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CARACTERIZACION DE UNA CEPA MUTANTE DE ESCHERICHIA COLI QUE TIENE
UNA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO EN ACETATO TRES
VECES MAS ELEVADA QUE LA CEPA SILVESTRE.
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Introduccién. El operdn ptsHicrr se deleté de la cepa
silvestre de E. coli JM101 para generar la cepa
PB11(PTS-). En una mutante derivada de PB11 que por
evolucién adaptativa recuper6 parcialmente su capacidad
de crecimiento en glucosa (PB12, PTS-Glc+), parte del
fosfoenol piruvato que no se ocupa para transporte de
glucosa puede ser utilizado para la sintesis de
compuestos aromaticos [1, 2]. En medio minimo con
acetato, PB11 tiene una p1 mas elevada que PB12 (0.21 y
0.13 hr’ , respectivamente), mientras que JM101 tiene
una p de 0.28 hr''. Analisis de transcripcion de genes del
metabolismo central obtenidos por RT-PCR cuando las
cepas crecen en acetato, han revelado que algunos
genes gluconeogénicos presentan una menor expresion
en ambas derivadas PTS- comparativamente con JM101;
ademds, practicamente todos los genes glicoliticos se
sobreexpresan en PB12 respecto a PB11 y JM101 [3].
De manera interesante, obtuvimos de manera
espontdnea una mutante (PB122) derivada de la cepa
PB12 que presenta una p inusualmente alta en acetato.
El objetivo de este trabajo es realizar la caracterizacion
fisiolbégica de la cepa PB122 en relacion con sus cepas
parentales.

Metodologia. Todas las cepas crecieron en matraces
klett bafleados de 125 ml con 25 ml de medio minimo M9
con 3, 6 0 10 g/l de acetato de sodio, y si es el caso, con
2 g/l de glucosa, a 37°C y 300 rpm. La mediciéon de
densidad Optica se realizé en un fotocolorimetro. Se
muestran los promedios de al menos dos -cultivos
independientes, cada uno por duplicado. Diferencias
entre los valores en estos experimentos son <10%. Las
concentraciones de acetato y glucosa se determinaron
por HPLC.

Resultados y discusion.

Crecimiento en acetato y glucosa. Ambas cepas PTS-
crecen a una | menor en acetato respecto a JM101.
PB122, obtenida espontaneamente a partir de PB12,
crece a una elevada p en acetato.

Cepa uAce %, u Gle %
JM101 0.28 100 | 0.71 100
PB11 (PTS-) 0.21 75 0.10 14
PB12 (PTS- Glc+) | 0.13 46 0.42 59
PB122 (PTS- Glc+)| 1.00 | 360 | 0.40 56

Cuadro 1.Velocidades especificas de crecimiento (i, h-1) en
medio minimo con acetato 3 g/l o glucosa 2 g/l.

La cepa PB122 también crece a mayores u’'s a
concentraciones elevadas de acetato (6 y 10 g/L), en
comparacion con PB12 y JM101.

Couitilizacion de glucosa y acetato.
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Figura 1. Crecimiento y utilizacion de acetato-glucosa en medio
minimo M9. El indéculo se adapté en M9 con (A) Glucosa o (B)
Acetato.

Si el in6culo se adapta en glucosa, PB122 y PB12
coutilizan glucosa y acetato, agotando PB122 primero el
acetato y la PB12 la glucosa. Si el inéculo de PB122 se
adapta en acetato, esta cepa comienza a consumir la
glucosa hasta agotar por completo el acetato.

Conclusiones.

Se ha obtenido una mutante denominada PB122 que
crece con una p inusitadamente alta en acetato en
comparacién con sus cepas parentales. La capacidad de
la cepa PB122 de utilizar simultaneamente acetato y
glucosa depende de la fuente de carbono en la que se
adapte el in6culo. La cepa PB122 es capaz de crecer a
una mayor p en concentraciones elevadas de acetato (6
and 10 g/l) en relacién a PB12 y JM101.
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