitulo 4. Resultados y Discusion

madxima, correspondiendo aproximadamente al 50% del valor mostrado por el tipo

salvaje.

4.2. Caracterizacion del estado de alta produccién de la cepa de E. coli WG/pV21 en
reactores microfluidicos usando medio M9 con 20 g/L de glucosa: La acumulaciéon
de GFP puede provocar la filamentacion celular.

Una que las cepas transformadas con el plasmido de produccion pV21 fueron
caracterizadas a nivel de consumo de glucosa y produccién de acetato y GFP. El siguiente
objetivo fue observar, mediante el uso de captura de imagenes en reactores
microfluidicos la heterogeneidad poblacional medida por citometria de flujo, asi como la
aparicion y proliferacién de los fenotipos filamentados y de alta produccion de GFP.
4.2.1. Imagenes en reactores microfluidicos

Posteriormente, se procedid a investigar la fisiologia del estado de "alta"
productividad. En este sentido, el anadlisis de citometria de flujo proporciona patrones
unicelulares para describir el ruido bioldgico durante el bioproceso (Brognaux et al.
2013). Sin embargo, este método no permite evaluar la diferenciacion unicelular entre
los estados de "alta" y "baja" productividad. En los sistemas bioldgicos, las sefiales nunca
son discretas debido a las fluctuaciones aleatorias de las reacciones bioguimicas de la
célula. Esta variacion estocastica se denomina ruido (Veening, Smits, and Kuipers 2008).
Para superar esta limitacidn técnica, en la siguiente seccidon se abordara la obtencién de
imagenes de células en tiempo real mediante un dispositivo de cultivo microfluidico.

Se llevaron a cabo fermentaciones en reactores microfluidicos, tomando fotografias
en diferentes lapsos de tiempo para seguir en tiempo real el proceso de linaje detras de
la expresiéon de GFP para la cepa WG utilizada en este estudio. Las imagenes se

representan en la Figura 12.
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Colonia 1 con expresion Colonia 2 sin

heterogénea de GFP expresion de GFP

Figura 12. La filamentacién celular puede estar relacionada con el fenotipo de alta
produccion de GFP. Cultivo de la cepa WG de E. coli. Imagenes tomadas al inicio (t0=
0 minutos), 70 minutos después (t70=70 minutos) y tiempo final (t120= 120
minutos). En el t= 120 min, se muestra a la izquierda una colonia de células
heterogénea (Colonia 1) con células de diferente tamafo, algunas células se
observan claramente verdes, es decir produciendo GFP. A la derecha se muestra una
colonia mas homogénea (Colonia 2) con células de tamafio similar y sin fluorescencia.

De las imagenes presentadas en la figura 12 se pueden hacer varias observaciones:
en primer lugar, las dos células inoculadas en tO (O minutos) proporcionan dos colonias
con fisiologias fuertemente divergentes ya que una (a la izquierda) produjo GFP y la otra
(a la derecha) no produjo GFP después de 120 minutos. En segundo lugar, entre las
células productoras de GFP se observa una fuerte heterogeneidad fenotipica interna ya
gue solo una fraccién de las células acumula GFP, de tal manera que en la fotografia se
ven con una coloracién evidentemente verde. Por otra parte, y aunque no es tan
evidente, se puede observar que las células de la colonia 1 (izquierda figura 12, t=120
min) tienden a ser mas grandes que las de la colonia dos (derecha). Esto puede deberse
a que estas células agrandadas también estén acumulando GFP. Sin embargo, podria ser
que la acumulacion de la GFP no haya llegado al limite de deteccién de fluorescencia del
equipo. Mas concretamente, parece que las células que producen GFP adoptan también
una morfologia filamentosa. De hecho, se ha demostrado anteriormente que la
sobreexpresidn de proteina recombinante puede dar lugar a una respuesta al estrésy a
la filamentacion de las células (K. J. Jeong and Lee 2003).

Estos resultados sefialan que la acumulacién de GFP podria ser la causa de la

filamentacion celular. Esta observaciéon puede interpretarse en relacion con la fuerte
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acumulacion de la proteina recombinante en el citoplasma. En general, el nimero total
de proteinas para las células E. coli silvestre es de unas 3x1076 copias/célula. Entre estas
proteinas, las especies mas abundantes estan presentes hasta 1075 copias/célula
(Liebermeister et al. 2014; Milo 2013). Sin embargo, el anadlisis de citometria de flujo
mostrd que para la mayoria de las mutantes consideradas en este estudio, este valor se
supera ampliamente hasta alcanzar unas 2x1075 copias/célula (Figura 13). De este modo,
el empaquetamiento intracelular de GFP podria abarrotar el volumen citoplasmatico y
reducir la difusion de las enzimas y sus sustratos dentro del citoplasma, lo que podria

afectar a otras funciones celulares.
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Figura 13. El incremento en la produccion de GFP corresponde al incremento de GFP
producido por célula. Correlacion entre la produccién de GFP a nivel de célula Unica
y la produccién global de GFP. El area sombreada corresponde a la abundancia de
proteinas tipica en E. coli.

Ademas, estudios anteriores demostraron que es posible desencadenar
artificialmente la filamentacién de E. coli mediante la inhibicién de proteinas implicadas
en la division celular, como FtsZ (Arends and Weiss 2004; Jiang and Chen 2016). Del
mismo modo, en este estudio, el fenotipo filamentoso podria ser desencadenado por la
saturaciéon del citoplasma provocada por la sobreexpresion de la GFP. Observaciones
adicionales mostraron que una disminucién local de la fluorescencia dentro de una célula

filamentosa se asocia a menudo con una septacion celular localizada, lo que corrobora
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esta hipdtesis, datos no mostrados. Ademas, el andlisis de los citogramas de la cepa
WGM, que fue la mejor productora de GFP (figura 14a) confirmd que la poblacién esta
totalmente diferenciada en el estado alto (> 1X10°3 en el canal FL-1 o bien 147.75
moléculas de GFP por célula). Ademas, entre esta poblacidn, las células mds productivas
parecen mostrar altos valores de canal de dispersion frontal (FSC) (Figura 14a). Mas
concretamente, se confirma que mediante microscopia de fluorescencia que las
subpoblaciones de alto FSC corresponden a la fracciéon filamentosa (Figura 14b). La
posibilidad de seguir tanto los rasgos fluorescentes como los morfoldgicos apoyan el
potencial de la citometria de flujo como una herramienta para tratar de descifrar los

mecanismos de diferenciacion fenotipica entre las poblaciones microbianas.
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Figura 14. La filamentacion celular podria estar relacionada con el incremento de la
permeabilidad de la membrana celular. (a) Grafico de dispersién de una muestra de
la cepa WG/pV21 de E. coli después de 12 horas de cultivo en biorreactor.
Distribucién de la poblacion celular: eje X tamafio celular (FSC), eje Y contenido
intracelular de GFP (FL-1 moleculas de GFP por célula). Recuadro color rojo se
demarcaron la poblacién de células con el mayor nivel de GFP por célula y mayor
tamafio, cuadrante superior derecho del grafico de dispersion. (b) microscopia de
fluorescencia, célula filamentosa que exhibe alta afinidad por PI.

4.2.2. Rojas, pero no muertas

Por Ultimo, los filamentos celulares parecen ser muy permeables al yoduro de
propidio (Pl), como se muestra en la figura 14b, lo que sugiere una mayor permeabilidad

de la membrana. El Pl se ha utilizado comUnmente como un biosensor exdgeno para
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evaluar la viabilidad celular, ya que la molécula difunde libremente sélo a través de
membranas porosas para formar un complejo rojo fluorescente con el ADN vy las células
teflidas con el colorante se denominan comunmente como células inviables o muertas.
En este caso, la fraccion celular filamentosa y con mayor contenido de GFP, a su vez
tienden a tener una alta afinidad por el Pl (panel b figura 14). Estas células se denominan
como "rojo-pero-no-muertas" (Davey 2011) ya que estas células mantienen su capacidad
de division. Ademas, el aumento de la permeabilidad de la membrana conduce a una
mayor difusién de IPTG, induciendo asi la sintesis de GFP. De este modo, la correlacion
previamente observada entre los rasgos morfoldgicos [Filamentacion; pardmetro
Forward Scatter Channel/Side Scatter Channel (FSC/SSC)] v fisioldgicos (acumulacion de
GFP; pardmetro FL-1) tiene sentido.

4.3. Caracterizacion fisiolégica de las cepas W3110, WG, WGM, WGMC y WHIC en

medio minimo M9 con 20 g/L de glucosa en biorreactores de 1 L.

4.3.1. Caracterizacién cinética de las cepas W3110, WG, WGM, WGMCy WHIC en medio

minimo M9 con 20 g/L de glucosa en biorreactores de 1 L.

Con el fin de observar el crecimiento, consumo de glucosa y produccién de acetato
de las cepas W3110, WG, WGM, WGMC y WHIC, se caracterizaron cinéticamente en
cultivos realizados en medio minimo M9 usando 20 g/L de glucosa. En la tabla 6 se
muestran los parametros cinéticos y de fermentacion provenientes de estos
experimentos.

Tabla 6. Pardmetros cinéticos y estequiométricos de los cultivos de E. coli y cepas
mutantes derivadas en biorreactores de 1 L.

