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Introduccion. Una de las herramientas mas empleada para
la produccion de compuestos orgénicos de interés comercial
en E. coli es la manipulacién de sus vias metabdlicas
mediante la expresion de genes de otros microorganismos en
este hospedero. El catecol es un compuesto de interés
comercial debido a que puede ser utilizado como
intermediario para la biosintesis de nuevos productos
orgénicos de alto valor agregado. En Acinetobacter sp.
ADP1 este compuesto puede generarse a partir del
antranilato, que es un producto de la degradacion de los
aminoacidos aromaticos, mediante la antranilato dioxigenasa
gue esta constituida por tres subunidades: |a dioxigenasa
? 7AntA), la dioxigenasa 7?AntB) y una reductasa (AntC)
).

El objetivo del presente trabajo fue laclonacidn, expresion, y
caracterizacion en E. coli de los genes antABC de
Pseudomonas aeruginosa que codifican para una probable
antranilato dioxigenasa.

Metodologia Se utilizd la secuencia reportada de los genes
antABC de P. aeruginosa para amplificar mediante PCR
estos genes a partir de ADN total. Clonamos el producto de
PCR obtenido en el plasmido pTRC99A, (2) para que la
expresion de estos genes quedara bajo el control del
promotor trc que esinducido por IPTG. Esta construccion se
denomina pTRC-ant3 (Fig. 1). Las cepas de E. coli utilizadas
en este trabajo fueron la DH5? como hospedera del
plésmido pTRC-ant3 y la W3110 como cepa productora de
catecol. Para visualizar la produccion de catecol se utilizo el
plasmido pACYC-XyIE (Fig. 1) que contiene el gen xylE
que codifica para una catecol dioxigenasa que corta en
posicién meta el anillo aromético del catecol generando €l
compuesto acido cis, cis-muconico->semialdehido que esde
color amarillo. Para los ensayos de produccién de catecol se
utiliz6 M9-glucosa suplementado con ampicilina 200 ?g/mli,
IPTG 0.1 mM vy antranilato 2.5mM. La desaparicion de
antranilato y la produccion de catecol se cuantificd por
HPLC (2).

Resultados y discusion. La cepa de E. coli W3110
transformada con el plasmido pTrc-ant3 y sus respectivos
controles se sembraron en placas de LB que contenian IPTG
y antranilato. Las transformantes presentaron un fenotipo de
pigmentacion café debido a la oxidacion esponténea del
catecol producido. Las cepas control no presentaron este
fenotipo.

Ademés confirmamos la generacién del catecol por HPLC y
mediante la produccién del &cido cis, cis-muconico-?>

semialdehido en una cepa que contenia los plasmidos pTrc-
ant3y pACYC-XylE (Fig.1).

En e Cuadro 1 podemos apreciar la conversion del
antranilato a catecol a las 24 horas de incubacion. La
produccién tedrica de catecol a partir de 343 mg/l de
antranilato (2.5mM) esde 275 mg/l.

Fig. 1. Plasmidos utilizados para la produccion y cuantificacion de
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catecol respectivamente en E.coli W3110.

Cuadro 1. Produccion de catecol a partir de antranilato en
diferentes cepas de E.coli W3110 después de 24 h de cultivo.

Plasmido Antranilato (mg/l) | Catecol (mg/l)
pTRC99A 343 0
pTRC-ant3 15 263

Conclusiones. Se establecié que los genes homdlogos a
antABC de Pseudomonas aeruginosa codifican para una
antranilato dioxigenasa. Ademaés, estos genes estan
agrupados formando un operon.

La utilizacion de un promotor fuerte permitié la expresion
adecuada de estos genes en E. coli debido a que la
conversion de antranilato en catecol en medio minimo es
cercanaa 100% del tedrico.
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