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Abstract

A potentially useful strategy for the development of recombinant protein production strains is the
modification of global transcription factors of the host, which allows the alteration of the expression
of several genes with the modification of only a few regulatory genes. However, the present scientific
literature does not include an in-depth review that explores the potential of applying these strategies
in Escherichia coli’s sigma factors. In the project described in this paper, a bibliographical review was
performed on the different phenotypes that arise when sigma factors are altered in structure or
expression in E. coli, and their potential for strain development for recombinant protein production.
The method consisted of the use of the Scopus search tool to make individual searches of each of
the sigma factors. Each search contained at least the variables of the nhame of E. coli, the sigma
factor, the type of modification on the factor, and, optionally, the phenotype that was obtained or
sought after. The results and discussion analyze the explored and yet-to-explore potential of each
sigma factor and some areas of opportunity for future research. The use of the gathered information,
in conjunction with metabolic engineering, gene editing, and synthetic biology could provide us with
the ability to understand and influence the complex metabolic space, its relationship with the
transcriptome, and the production of recombinant proteins in E. coli and other bacteria.

Keywords: Sigma factors, E. coli, Recombinant protein production
Resumen

Una estrategia potencialmente util para la generacién de cepas para produccion de proteina
recombinante consiste en modificar los factores de transcripcion globales del hospedero, lo que
permite alterar la expresion de muchos genes, modificando solo algunos reguladores. Sin embargo,
en la bibliografia cientifica actual no existe una revisién que explore a profundidad el potencial de
aplicar estas estrategias en los factores sigma de Escherichia coli. En el presente trabajo se elaboré
una revision bibliogréfica de los fenotipos que surgen de los cambios de estructura o expresion de
los factores sigma en E. coli y el potencial que representan para el mejoramiento de cepas para
produccion de proteina recombinante. El método de revisidn consistié en el uso de la herramienta
“+-” realizando busquedas individuales para cada uno de sus factores sigma. Cada busqueda
contenia como minimo las variantes del nombre de E. coli, el factor sigma, el tipo de modificacion al
factor y, opcionalmente, el fenotipo que se busca. En los resultados y discusion se explora el
potencial explorado y no explorado de cada factor sigmay algunas areas de oportunidad para futuras
investigaciones. La utilizacién de la informacién analizada, junto con herramientas de control
metabolico, biologia sintética y de ingenieria genética, podrian brindarnos la capacidad de entender
e influenciar de nuevas formas el complejo espacio metabdlico, su relacién con el transcriptomay la
produccion de proteinas recombinantes tanto en E. coli como en otras bacterias.
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Introduccién

La produccion de Proteina Recombinante
(PR) es wuna tecnologia ampliamente
practicada para el desarrollo de las ciencias
bioloégica y biomédica, asi como en la industria
guimica, biotecnolégica y farmacéutica. En la
gran mayoria de los casos, las PR son
producidas cultivando organismos bien
estudiados bajo condiciones controladas, lo
que facilita la homogeneidad de los
compuestos producidos y la optimizacion de
los procesos. De todos los hospederos
usados a través de la historia para la
produccion de PR, el mas estudiado y
frecuentemente seleccionado es la bacteria
Escherichia coli (Rosano & Ceccarelli, 2014).
Aunque es cierto que E. coli es muy util para
la produccion de PR, la adecuada seleccion
de hospedero es solo una de las estrategias
disponibles para optimizar el proceso. Para
esto existen diversas estrategias como lo son
utilizar sistemas de expresion inducibles,
manipulando las condiciones del -cultivo,
fusionar proteinas para mejorar su solubilidad
realizando coexpresion con otras proteinas, el
uso de diversos vectores de expresion,
mejorar la regeneracién de cofactores y
muchas otras (Duzenli & Okay, 2020; Gopal &
Kumar, 2013; Mahalik et al., 2014).

Un numero importante de las estrategias
disponibles para optimizar la producciéon de
proteina recombinante requieren de la
modificacion, introduccion o inactivacion de
genes especificos cuyos productos tienen un
efecto directo o indirecto en el crecimiento del
organismo, la sintesis de la proteina, su
estabilidad o la facilidad con que pueda ser
purificada. Utilizar este acercamiento para
optimizar la produccién de proteina puede ser
muy Util, pero tiene la gran limitante de que las
modificaciones normalmente se deben
realizar de forma individual y secuencial, por
lo que se vuelve un proceso tardado y
complejo (Alper & Stephanopoulos, 2007;
Mahalik etal, 2014). Por lo tanto, una
metodologia que permita realizar
modificaciones en la expresion de multiples
genes de forma simultanea tiene el potencial
de optimizar eficientemente, y en poco tiempo,
el fenotipo de las cepas en cuestion. Esto se
puede lograr a través de la modificacién de los
factores de transcripcion.
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Las técnicas de modificacion de factores de
transcripcion  buscan generar fenotipos
complejos alterando la transcripcion a nivel
genomico. Es decir, se aprovecha Ila
maquinaria intrinseca de las células para
controlar un gran nimero de genes al mismo
tiempo o0 en respuesta a un mismo estimulo
(los factores globales de transcripcién) y los
modifica para permitir grandes cambios en la
transcripcion con la minima inversiéon de
tiempo. Esto puede implicar diversas
modificaciones como mutaciones puntuales,
deleciones completas o métodos mas
complejos que involucren una serie de
procesos de seleccion como lo es laingenieria
de maquinaria global de transcripcion, o gTME
por sus siglas en inglés (Alper &
Stephanopoulos, 2007). Los factores de
transcripcion que son de especial interés para
este tipo de estrategias son los factores
sigma.

Los factores sigma son subunidades
disociables de la ARN polimerasa (ARNP) en
bacterias. Esta subunidad multidominio
permite reconocer los promotores en el ADN y
gue se dé la union de alta afinidad entre la
holoenzima ARNP y su sitio especifico en el
ADN. Asi mismo, juega un papel esencial en
la iniciacion de la transcripcion (Paget, 2015).
Los factores sigma funcionan como factores
de transcripcién generales que establecen
uno de los primeros niveles de regulacion
global de la transcripcibn en bacterias,
teniendo en conjunto miles de regiones de
unién en el ADN (Cho et al., 2014; Tripathi
etal., 2014, Davis et al, 2017).
Estructuralmente las subunidades sigma se
pueden clasificar en dos familias, la familia g7°
y la familia 054, basandose en su homologia
con las correspondientes subunidades sigma
de E. coli, las cuales son estructuralmente
distintas entre ellas, pero su funcionamiento
es esencialmente el mismo (Paget, 2015).

