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Introduccion. El fosfoenolpiruvato (PEP) es un precursor
involucrado en la biosintesis de los aminoéacidos
aromaticos y otros compuestos de valor agregado en E.
coli. El sistema de transporte de hidratos de carbono
dependiente de PEP o sistema PTS es el mayor
consumidor de este metabolito. Para incrementar la
disponibilidad de PEP, se han generado cepas de E. coli
carentes del operén ptsHicrr (1). Debido a que estas
mutantes carecen de represién catabdlica, se exploré la
posibilidad de separar glucdélisis del ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) mediante la delecion de los genes
pykA, pykF y ppsA, durante la coutilizacion de glucosa y
acetato. Bajo las mismas condiciones, se determiné la
capacidad de estas derivadas para producir compuestos
aromaéticos.

Metodologia. Las inactivaciones de genes
cromosomales se realizaron mediante un protocolo
establecido (2), al igual que la extraccion de RNA y la
sintesis de cDNA (3). Las muestras de aislamiento de
RNA se obtuvieron de fermentadores con un volumen de
trabajo de 750 mL con medio M9 y glucosa (2 g/L) mas
acetato (3 g/L). La produccién de compuestos aromaticos
se realizd en células en reposo utilizando matraces
bafleados de 250 mL con medio M9 y glucosa (10 g/L)
mas acetato (3-5 g/L). La cuantificacion de arométicos se
realiz6 por HPLC.

Resultados. Las cepas PB11 pykAFppsA y PB12
pykAFppsA  fueron capaces de re-establecer su
crecimiento en glucosa + acetato comparadas con el
crecimiento en sustratos sencillos (Tabla 1). Bajo las
mismas condiciones, el perfil de expresion mostré que los
genes ppc y pckA, cuyas enzimas conectan glucdlisis y
TCA en la cepa PB11 pykAF ppsA’ estan subexpresados
con respecto a la cepa parental PB11. Por su parte, en la
cepa evolucionada PB12 pykAFppsA  dichos genes
mantienen el mismo nivel de expresion, mientras que el
resto se sobreexpresan comparada con la cepa PB12
(Fig. la y b). Asimismo, se determin6 de manera
indirecta la acumulacion de PEP a través de la sintesis
de aromaticos, siendo la cepa modificada PB12 pykAF
ppsA” la que obtuvo el mayor titulo y rendimiento durante
la coutilizacion de glucosa y acetato (Tabla 2).

Conclusiones. En el caso de la cepa PB11 pykAF ppsA’,
éste es el primer estudio donde se reporta que glucdlisis
y TCA coexisten de manera independiente durante la
coutilizacion de glucosa y acetato. Por otro lado, se

demostré que al utilizar a las derivadas ptsHIcrrpykAF
ppsA’, el PEP proveniente del catabolismo de la glucdlisis
puede ser redirigido hacia la via de sintesis de los
compuestos aromaticos.

Tabla 1. Tasa especifica de crecimiento (u=h") en medio minimo con

glucosa, acetato y la mezcla glucosa + acetato. ND: No detectado.
CepaS UGIucosa HAcetato HGIucosa *

Acetato

PB11 (ptsHicrrr) 0.13 0.18 0.27

PB11 pykAF ppsA’ ND ND 0.16

PB12 (ptsHilcrrr

evolucionada) 0.40 0.15 0.41

PB12 pykAF ppsA’ 0.18 0.15 0.33

PBL1 pykAF " ppsA’vs PBL1 PB12 pykAF *ppsA vs PB12
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Fig. 1. Valores de RT-gPCR para algunos genes sobreexpresados (1.6
veces 0 mas) y genes reprimidos (-1.6 veces o menos) en las cepas
ptsHIlcrrpykAF ppsA™ en glucosa + acetato. Los valores para cada gen
en las cepas controles (PB11 y PB12) se normalizaron a un valor de 1.

Tabla 2. Titulo y rendimiento de aromaticos totales (TAC) para las
cepas de estudio en glucosa + acetato.

Cepa TAC Yracicic+Ace
P (g/L) (mmol C/ mmol C)

PB11 tyrR pheA**/pJLBaroG™ tktA/

pv5GIk5GalP ) 1.29 0.14

PB11 pykAF ppsA tyrR pheA®*’/

pILBaroG"tktA/pv5GIk5GalP 4.33 0.38

PB12 tyrR” pheA®*/pJLBaroG" tktA 1.24 0.12

PB12 pykAF ppsA tyrR pheA®*/

pJLBaroG™tktA 8.08 0.52
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