Cepa U (hY gs (e/eh) Gac (g/gh) Max acetato Yx/s Max Biomasa Tiempo
(g/L) (e/L) de

(e/8) cultivo
(h)
w3110 0.67+0.03 1.52+0.14 0.433+0.005 1.94£0.04 0.43+0.03 8.4+1.21 10
WG 0.52+0.02 1.11+0.19 0.004+0.001 0.13+0.04 0.41+0.01 8.5+0.23 14
WGM 0.34+0.01 0.62+0.05 ND ND 0.50+0.02 9.63+0.01 20
WGMC 0.37+0.00 0.62+0.01 0.015+0.001 0.32+0.02 0.44+0.02 7.14+0.64 18
WHIC 0.27+0.01 0.35+0.01 0.001+0.001 0.05+0.03 0.46+0.02 9.23+0.53 28
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Las cepas desplegaron una a i que fue de los 0.27 a los 0.67 h', con gs de 0.35a 1.52
g/g h. Se pudo determinar que la gs y la u tienen una correlacién lineal de R?= 0.9948,

esta relacion se muestra en la figura 15.
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Figura 15. Correlacién entre la gs y i. 1 como funcién de la gs de las cepas W3110,
WG, WGM, WGMC y WHIC.

En los graficos presentados en la figura 16 se muestran las cinéticas de crecimiento,

consumo de glucosa y produccion de acetato.
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Figura 16. Caracterizacién de las cepas W3110, WG, WGM, WGMC y WHIC. Cinéticas
de crecimiento, consumo de glucosa y produccion de acetato de las cepas W3110y
mutantes WG, WGM, WGMC y WHIC.
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El tiempo de cultivo fue de 10 h para la cepa W3110, y hasta de 28 h para la cepa
WHIC. Estas diferencias en los tiempos de cultivo se deben a las grandes diferencias
presentadas entre las velocidades de consumo y crecimiento dadas entre las cepas
mutantes y su cepa parental. Hay que mencionar que al término de los cultivos no se
detectd glucosa residual en el medio. Por otra parte, las cepas W3110, WG, WGMC y
WHIC excretaron acetato. El punto maximo de concentracién de acetato en el medio
correspondio al punto donde la glucosa catabolizd6 completamente. Posteriormente, las
cepas que produjeron acetato lo consumieron es su totalidad. Sin embargo, para el caso
de la cepa WGM no se detectd acetato en el sobrenadante. La cepa W3110 fue la cepa
que mas acetato excreté al medio de cultivo con 1.94 g/L, las demas cepas no produjeron
acetato a mas de 0.32 g/L, que fue para la cepa WGMC. También hay que mencionar que
la cepa W3110 tuvo la gac mas alta de todo este conjunto de cepas con 0.433 g/gh vy la
mayor gqc para las cepas mutantes la tuvo la cepa WGMC con 0.015 g/g h. La gac de la
cepa silvestre fue al menos 28.8 veces mas alto con respecto a la cepa WGMC que fue la
cepa mutante con la goc Mas alta. El Yy/s de tolas cepas estuvo en el rango de los 0.41 a
0.50 g/g, no variando mas alla del 16% (al comparar las cepas W3110 y WGM). Las cepas
W3110, WG, WGM, WGMC y WHIC fueron inicialmente caracterizadas en medio M9 con
2.5 g/L de glucosa en matraz a 37 °C por (Fuentes et al. 2013). Y aunque las condiciones
de cultivo que usaron Fuentes y col. 2013 fueron diferentes a las empleadas en este
estudyo, en la tabla 7 se muestra una comparacién entre los pardmetros i, gs y gac entre
ambos estudios. Se puede apreciar que no hubo diferencia entre las u de las cepas
W3110, WG y WGM, vy fueron ligeramente mayores para las cepas WGMC y WHIC en
biorreactor. Otros parametros como gs vy la gac fueron también muy similares en ambos
casos. Con esto se deduce que la gs y u son muy similar sin importar el método vy
concentracion de glucosa en el medio de cultivo. También se puede observar que estos
parametros no varian dependiendo de la concentracién de glucosa en el rango de 2.5 a
20 g/L. Sin embargo, la goc de la cepa W3110 fue mayor, aproximadamente 2.3 veces
mayor, esto se puede deber a que la gs en biorreactor fue un 14% mas alta o mas bien
debido a que la concentracion de oxigeno en los matraces tiende a ser es menor debido
al mezclado y aireacion menos eficiente. Para el caso de las demads cepas, se puede
observar que las gec SON muy cercanas a O, probablemente se deba a las condiciones

mejor controladas de aireacidon en los biorreactores, haciendo que la respiracion aerodbica
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sea mas eficiente. Con esto se puede deducir que los fenotipos preestablecidos dados
por la inactivacién de genes relacionados con el transporte de glucosa no varian en gran
medida, es decir que son robustos. La robustes implica que estos sistemas pueden
amortiguar ciertas condiciones de estrés y resistir el cambio o perturbaciones y seguir
funcionando (Levin and Lubchenco 2008).

Tabla 7. Comparacién de parametros cinéticos y de fermentacion de las cepas
W3110, WG, WGM, WGMC y WHIC en dos sistemas de cultivo: matraz con 2.5 g/L
de glucosa y biorreactor con 20 g/L de glucosa en medio M9.

Cepa p(h?) gs (g/gh) Jac (g/g h)

Matraz | Biorreactor | Matraz | Biorreactor | Matraz | Biorreactor

W3110 | 0.65+0.02 0.67+0.03 1.33+£0.04 1.52+0.14 0.19+0.02 | 0.433%0.005

WG 0.51+0.01 0.52+0.02 1.05+0.12 1.11+0.19 0.07£0.05 | 0.004+0.001
WGM 0.36+0.03 0.34+0.01 0.65+0.05 0.62+0.05 0 ND

WGMC | 0.31+0.01 0.37+£0.00 0.68+0.00 0.62+0.01 0 0.015+0.001
WHIC 0.20+£0.01 0.27+0.01 0.32+0.02 0.35%0.01 0 0.001+0.001

4.3.2. Andlisis de expresion diferencial, abundancia de lecturas y mapeo.

Con el fin de determinar los cambios en la fisiologia celular a nivel de transcriptoma,
causados por las inactivaciones de genes relacionados al transporte de glucosa y su
concomitante reduccién de gs, en las cepas W3110, WG, WGM, WGMC y WHIC se
realizaron experimentos de RNA-seq. Las muestras obtenidas en biorreactores con medio
minimo M9 y 20 g/L fueron secuenciadas como se describe en la seccion de material y
métodos y se obtuvieron alrededor de 40 millones de lecturas (reads). Posteriormente,
se realizd la cuantificacion del transcriptoma usando el programa Salmon (PATRO R
2015). En la tabla 8 se muestra los datos estadisticos del tamafio de las bibliotecas del
RNA-seq y de la cuantificacion de las lecturas. Como puede observarse se obtuvo una
cantidad similar de informacion en todos los casos. Los archivos de las lecturas fueron
depositados en Archivo Europeo de Nucledtidos (ENA, European Nucleotide Archive) en
EMBL-EBI bajo el numero de acceso PRJEB32273
(https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB32273). A pesar de que se recupera

aproximadamente el 10% de la informacion como lecturas mapeadas, se obtuvo una
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cobertura mayor al 95% de los genes con al menos una lectura mapeada para todas las
muestras secuenciadas.

Tabla 8. Estadisticos de las librerias y mapeos de las bibliotecas del RNA-seq.

Cepa Tamafio de Tamafio Lecturas mapeadas Lecturas mapeadas promedio
biblioteca promedio de las (millones de lecturas) (millones de lecturas)
(millones de librerias
lecturas) (millones de
lecturas)
W3110 48,37,42 43 +5.7 4.7,2.9,2.3 3.3+1.2
WG 59,31,33 41+15.9 4.2,1.4,1.7 24+1.2
WGM 32,52,53 46 +11.7 22,4.2,2.5 30+1.1
WGMC 51,56,35 47 £11.2 4.7,5.9,1.8 42+2.1
WHIC 52,54,54 53+1.5 29,2.7,2.3 26+0.3

4.3.3. Respuesta transcriptomica global entre las cepas con capacidad reducida de

consumo de glucosa.

Las cepas W3110, WG, WGM, WGMC, y WHIC fueron cultivadas en biorreactores de
1 L en medio M9 con 20 g/L de glucosa, se tomaron muestras a la mitad de la fase
exponencial del crecimiento para ser secuenciadas, RNA-seq. Posteriormente, se realizod
el analisis de expresion diferencial usando a la cepa W3110 como la condicién control o
parametro de comparacion contra las cepas WG, WGM, WGMC y WHIC, resultados
mostrados en la figura 17. Es evidente que el nimero de genes sobre expresados son
mayores que los sub expresados, de ellos los COGs mas abundantes fueron el de funcién
desconocida (S), produccién y conversién de energia (C), metabolismo y transporte de
carbohidratos (G), metabolismo y transporte de aminoacidos (E) y transcripcién (K). De
estas comparaciones se discutird mds adelante en la seccidn 4.4. Correlacién entre la gs

y los niveles de expresién.
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Figura 17. La disminucién de gs genera patrones especificos de expresion de genes,
mayoritariamente aquellos relacionados con el metabolismo de carbohidratos y
aminodcidos y de generacién de energia (COGs C, E y G). Distribucion de los genes
expresados diferencialmente entre las cepas mutantes en COGs al comparar los
transcriptomas de W3110 con las cepas mutantes WG, WGM, WGMC y WHIC. El
valor de gs para cada cepa se muestra entre paréntesis y se presenta como (g/g h).
Los valores para el Yere/x s€ expresan como mg GFP/g DCW y son presentados en la
tabla 5. Los nombres de los COGs estan presentes en la tabla 10.