En E. coli se han descrito 7 factores sigma: 7
(rpoD), a5 (rpoN), 628 (rpoS), 632 (rpoH), o2&
(fliA), o2* (rpoE), y o?° (fecl), siendo rpoD el
factor sigma principal o de “housekeeping”y el
resto, factores sigma alternativos (Cho et al.,
2014; Trevifio-Quintanilla et al., 2013). Debido
a la importancia de cada factor sigma en la
regulacion de distintos genes enfocados a una
variedad de procesos celulares, éstos han
sido estudiados de diversas formas para
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entender su funcion celular, las interacciones
entre los factores sigma y los cambios
fenotipicos que pueden ocurrir cuando se
realizan modificaciones en dichos factores.
Sin embargo, la gran cantidad de estudios
dificulta entender las implicaciones de
modificar cada factor de transcripcion, por lo
que una revisién concisa de esta informacion
seria util si se planea utilizar estrategias que
modifiquen dichos genes con el objetivo de
generar cepas de produccién de PR. En este
trabajo, se busca explorar bibliograficamente
las alteraciones fenotipicas que surgen al
modificar la secuencia, los niveles de
expresion o eliminar los factores sigma de E.
coli, asi como su utilidad para la produccion de
proteina recombinante.

Materiales y metodos

Revision  bibliografica y analisis de
informacion

Para la busqueda de fuentes bibliograficas se
utilizé la herramienta de blsqueda y base de
datos de articulos cientificos llamada Scopus
(https://www.scopus.com/) en idioma inglés.
El método de busqueda consisti6 en usar
combinaciones de filtros basados en la
presencia de ciertas palabras en el titulo,
resumen o palabras clave de los articulos.
Dentro de los filtros, las palabras fueron
unidas con el operador booleano OR y en
busquedas con mas de un filtro, los filtros
fueron unidos con el operador booleano AND
u OR segun fuera el caso. Las palabras dentro
de un filtro se unieron con un operador
booleano OR porque son palabras
equivalentes para el objetivo que se busca, un
ejemplo de esto es filtrar para obtener
resultados referentes al factor sigma rpoD,
cuyo filtro debe incluir todas las variaciones en
que se puede nombrar a rpoD evitando que se
pierdan documentos que lo nombren de una u
otra forma.

Los filtros fueron disefiados de forma
jerarquica para poder estructurar las
busquedas de forma sencilla. Esta jerarquia
se manejo en 4 niveles: el filtro raiz, los
troncales, los rama y, por ultimo, los filtros
terminales. El filtro raiz es utilizado en todas
las busquedas y delimita los resultados a
aquellos asociados a Escherichia coli. Los
filtros troncales delimitan a un determinado

BioTecnologia, Afio 2023, Vol. 27 No.2

factor sigma, es decir, que existe un filtro
especifico por cada factor sigma. Los filtros
rama delimitan el tipo de modificacion en el
gen que se investigd en cada estudio, como
deleciones del gen, mutaciones en la
secuencia o0 cambios en expresion y por
Ultimo la aplicacion de ingenieria de factores
globales de transcripcién. Finalmente se
tienen los filtros terminales, los cuales
especifican el fenotipo que se ve afectado por
los cambios en los factores sigma, siendo en
total 6 filtros referentes a resistencia a estrés,
tasa de crecimiento, asimilacion de nitrgeno,
uso de fuentes de carbono, respuesta a
presion osmética y produccién de metabolitos
y proteinas. La escritura detallada de cada
filtro se puede observar a continuacion:

- Filtro raiz: (TITLE-ABS-KEY (“E. coli” OR
“Escherichia coli”)

- Filtros troncales:

0 RpoD: (TITLE-ABS-KEY (“rpoD” OR “o70”
OR “sigma 70” OR “oD”)

0 RpoN: (TITLE-ABS-KEY (“rpoN” OR “054”
OR“sigma 54” OR “oN”)

0 RpoS: (TITLE-ABS-KEY (“rpoS” OR “038”
OR “sigma 38" OR “0S”)

0 RpoH: (TITLE-ABS-KEY (‘rpoH” OR “032
"OR" sigma 32" OR “oH”)

o FliA: (TITLE-ABS-KEY (“fliA” OR “028” OR
“sigma 28" OR “oF”)

0 RpoE: (TITLE-ABS-KEY (“rpoE” OR “024”
OR “sigma 24” OR “oE”")

o Fecl: (TITLE-ABS-KEY (“fecl” OR “019” OR
“sigma 19” OR “ofecl”)

- Filtros rama:

0 Rama A: TITLE-ABS-KEY (“deletion” OR
“deficient” OR “absent” OR “defective”)

0 Rama B: TITLE-ABS-KEY (“‘mutant” OR
“‘mutation” OR “overexpression” OR
“underexpression”)

o Rama C: TITLE-ABS-KEY (“‘gTME” OR
“Global transcription machinery
engineering”)

- Filtros terminales:

0 T1l: TITLE-ABS-KEY (“Resistance” OR
“Tolerance” OR “Resistant” OR “Tolerant”)

0 T2: TITLE-ABS-KEY (“growth” OR “growth
rate”)

0 T3: TITLE-ABS-KEY (“nitrogen source” OR
“n source” OR “Nitrogen”)

0 T4: TITLE-ABS-KEY (“Carbon source” OR
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“C source” OR “acetate” OR “Carbon”)o T5:
TITLE-ABS-KEY (“high concentration” OR
“osmotic pressure” OR “high osmolarity” OR
“high NaCI” OR “high glucose”)

0 T6: TITLE-ABS-KEY (“Protein production”
OR “metabolite production” OR “polymer
production” OR “antibody production”)

Por lo tanto, un ejemplo de una bdsqueda con
filtro terminal 2 de la rama A del factor sigma
RpoD seria:

TITLE-ABS-KEY (“rpoD” OR “o70” OR “sigma
70" OR “oD”) AND TITLE-ABS-KEY (“E. coli”
OR “Escherichia coli”) AND TITLE-ABS-KEY
(“deletion” OR “deficient” OR “absent” OR
“defective”) AND TITLE-ABS-KEY (“growth”
OR “growth rate”).

En un sondeo inicial, se realizé una busqueda
uniendo todos los filtros troncales con el
operador OR y uniendo el filtro raiz con el
operador AND. Esta blsqueda mostré todos
los documentos en la biblioteca que
mencionan a Escherichia coli y a alguno de
sus 7 factores sigma. Posterior a esto se
realizaron las busquedas jerarquicas por cada
factor sigma. En estas blsquedas todos los
fitros se unen entre ellos utilizando el
operador AND. Primero se inicia con el filtro
raiz y el filtro troncal del factor sigma de
interés. Después, se agrega de forma
separada cada uno de los filtros rama. Si los
resultados de alguna de las busquedas con el
filtro rama supera los 100 documentos, se
agrega de forma separada cada filtro terminal.
En el caso de que la busqueda con filtro rama
y terminal supere los 100 documentos, se
restringira la busqueda a los 100 documentos
de publicacién mas recientes.

