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Introduccidén. La metagenémica es una disciplina que ha
permitido acceder al potencial gendmico de muestras
ambientales sin la necesidad de cultivar a los
microorganismos presentes. Los resultados del analisis
de metagenomas de diversos ambientes han permitido
identificar la presencia de una gran cantidad de nuevos
linajes bacterianos y de genes que codifican para nuevas
actividades enzimaticas de interés biotecnoldgico (1). La
complementacion de  cepas  bacterianas  con
inactivaciones en genes especificos del metabolismo
central de carbono (MCC), y la via de sintesis de
metabolitos aromaticos utilizando bancos metagenémicos
de suelos o ambientes naturalmente enriquecidos, han
permitido la posibilidad de identificar genes que pudieran
incrementar las capacidades metabdlicas de cepas
productoras de metabolitos de interés biotecnolégico.

En este trabajo se describe la creacion de dos bancos
metagendémicos y su uso para complementar
inactivaciones de genes del sistema de transporte de
carbohidratos PTS:glucosa y de la enzima DAHP sintasa,
responsable de la sintesis del primer precursor de la via
comun de metabolitos arométicos en cepas de
Escherichia coli.

Metodologia. Se realiz6 la extraccion del DNA
metagenémico de una muestra de suelo forestal de una
zona de la reserva ecolégica del Chichinautzin,
Cuernavaca, Mor. México y de una muestra de pulque
(Huitzilac, Mor.), por técnicas de extraccion directas. El
DNA se fragmenté parcialmente con la enzima Smal y se
ligo al plasmido pJET1.2. La ligacion se utiliz6 para
transformar a la cepa de E. coli TOP10, a partir de la cual
se obtuvo una preparacion stock del banco
metagendmico que se utilizd para transformar a la cepas
de E. coli PB11 PTS'glc’' y AB3248 DAHPS..

Resultados y discusidon. Se construyeron dos bancos
metagendmicos con un tamafio de inserto promedio de 5
Kb partir de una muestra de suelo y de pulque. El banco
del suelo esta conformado por 87 552 UFC totales con un
tamafio de 0.43 Gb. El banco de pulque, esta
conformado a su vez por 23 424 UFC totales con un
tamafio de 0.11 Gb. El banco metagenémico del suelo
fue utilizado para complementar la funcion de la DAHPS
y restaurar la via de sintesis comin de compuestos

aromaticos (Figura 1), en la cepa de E. coli AB3248,
detectandose 3 clonas capaces de crecer en el medio de
seleccion mineral M9. Por otro lado, la transformacion de
la cepa E. coli PTSglc PB11 con el banco
metagendmico del pulque, permitié identificar clonas que
restauraron el crecimiento rapido de esta cepa en
glucosa. La secuenciacion del inserto metagendémico de
esta Ultima clona indicé que se trata de un gen que
codifica para una proteina hipotética conservada
teniendo como microorganismos de referencia a una
Beta-Proteobacteria no-cultivable o Megnetospirillum

gryphi.

2
2 -GalP -» Glucosa-6-p —  Viadelos
32 | pentosas fosfato
i H
i H
: v
! Eritrosa-4-P
i
¥
2 Fosfoenol DAHP —--mmv Metabolitos
piruvato aromdticos

DAHP
sintasa
H (aporte metagendmico)

Piruvato
Fig. 1. Complementacion de la enzima DAHP sintasa con el
banco metagendmico del suelo permitiendo la restauracion del
flujo de carbono del MCC a la via de sintesis de compuestos
aromaticos.

Conclusiones. El uso de bancos metagendmicos
ambientales permitié la deteccion de genes involucrados
en el transporte de glucosa y sintesis de DAHP por
complementacion funcional del metabolismo central de
carbono y via de sintesis de aromaticos en cepas de E.
coli.
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