4.3.4. Descripcion de los transcriptomas de las cepas mutantes

4.3.4.1. Cepas mutantes comparadas contra la cepa W3110

Para determinar los efectos del cambio de gs (Ags) entre cepas, se realizd un analisis
de expresion diferencial comparando pares de cepas con valores de gs progresivamente
mas bajos: W3110-WG (Ags = 0.41 g/g h), WG-WGM (Ags = 0.49 g/g h) y WGMC-WHIC
(Ags=0.27 g/g h), excepto por la comparacion WGM-WGMC ya que estas cepas, tuvieron
la misma gs (Ags = 0 g/g h) (tabla 9). Al realizar estas comparaciones, se puede observar
que el COG mas numeroso fue el S (funcidon desconocida; Tabla 10 y Figura 18). Es
importante destacar que no se puede descartar que los genes incluidos en COG S tengan

una funcién relacionada con la fisiologia y desempefio como fabricas microbianas de
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estas cepas. Sin embargo, dado que en muchos casos no se conocen las funciones de
estos genes, no se siguieron considerando en este estudio. La mayoria de los genes con
funciones conocidas pertenecian a los COGs C, E, G y K (produccién y conversién de
energia, transporte y metabolismo de aminoacidos, transporte y metabolismo de
carbohidratos y transcripcién). La Tabla 9 muestra el nimero de genes expresados
diferencialmente para cada comparacion por pares. Se puede observar que la magnitud
de este numero muestra una correlacién parcial con el Ags, con lo que se deduce que al
disminuirse la entrada de carbono a la célula estas son capaces de detectar la disminucion
en la disponibilidad de carbono, esto provocando un incremento en la respuesta de estrés
o supervivencia y asi el nimero de genes diferencialmente expresados. Una excepcion a
este comportamiento es la cepa WHIC-WGMC, con un nimero de genes expresados
diferencialmente mayor de lo esperado en relacién con el Ags observado. Esto puede
explicarse si se tiene en cuenta que el operdn ptsHicrr se elimind en la cepa WHIC, lo que
provocd la completa interrupcidon de la actividad de los sistemas de tipo PTS. La
inactivacion del operdén ptsHlcrr no soélo elimina varias funciones de importacién de
carbohidratos, sino que también perjudica algunas funciones reguladoras globales como
la estimulacion de la actividad de la adenilato ciclasa via EIIA (codificada en el gene crr)
(Gosset 2005; Plumbridge 2002).

En comparacién con el transcriptoma de la cepa W3110, todas las cepas mutantes
mostraron un nimero relativamente grande de genes expresados de forma diferencial.
Las proporciones de genes sobre y sub expresados correspondieron a 2.2, 5.5, 4.6y 1.4
veces para las cepas WG, WGM, WGMC y WHIC, respectivamente. Cabe destacar que,
aunque estas cepas mostraron una respuesta transcriptémica principalmente con genes
sobre expresados, todas ellas han mostrado una mayor capacidad para la produccién de
proteinas recombinantes en comparacion con W3110 (Fragoso-Jiménez et al. 2019). Una
estrategia de optimizacion de las cepas para la produccién de proteinas recombinantes
podria ser el evitar la expresiéon de genes de funciones no esenciales. Este enfoque,
también conocido como ingenieria de asignacion de recursos, ha demostrado ser eficaz
para mejorar las fabricas de células microbianas (Lastiri-Pancardo et al. 2020). En el caso
de las cepas mutantes empleadas en este estudio, la ingenieria de asignacion de recursos
podria emplearse para determinar si al evitar la induccidn de funciones de consumo de

fuentes alternativas de carbono, que no estan presentes en el medio de cultivo y otras
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funciones no esenciales mejoraria el rendimiento para la produccion de proteinas
recombinantes. Cabe sefialar que varios grupos de investigacién han informado de la
mejora de las cepas de E. coli para producir proteinas recombinantes mediante el empleo
de mutantes con tasas reducidas de importacién de glucosa obteniendo un incrementos
de 4 veces mas producciéon de GFP (De Anda et al. 2006) o del 50 % de B-galactosidasa
(Backlund et al. 2008).

Tabla 9. Numero de genes diferencialmente expresados entre pares de cepas.

Comparacidn entre cepas WG- WGM- WGMC- WHIC- WGM- WGMC- WHIC-
W3110 WG WGM WGMC W3110 W3110 W3110

Cuentas y direccién del cambio

Sobre expresion (>0) 194 116 1 218 170 182 459
Represion (<0) 88 136 11 203 31 40 320
Total 281 252 12 421 201 222 779

Ags 0.41 0.49 0 0.27 0.9 0.9 1.17
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Tabla 10. Numero de genes diferencialmente expresados clasificados por COGs*

*U, Sobre expresados; D, Subexpresados; T, total.
Comparacién WG-W3110 WGM-WG WGMC-WGM WHIC-WGMC WGM-W3110 WGMC-W3110 WHIC-W3110

g,/ b, T7T|VY DT VU/D/T}{VY | oD | T U |D T|U|D|T|] U |D | T

COG

A | Procesamiento y o o o 0o 0 0/0O0O0 O/ O O O 0 O O O/ 0 0 0 o0
modificacién de ARN

B | Dindmica y estructura de | QO 0 0 0 0 0O/0 0|0 0 0 0 0O/0l| o0 0 0 0 0 0 0
cromatina

C | Produccién y conversion de | 29 | 4 33| 8 28 36 0O 0|0 24 35|59 17 1 18 18 1 19 42 |41 83
energia

D | Control de ciclo celular, | O 1 1 2 0 2 . 0/0 O 2 2 4 2 11 3 3 1 4 2 0 2
division celular, reparticion
de cromosomas

E | Transportey metabolismode | 11 | 11 | 22 /12 20 /32 0 0O O 15|23 /38 9 8|17 11 3 14 30 29 59

aminoacidos

F | Transporteymetabolismode | 6 ' 5 (11| 3 |4 7 0 0 O 4 10 14 4 1 5|5 |1 |6 8 11| 19

nucleétidos

G | Transportey metabolismode | 62 | 4 | 66| 16 |28 |44 O 2| 2 | 24 22|46 38 139|343 |37 62 |20 82
carbohidratos

H | Transporte y metabolismode | O 3 3 0 0 0 0/0 O 4 3 7 1 1 2 0 2 2 3 12 15
coenzimas

! Transporte y metabolismode | 10 | 1 | 11| 1 9 /10 0|0/ 0|12 | 2 |13 | 7 |0]| 7 6 0 6 15 4 19
lipidos

J Traduccion, biogénesis vy 2 4 6 3 0 3 0/0 O 1 0 1 2 0 2 2 0 2 4 5 9
estructura ribosomal

K | Transcripcién 1718 | 25113 /1427|112 15 |25/40 10 |2 12|12 1 |13 | 34 25| 59

L Replicacion, recombinaciény | 1 6 7 1 0 2 0 1 5 6 0 1 1 0 3 5 15 20
reparacion

M | Biogénesis de pared | 2 11012 7 3 /10 0|1 1|16 | 4 |20 8 |5 /13| 6 |11 |17 18 |13 | 31

celular/membrana/envoltura
N | Movilidad celular 0 0 0 0 0 0O/0/0|O0 0 0 0 0 0|0 0 0 0 0 0 0
0 | Modificacién 0 3 3 3 1 4 /0|00 9 6 |15 6 |2 8 7 1 8 25 111 | 36
postraduccional, recambio de
proteinas y chaperonas
P | Transporteymetabolismode | 10 4 14 6 6 12 00 0 11 19 30 10 1 11 9 0 9 25 36 61
iones inorganicos
Q | Biosintesis, transporte y | 4 0 4 1 1 2 1010
catabolismo de metabolitos
secundarios
R | Prediccion de la funciéon | 0 0 0 0 0 0 /0 O
general
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Figura 18. Distribucion de los genes expresados diferencialmente entre pares de
cepas clasificados por clase de COGs. Se indica el nimero de genes regulados al alza
(valor positivo) o a la baja (valor negativo) de cada COG. Comparaciones del
transcriptoma: WG-W3110 (amarillo), WGM-WG (azul), WGMC-WGM (naranja) y
WHIC-WGM(C (rojo).
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4.3.5. Comparaciones ente pares de cepas

