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Introduccién. Acinetobacter schindleri ACE (ACE) es
una bacteria gram negativa que utiliza acetato como
fuente de carbono primaria a una velocidad especifica
de crecimiento (u) de 0.93 h-' (1). Sin embargo, la
bacteria en la que mas se ha estudiado el metabolismo
de acetato es Escherichia coli (E. coli). Particularmente
JM101 crece a una u de 0.33 h'(1,3). Investigar las
diferencias que favorecen el catabolismo acelerado de
acetato en ACE con respecto a E. coli sigue siendo
importante, ya que tiene aplicaciones en la mitigacion
del sobreflujo metabdlico de E. coli, y ademas ACE
puede utilizarse como agente detoxificador de acetato
en hidrolizados de biomasa lignocelulésica. Para ello
es importante entender coémo se lleva a cabo el
catabolismo de acetato. El acetato entra a la célula, se
activa en forma de acetil coA y entra el ciclo de los
acidos tricarboxilicos (CAT). En el nodo del isocitrato
del CAT, dependiendo de las condiciones fisioldgicas,
el catabolismo puede continuar hacia la parte baja de
CAT, o bien desviarse hacia la ruta del glioxilato.
Dentro de las principales diferencias entre ambas
bacterias, existe sobreexpresion de los genes de la ruta
del glioxilato en ACE respecto a JM101(1).

El objetivo del presente trabajo es caracterizar a nivel
bioinformatico y  experimental las principales
diferencias en las enzimas que toman parte en el nodo
del isocitrato entre ACE y JM101.

Metodologia. A nivel bicinformatico se empled analisis
de balance de flujo (FBA) a partir de modelos
metabdlicos reducidos, uno para JM101 y otro para
ACE. Para el andlisis de la estructura de Icdh se
emplearon Clustal-Omega y Jalview para realizar y
visualizar  alineamientos  de  secuencias de
aminoacidos. Para predecir la estructura terciaria de
las enzimas se emplearon servidores como I-TASSER
y SWISS MODEL. A nivel experimental: Se
sobreexpreso la enzima lcdh de ACE en JM101 y se
observé el efecto en la velocidad especifica de
crecimiento tanto con glucosa como con acetato como
fuente de carbono. Por otra parte, la medicion de la
actividad enzimatica de la Icdh de ACE y JM101 se
siguié espectrofotométricamente a 340 nm por la
aparicion de NADPH. Se sobreexpresé la enzima lcdh
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de ACE en JM101 utilizando un vector pAJM 336 que
se encuentra bajo el promotor lac inducible con IPTG,
y se llevaron a cabo cinéticas para determinar su efecto
enla p.

Resultados.

Las enzimas del nodo del isocitrato son la Icdh e Icl. El
analisis del alineamiento de secuencia y la estructura
3D tanto de la lcdh como la Icl entre ACE y E. coli
evidencia que pertenecen a familias evolutivamente
distantes. Por otra parte, tras medir la actividad
enzimatica se determiné que la Icdh de ACE tiene una
actividad 22% mayor que la lcdh de JM101, lo que es
interesante ya que estudios a nivel transcripcional
indican que en ambas bacterias hay un mismo nivel de
expresion de icd (1).

Al sobreexpresar la lcdh de ACE en JM101 pICD con 3
g/L de acetato como fuente de carbono utilizando 0.25
mM de IPTG, se observa que hay una disminucion del
39% en la y, lo que concuerda con los analisis de FBA,
pues para que exista una y maxima en ACE las
actividades de lcdh e Icl deben encontrarse en una
relacién cercana a 1, por lo que si se quisiera lograr ese
efecto en JM101 seria necesario sobreexpresar tanto
la lcdh como la Icl.

Conclusiones. La Icdh de ACE tiene una actividad
22% mayor que la lcdh de JM101, ambas Icdh son
evolutivamente diferentes en secuencia y estructura.
Finalmente, para aumentar la y en JM101 con acetato
como fuente de carbono seria necesario sobre
expresar tanto la lcdh como la Icl de ACE al mismo
tiempo.
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