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Introduccion. El shikimato (SHK) es empleado como un
precursor para la sintesis quimica del inhibidor de la
enzima neuraminidasa, oseltamivir fosfato (OSF)
producido por Roche bajo el nombre comercial Tamiflu®,
que se emplea para el tratamiento de infecciones virales
tales como influenza estacional tipos A y B, influenza
aviar H5N1 e influenza A/H1IN1. Se ha estimado que en
caso de presentarse una pandemia de gripe aviar, la
produccion de Tamiflu® seria insuficiente para atender la
poblacién de paises en vias de desarrollo. Ante esta
situacién, es importante contar con capacidades locales y
regionales para producir este compuesto antiviral por
medio de aproximaciones biotecnoldgicas. La sintesis
microbiana de dicho compuesto empleando glucosa
como fuente de carbono constituye una buena alternativa
al proceso tradicional de extraccién a partir de las plantas
del género lllicium (1). En Escherichia coli la glucosa es

introducida preferencialmente por el sistema de
fosfotransferasa:glucosa (PTS) dependiente de
fosfoenolpiruvato (PEP) pero también puede ser

transportada activamente hacia el citoplasma por
sistemas como el MFS GalP (Permeasa de galactosa).
La inactivacion del sistema PTS incrementa la
disponibilidad de moléculas de PEP que pueden ser
empleadas en la via de sintesis del shikimato sin
embargo el inconveniente de esta inactivacion es que la
velocidad de crecimiento especifica (1) en glucosa
disminuye sustancialmente comparada con la cepa
silvestre.

El objetivo del presente trabajo consiste en incrementar
la capacidad de transporte de glucosa en E. coli
PB12.SA22 (PTS™ glc* aroK™ aroL™ aroG™ tktA aroB
aroE) y evaluar su efecto sobre la produccion de SHK.

Metodologia. A partir de la cepa de E. coli VH32GalP*
(2) que contiene al gen galP bajo control del promotor Py,
y el gen cat2 de resistencia a cloramfenicol (Figura 1) se
llevé a cabo una transduccion mediada por el fago P1
con la cepa PB12.SA22 como receptora con el fin de
reemplazar el promotor nativo de dicho gen. Se evalu6 el
efecto de esta modificacion sobre el crecimiento de la
cepa en cultivos de 50 mL en matraces bafleados de 250
mL con medio mineral suplementado con extracto de
levadura y glucosa. Se seleccioné a las células
receptoras de la construccibn por su fenotipo de
resistencia a cloramfenicol, verificando por PCR vy
secuenciacion.

—R  caeJe]
VH32 galP* Transduceion
(Ptre galP::em) por P1

R

Comprobar
secuenciacion

fenotipo CmR

{ Verificar por PCR v

Fig. 1. Gen galP bajo control del promotor Py presente en el
cromosoma de la cepa VH32GalP*. Tomado de (2). Esquema de la
estrategia de reemplazo del promotor por transduccion.

Resultados.

La velocidad especifica de crecimiento evaluada tomando
como cepa control a la PB12.SA22 permitié determinar la
eficiencia de la modificacién genética realizada.

Tabla 1. Velocidad especifica de crecimiento para la cepa construida y
la cepa control.

Cepa K
PB12.SA22 0.73+0.02
PB12.SA22 GalP™ | 0.79+0.01

Conclusiones. La modificacion genética realizada
repercute en aumento de 8.2% en la velocidad especifica
de crecimiento de la cepa al ser evaluada en medio rico
en matraz. Se espera que el desempefio de la cepa sea
mejor en sistemas de fermentadores. Por otro lado
también es necesario evaluar la produccion de shikimato
y otros intermediarios de la via para apreciar el efecto
directo que ejerce la modificacion realizada.
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