El nimero de genes expresados diferencialmente al comparar WG-W3110 y WGM-
WG fue similar, indicando una correlacion con la relacion gs entre cada par de cepas
(Tabla 9). En cambio, las cepas WGMC y WGM mostraron valores de gs casi idénticos. La
Unica diferencia entre estas cepas es la supresion del operén mglABC. En este caso, se
encontraron 12 genes que se expresaban de forma diferencial. Mientras que la cepa
WGMC produjo 0.32 g/L de acido acético, para el caso de la cepa WGM no fueron
detectados (tabla 6). Esta diferencia fenotipica podria explicar el reducido nimero de
genes expresados diferencialmente entre las cepas WGM y WGMC. Sin embargo, quizds
se tendria que realizar una caracterizacién de tipo fluxémica y metabolémica de estas
cepas para verificar esta suposicion. Al comparar las cepas WHIC y WGMC el Ags es
aproximadamente la mitad del detectado para WG-W3110 y WGM-WG. Sin embargo, el
numero de genes expresados diferencialmente fue aproximadamente el doble. Estos
resultados muestran que la respuesta transcriptémica no tiene una relacion lineal con los
cambios en gs. Hay que tener en cuenta que el valor de gs de la cepa WHIC sélo
representa el 23% de la gs de la cepa W3110. En la cepa WHIC, la delecion del operdn
ptsHicrr elimina la sintesis de la proteina EllA, interrumpiendo asi la estimulacién de la
sintesis de AMPc por la enzima adenilato ciclasa. Por lo tanto, la expresién de los genes
del reguldn CRP deberia estar disminuida en la cepa WHIC, para sostener esta hipétesis
puede ser necesario medir los niveles de AMPc. En este sentido, se encontrdé que en la
comparaciéon  WHIC-WGMC habia 48 genes regulados por CRP que estaban
diferencialmente expresados (33 pertenecientes a los COGs C, E, G y K). Este nimero fue
menor que el detectado al comparar WG-W3110, 76 genes (53 de los COGs C, E, G, y K)
y WGM-WG 56 genes (39 de los COGs C, E, G, y K). El factor de transcripcion CRP-cAMP
regula varios cientos de genes en E. coli, y algunos de ellos son también reguladores
transcripcionales (Gosset et al. 2004). Los datos obtenidos sugieren que la respuesta
transcriptémica observada en WHIC es el efecto combinado de una gs muy baja, que
induciria muchos genes relacionados con la limitacién de la fuente de carbono, y la

disrupcién indirecta del regulén CRP.
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4.3.5.1. Comparacién entre la cepa W3110y WG:

Al comparar los transcriptomas de las cepas WG carente del transportador PTS de
glucosa (PtsG), cuya gs representa el 73% del de la cepa W3110 (archivo suplementario
5 revisar en https://link.springer.com/article/10.1186/s12934-022-01909-y#Sec15,
Figura 19), se detectaron genes sobre expresados que codifican para transportadores de
tipo PTS, no PTS y proteinas relacionadas con el catabolismo de fuentes alternativas de
carbono diferentes a glucosa. Dentro de los sistemas PTS se encontraron genes
relacionados al consumo de N-acetilgalactosamina (agaV, 4.3 veces), fructosa (fruABK,
9.1, 13.8, 12.4 veces), galactitol (gatBC, 4.2 y 4.5 veces), manosa (manXYZ, 4.3,3.7 y 4.2
veces), manitol (mtlA, 2.4 veces), glucitol/sorbitol (srlABED, 6.3, 7.8, 7.3 y 5.7 veces), N-
acetilglucosamina (nagBE, 2 y 4.2 veces) y trealosa (treBC, 19.9 y 18.6 veces). También se
detectaron genes sobre expresados de sistemas no PTS para la maltosa (malEFG, malK'y
malM; 8.8-18.1 veces), ribosa (rbsABCK y rpiB, 13.6, 4.2, 12.7, 3.9 y 4.3 veces),
galactosa/glucosa (mglABC, 7.2, 22 y 5.8 veces), arabinosa (araF, 2.6 veces), inositol (agp,
3.5 veces), 2-dehidro-3-deoxigalactosa (dgok, 2.1 veces), fuculosa (fucAy fucl, 3.3y 3.1
veces), 5-ceto-4-deoxi-D-glucarato y 2-keto-3-deoxi-D-glucarato (garl, 2.7 veces),
tagatosa (gatYZ, 5.4 y 4 veces), maltosa y maltodextrina (malPQ, malS'y malz; 4.7, 3.9,
5.7 y 2 veces), N-acetilmanosamina (nanEK, 3.6 y 2.2 veces), 2-metilisocitrato (prpB, 5.1
veces), glucuronato (uidAy uxaC, 2.3y 2.4 veces), altronato (uxaA, 3.1 veces), manonato
(uxuAB, 3.4 y 2.5 veces) y 5-dehidro-4-deoxi-D-glucuronato (kdul, 2.6 veces). Cabe
destacar que ninguna de estas fuentes alternativas de carbono se encuentra presentes
en el medio de cultivo. Los genes acs (17.4 veces) y actP (18 veces) forman un operdén, y
se encontraron regulados al alza. El operdn acs-actP codifica proteinas de una via de
asimilacién de acetato, que posiblemente contribuye a reducir la acumulacién de este
acido organico en el medio de cultivo. También se detectaron genes sobre expresados
que codifican proteinas de transporte de glicerol (glpF, 5.6 veces), la porina codificada
por lamB (14.9 veces) y el antiportador de hexosa-6-fosfato:fosfato (uhpT, 3.5 veces).
Otro gen sobre expresado fue glk (2 veces). La sobre expresion de glk, que codifica la
enzima glucosa cinasa, sugiere su participacién en la fosforilacion de moléculas de
glucosa que no son internalizadas y fosforiladas por la PTS. Las proteinas de transporte
codificadas por el operén mglABC y lamB constituyen una via de alta afinidad para la

importacion de glucosa que es independiente de la actividad del PTS. La induccion de
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estos genes indica un estado de limitacién de la fuente de carbono (Ferenci 2006). En la

cepa WG se detectd un menor nivel de transcripcion del gen pykF (-2.1 veces), que

codifica para la piruvato cinasa 1 de la via glucolitica. Esta enzima estd implicada en la

formacion de piruvato, por lo que la regulacion a la baja de pykF sugiere una disminucién

del flujo glucolitico en WG en comparacién con W3110, lo que da lugar al metabolismo

de sobre flujo en la cepa silvestre. Entre los genes del COG C que incrementaron su

expresion se encuentran algunos genes del ciclo del glioxilato y del TCA (aceA, 3.1 veces;

acnB, 2.1 veces; fumcC, 2.3 veces; glcB, 4.2 veces; gltA, 2.6 veces; y sdhAB, 2.4 y 2.2 veces).

También los genes maeB (2 veces) y pckA (2.9 veces) que participan en la

gluconeogénesis. En la cepa WG se detecto la induccién del gen pka (3 veces) que esta

relacionado con la acetilacion de proteinas. Se ha determinado que la delecion de pka

conduce a una menor resistencia al calor y al estrés oxidativo (Christensen et al. 2018).
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Figura 19. Genes diferencialmente expresados en la cepa WG con respecto a la cepa
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dependiendo de su funcidn y el nombre de los genes esta presentado en color verde
(sobreexpresados) y rojo (subexpresados)
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La cepa WG es isogénica a la W3110, excepto por la delecién del gen ptsG que
codifica para las EIICB del sistema PTS de glucosa. Esta modificacion genética provocd
una respuesta transcripcional consistente con la carbon starvation y hunger response
caracterizada por una disminucion del nivel de transcripcion de los genes que codifican
funciones relacionadas con la actividad glucolitica y un aumento de la expresion de los
genes del metabolismo gluconeogénico. Como se esperaba, se observé la reduccion de
la excrecion de acetato ya que Unicamente tuvo un 6.7% del titulo de acetato detectado
en los cultivos con W3110 (Tabla 6); es decir, se redujo el sobre flujo metabdlico. Como
parte de la “hunger response”, los genes implicados en el transporte y la utilizacidon de
varios carbohidratos y aminodcidos diferentes se sobre expresaron. Cabe destacar que
los compuestos que serian objetivo de los genes de transporte y catabolismo de fuentes
alternativas de carbono no estaban presentes en el medio de cultivo. Por lo que la
respuesta observada deberia ser una estrategia de preparacién para el consuno de
fuentes de carbono alternativas. Ademas, varios genes relacionados con la sintesis de
aminoacidos fueron regulados a la baja, posiblemente debido a que la tasa de
crecimiento de WG es un 22% mas baja que la de W3110, lo que resulta en una menor
demanda de aminoacidos.