A partir de los documentos seleccionados, se
realizé una lectura rapida del resumen para
eliminar cualquier documento que no fuera
pertinente al tema. Estos documentos no
pertinentes surgen a raiz del uso de
operadores OR en las busquedas. Estos
operadores permiten dar una cierta laxitud al
algoritmo que evita que no se consideren
articulos por no seguir estrictamente todos los
pardmetros, pero a su vez provoca que se
agreguen articulos no pertinentes que si
mencionan alguna de las palabras
seleccionadas para los filtros, pero no se
adentran al tema que concierne a este trabajo.
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Finalmente, cuando  surgieron  dudas
especificas acerca de las funciones asociadas
a cada factor sigma o cuestiones sobre la
esencialidad de los genes, se realizaron
blusquedas de forma directa al tema utilizando
las herramientas de Google Scholar
(https://scholar.google.com/) o Scopus.

Resultados

Al realizar una blUsqueda general que incluye
el filtro raiz y todos los filtros troncales de cada
factor sigma en E. coli unidas con el operador
OR, se encuentran 3,902 documentos. Esto
representa el acervo completo de donde se
obtendra la bibliografia para este trabajo. En
la Tabla 1 se muestran el nimero de
documentos para cada busqueda troncal y
rama. A continuacidon, se detallard la
informacion mé&s importante obtenida para
cada factor sigma.

Factor 07° (rpoD)

La proteina 67 o RpoD es el principal factor
sigma de E. coli y es responsable de la
transcripcion de la mayoria de los genes que
son expresados cuando esta bacteria crece
en fase exponencial (Shimada et al., 2014).
En un estudio realizado por Cho et al. en 2014
se identificaron experimentalmente 1,643
sitios de unién por parte de RpoD en el ADN y
se tienen registradas 1,130 unidades de
transcripcion dentro de su reguldn en E. coli,
convirtiéndolo en el factor sigma que controla
la expresién del mayor nimero de genes en
dicha bacteria (Keseler et al., 2021). El gen
que codifica a este factor de transcripcion ha
sido identificado como esencial en medio
complejo (LB) y medio minimo,
probablemente esto no se deba a que RpoD
realice de forma directa alguna accion
metabdlica o estructural necesaria para la
viabilidad celular, sino a que es un factor que
permite la expresion de algunos genes
esenciales que si tiene estas actividades
directas, por lo cual resulta imposible generar
una cepa sin el gen rpoD (Cho et al., 2014;
Goodall et al., 2018).

Aun siendo esencial, se han podido estudiar
las caracteristicas de cepas con diversos tipos
de mutaciones en el gen rpoD,como es el caso
de fenotipos de resistencia a diferentes tipos
de estrés, afectaciones en el crecimiento de la
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bacteria y mejoras en los parametros de
produccion de algunos metabolitos vy
proteinas. En la literatura consultada,
diferentes grupos han podido generar cepas
de E. coli cuyos genotipos con sustituciones y
deleciones de aminoacidos en RpoD dan
lugar a fenotipos de resistencia a pH acidos de
3.17 y 4.6 (Gao et al.,, 2016; Harden et al.,
2015); aumento de tolerancia a kanamicina de
hasta una concentracion 4 veces mayor que el
control (El Khoury et al., 2019; Mogre et al.,
2017); capacidad de sobrevivir a presiones
hidrostaticas altas de hasta 800 MPa (Gayan
et al., 2020), y resistencia a diferentes
disolventes o compuestos organicos (etanol,
butanol, ciclohexano y SDS) con cepas
sobreviviendo y creciendo a concentraciones
mayores al doble del méximo tolerable para
las cepas control (Alper & Stephanopoulos,
2007; Si et al., 2016; Zhang et al., 2015).

No todos los cambios en RpoD conllevan
fenotipos Utiles. Una sustitucion Unica de
aminoacidos puede lograr reprimir genes
asociados a la biosintesis de nucleétidos y
trehalosa, utilizacibn de aminoacidos vy
metabolismo de carbono. La disminucion de la
expresién de rpoD puede provocar un fenotipo
similar al de la respuesta estricta y, como ya
fue mencionado, su delecion total inhibe su
sobrevivencia por completo (Gao et al., 2016;
Magnusson et al., 2003; Pletnev et al., 2020;
Singh et al., 2011). Adn con estos ejemplos,
algunos estudios han logrado mejorar la tasa
de crecimiento de cepas con impedimentos en
el crecimiento (especificamente cepas de
genoma reducido y en ausencia del sistema
de fosfotransferasa) al expresar factores
RpoD con sustituciones de ciertos

aminoacidos (Aguilar et al., 2012; Choe et al.,
2019).

En cuanto a fenotipos de produccion, la
mayoria de los casos relevantes en la
literatura cientifica utilizaron métodos de
gTME. Se han obtenido mejoras en la
produccion de licopeno, de acido hialurénico y
L-tirosina con aumentos del titulo de 7%, 34%
y 14%, respectivamente. En el caso del
licopeno, el estudio no describe la mutante,
pero en los otros dos casos, ambos fueron
productos de factores RpoD truncados, con
solo los dominios estructurales 3y 4 (Alper &
Stephanopoulos, 2007; Santos et al., 2012; Yu
et al., 2008).

En el caso especifico de produccién de PR, se
han realizado dos estudios de gTME donde se
han generado mutantes de rpoD con mejoras
en la produccion de proteina. Por un lado, se
aumentd6 400% el rendimiento de Ila
produccion del receptor de neurotensina 1 de
ratas (NTR1) que en la cepa silvestre. Dicho
factor sigma contenia Unicamente la
sustitucién de un aminoacido (Tomatis et al.,
2019). En el otro estudio, se aumentd la
produccion de anticuerpos IgG hasta un titulo
de 130 mg/L (el més alto reportado para
dichos anticuerpos en E. coli) en una mutante
con sustituciones de aminoacidos y regiones
truncadas de RpoD (McKenna et al., 2019).
De la revision realizada, fue evidente que se
pueden obtener cepas con fenotipos Utiles a
través de modificaciones en secuencia o
expresién del factor sigma. Pero en la
bibliografia disponible, ninguna de las
modificaciones mejoré el crecimiento o la
utilizacion de nutrientes en condiciones sin
estrés previo.

Tabla 1. Documentos encontrados en las basquedas iniciales para cada factor sigma de E. coli.

Factor sigma Filtro troncal Rama A Rama B RamaC
Fecl a1 10 28 0
RpoE 337 [ 169 0
Flia 227 29 113 0
RpoH 585 125 308 0
RpoS 1462 382 816 0
RpoM £34 108 222 0
RpoD 1.393 233 516 5
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Para fenotipos de resistencia a estrés o de
produccion de metabolitos o proteina
recombinante, en cambio, se encontraron
diversos ejemplos de cepas con rpoD mutado.
De manera interesante, no parece existir una
region alterada en comun y se han encontrado
ejemplos con sustituciones de aminoacidos
individuales y multiples, asi como deleciéon de
pocos residuos o de regiones enteras. Cabe
resaltar que la alteracién que se repitié6 en mas
de una ocasion fue tener a RpoD truncado con
solo las regiones 3 y 4 conservadas, aunque en
ninguna investigacion se ha encontrado una
explicacion mecanistica que explique por qué
esta modificacion estructural provoca el fenotipo
resultante.

