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Introduccion. En nuestro laboratorio, a la cepa silvestre de
Escherichia coli (E. coli) JM101 se le elimin6 el oper6n
ptsHIcrr (1), que codifica para los componentes del sistema
fosfotransferasa de transporte de carbohidratos (PTS) para
generar la derivada PB11 (PTS'GIc). JM101 crece en
glucosa a una p de 0.7 h™ mientras que PB11 lo hace a 0.1 h°
' A partir de PB11 se gener6 la cepa PB12 (PTSGIc") que
es una mutante espontanea que recupera parcialmente su
crecimiento en glucosa (0.4 h™). En PB12 parte del PEP que
no es consumido por PTS para transportar glucosa ha sido
direccionado exitosamente hacia la via de aminoacidos
aromaticos, incrementando significativamente el rendimiento
de fenilalanina (2). Como parte de la caracterizacion de estas
tres cepas, se ha reportado que el nivel de expresion de los
genes gluconeogénicos en las cepas PB1l y PB12 se
encuentra elevado respecto al nivel que presentan en JM101,
aun creciendo en glucosa como Unica fuente de carbono y
que las derivadas PTS™ pueden metabolizar simultaneamente
glucosa y acetato sin presentar la caracteristica diauxia de la
cepa silvestre (3). El objetivo de este trabajo es comparar el
metabolismo gluconeogénico entre la cepa silvestre de E.
coli JIM101 y sus derivadas PTS Glc” y PTS'GIc" a través de
un andlisis de transcripcién de los genes del metabolismo
central y del efecto de la inactivacion de los genes
gluconeogénicos (maeB, sfcA, pckA y ppsA) en la capacidad
de adaptacion y crecimiento en acetato.

Metodologia. Las cepas con las delecions fueron crecidas en
matraces klett bafleados de 125 ml en medio minimo M9 con
acetato 2 g/l a 37°C y 300 rpm. Los cultivos para la
extraccién de RNA se realizaron en bioreactores de 1 | con
un volumen de trabajo de 750 ml en medio minimo M9 con
acetato 2 g/l a 37°C, 600 rpm y un flujo de aire de 1 v.v.m; la
muestra se colecté a una D.O. de 0.5. La extraccion total de
RNA se llev6 a cabo con fenol caliente equilibrado en agua.
El cDNA fue sintetizado empleando el kit RevertAid™ de
Fermentas Inc. Las reacciones de RT-PCR se llevaron a cabo
con el equipo ABI Prism 7000 de Applied Biosystems
empleando SYBR Green. Para analizar los datos se uso el
método de 2-AACr.

Resultados y discusion. En medio minimo con acetato 2
g/L, JM101 tiene una pde 0.28, PB11 de 0.22 y PB12 de
0.13. Es interesante que PB12, que fue adaptada a crecer en
glucosa, crece a una velocidad baja en acetato. Se realiz6 un
analisis comparativo de transcripcion por RT-PCR de
aproximadamente 50 genes del metabolismo central entre las
tres cepas de estudio creciendo en medio minimo con
acetato. Entre los resultados mas significativos se encontrd

que en ambas derivadas PTS genes gluconeogénicos
importantes como yjcG, acs, glcB, maeB, y pckA presentan
un nivel de transcripcién menor que la cepa silvestre. Por
otra parte, practicamente toda la via gicolitica en PB12 se
encuentra sobreexpresada en comparacion con PB1l1 y
JM101, cuyo perfil glicolitico entre estas dos Gltimas cepas
es similar. La inactivacion de ppsA perjudica seriamente a
las derivadas PTS en cuanto a su adaptacion al pasar de
glucosa a acetato pues presentan una fase lag muy larga
respecto a las cepas parentales. Las cepas JM101 ppsA y
PB11 ppsA disminuyen significativamente su crecimiento en
acetato. Por otro lado, en las tres cepas de estudio la
inactivacién simultdnea de ambas enzimas malicas repercute
de manera importante tanto en la adaptacién al medio en
acetato como en el crecimiento en medio minimo con
acetato. Sélo en el caso de la cepa PB11, las inactivaciones
individuales de las enzimas malicas afectan el crecimiento en
acetato pero sin afectar su fase de adaptacion. La
inactivacion de pckA no repercute ni en el crecimiento ni en
las fases lag en las tres cepas de estudio.

Conclusiones. Las cepas PTS presentan un crecimiento
menor en acetato en parte porque genes gluconeogénicos
como yjcG, acs, glcB, maeB, y pckA tienen una menor
expresién respecto a JM101. Probablemente el bajo
crecimiento en acetato es mas drastico para PB12 porque los
cambios que le permitieron crecer mejor en glucosa cuando
fue evolucionada, le provocan tener un nivel de expresion
elevado de la via glicolitica respecto a JM101 adn creciendo
en condiciones gluconeogénicas, lo cual implica un claro
conflicto metabolico. Por otra parte, la principal ruta
gluconeogénica para las tres cepas de estudio es via enzimas
malicas-PpsA y no a través de PckA.
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