4.35.2. Comparacién entre la cepa WG y WGM:

La comparacién realizada entre los transcriptomas de las cepas WGM (que carece de
los transportadores PtsG y ManX) y WG, las cuales tienen una diferencia de gs de 0.49
g/g DCW h, mostré un aumento adicional en los niveles de expresion para genes que
codifican las proteinas de transporte y enzimas necesarias para el catabolismo de las
siguientes fuentes de carbono: quitobiosa, trehalosa, maltosa y N-acetilglucosamina. La
respuesta opuesta se observo para los genes de transporte y catabdlicos para fructosa,
galactitol, glucitol arabinosa, glicerol, ribosa, galactosa, trehalosa, altronato y manonato.
Ademads, se detecté un mayor nivel de transcripcion en WGM para los genes pykF (2.5
veces), talA (2.3 veces) y tktB (2.2 veces), lo que indica que puede haber potencialmente
un mayor flujo en las vias EMP y PPP (archivo suplementario 5 revisar en
https://link.springer.com/article/10.1186/s12934-022-01909-y#Sec15, figura 20). A
diferencia de WG, en la cepa WGM se observé la represion de genes de las vias TCA y de
la derivacion del glioxilato g/tA (-2.7 veces), aceA (-2.5 veces), acnB (-3.1 veces), fumAC (-

2.7y-2.5veces), sdhAB (-2.5y -2.2 veces) y glcB (-3.1 veces). Estos datos sugieren que la
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capacidad de produccién de energia y poder reductor a través del TCA podrian ser
menores en WGM comparado con WG. Cabe destacar que los genes implicados en la
gluconeogénesis, asi como el metabolismo PEP/PYR, ppsA (-2.6 veces), pckA (-3 veces) y
el gen glpK (-3.4 veces), que codifica para la glicerol cinasa, fueron regulados a la baja en
esta comparacion, pero mostraron la respuesta opuesta en la comparacion con WG y
W3110. También se detectd un aumento del gen iraP (2.7 veces). El gen iraP codifica para
una proteina necesaria para la estabilizacion de ¢ durante deprivacion de fosfato o
nitrogeno y durante la fase estacionaria, esto también podria estar dictado por la menor
velocidad de crecimiento de la cepa WGM (0.34 h'!) con respeto a la WG (0.52 h™). Se
detectd también un mayor nivel de transcripcion para los genes gadX (4.8 veces) y gadW
(5.9 veces) en WGM. Estos dos genes forman un operdn complejo y codifican reguladores
transcripcionales que controlan el sistema de resistencia al dacido glutdmico
descarboxilasa. Los genes pertenecientes a este sistema se encontraron inducidos: gadA
(17.3), gadB (22.9) gadC (26.5) y gadE (22.9). Cabe destacar que el pH fue controlado y
mantenido en un valor neutro en los cultivos con estas cepas. Por lo tanto, el papel

fisiologico de este sistema de resistencia al acido en estas condiciones no esta claro.
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Figura 20. Genes diferencialmente expresados en la cepa WGM con respecto a la cepa
WG relacionados con los COGs C, E, Gy K. Los genes fueron agrupados dependiendo
de su funcion y el nombre de los genes esta presentado en color verde
(sobreexpresados) y rojo (subexpresados). Ademads, en rectangulos de color azul se
muestran dos genes que fueron diferencialmente expresados en la cepa WGMC con

respeto a la cepa WGM.

La cepa WGM carece del gen manX, por lo que los componentes PTS lIA y IIB del

sistema PTS de manosa no se sintetizan. Esta cepa muestra los valores de u y gs que

corresponden al 65 y 56% de los observados para WG (tabla 6), respectivamente. Los

datos del transcriptoma mostraron que la mayor disminucion de la capacidad de

transporte de glucosa en la cepa WGM, en comparacion con WG, provocé la induccion

de genes adicionales que codifican para proteinas PTS y no PTS implicadas en la captacion

y el catabolismo de otras fuentes de carbono, aun cuando estas no estaban presentes en

el medio de cultivo. Curiosamente, la respuesta transcripcional observada incluyd la

induccién de varios genes de las vias EMP y PPP. Por otra parte, se detectaron genes con

un menor nivel transcripcional pertenecientes al TCA. Esta respuesta sugiere una

disminucién de la capacidad de produccién de energia para la cepa WGM en comparacion

con la WG, probablemente debido a la menor tasa de crecimiento. La cepa WGM mostro
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un mayor nivel de transcripcién del gen iraP (2.7 veces), que codifica una pequefia
proteina antiadaptadora que se requiere para la estabilizacién del factor sigma
alternativo o°. La expresion de iraP depende de la falta de fosfato y, en menor medida,
de la limitacion de carbono, y esta respuesta depende de la ppGpp (Bougdour and
Gottesman 2007). Estos datos sugieren una implicacién de o en la respuesta
transcripcional observada en WGM. Los datos del transcriptoma son indicativos de una
limitacion de carbono mas severa al comparar WGM con WG. Cabe destacar que no se
detectd acumulacién de acetato en los cultivos con la cepa WGM, por lo que el sobre
flujo metabdlico fue eliminado en esta cepa (tabla 6). Un derivado de la cepa WGM al ser
cultivada en biorreactor y que expresa GFP mostré un aumento de 1.4 veces en la gere Y
su Yxs en comparacion la cepa WG. La cepa WGM mostré una mayor capacidad de
produccion de GFP en comparacion con las cepas de produccién derivadas de todos los
mutantes de este estudio (tabla 5). Esta mejora en la capacidad de produccién de
proteinas recombinantes para WGM cuando se compara con otras cepas en este estudio,
puede atribuirse en parte al estado especifico de limitacion de la fuente de carbono, y a
la eliminacién completa del sobre flujo de carbono.

4.3.5.3. Comparacién entre la cepa WGM y WGMC:

Las cepas WGM y WGMC mostraron un valor de gs idéntico (0.62 g/g h) en las
condiciones de crecimiento empleadas en este estudio. Este resultado sugiere que el
transportador de alta afinidad MglABC, ausente en la cepa WGMC, no contribuye a la
importacion de glucosa en la cepa WGM o que su funcion fue sustituida por otras
proteinas en esa cepa. A pesar de que la gs fue idéntica, la cepa WGMC acumuld 0.32 g/L
de acetato, mientras que no se detectd en los cultivos con WGM. Este resultado indica
gue la delecién del operén mglABC influye en el metabolismo por un mecanismo
desconocido que causa un aumento en la produccion de acido acético (Notley and
Ferenci 1995; Boos and Shuman 1998; Notley-McRobb et al. 2006). El analisis del
transcriptoma arrojo 12 genes expresados diferencialmente al comparar el WGMC con el
WGM, la mayoria de ellos sin una funcién definida (archivo suplementario 5 revisar en
https://link.springer.com/article/10.1186/s12934-022-01909-y#Sec15 y figura 20). Entre
estos genes, galS se encontré regulado al alza (20 veces). Sin embargo, no se detectd
ningln aumento en el nivel de transcripcion de los miembros de su reguldn. El gen galSs,

codifica para el isorrepresor de galactosa, un TF que reprime la transcripcion de los genes
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implicados en el catabolismo de la galactosa (Semsey et al. 2007). Se ha informado que
el crecimiento bajo una baja concentracion de glucosa provoca la sintesis de galactosa
como autoinductor del reguldon gal (Ferenci 2006; Geanacopoulos and Adhya 1997). El
reguldn gal contiene genes que codifican proteinas implicadas en el transporte y el
metabolismo de la galactosa. Cabe destacar que las proteinas de transporte que son
miembros de este reguldn; es decir, GalP y MglABC, también pueden emplear glucosa
como sustrato (Fuentes et al. 2013; Aguilar et al. 2012). Es interesante observar la falta
de correlacion entre los valores de gs y gac al comparar las cepas WGM y WGMC.
Asumiendo que MglABC no tiene un papel importante en la importacion de glucosa en la
cepa WGM, el transporte de glucosa puede que sea a través de sistemas PTS o de la
fuerza motriz de protones (GalP). Esta modificacion podria alterar el estado energético
de la célula y los flujos metabdlicos centrales, afectando indirectamente a la produccion
de acetato en WGMC. Una mayor caracterizacién de las cepas, incluyendo la medicién
del estado energético, asi como la determinacion del flujo de carbono en las vias
centrales, deberia ayudar a comprender las consecuencias de esta modificacion.
También se observd que el gen nagD que fue reprimido (-2.2 veces). El gen nagD,
forma parte del operdn de utilizacion de la N-acetilglucosamina y codifica una fosfatasa
ribonucleotidica (Tremblay, Dunaway-Mariano, and Allen 2006). Se ha determinado que
la sobreexpresion de nagD resulta en la induccion de genes relacionados con la envoltura
celulary el estrés por choque térmico. La coexpresion de nagD y de receptores acoplados
a proteinas G (GPCR) de mamiferos en E. coli dio como resultado un aumento de 3 a 10
veces en el rendimiento de estos ultimos (Skretas et al. 2012). Este resultado puede
explicarse considerando que la induccién de proteinas relacionadas con el estrés
proporciona un entorno favorable para la produccion de proteinas recombinantes.
Queda por determinar si el menor nivel de transcripcién de nagD en WGMC podria
explicar en parte por qué esta cepa mostré 40% menos de produccion de GFP en
comparacién con WGM (tabla 5). Este resultado puede explicarse teniendo en cuenta el
aumento de la produccién de acetato y posiblemente también represion de nagD. Sin
embargo, con los datos disponibles, no es posible determinar cémo la delecion del

operén mglABC causo tales efectos.
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4.3.5.4. Comparacién entre la cepa WGMC y WHIC:

La comparacion del transcriptoma de WHIC contra el de WGMC, que a pesar de que
comparten la ausencia del transportador MglABC, difieren en las mutaciones adicionales.
Mientras que la cepa WGMC carece de los transportadores ManX y PtsG, la cepa WHIC
care de las proteinas generales El, Hpry Ell, con lo cual los sistemas de transporte de tipo
PTS son inactivados. Ademas, tienen una diferencia de gs de 0.27 g/g DCW h. Al realizar
la comparacion entre las cepas WGMC y WHIC se encontrd la sobre expresion de genes
que codifican proteinas de transporte y catabdlicas para el consumo de fructosa,
arabinosa,  O-acetilserina/cisteina,  a-cetoglutarato,  3-hidroxifenilpropionato/3-
hidroxicinamato, glicerol, maltosa/maltodextrina, manosa, ribosa y trehalosa (archivo
suplementario 5 revisar en https.//link.springer.com/article/10.1186/s12934-022-01909-
y#Sec15, figura 21). En contraste con la respuesta observada en las cepas mutantes WG
y WGM, el gen lamB fue reprimido (-3.1 veces). Este resultado es coherente con la
represion de este gen en condiciones de exceso de glucosa y de falta de glucosa, siendo
su maximo de expresion cuando la glucosa se encuentra en una concentracién cercana a
1 uM (0.18 g/L). Con esta evidencia se podria deducir que la cepa WHIC detecta que se
encuentra en una severa limitacién de carbono (Ferenci 2006). Se detectd un mayor nivel
de expresion para los genes gluconeogénicos fbp (2.1 veces) y ppsA (3.9 veces) (archivo
suplementario 5 revisar en https.//link.springer.com/article/10.1186/s12934-022-01909-
y#Sec15, figura 21). Por el contrario, varios genes de la via EMP fueron reprimidos (gapA,
-2.5 veces; gpml, -3.7 veces; pfkA, -2,3 veces). El gen cydA, relacionado con la cadena
respiratoria, también se encontré reprimido (-2.8 veces). Se detectaron menores niveles
de transcripciéon de los genes que codifican parte de la piruvato deshidrogenasa (aceEF,
3.2 y-2.6 veces) y del gen ackA (-2.9 veces) relacionado con la asimilacion/producciéon de
acido acético. Los genes relacionados con la sintesis de glutamina, asparagina, cisteina 'y
lisina fueron reprimidos (g/nA -7.7 veces, asnAB -5.6 y -5.9 veces, cysK -3.2 veces, lysA -2
veces). Se observo que el gen iraP fue reprimido (-2.8 veces). En este caso, la respuesta
de este gen fue opuesta a la observada en las comparaciones del transcriptoma de WG-
W3110 y WGM-WG. Los genes que codifican funciones relacionadas con la sintesis del
polisacarido extracelular acido coldnico, el cual mostrd un mayor nivel de transcripciéon
en la cepa WHIC: wcaA (3.9 veces), weaC (3.2 veces), wcaD (4.5 veces), wcaE (6.6 veces),

wcaF (8.7 veces), wcal (4 veces), wcal (4 veces), wza (7.7 veces), wzb (7.4 veces) y wzc
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(3.2 veces). La cepa WHIC tuvo la gs mas baja entre las mutantes estudiadas y la respuesta

del transcriptoma observada es caracteristica de una severa limitacién de carbono y

energia.
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Figura 21. Genes diferencialmente expresados en la cepa WGMC con respecto a la

cepa WHIC relacionados con los COGs C, E, G y K. Los genes fueron agrupados
dependiendo de su funcién y el nombre de los genes esta presentado en color verde
(sobreexpresados) y rojo (subexpresados)

La cepa WHIC también mostrd los valores mas bajos de u y gs entre las cepas

estudiadas y un nivel a penas detectable de produccién de acetato (tabla 6). La cepa

WHIC tuvo el mayor numero de genes diferencialmente expresados en comparacién con

las otras cepas de este estudio. Incluso al comparar los datos del transcriptoma de WHIC

con la cepa que mostraba el valor de gs mas cercano, WGMC, se encontré que 421 genes

se expresaron diferencialmente. En esta comparacion, varios genes que codifican

componentes de sistemas PTS, asi como genes que codifican proteinas para el transporte

y el metabolismo de fuentes alternativas de carbono fueron sobre expresados en WHIC.
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En el contexto de la produccion de GFP, esta cepa mostrd un titulo 3 veces mayor en
comparacién con una cepa productora isogénica derivada de W3110 (tabla 5). Sin
embargo, WHIC mostrod el titulo mas bajo de GFP en comparacion con las otras cepas
mutantes de este estudio. El perfil del transcriptoma mostrado por WHIC sugiere que
esta cepa al tener la menor gs también sufre el nivel mas severo de limitacién de carbono
y energia en comparacion con las otras cepas mutantes. El sobre flujo metabdlico es casi
inexistente en WHIC; sin embargo, el estado de hambre extrema mostrado por esta cepa

puede considerarse la causa de la capacidad de produccién de GFP relativamente baja.
4.3.6. Validacién de la expresion génica por gPCR.

Se realizaron experimentos de RT-gPCR para los siguientes genes que mostraban una
expresion diferencial en los resultados de RNA-seq: galP, manX, nagE, lamB, ompC, ompF,
mgqlB, gltA, acs, poxBy ppsA (tabla 11y figura 22). Se decidio usar los genes galP, manX,
nagE, lamB, ompC, ompF, mgl/B relacionados a transportadores de carbohidratos y
porinas que se intuia podian estar siendo participes del transporte de glucosa en las cepas
mutantes. Dado a que se midid los niveles de produccion de acetato de las cepas, se
decidié incluir a los genes acs y poxB. También se incluyeron dos genes, gltA el cual
codifica para la citrato sintasa que es el paso de entrada al TCAy ppsA el cual es expresado
en condiciones de baja concentracion de glucosa y cepas PTS". La magnitud de los niveles
de expresion detectados por qPCR fue diferente a los observados en los experimentos de
RNA-seq, pero la tendencia general en cuanto a la regulacion al alza o a la baja se mantuvo

para la mayoria de los genes: manX, nagk, lamB, ompC, mglB, gltA, acs, poxBy ppsA.
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Tabla 11. Comparacién de resultados de los experimentos de gPCR y RNA-seq de
genes relacionados al transporte de carbohidratos, TCA y produccién/consumo de
acetato.

Gene

RT-qPCR*
WG

WGM

WwGMC

WHIC

RNA-seq

WG| WGM | WGMC [ WHIC |

RT-qPCR

TCA

WGM

WGMC

WHIC

1.35

SD

AVG

SD

AVG

SD |AVG

SD

[ wem [ wemc [ wHic |

-0.10

RNA-seq

(wo | wam | wamc | wHIc
|

0.20

B ~vs [so [ave [sp [ave [sp [ave [sp
galP 119 oo1| 163]o029| 1480.18] 159] 037]-043| 018 o058] 140
manx | 588| 125] ~no| ~no| w~o| no| 119 ol 211|[nD [ND 1.80
Sistemas de transporte | nage 438| 054|4334|443] 53343833095 11.49| 208]| 510| 504| 59
lamB | 22.73| 461| 842|018| 727|045| 164| o02| 38| 369 386| 225
ompc | o025| o11| 073]006| 091|027| 096| 0.14[-1.00] 046 05| 055
ompf |  293| 007| os58| o os6|o008| 0.14| 002 097] -061| -026| -1.55
mglB | 29.11| 1046| 455|062| ND |ND |ND |ND | 446| 1.88|ND ND

0.80

Acetato acs 27.58| 497| 3.42]1039| 3.83|0.32] 3.13| 0.44] 412 1.74 1841 261
poxB 0.44| 0.02] 1.78] 0.23 1.8410.37| 1.55 0.2] 0.38 1.16 121 1.98
ppsA 1.82] 037] 041)0.06| 1.89]0.53] 3.72 0.4 098] -0.39 0.48| 237

*Los valores representan el logaritmo del factor de cambio al comparar los valores de expresion génica de los genes
de cada cepa frente a la cepa E. coli W3110. Los valores de confianza no se presentan para los resultados de RNA-seq,
pero pueden consultarse en los archivos tablas correspondientes.
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Figura 22. Perfiles de expresion de genes relacionados con el transporte y metabolismo de
carbohidratos (COG G). Comparacion de los niveles de expresién como funcion de la
gs de los experimentos de qPCR y RNA-seq de genes relacionados al transporte de
carbohidratos, TCA y produccion/consumo de acetato.

4.4, Correlacién entre la gs y los niveles de expresion.

En este estudio se encontro un grupo de genes que tenian relacién entre los niveles
de expresién vy la gs. Esta respuesta se determind calculando el cociente de la correlacion

de Pearson entre gs vy el logaritmo del factor de cambio (logFC;

Pearson/logFactor de cambio - gs). Ademds, se definié que los coeficientes
(AlogFC/Ags) mayores de 1.5 o menores de -1.5 fueron consideraron como

diferencialmente expresados entre todo el conjunto de cepas, significando que al menos
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entre la cepa con mayor gs (WG) y la de menor gs (WHIC) se tendria el doble en nivel de
expresion y viceversa. En resumen, una correlacion negativa significa que los genes
aumentan sus valores de expresién mientras el valor de gs disminuye. Por el contrario,
una correlacion positiva significa que los genes disminuyen su nivel de expresién mientras
gue el valor de gs esta disminuyendo. Las listas de genes que muestran correlaciones
positivas y negativas con la gs se incluyen en el archivo suplementario 6 y 7 revisar en
https://link.springer.com/article/10.1186/512934-022-01909-y#Sec15. Los resultados se
organizaron en clases de COG para facilitar su anadlisis. De los 292 genes que presentan
una correlacién positiva o negativa, el 47% no se clasificd en una clase COG. Los 138 genes
restantes se distribuyeron en las clases O, P, M, K, C, E, Sy G.