Factor 0% (rpoN)

RpoN de E. coli es considerada la proteina
arquetipo de la familia 0% y es estructural y
funcionalmente diferente al resto de los factores
sigma de la familia 07°. Entre las diferencias se
puede encontrar que RpoN necesita la accién de
proteinas activadoras para poder iniciar la
transcripcion (Merrick, 1993; Bonocora et al.,
2015). Se han identificado a través de analisis
ChIP-chip, 180 sitios de unién a ADN en E. coli
por parte de RpoN, aunque hay estimaciones
por medio de analisis ChlP-seq que sugieren
gue podrian existir mas de 250 sitios de union y
los datos en Ecocyc detallan que contiene 55
unidades de transcripcion en su regulén (Keseler
et al., 2021).

El gen rpoN no es esencial y se han observado
distintos fenotipos interesantes en cepas de E.
coli con delecidn, sobreexpresién o mutaciones
en este factor sigma. Se han obtenido cepas
capaces de resistir hasta 2 horas de exposicion
a pH = 2, obteniendo cultivos de 9.56X103
cfu/mL en cepas con delecion total de rpoN
comparado con 10 cfu/mL en el control. Cabe
resaltar que esta resistencia fue observada en la
fase exponencial del crecimiento , pero no en
fase estacionaria (Mitra etal., 2012, 2014;
Riordan et al., 2010). También hay ejemplos de
resistencia a valores de pH alcalinos (10), pero
no ha sido estudiado a fondo (Hamdallah et al.,
2018). A su vez, se han obtenido cepas
resistentes a novobiocina (por inactivacion con
transposones) y al bromuro de
cetiltrimetilamonio  por  delecion de 4
aminoacidos en RpoN (Milija et al., 1999; Nakata
et al., 2010).
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Se ha observado que la delecion total de rpoN
puede tener impacto sobre la tasa de
crecimiento y la utilizacion de recursos como
fuente de carbono y nitrégeno.

Entre estos efectos encontramos la relacion del
factor con el sistema de fosfotransferasa y las
condiciones limitantes de carbono y nitrégeno
(Kumar & Shimizu, 2010; Loffler et al., 2017; B.
S. Powell etal., 1995); disminucién de la
velocidad de crecimiento en medio minimo
(Garcia, 2020); auxotrofia para glutamina e
incapacidad de procesar acetato (Milija et al.,
1999; Nakata et al., 2010; Reitzer & Schneider,
2001); efectos negativos en la motilidad y un
aumento en la capacidad de formacion de
biopeliculas (Belik et al., 2008; Dong et al., 2011;
Zhao et al., 2010). Es interesante sefialar que
los resultados de Garcia en 2020 resultan
contradictorios a los de otros autores, pues
Garcia reporta que la mutante con delecién en
rpoN mostré6 una disminuciéon de la tasa de
crecimiento, contrario a una ausencia total que
se reporta debido a la auxotrofia para glutamina.

En cuanto a aspectos de produccion de
metabolitos, rpoN no ha sido explorado con la
misma profundidad que rpoD para mejorar o
generar cepas de produccién. Sin embargo,
existen 3 ejemplos de cepas con mejoras en
produccion a través de modificaciones en la
actividad de rpoN. Un caso es el aumento de
producciéon de un copolimero de lactato y 3-
hidroxibutirato (P(LA-co-3HB)) a través de la
delecion total del factor (Kadoya et al., 2015); la
expresién de sintasas de policétido a través de
la sobreexpresion del factor (Stevens et al.,
2013); y por ultimo un aumento de 900% de la
tasa de produccibn de hidrogeno por la
sustitucion de amino4cidos en un activador de
RpoN (Sanchez-Torres et al., 2009).

En toda la bibliografia analizada para RpoN, la
mayoria de los fenotipos Utiles encontrados
surgen a partir de deleciones totales del gen, lo
cual no se observa en rpoD porque es esencial.
Asi mismo, no se han encontrado fenotipos
asociados a la modificacion de expresion o
delecion de rpoN con un aumento en la
produccion de proteina recombinante. Esto no
significa que no sea viable, pues abre la
posibilidad de utilizar otros mecanismos para
obtener mutantes de rpoN y explorar su utilidad
para la produccién de PR.
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Factor 08 (rpoS)

RpoS es el principal factor sigma involucrado en
la expresiobn genética durante la fase
estacionaria y la respuesta general a
condiciones de estrés en E. coli (Battesti et al.,
2011, 2015). Este factor de transcripcion tiene el
mayor namero de sitios de union de todos los
factores sigma de E. coli, sin contar a RpoD, con
903 sitios de unibn y 228 unidades de
transcripcion registradas en Ecocyc. La funcion
de RpoS es la expresion de genes para la
respuesta a distintos tipos de estrés, entre ellos
podemos encontrar hiperosmolaridad, estrés
oxidativo, bajas o altas temperaturas, inanicion,
disminuciones de pH y parece tener un papel en
aspectos de virulencia en cepas patégenas
(Weber et al., 2005; Mata et al., 2017; Guo et al.,
2019). Este gen no es considerado esencial por
lo que se han generado cepas que carecen de él
o0 este se encuentra mutado (Dong & Schellhorn,
2009; Goodall et al., 2018).

