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Introduccion. La compilacién de estudios
experimentales y sus analisis teéricos nos han mostrado
que las actividades de las bacterias son controladas en
Su mayor parte por proteinas reguladoras denominadas
factores de transcripcion (FT). El uso de fuentes de
carbono alternativas a glucosa involucra a alrededor de
veinte factores de transcripcion regulados por CRP
(proteina receptora de AMPc o proteina de represion
catabdlica), un regulador maestro dentro de la red de
regulacion transcripcional de Escherichia coli . En los
procesos de regulacién, los mecanismos de sefializacion
celular, son centrales para entender la manera en que los
sistemas bioldgicos perciben, procesan la informacién y
modifican la expresion de los genes mas adecuados para
contender con un cambio en el estado endbgeno o
ambiental.

Este estudio tiene como objetivo establecer una
metodologia para determinar el uso jerarquico de tres
fuentes de carbono alternas a glucosa y la dindmica
regulatoria existente entre los genes que codifican para
los FT que regulan estos procesos en E. coli.

Metodologia. Se cuenta con una copia de la coleccién
de mutantes de E. coli, Keio @, la cual consiste en la
delecion de cada uno de los genes no esenciales. Por
otro lado, se dispone de un banco de fusiones
transcripcionales de E. coli que incluye algunas de las
regiones promotoras de los genes de este organismo
fusionadas al gen reportero gfpmut2 —sin promotor- @ A
partir de estos recursos disponibles se analizaron las
fusiones  transcripcionales de los reguladores
involucrados en la utilizacion de fuentes de carbono
alternas (arabinosa, galactosa y sorbitol). La actividad de
las fusiones se evalu6 en medio minimo con una
combinacion de glucosa (0.03%) y azUcares alternos por
pares (0.2% de cada azlcar). También se evalud la
actividad de las distintas fusiones de los reguladores
alternos en un fondo mutado en CRP y en el primero de
los reguladores de dos cascadas, por ejemplo, en el caso
de GutM/SrIR se determind la actividad del promotor de
cada regulador en la mutante del otro, de manera
reciproca, puesto que forman entre si un circuito genético
regulatorio de dos elementos; esto por medio de un
andlisis de fluorometria.

Resultados. Las bacterias con distintas construcciones
genéticas se crecieron en medio minimo M9 con

cantidades limitantes de glucosa (0.03%) y con cada uno
de los azucares inductores (0.2%) y la combinacién de
estos por pares. Se detectd actividad diferencial de los
promotores de los factores de transcripcion encargados
de regular el consumo de estos azlcares.

Las fusiones transcripcionales también fueron evaluadas
en fondos mutantes de la coleccion Keio, por ejemplo;
observamos que cuando el gen de gutM esta mutado, la
actividad promotora de gutM es menor lo que quiere decir
que este regulador se autoactiva. Caso contrario sucede
con el promotor gutM en ausencia de su represor sriR, en
este caso la actividad del promotor gutM se ve
aumentada.

Conclusiones. Usando este acercamiento pudimos
montar la metodologia para discernir la preferencia en la
utilizacion de fuentes de carbono alternas a glucosa en E.
coli, siendo el orden el siguiente: L-arabinosa seguido del
azucar D-sorbitol y por ultimo D-galactosa. Esta misma
metodologia la podemos aplicar para establecer el orden
de jerarquia con el resto de azlcares alternos usados por
esta bacteria. De los datos de la actividad promotora
obtenidos para la fusién transcripcional de gutM podemos
concluir que en ausencia del inductor D-sorbitol, GutM
actla como activador de su propio promotor y que esta
activaciéon aumenta en presencia del inductor. Mientras
gue SrIR actla como proteina represora del promotor de
gutM en ausencia de este mismo inductor. En presencia
del inductor esté metabolito se une a SrIR e impide que
ejerza su actividad represora sobre del promotor gutM.
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