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Introduccioén. El acido shikimico (SA) intermediario de la
via de biosintesis de compuestos aromaticos, es
empleado como precursor en la sintesis de el inhibidor de
la neuraminidasa del virus de la influenza: oseltamivir
fosfato (OSF); el cual es comercializado bajo el nombre
de Tamiflu® por Roche Pharmaceuticals. Ante la
necesidad a escala regional o global del antiviral OSF, en
el escenario de una pandemia de influenza, se han
aplicado estrategias de ingenieria de vias metabdlicas
para la sobreproduccion de SA en diferentes cepas de
Escherichia coli (1). Con la clonacién del gen zwf de E.
coli que codifica para la enzima glucosa-6-P-
deshidrogenasa, se busca incrementar el flujo de
carbono de la via glicolitica a la via de las pentosas y
aumentar asi la concentracion del precursor eritrosa-4-
fosfato y el cofactor NADPH+H" para aumentar la
produccion de SA.

Objetivo. Estudiar el efecto de la clonacién en plasmido
del gen zwf (codifica para la enzima glucosa-6-fosfato-1-
deshidrogenasa) y su transformacion en la cepa de E.
coli PB12 aroK aroL, como una estrategia para
incrementar la produccién de SA.

Metodologia. Se clon6é el gen zwf en el plasmido
pTOPOaroBaroE, obteniendo asi el plasmido
pTOPOaroBaroEzwf, el cual junto con el plasmido
pJLBaroGfbrtktA se transformaron en la cepa PB12.SA2
(PB12AaroLAaroK::cm) generando la cepa PB12.SA23.
Se evaluo la produccion de shikimato y otros compuestos
aromaticos, a través de sistemas de fermentacion en lote
en reactores de 1 L, con 500 mL de medio mineral (1)
suplementado con 25 g/L de glucosa y 15 g/L de extracto
de levadura. A partir de estos cultivos se realiz6 ademas
un perfil transcriptémico por RT-gPCR.

Resultados.

Tabla 1. Velocidad especifica de crecimiento y produccién de SA'y

otros intermediarios de la via de aromaticos.
P D SA

7.05+0.06

PB12.5A22 (2) | 0.4220.01 | 0.81z0.04 | 1.46+0.14 0.0820.01

PB12.5A23 0.37+0.02 | 0.70£0.001 | 1.09£0.09 | 8.52+0.79 | 0.03x0.0

Tabla 2. Comparacion de rendimiento de SA y aromaticos totales.
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Fig. 1. Perfil transcriptémico de las cepas PB12, PB12.SA22,
PB12.SA23. En morado los valores de expresién por arriba del nivel de
la cepa silvestre y en rojo los valores que se encuentran por debajo del
mismo, en negro estan los valores que se mantienen al nivel de la cepa

silvestre.

Conclusiones. La clonaciéon del gen zwf generd un
incremento en el nivel de expresion del mismo, lo que
tuvo como consecuencia una aumento en la produccién
del 14% con respecto a la cepa productora PB12.SA22 y
un rendimiento de 0.35 molSA/molglc, siendo este valor
el mayor reportado para sistemas de fermentacion
similares. La produccién de DHS respecto a la cantidad
de SA producida con la cepa PB12.SA23 mejoré
respecto a lo reportado previamente (1), obteniendo
aproximadamente 1 g/L de DHS por cada 8 g/L de SA, lo
gue representa una ventaja en el aspecto industrial. El
andlisis transcriptomico muestra un incremento general
del nivel de transcripcidon en la mayoria de los genes del
metabolismo central de carbono analizados respecto a la
cepa PB12.SA22; lo que sugiere que la mayoria del PEP
generado por la cepa PB12.SA23 se dirige hacia la via
de compuestos aromaticos.
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