Como es de esperarse dado su papel en la
expresion de genes asociados a estrés, se ha
observado que se pueden obtener cepas
resistentes a distintos tipos de estrés al alterar la
secuencia y expresion de este factor sigma. La
sobreexpresion de RpoS ha conferido
resistencia a condiciones acidas debajo de pH 4
causadas por una diversidad de acidos, y se ha
observado que también aumenta la
sobrevivencia a desafios de pH 2 (Bak etal.,
2014; Gaida et al., 2013; Jin et al., 2009; Run &
Tian, 2018). Aunado a esto, la sobreexpresion
también puede generar resistencia a n-butanol
(1% v/v), presion hidrostatica alta (800 MPa),
estrés oxidativo por H202, altas temperaturas (54
°C), alta concentracion de NaCl (2.5 M) y estrés
multiple (Appukuttan et al., 2016; Gayéan et al.,
2020; Xu et al., 2021). De manera contraria, un
estudio encontrd que la expresion reducida del
factor sigma aumenta la resistencia a un pH
alcalino de 9 (Hamdallah etal., 2018).
Inserciones a través de transposon también han
generado cepas con alteraciones en la
secuencia de rpoS de E. coli con una resistencia
a la inanicion de hasta 9 dias de cultivo (Conter
et al., 2001). Por otro lado, la delecion total del
gen tiene efectos negativos en la resistencia a
antibiéticos y a la presién osmética alta (Cebrian
etal.,, 2015; Padgen et al., 2020; Stasic et al.,
2012; Tkachenko et al., 2017).
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Con respecto cepas con eliminacion del gen
rpoS o su funcionalidad, han mostrado
diferentes fenotipos, entre ellos: tasa de
crecimiento especifico maximo y afinidad a la
glucosa igual o mayor en condiciones limitantes
de carbono con respecto a la silvestre tanto en
medios complejos (LB) como minimos minerales
(Franchini etal.,, 2015); en condiciones sin
limitaciones de carbono, una caida en la
densidad optica de los cultivos en medio LB y
medio mineral (M9) (Garcia, 2020); una
disminucién significativa de unidades
formadoras de colonia en medios carentes de
nitrégeno para mutantes con rpoS inactivado
(Kabir etal., 2004); en la cepa JWK2711 se
redujo el tiempo para llegar a la fase
estacionaria, disminuy6 el crecimiento maximo e
inhabilitd la utilizacion de acetato.
Contradictoriamente, se ha reportado que la
delecion de rpoS en la cepa JW5437 alivia el
efecto de sobre flujo metabdlico y suprime la
acumulacion de acetato en condiciones de alta
concentracion de glucosa (Rahman et al., 2006;
Suryadarma etal, 2012). Otros efectos
encontrados han sido la mejora de biosintesis de
aminoacidos proteinogénicos a través de
carbono derivado de metanol en cepas con
sobreexpresion de rpoS (Bennett et al., 2020).

La delecién total de rpoS tiene efectos positivos
en la produccién de ciertos metabolitos como el
1-propanol, del polimero P(LA-co-3HB) vy
triptéfano (Ding et al., 2021; Jun Choi etal.,,
2012; Kadoya & Kodama, 2015). En cuanto a la
produccion de proteinas, se han encontrado
cambios (tanto en el aumento como
disminucién) en la expresion de rpoS en cepas
con mejoras en la PPR S(Landberg et al., 2020;
Weikert et al., 2000). Por otro lado, la utilizacion
de segmentos 5 del promotor de rpoS o
induciendo la expresion de RpoS en fase
exponencial puede aumentar la expresion de
proteina recombinante (Kang etal., 2008;
Mulyanti etal.,, 2021) pero, Unicamente se
reporta  un caso donde se explora
especificamente la modificacion de rpoS a
través de su inactivacion por insercién del
transposdn 10 para la produccién de proteina
recombinante (especificamente beta
galactosidasa) y se logr6 un aumento del
cuadruple de la actividad volumétrica de la
enzima recombinante con respecto a la silvestre
(Chou e al., 1996).
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Algo que resalta de este factor sigma es la gran
cantidad de fenotipos que se han encontrado
para los 3 parametros buscados (resistencias,
crecimiento y produccién) y que gran parte de
ellos surgen por cambios en la expresion, ya sea
un aumento, disminucion o completa carencia.
Aunque es claro debido a su papel en la
respuesta a estrés, estos resultados muestran
gue alterar la expresién de rpoS tiene un buen
potencial de generar cepas con fenotipos
interesantes, y que la alteracion de su estructura
no ha sido estudiada a fondo, lo cual
posibilidades interesantes.

Factor 032 (rpoH)

RpoH es el factor sigma encargado de regular
los genes de respuesta a choque térmico por
sefiales citoplasmaticas (a diferencia de RpoE).
Entre los genes que se encuentran en su regulén
con 99 unidades de transcripcion (el cual incluye
312 sitios de unién a ADN en E. coli) se han
identificado distintas proteinas chaperonas y
proteasas (Solis, 2001; Narberhaus & Balsiger,
2003; Nonaka et al., 2006; Cho et al., 2014;
Keseler et al., 2021).

Los niveles intracelulares de este factor de
transcripcién se mantienen muy bajos durante el
crecimiento a 30° C y aumentan al
incrementarse la temperatura a 42 °C, este
factor sigma se acumula en grandes cantidades
para dirigir la ARN polimerasa a los promotores
de genes de choque térmico.

En su mayoria, las mutaciones de rpoH parecen
tener efectos deletéreos en el crecimiento o
aumentan la sensibilidad a distintos tipos de
estrés. Solo en 2 estudios se sugiere que su
sobreexpresion puede generar resistencia a
presion hidrostatica y choque térmico (Gayan
etal.,, 2016, 2020). Distintos estudios sobre
genes esenciales (como los realizados para la
biblioteca Keio, PEC o TraDIS) muestran que
rpoH es un gen esencial (Goodall et al., 2018).
Sin embargo, en la determinacién de la
esencialidad de los genes en cada biblioteca se
utilizan ciertas condiciones de crecimiento de las
cepas mutantes como una temperatura de 37 °C.
En el caso de rpoH, se ha observado que una
célula de E. coli si puede ser viable con una
delecion en este gen si ésta crece en
temperaturas iguales o menores a 20 °C o con
mutaciones de supresion de la letalidad (Zhou et
al., 1988).
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En algunos estudios se sugiere que mutantes
con delecién total en rpoH si pueden crecer a
temperaturas mayores a 20 °C (Diaz-Acosta et
al., 2006; Rowbury & Goodson, 1993), pero seria
importante evaluar si las cepas utilizadas no
tuvieran alguna de estas mutaciones supresoras
de esencialidad.

La delecion de rpoH genera cepas con
crecimiento mas lento y con una temperatura
minima de crecimiento de 10 °C, son sensibles a
choque térmico y a estrés oxidativo, pero solo
durante fase exponencial (Diaz-Acosta et al.,
2006). Ademés de lo mencionado, se ha descrito
que cepas donde se altera la secuencia de rpoH
son hipersensibles a la presencia de antibigticos,
luz UV, etanol, metales pesados, pH é&cido, y
estrés oxidativo (Zhou et al., 1988; Solis, 2001;
Rowbury & Goodson, 1993; Kogoma & Yura,
1992; J. K. Powell & Young, 1991; LaRossa et
al., 1995).