En la clase C hubo 20 genes que tuvieron correlacion positiva con gs, entre ellos el
operdn nuoFGHIJKLM 'y la fosfoenolpiruvato carboxilasa (pckA). También las
deshidrogenasas para glicerol (glpA), sorbitol (srID), galactitol (gatD), hidroxicarboxilato
(hcxA) y acetoina (ucpA). Por el contrario, 13 genes con correlacion negativa como la
piruvato deshidrogenasa (poxB), ubiquinol reductasa (appBC), 2-metilcitrato sintasa
(prpC), y una alcohol/etanol deshidrogenasa (adhP). A partir de este conjunto, la
respuesta de los genes nuo puede explicarse considerando que los requerimientos de
produccion de energia son menores bajo las tasas de crecimiento reducidas de las cepas
mutantes. Esta suposicion debe comprobarse experimentalmente, ya que E. coli tiene
una segunda NADH deshidrogenasa codificada por ndh. El operdn nuo forma parte del
regulén del TF dual Fis de union al ADN, se ha demostrado que la represion por Fis, un
regulador dependiente del crecimiento se produce cuando este factor de transcripcién
estd en altas concentraciones (Wackwitz et al. 1999).

También, se encontraron 16 genes pertenecientes al COG E con correlacién positiva
y 9 con negativa. Entre los primeros, habia genes relacionados con la sintesis de arginina
(argBy argF), 4cido aspartico (aspA), cisteina (cysK, fliY), histidina (hysG), serina/treonina
(sstT), prolina (proW). Se puede esperar una menor expresion de los genes que codifican
funciones relacionadas con la biosintesis de aminoacidos debido a las menores tasas de
crecimiento de las cepas mutantes con los valores de gs mas bajos. Sin embargo, no esta
claro por qué esta respuesta es selectiva para algunos aminoacidos. Entre los genes que
tuvieron una correlaciéon negativa con gs se encuentran gadA y gadBC que codifican

proteinas del sistema de resistencia al acido dependiente del glutamato 2. La expresion
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de estos genes aumenta en las cepas mutantes que muestran los valores mas bajos de
gs. Dado que el pH se mantiene en un valor neutro en estos cultivos, la regulacion al alza
de estos genes deberia depender de otro tipo de estrés o sefial metabdlica. Hay que tener
en cuenta que estos genes estan sujetos a una compleja regulacién por parte de los
factores transcripcionales GadX, GadW, Fis y CRP (Tramonti et al. 2006).

Del COG G se hayaron 22 y 19 genes con correlaciones positivas y negativas,
respectivamente. Los genes que muestran una correlacién positiva con gs codifican
proteinas con funciones relacionadas a los sistemas de transporte de tipo PTS de
galactitol, glucitol/sorbitol, trealosa (gatC, srlIABC y treB), de los transportadores ABC de
ribosa (rbsBC) y maltosa (malG), asi como un conjunto de genes que codifican proteinas
para la utilizacion de la ribosa (rbsDK), la trealosa (treC), la fucosa (fucA y fucl), la tagatosa
(gatz), el galactonato (dgoA), el metilglioxal (mgsA) y el altronato (uxaACy uxaB). Estos
genes son probablemente inducidos como respuesta a la limitacién de carbono en la cepa
WG. Paraddjicamente, su expresidn se reduce progresivamente en las cepas con menor
gs, posiblemente como resultado de la limitacién energética u otro tipo de perturbacion
metabdlica. En cambio, los genes que codifican las proteinas de transporte PTS para la
quitobiosa (chbB) y la N-acetilglucosamina (nagE), y el simportador de galactosa no PTS
(galP) mostraron una correlacién negativa. De estas proteinas, se ha demostrado que
GalP sustituye la funcidon de transporte de glucosa dependiente del PTS en un mutante
gue carece de un sistema PTS funcional (Hernandez-Montalvo et al. 2003). Por lo tanto,
GalP puede estar contribuyendo a la importacion de glucosa en algunos de estos
mutantes. Curiosamente, algunas cepas mutantes mostraron una mayor expresion de
glk, que codifica la enzima glucosa cinasa que puede fosforilar la glucosa internalizada
por GalP. Por otra parte, Fuentes LG y col. (Fuentes et al. 2013) observaron que al eliminar
el gen nagE en el fondo genético de WGM, la gs obtenida es practicamente igual al de la
cepa WHI, suponiendo que el transportador PTS NagE sustituye a los transportadores
PtsG y ManX una vez que estos son inactivados, lo que significaria su papel en el
transporte de glucosa en esas mutantes y a menores gs.

Tres genes de esta clase COG J mostraron una correlacién negativa (argS, rmfy sra).
El gen argS codifica para la arginil-tRNa sintetasa. El gene rmf codifica para un factor de
modificacion de ribosomas (Ribosome Modification Factor) que convierte

reversiblemente los ribosomas 70S activos en su forma dimérica 100S inactiva durante la
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transicion del crecimiento exponencial a la fase estacionaria (Wada et al. 1990). El gen
sra codifica para una proteina asociada a la subunidad 30S ribosomal durante la fase
estacionaria (lzutsu et al. 2001). El patrén de expresion observado para los genes sra 'y
rmf indica que las cepas mutantes con los valores mas bajos de gs tienen un estado
fisiologico como el observado en la fase estacionaria o bien funcionan como reguladores
de funciones que limitan la velocidad de sintesis de proteinas. Estos resultados podrian
indicar que las cepas con valores de gs mas bajos tienen un estado fisioldgico que no es

Optimo para la produccién de proteinas recombinantes.
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Capitulo 5. Conclusiones, Perspectivas y Productos
5.1. Conclusiones

Es posible aumentar la tasa de produccion de proteina recombinante mediante la
modificacion de los sistemas de transporte de fuentes de carbono. Los genotipos usados

en este estudio dan como resultado fenotipos estables de consumo de glucosa.

Las cepas productoras de GFP presentaron fenotipos coexistentes de alta y baja
produccion de GFP. El andlisis por citometria de flujo reveld que la fisiologia del estado
de alta produccion exhibe una acumulacion de GFP que va mas alla del umbral natural de
contenido proteico de las células. Por otra parte, las imagenes obtenidas en reactores
microfluidicos sugieren que la principal consecuencia de la acumulacion de GFP podria
ser la filamentacion celular. Ademas, la filamentacion va acompafada de un incremento
en la permeabilidad de la membrana, evidenciado por la adquisicién del yoduro de
propidio por las células. Por lo cual, se sugiere un aumento en la permeabilidad de la
membrana por el IPTG y, en consecuencia, una induccién maxima de la expresién de la
GFP. Sin embargo, el mecanismo por el cual se incrementa la permeabilidad de la
membrana se desconoce. También las cepas WG y WGM presentaron los mejores
rendimientos de produccion de GFP y a su vez fueron los sistemas mds heterogéneos en

cuanto a la acumulacién de GFP y la morfologia celular.

Es posible reproducir el comportamiento tipo campana entre la gerr y 1a gs, utilizando
un conjunto de cepas mutantes con diferentes capacidades de consumo de glucosa de
forma semejante a lo observado al producir de proteina recombinante en cultivo
continuo. Sin embargo, nuestro enfoque es mas conveniente para la produccién pues
estas cepas pueden ser cultivadas en modo lote de manera mas sencilla que los cultivos
continuos o alimentados, facilitando asi los procesos de produccion. También es
importante destacar que las cepas mutantes exhibieron una menor o nula capacidad de
produccion de acetato vy, por lo tanto, podrian ser mejores candidatos para el cultivo en
reactores de mayor escala al emplear altas concentraciones de glucosa para generar
elevadas densidades celulares. El hecho de que los cultivos con las mejores cepas de
produccion fueran los sistemas mas heterogéneos, confronta el paradigma que afirma

gue las poblaciones homogéneas son mas deseables para la produccién. Se debe resaltar
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gue estas observaciones se realizaron en condiciones operativas casi ideales, ya que los

biorreactores fueron considerados como sistemas homogéneos de mezclado.

Finalmente, mediante el andlisis del transcriptoma de las cepas mutantes se
determind que la respuesta asociada a la reduccién de la velocidad especifica de
consumo de glucosa es coherente con un estado de hambre (hunger response). Lo cual
provoca que la expresidon de conjuntos de genes que codifican funciones de consumo y
metabolismo de fuentes alternativas de carbono sea dominante. Esto acompafiado de la
represion de genes relacionados a la generacion de biomasa causada por la reduccién de
la velocidad de consumo de glucosa y de crecimiento. En las cepas con gs mas bajo, el
patron de la expresion génica es coherente con la limitacién energética y dependientes
de RpoS. Estos estados fisioldgicos podrian explicar por qué estas cepas muestran una

menor capacidad de produccion de proteinas recombinantes.
5.2.Perspectivas

* Determinar si el aumento de la velocidad de agitacidon es suficiente para dafiar a
las células filamentosas de E. coli mediante la realizacién de cinéticas de
produccion de GFP en reactores manteniendo la velocidad de agitacion y
suplementando O2.

