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Introduccion. Actinobacillus succinogenes 130Z es
una bacteria gram negativa anaerobia facultativa,
capndfila (1). Este organismo esta categorizado como
uno de los mejores productores naturales de &cido
succinico (AS) reportados hasta el momento. Sin
embargo, el desarrollo de herramientas genéticas
eficientes es limitado (2). Asi que para la generacion de
herramientas genéticas en microorganismos no
modelo como A. succinogenes, se requiere de la
seleccion de elementos reguladores esenciales como
promotores, RBS y terminadores, esto con el fin de
elaborar circuitos genéticos mas versatiles (3). Dado a
esto, se planteé la generaciébn de vectores de
expresidn con elementos nativos y exégenos a fin de
caracterizarlos y asi puedan utilizarse para otras
aplicaciones de ingenieria metabolica en el futuro en
este microorganismo.

Generar vectores de expresion para A. succinogenes.

Metodologia.  La construccion de los vectores
pMCLacltrc, pMCpmdh, pMCLacltrcmdh y pMCmdh se
llevé a cabo mediante el uso de la técnica de clonacion
circular por extensiéon de la polimerasa (CPEC) y
clonacion libre de restriccion (RFC) (4). La obtencién
del extracto crudo y la determinacion de actividad
enzimatica de la malato deshidrogenasa se realizé
siguiendo la metodologia propuesta en (5). La
extraccion de RNA, la obtencion de cDNA y el andlisis
mediante RT-gPCR se llevd a cabo segun lo indicado
en (6).

Resultados. Se ha disefiado y construido los
plasmidos (pMCLacltrc, pMCpmdh, pMCLacltrcmdh y
pMCmdh), basados en el vector de amplio rango de
hospedero pMC-Express, que pueden usarse en
miembros de la familia Pasteurellaceae. Estos vectores
pueden ser utilizados para la expresion de genes
nativos como heterélogos en forma constitutiva
(pPMCpmdh) o regulada (pMCLacltrc).

La fuerza de los diferentes promotores aqui evaluados
(Ptrc y Pmdh) fue determinada por la medida de la
actividad de la enzima malato deshidrogenasa que es
codificada por el gene mdh. En el caso del plasmido
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pMCLacltrcmdh, hemos demostrado que el gen mdh,
bajo el control del promotor trc de E. coli, es funcional
en A. succinogenes 130Z y que sobreexpresa cerca de
2 veces mas actividad enzimatica y que el alelo del
represor lacld que porta el sistema de expresion
regulada pMCLacltrc no presenta fugas de expresién
del gen de estudio y que bajo las condiciones
evaluadas acorde con los resultados obtenidos por [2].
Y que el rango 6ptimo de induccién de este sistema
regulador se encuentra entre 1 — 2 mM de IPTG. Para
el plasmido pMCmdh se observdé que sobreexpresa
cerca de 4 veces mas la actividad enzimatica de mdh.
Los datos obtenidos por RT-gPCR muestran un
aumento significativo en los niveles de transcripcion de
mdh entre 22.87 + 6.84 y 19.44 + 2.05 veces en
pMCLacltrcmdh y pMCmdh respectivamente (Fig. 1).
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Fig. 1. Actividad enziméatica y niveles de transcripcion relativa de

mdh.

Conclusiones. Los sistemas de expresion aqui
construios son funcionales en A. succinogenes y
permiten la expresién tanto regulada como constitutiva
de genes nativos.
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