Existen pocos estudios donde se encontraron
mejoras en la produccion a través de cambios en
la actividad o estructura de este factor sigma. En
uno, se aumenté el titulo del policétido 6-deoxi-
eritronolida B a través de la sobreexpresién de
rpoH (Yang et al., 2015). Asi mismo, se logré
suprimir la protedlisis de una proteina de fusién
heteréloga con la mutacién sin sentido rpoH165
(Goldberg etal,, 1989). Finalmente, Ila
produccion de 5 proteinas heterélogas distintas
fue mejorada hasta 8 veces la concentracion de
la silvestre a través de la mutacion de sustitucion
del aminoacido Arg-268-Cys denominada
rpoH358 (Obukowicz etal, 1992). Cabe
mencionar que estos estudios sobre produccion
de PR tienen més de 25 afios de ser publicados
Yy no parecen existir nuevas publicaciones en el
tema. En contraste con los factores ya
revisados, los fenotipos utiles encontrados para
cambios en estructura y expresion de rpoH son
pocos (5) y dos de ellos fueron hallazgos al
estudiar cepas mutantes, y no estudios donde se
exploraba la modificacion de rpoH. Aunque es
poca la evidencia, existen indicios de que se
pueden obtener efectos positivos si se altera la
expresién o secuencia del factor y éstas se
centran en aspectos de resistencia a estrés y
produccion de metabolitos o proteinas, pero su
delecidn total parece provocar un fenotipo muy
fragil.
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Factor 0?8 (fliA)

FliA es conocido como el factor sigma de
quimiotaxis y sintesis de flagelo (Kundu et al.,
1997; Shimada et al., 2017). Se han identificado
51 sitios de unidn al ADN en el genoma de E. coli
con 34 unidades de transcripcién registradas en
Ecocyc, ademas que el factor controla la
trascripcion de 6 operones de clase 3 para la
sintesis de flagelo (entre ellos esta el gen de las
subunidades de flagelina), componentes del
motor, y factores reguladores de la quimiotaxis
(Cho et al., 2014; Fitzgerald et al., 2014; Keseler
et al., 2021). Este gen no es esencial y se han
observado distintas caracteristicas en cepas con
ausencia del gen fliA como lo es la carencia de
flagelo, la falta de sintesis de pili tipo 1, la
incapacidad de formacion de biopeliculas y una
falta de motilidad (Wood et al., 2006; Claret
et al., 2007; Zhao et al., 2007).Los cambios de
fenotipo en las cepas con cambios en expresion
y secuencia en fliA han sido menos explorados
gue en los otros factores sigma ya mencionados,
y en su mayoria estos estudios son
especificamente sobre aspectos de motilidad.
Sin embargo, estos cambios de motilidad
pueden ser positivos, pues una sustitucion de
aminoacido en FliA (R220W) puede provocar
una plasticidad notoria para aumentar la
velocidad de nado y la tasa de crecimiento del
cultivo (Yi & Dean, 2016). Ademas de esto, se ha
observado que la delecion de fliA confiere
ventajas en el crecimiento de E. coli y disminuye
la muerte celular basal sin presencia de estrés
exdégeno. Esto parece solo ocurrir en medios
liquidos con agitacion, y esta ventaja se elimina
o revierte en medios sélidos, semisélidos o
donde la movilidad representa una ventaja
(Fontaine et al., 2007). En temas de produccion,
se hareportado Unicamente que la cepa CWML2
derivada de MG1655 (la cual presenta
caracteristicas favorables para la produccion de
proteina recombinante, como lo es una tasa de
crecimiento especifica mayor, incrementos en
los rendimientos de biomasa y mayor resistencia
a distintos tipos de estrés) muestra un aumento
en la expresiéon de fliA comparada con la cepa
silvestre, lo que le confiere cambios favorables
en la motilidad (Weikert et al., 2000). Para el
caso de este factor sigma, no se encontrd ningun
fenotipo asociado a la resistencia a algun tipo de
estrés y los fenotipos Utiles para produccién de
PR encontrados a partir de la modificacion en la
expresion o secuencia de este gen han sido
limitados.
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En todo caso, parece ser que su potencial es
mayor si se buscan caracteristicas que
modifiqguen motilidad, crecimiento y formacion de
biopeliculas.

Factor 0% (rpoE)

RpoE es uno de los factores sigma de funcion
extracitoplasmatica, es decir, que se encuentra
en el citoplasma unido a la membrana interna
acoplado a un sistema transmembranal que
responde a estimulos del ambiente. Los
productos de los genes controlados por RpoE se
requieren para el correcto plegamiento de
proteinas de membrana externa, biosintesis de
fosfolipidos y lipopolisacéaridos, transduccion de
sefiales, y la expresibn de proteinas de
membrana interna y externa (Solis, 2001; Egler
etal.,, 2005; Hayden & Ades, 2008). Se han
identificado 65 regiones promotoras para RpoE
y 82 unidades de transcripcién en su regulén
(Cho et al., 2014; Keseler et al., 2021). RpoE es
considerado como esencial en colecciones de
mutantes como Keio o en el programa TraDIS
debido a que al eliminar este gen cesa la
transcripcion de genes esenciales para el
crecimiento celular y estabilidad de Ia
membrana. Sin embargo, se han observado
mutaciones que suprimen la esencialidad del
gen rpoE como lo es la sobreexpresion de ptsN
y yhbW, los cuales codifican para una proteina
reguladora de la actividad y/o expresion de
transportadores de potasio en el sistema PTS y
una monooxigenasa sin funcién definida,
respectivamente (Hayden & Ades, 2008; Goodall
et al., 2018).

Existe poca evidencia de cepas con cambios en
la secuencia en rpoE con mejoras en resistencia
a estrés, pues al contrario la mayoria de las
mutantes en este factor sigma son mas
sensibles. Cuando esto se ha reportado resulta
por una sobreexpresién de RpoE que elimina
algin fenotipo sensible a temperatura o estrés
en la membrana causada por mutaciones en
otros genes (Egler et al., 2005; Hart et al., 2019;
Ono et al., 2009; Vidovic et al., 2018; Warr et al.,
2021). Solamente en un caso se menciona una
mutacién de sustitucién de aminoacido llamada
rpoE_S2R la cual parece permitir una respuesta
mas rapida al estrés periplasmico, pero en el
estudio se sugiere que esta mutacion en E. coli
la vuelve hiperreactiva a estrés de baja
intensidad, disminuyendo su capacidad de
sobrevivencia  (Konovalova etal.,, 2016).
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También se estableci6 una participacion de
RpoE en la regulacion de condiciones limitantes
de nitrogeno y carbono al mismo tiempo,
midiendo la transcripcion de genes en su regulén
(Loffler et al., 2017). Estos son los principales
puntos relevantes que fueron encontrados en la
bibliografia disponible y no existen estudios que
evalien la produccion de proteina u otros
metabolitos. A falta de estudios donde se
explore la mutacion azarosa del factor RpoE y la
utilizacibn de mutaciones supresoras de su
esencialidad, el potencial que se observa en
este factor como diana de modificaciones para
produccion de PR es reducido.

Factor o (fecl)

El factor sigma Fecl es el segundo factor sigma
extracitoplasmético de E. coli. Fecl tiene la
funcion de dirigir la transcripcion de los operones
fecABCDE y feclR que son necesarios para el
transporte de citrato férrico. El factor de
transcripcion es activado por la presencia de
citrato férrico en el medio y su actividad es
permitida en condiciones de inanicién por hierro
(Braun etal., 2003; Moraleda-Mufioz etal.,
2019). Solo se han identificado 7 sitios de unién
de este factor sigma en el genoma de E. coli y
una sola unidad de transcripcion, y su expresion
solo es regulada por RpoD y RpoS mientras que
no regula a ningun factor sigma (Cho etal.,
2014; Keseler et al., 2021).