* Realizar un andlisis transcriptémico y protedmico entre la cepa silvestre W3110y
las cepas con mayor produccion de GFP WG/pV21y WGM/pV21.

* Determinar el estado energético de las cepas no productoras y productoras a
nivel de poblacién y de célula Unica mediante el empleo de un fluordforo
metabolizable RSG (Redox Sensor Green).

* Realizar ensayos de fluxdmica/metaboldmica en las cepas WGM y WGMC para
tratar de dilucidar las diferencias en su desempefio como productoras de proteina
recombinante.

*  Medir los niveles de cAMP en las cepas W3110, WG, WGM, WGMC y WHIC, para
tratar determinar si existe una relacion entre el nivel de cAMP y los genes
diferencialmente expresados regulados por CRP.

* Mediante la implementacién un cultivo continuo, comprobar si solo la velocidad
de consumo de glucosa 6ptima encontrada para la produccién de GFP es
reproducible en la cepa W3110/pV21, o bien no solo gs es responsable del
fendmeno observado sino de las mutaciones propias de cada cepa.
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Growth-dependent recombinant product =
formation kinetics can be reproduced

through engineering of glucose transport

and is prone to phenotypic heterogeneity

Juan Carlos Fragoso-Jiménaz', Jonathan Baert? Thai Minh Mauyen?®, Wenzheng Liu?, Hosni Sassi,
Frédéric Goormaghtigh?®, Laurence Van Melderen?, Paul Gaytan', Georgina Hermndndez-Chavez!,
Alfredo Martinez!, Frank Detvigne?* and Guillermo Gosset™

Abstract

Background: Escherichia coli W31 10 and a group of six isogenic derivatives, each displaying distinct specific rates of
glucose consumption were characterized to determine levels of GFP production and population heterogensity. These
strains have single or combinatary deletions in genes encoding phosphoenalpyruvatessugar phosphotransferase
system (PTS) permeasas as PsG and ManX, as well as common companents El, Hpr protein and EILA, also the non-FTS
Mgl galactose/glucase ABC transparter. They have been transformed for expressing GFP based on a loc-based expres-
=sion vector, which is subject wo bistability.

Results: These strains displayed specific glucose consumption and growth mtes ranging from 1.75 to 045 g/g h

and 0.54 to 016 h™", respectively. The rate of acetate production wes strongly reduced in all mutant strains when
compared with W31 10/pk21. In bicreactor cultures, wild type W3 11040121 produced 5051 mgy/L GFP, whereas strains
WG/pW2T with inactive FTS IWEGIc and WEM/PV21 with the additional inactivation of PTS 14BMan showed the highest
titers of GFF, corresponding to 347 and 438 mgyL, respectively. Moreover, we showed experimentally that bistable
expression systemns, as kac-based ones, induce strong phenotypic segregation among microbial populations.
Conclusions: We have demarstrated that reduction on glucose corsumption rate in E. coli leads to an improvement of
GFP production. Furthermare, from the perspective of phenatypic heterogeneity, we observed in this case that hetero-
geneous systerns are akso the ones leading to the highest performance. This obsenvation suggests reconsidering the
generally acoepted propasition stating that phenotypic heterogeneity is genarally umsmnted in biopeocess applications.
Keywords: Single cell, Metabolic engineering, Filamentation, Flow cytometry, Microfluidic imaging

Introduction having medical applications. This organism has proven
‘The bacterium Escherichia coli has been employed for the  to be highly versatile, enabling the development of indus-
last 30 years as a3 host to produce recombinant proteins  trial production processes that have resulted in the suc-
cessful placement of novel therapeuatic proteins in the
market. The cultivation of recombinant E. coli produc-
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Global transcriptomic response =
of Escherichia coli to p-coumaric acid

José lgnacio Rodriguez-Ocheoa, Juan Carlos Fragoso-Jiménez, Noeml Flores, Luz Marla Martinez,
Francisco Balivar, Alfredo Martinez() and Guillermo Gosset

Abstract

The aromatic compound p-coumaric acid (p-CA) & a secondary metabalite produced by plants. This aromatic acid
and derived compounds have positive effects on human health, so there is interest in producing them in biotechino-
logical processes with recombinant Escherichia coli strains. To determine the physiologic response of £ colfW3110 1o
p-CA, dynamic expression analysis of selected genes fused to a fluorescent protein reporter as well as RMA-seq and
RT-qPCR were performed. The cbserved transcriptional profile revealed the induction of genes involved in functions
related to p-CA active export, synthesis of cell wall and membrane components, synthesis of amino acids, detowihica-
tion of formaldehyde, phosphate limitation, acid siress, protein folding and degradation. Downregulation of genes
encoding proteins imvolved in energy production, carbohydrate import and metabolism, as well as several cuter and
plasma membrane proteins was detected This response is indicative of cell envelope damage causing the leakage
of intracellular components including amine acids and phosphate-containing compounds. The cellular functions
responding to p-CA that were identified in this study will help in defining targets for production strains improvernent.
Keywords: Transcriptome, p-Coumaric acid, Aromatic compounds, Taxic compounds, Efflux systems

Intreduction The aromatic acid p-CA is a distary micronutrient. It

The phenylpropanoids are a large family of compounds
synthesized by plants, having roles mainly related to pro-
tection from biotic and abiotic stress and as precursors of
lignin [1]. The shikimate pathway provides the aromatic
amino acids ph!n)'lmrune and tyrosine, the precursors

maric acid (p-CA), respectively. In plants, trans-cinnamic
arid is the main precursor of the phenylpropanoid path-
way. The snzyme cinnamate 4-hydroxylass (C4H) trans-

is 3 valusble compound having anti-inflammatory and
antioxidant properties [3, 4]. More recently, anxiolytic,
antiproliferative, neuroprotactive and nephroprotec-
tive effacts have besn reported for this compound [5-8].
This aromatic acid is a precursor of chemicals used for
the synthesis of novel adhesives, coatings, thermoplas-
tics, aromas, flavoring agents, cosmetics, nutrition, and
health products [9, 10]. It is known that p-CA can be
found in most plant species. However, extraction from
plant sources is a complex process, mostly because this
compound is found at a low concentration. A viable alter-
native to overcome the limitations of traditional extrac-

forms trans-cinnamic acid to p-CA. the branchpoint in  tion methods is based on the generation of enginesred
hemvioropanoid b hesis [2]. ) ; ]

synth ph!n'p‘lpmpanmds To overcome this limita-
tion, genetic engineering has been employed to generate
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Glucose consumption rate-dependent £
transcriptome profiling of Escherichia coli
provides insight on performance as microbial
factories

Juan Carlos Fragoso-Jiménez', Rosa Maria Gutierrez-Rios', Noeml Flores', Alfredo Martinez!, Alvaro R. Lara?,
Frank Delvigne? and Guillermo Gossat”

Abstract

Background: The maodification of glucose import capacity is an engineering strategy that has been shown 1o
improve the characteristics of Escherichia ooli as 2 microbial factory. A reduction in glucose import capacity can

have a positive effect om production strain performance, however, this is not always the case. In this study, £ cali
W3110and a group of four isogenic derivative strains, harboring single or multiple deletions of genes encoding
phosphoenclpynrvatesugar phosphotransferase system (PTS)-dependent transporters as well as nonPTS transport-
ers were characterized by determining their transcriptomic response to reduced glucose import capacity.

Results: These strains were grown in bioreactors with M3 mineral zalts medium containing 20 /L of glucose, where
they displayed specific growth rates ranging from 067 to 0.27 h~", and specific glucose consumption rates igs)
ranging from 1.78 to 0.37 g/g h. RNA-seq analysis revealed a transcriptional response consistent with carbon source
limitation amang all the mutant strains, involing functions related to tanspart and metabolism of aternate carbon
sources and characterized by a decrease in genes encading glycolytic enzymes and an increase in gluconeogenic
functions. A total of 107 and 185 genes displayed pasitive and negative correlations with gs, respectively. Functions
displaying positive comelation included energy generation, amino acid bicsynthesis, and sugar import.

Condusion: Changes in gene expression of £ coli strains with impaired glucose import capacity could be comelated
with gs values and this allowed an inference of the physiclogical state of each mutant. In strains with lower gs valuwes,
a gene expression pattern i consistent with energy limitation and entry into the stationary phase. This physiclogical
state could explain why these strains display a lower capacity to produce recombinant protein, even when they show
wery low rates of acetate production. The comparison of the transcriptomes of the engineered strains employed as
microbial factories is an effective approach for identifying favorble phenotypes with the potential to improve the
synthesis of biotechnological products.

Keywords: Transcriptome, Glucose transport, Mutant, RMA-seq, Physiology

Intreduction

The bacterium Escherichia coli is widely used both in
omespondence: guilermogomatbtunam mx academia and industry. The culture media for growing
T Departamaro e Ingeriena ahiar y Bormalis Instituto oo Botecrokegs, Lhis organism usually contains glucose, since this car-
Unmﬂm|mamzcmm:uscmmm bohydrate is relatively inexpensive, and is the preferred
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