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Introduccién. En este trabajo se analiza el patrén de
expresion de los genes del metabolismo central y
transportadores de glucosa y glicerol de una cepa de
Escherichia coli carente del sistema PTS (cepa PB12) en
dos fuentes de carbono. Esta cepa posee alta
productividad y rendimiento de metabolitos de la via de
los compuestos arométicos cuando coutiliza glucosa y
glicerol. Por lo que es interesante evaluar cual es el
arreglo transcriptomico de la cepa respecto a su
crecimiento en glucosa o glicerol como Unicas fuentes de
carbono para entender el aumento de produccion en esa
condicion y realizar posteriores modificaciones a la cepa.

Metodologia. Cultivos en fermentadores con medio
minimo M9 con glucosa, glicerol y la mezcla glucosa-
glicerol como fuentes de carbono. Extraccion de RNA
Tiocianato de guanidina. Sintesis cDNA: Revert Aid™
RT-PCR: ABI Prism 7000 (Perkin Elmer) SYBR Green
PCR Master Mix Kit .

Resultados y discusién. Cuando la cepa PB12 crece en
glicerol como Unica fuente de carbono aumenta al doble
la expresion del regulador global crp (proteina receptora
de AMPc) y casi triple la expresion cya (adenilato ciclasa)
respecto a glucosa y como consecuencia la expresion de
la permeasa y cinasa de glicerol (glpF y glpK) aumentan
3.0 y 1.6 veces. Mientras que no existen cambios
importantes en los niveles de la glpD (glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa) indicando que la regulacion de este gen
depende casi exclusivamente de ArcA. De manera
interesante la cepa PB12 en condiciones de coutilizacién
de glucosa y glicerol baja 2 veces el nivel de expresion
del regulador global crp y mantiene el nivel de cya con lo
cual el nivel de expresion glpF y glpK disminuyen (-3 y -4
veces respectivamente). Por otro lado la permeasa de
glucosa y la glucocinasa (galP y glk) no cambian su nivel
de expresion significativamente lo cual explica la
coutilizacion diferencial de glicerol en estas condiciones.
Con lo que respecta a los niveles de expresion de los
genes del metabolismo central existen cambios
importantes en la fosfofructucinasa | y Il (pfkA y pfkB).
Ambos genes aumentan su expresion (4.4 y 3.6 veces),
lo cual indica un favorecimiento de la via glucolitica,
sobre la via gluconeogénica. Sin embargo, existe una
subexpresion de los tres genes que dirigen el
gliceraldehido 3-fosfato (G3P) hacia la via glicolitica
(gapA, gapC-1, gapC-2) (-1.96, -187 y -2.78
respectivamente). Estos dos fendémenos  son

contradictorios, sin embargo la estrategia parece ser
mantener los niveles de las pozas de las hexosas
fosforiladas. Es interesante que los niveles de las
transcetolasas A y B disminuyen su expresion 2.5y 3.10
lo cual indicaria una situaciébn con menos estrés de las
pozas de las pentosas fosfato. Lo cual confirmaria la
hipétesis anterior. Sin embargo, mas experimentos
habran que realizarse para confirmarla.
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Fig. 1. Niveles de expresion de los genes del metabolismo
central de la cepa PB12 crecida en glucosa y glicerol.

Conclusiones. CRP controla la coutilizacién de glucosa
y glicerol disminuyendo los niveles de expresion de glpF
y glpK. La disminucién de la expresion de crp afecta en
menor proporcién a galP y glk. La evidencia sugiere que
la estrategia celular durante la coutilizacion es aumentar
el nivel de las hexosas fosforiladas.

Agradecimiento. Conacyt Proyecto 44621. A Noemi
Flores y Mercedes Enzaldo por el apoyo técnico.

Bibliografia.

1. Martinez-Gémez, K., Escalante, A., de Anda, R., Hernandez,
G., Gosset, G., Ramirez, T., Bolivar, F. (2008). Coutilization of
glucose and glycerol enhances the production of aromatic
compounds in a Escherichia coli sytrain lacking the
phosphoenolpyruvate: carbohydrate phosphotransferase
system. Microb Cell Fact. 7 (1).

2. Flores, N., Xiao, J., Berry, A., Bolivar, F., Valle, F.
(1996).Pathway engineering for the production of aromatic
compounds in Escherichia coli. Nat. Biotechnol. 14, 620-623.

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