En algunos estudios donde se han generado
cepas con delecién en fecl, se muestra una
ausencia de FecA (la proteina transmembranal
receptora de citrato férrico que induce la
actividad de FecR y Fecl) y no se lograba inducir
la expresién de genes fec de transporte, ain en
condiciones de ausencia de hierro (Ochs,
Angerer, etal., 1995; Ochs, Veitinger, et al.,
1995).

Mutantes sin este factor sigma parecen crecer
de la misma forma que una cepa silvestre
(Garcia, 2020). Ademas de esta alteracion
fenotipica esperada, se ha encontrado que
cepas con delecidn en fecl muestran una mayor
produccion del polimero P(LA-co-3HB) que la
cepa silvestre (5.7 g/L y 53 gL
respectivamente) aunque muestran una
disminucién en la proporcién de unidades de
lactato (medido como el porcentaje del peso
total) en el polimero con peso molecular variable
(Kadoya & Kodama, 2015). Asi mismo,
sobreexpresar Fecl ha mostrado un aumento en
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la transcripcion de genes heterélogos como
oxyB lo que sugiere que puede regular
positivamente la transcripcion de otros clisteres
de genes biosintéticos (Stevens etal., 2013).
Aun siendo el factor sigma con el regulén mas
pequefio, se lograron encontrar algunas
caracteristicas interesantes al eliminar y
sobreexpresar este factor sigma. Esto sefiala
que, aunque el tamafio de su regulén limita el
impacto que tienen las alteraciones en su
secuencia y expresion del gen, adn se pueden
obtener fenotipos utiles.

Discusioén

Potencial de los factores sigma como dianas
para el mejoramiento de cepas de produccion

En primer lugar, RpoD muestra tener un alto
potencial como diana de modificaciones para la
formacién de cepas de produccién. Esto se
demuestra ya que existen ejemplos donde su
modificacion, mediante cambios a la secuencia
del gen, mejora las concentraciones de proteina
producida. Ademas de esto, también se pueden
obtener cepas con cambios en la resistencia a
distintas formas de estrés que pueden llegar a
darse durante un proceso de produccion.

Cabe resaltar que la mayoria de estas cepas han
sido obtenidas a través de gTME (genera
mutaciones aleatorias por medio de PCR
propensa a errores), lo cual tiene la gran ventaja
de poder ser aplicado a las cepas de produccién
ya existentes, mejorando el rendimiento en la
produccion de muchos productos
biotecnolégicos. Sin embargo, esta no es una
técnica es racional, por lo que seria importante
la exploracion de las mutaciones especificas de
los genes que provocan los fenotipos deseados.

Potencialmente, se podria explorar a mayor
profundidad alteraciones en estructura vy
expresiéon que no sigan los métodos de gTME.
Asi mismo, se podrian llevar las aplicaciones de
gTME y otros fenotipos ain mas lejos, por
ejemplo: se sabe que se puede generar un
fenotipo de resistencia mdltiple utilizando dos
factores sigma distintos en la misma bacteria,
pero agregar la utilizacién de circuitos genéticos
sintéticos para activar la expresién de un alelo
de rpoD bajo ciertas condiciones y la de un rpoD
distinto con un estimulo especifico, entonces se
podria controlar el cambio fenotipico global. Una
limitante de la exploracion de mutantes de rpoD
es que su delecion resulta complicada ya que
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controla funciones esenciales, por lo que no se
han reportado casos de fenotipos en ausencia
de este factor. Entre todos los factores sigma,
éste es el mas estudiado en la aplicacién de su
modificacion y con un mayor potencial, pero no
es el Unico que deberia ser explorado.

En segundo lugar, la generaciéon de mutaciones
y deleciones de los factores RpoS y RpoN ya
han sido exploradas. Su delecion,
sobreexpresion, o mutacién genera fenotipos
gue tienen mayor resistencia a ciertas
condiciones o una mayor produccién de ciertos
metabolitos. En el caso especifico de la
produccion de PR, no existe informacion
especifica sobre los efectos que podrian
provocar modificaciones en RpoN o en su
expresion, aunque las mejoras en produccion de
otros metabolitos y su influencia en la utilizacion
de fuentes de nitr6geno puede indicar una
potencial utilidad en PPR y abre la puerta a
nuevas investigaciones.

Para RpoS, en cambio, si existen ejemplos
donde modificando el gen se obtienen cepas con
fenotipo favorable para la produccién de PR, sin
embargo, la mayoria de estas modificaciones en
el factor sigma no han sido el objetivo del estudio
sino mas bien, un hallazgo fortuito, a excepcién
del estudio de Chou y colaboradores en 1996
con su estudio de la produccion de
galactosidasa . Un caso especialmente llamativo
es el de Mulyanti et al. en 2021, donde el cambio
favorable para produccion de PR se obtuvo al
unir el gen de rpoS, bajo un promotor de rpoD,
con esto se indujo su expresion en fase
exponencial (Mulyanti et al., 2021). Esto amplia
las posibles aplicaciones de estos factores
sigma.

Dadas las interacciones que se han encontrado
entre estos dos factores seria importante que los
estudios en produccion de PR que modifiquen la
expresion de uno de ellos tengan en cuenta la
actividad de ambos. Ademas de eso, no se ha
explorado el potencial de aplicar gTME y otras
herramientas de evolucion dirigida a estos
factores sigma. Dada la evidencia ya existente
de los fenotipos que se pueden generar en cada
factor sigma, y en especial la predominancia en
expresién que muestra el regulén de RpoS en
fase estacionaria, existe un alto potencial en ser
explorados como posibles dianas para la
formacion de cepas de produccion.
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A diferencia de los otros factores sigma ya
mencionados, RpoE y RpoH han sido muy poco
explorados en lo concerniente a cepas de
produccion debido a los efectos deletéreos de su
alteracion y a que estos genes son esenciales en
condiciones de crecimiento a 37 °C.
Especificamente en el caso de rpoH, en la
busqueda bibliografica se logré encontrar
ejemplos de experimentos, aunque realizados
hace ya varias décadas, donde rpoH podia ser
eliminado y E. coli era viable a temperaturas
menores a 20 °C. Aunado a dicho hallazgo, se
localizaron dos ejemplos donde mutantes de
rpoH tenian fenotipos que aumentaban la
produccién de metabolitos y PR, pero estos
estudios se realizaron hace més de 25 afios y no
se encontré algin seguimiento experimental
més actualizado (Goldberg etal, 1989;
Obukowicz et al., 1992). A su vez, para rpoE se
encontré que en ciertas cepas de E. coli el gen
no es esencial, y puede ser eliminado.

Ambos casos abren la posibilidad de investigar
a mayor profundidad las mutantes de estos
genes. Ademas de esto, la fuerte relacion que se
ha observado entre los regulones de estos
factores sigma y la expresiébn de proteinas
chaperonas, la regulacion de otros procesos
metabolicos como la glucosilacién de lipidos, el
desarrollo de mutaciones puntuales, y la
temperatura de  crecimiento, contindan
resaltando a estos dos genes como buenas
opciones para la investigacion de cepas de
producciéon. Sin embargo, las dificultades
presentes debido a los efectos deletéreos de sus
mutantes son un obstaculo que aun deben de
ser abordados a mayor profundidad.

Por ultimo, los factores con regulén mas
pequefio, Fecl y FliA, mostraron repercusiones
menores en sus mutantes comparadas con los
demas factores sigma. Aunque los cambios
generados por la eliminacién de estos genes
pueden ser menores en comparacion, si podrian
llegar a ser importantes, especialmente en el
caso de fliA debido a su papel en la motilidad y
su relacion con el regulén de RpoS. Por lo tanto,
su potencial como diana de mutaciones para la
generacion de cepas de produccién es menor a
cualquier otro factor sigma, pero el efecto
reducido que tiene sobre la viabilidad celular y el
crecimiento, lo vuelve un objeto de estudio
interesante pues tienen el potencial de liberar
espacio metabdlico, reduciendo los recursos
celulares invertido en la produccion de flagelo en
condiciones donde no son necesarias (como un
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cultivo por agitacién), lo que podria beneficiar la
produccion de PR.

Perspectivas y futuros experimentos

La bibliografia revisada muestra que existen
muchos otros temas y experimentos por
explorar. Dentro de éstos sugerimos tres
perspectivas interesantes que podrian ser
investigadas en el futuro. En primer lugar, dirigir
la aplicacién de gTME a otros factores sigma
diferentes a RpoD. Esto surge de observar la
utilidad que ha mostrado esta técnica en la
generacion de fenotipos dUtiles; sin embargo,
para E. coli solo ha sido aplicada a RpoD como
se muestra en la tabla 1. A futuro, incluso se
podria buscar aplicar gTME en mas de un factor
sigma a la vez, permitiendo alteraciones que
potencialmente afecten todo el transcriptoma de
E. coli. Ademas de esto, se pueden aprovechar
los hallazgos en algunos factores sigma y
observar si éstos se pueden aplicar a los demas.
Como ejemplo, explorar si la generacion de
factores sigma truncados que conserven solo las
regiones 3 y 4, como se ha observado
repetidamente para RpoD, puede ser (til para
otros factores sigma de la misma familia
estructural.

Otro tema interesante es la profundizacion en las
cepas con deleciones en estos factores sigma.
Por un lado, realizar mdultiples deleciones para
encontrar cuél es el minimo de factores sigma
necesarios para la sobrevivencia de E. coli,
puede ser una estrategia rapida para generar un
sistema de célula minima no basado en un
genoma minimo, sino en un transcriptoma
minimo, puesto que las alteraciones de gran
magnitud seran sobre la transcripcién de los
genes. Por otro lado, la dinamica de interaccion
a través de competicion por la ARNP que
caracteriza a los factores sigma podria ser
explotada a través de la delecion de estos
factores o el control de su expresion y actividad.
Esto se podria utilizar para potenciar los efectos
de factores sigma mutantes, ya que el traslape
de los regulones llega a tener un cierto efecto
amortiguante. Por ejemplo, si se reduce
fuertemente la expresion de RpoS, la fuerte
competencia que este factor puede generar con
los mas de 800 genes que comparte con RpoD
se veria reducida, por lo tanto, podriamos
esperar que las mutaciones en el gen rpoD
tengan efectos mas drasticos.
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Por ultimo, en combinacién con herramientas de
biologia sintética, la alta pleiotropia que generan
las mutantes de factores sigma, produciendo
fuertes alteraciones fenotipicas a través de la
mutacién de un solo gen, abre la posibilidad de
controlar el fenotipo de una sola cepa a través
de la expresion de distintas mutantes en
distintos tiempos de crecimiento. De ser posible,
esta herramienta nos daria la capacidad no solo
de controlar la induccién de genes para la
produccion de ciertos metabolitos o proteinas en
una cepa de produccion, y también de inducir
junto con ellos el fenotipo que genere las
condiciones celulares Optimas para dicha
produccion.

Conjuntando la ingenieria de factores sigma con
herramientas de control dindmico de
metabolismo, se podria potenciar el control que
se ejerce sobre el estado metabdlico de la célula.
Ejemplos de esto podrian ser la utilizacion de
ARN de interferencia, o proteinas conocidas
como antisigmas para suprimir transitoriamente
la actividad de ciertos factores sigma, o acoplar
la activacion de sigmas mutados con circuitos de
biologia sintética que reaccionen a sefales
ambientales o metabdlicas.

Conclusiones

La produccibn de PR es y seguramente
continuara siendo uno de los procesos
biotecnolégicos de mayor importancia a nivel
mundial. Esto provoca que exista un gran
namero de articulos cientificos del tema, lo cual
es especialmente el caso en cepas tan utilizadas
como E. coli y en genes con impacto tan amplio
en el fenotipo como los factores sigma. En el
presente trabajo se realiz6 una revision
sistematica de la bibliografia disponible sobre los
fenotipos utiles para la produccion de PR que se
han observado en E. coli por la modificacion en
estructura o expresion de sus siete factores
sigma. Ademas, se propuso una estrategia
experimental para evaluar el potencial de cada
factor sigma en la produccién de PR. Se
encontré que RpoD presenta un alto potencial
que ha sido explorado y demostrado en diversos
experimentos, y puede continuar siendo utilizado
para generar cepas de produccién. RpoS y
RpoN muestran un alto potencial explorado en
menor medida, lo cual abre una interesante linea
de investigacion. Por otro lado, aunque es menor
el potencial de RpoE y RpoH es que los casos
anteriores, ha sido apenas abordado debido a
las restricciones en el crecimiento.
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Sin embargo, existen indicios de que estos
obstaculos podrian ser superados. Finalmente,
los factores Fecl y FliA mostraron el menor
potencial, probablemente debido al tamafio de
su regulén en comparacion con el resto, pero su
facilidad de ser eliminado sin causar problemas
en el crecimiento también tiene interesantes
aplicaciones.

La utilizacién de herramientas biosintéticas y de
ingenieria genética acopladas a estos
conocimientos podrian brindarnos la capacidad
de entender e influenciar de nuevas formas el
complejo espacio metabdlico y su relacion con el
transcriptoma, tanto en E. coli como en otras
bacterias. Esto tiene el potencial de ser
sumamente (til para la produccién de PR y de
otros metabolitos y, sobre todo, muy interesante.
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