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l. Introducción. 

El objetivo central dela Ingeniería de Vías Met.abólicas es el de optimizar 
la formación del o los productos deseados e incrementar la eficiencia en la 
utilización de los nutrientes durante Un p'rncesó de fermentación a través de la 
alteración de alguna(s) ruta(s) rnetal::Íc)Íica(s).''•i;, ' ...•.. '' ',' ·. · •. ' ·. ' •,'' '' ' . 

Uno de los principales' retós• eh el desarr'ollo de~· un proceso comercial 
basado en la fermentación Utilifan8offnicroorgaríisrnós, es lareduóción'de lo~· 
costos de producción~ Lás•rnetas;rnás':'comünesfa ;·alcanza~{para',•logra(este 
objetivo comprenden: incrernenfaí la prOductividad'.\1oium~trica, ·•e( réociiiríientoy 
la concentración final del· 'p'rociúcfo¡.con 16\qúe' sé• disminuyen•~, los'.i'Cióstós~·de · · 
fermentación, del sustrato.y ~ú(pürifiC:aéió~.~?}:J;AH···]f;: ..• 0 :> \/¿' ..• ,,;_ •••. ";;~: .. ;~::.<·,:'., · 

A nivel de fermentación indúsfriaCla':glÚcosa',es;láfUe'nie''de,carbóf¡O más ,· 
barata y común que se. utiliia'¡)ara'crecer íliicro'ó'rgani$,ri1og .. Esteicorn'pu'e'sto se 
transporta al interior de lá•célula'y secohvierte~'..úra~é~{de;varios i6teríneaiarios, 
en compuestos base que sir\Íen·á;su ,vez•pára'}constr'uir'lasi~iÓrnolécp1as,qúe' 
conforman a la célula: De 1áfü1Ucosa; ásí rnismóhambiénfseObtiene la energía· 
que se utiliza en todos' IOs procesos.fisiólógiCO's:~CO-s apr_ó'xifri1\ciátnente. i~-100 
compuestos primáriói( que t'sir:Ven ''pará~ éónstruir:~todas21as~:tm'olécülas.·· que 
conforman a la célÚla;',se ~intetizaíl a'pártif de d(¡ge l}letá~oljtos'-'¡)'recüfSorés que 
se presentan en lata~lá f: ;) .. ·· i/. · ,-,,, >;::,; •'· · ·~; /'' ··;· ,.·•• >.: 

'_:<~·: .. ~- ·. ¡, ,; ', --·-:::··_.- ... ·.:;~--~'--~ ·.-.~-.-- -

·' 
Tabla 1. Metabolitos preci.irsoí:ésfoara 1a· 6iosíntesis de 'compuestos· bá.sicos. 

' '· :, _ ·,,: ... '_o·.•."-'- ·,-,<oo·- .-'-· - '- ·-' ·, , : · ~- _ .,, : · , ,,. ., - ; ;,:~: ·,\·· .. ---- ·-_¡-_e ,_··>.o- •; 

Glucosa B~fostátci~ 
Fructosa 6:fo'§'fat6 
· Ribos~. 5~fosfato • 
Eritros,a. 4;~fosfato 

. T rio,sa ~ fpst,at() • • 
3-fosfogH~erato 

. 

• Fosfoenolpiruvato ' 
·•'Piruvato · :/ · ·;:c· 
• Acetil~coenzinla A 
· &~cetoglutá'rató 
Sücciriil~coénzima·. A 

· oxaloaéetato 

TodosestoscibíTlHGe~tos deri~an·d~~1ufasaa'tr~Vésd~la glucólisis, la vía 
de las pentosas y el'Cicló de los ácido$ fricarboídlicos';{TCA) (figura 1 ). 

!._:;·,-:\> >~:-:;: .,.,·_-~-'-

Las bacteÍias :'qué•crecer\'eri: urí 111 eclio'.:, (n ígimÓ ~u~· contiene . solo.sales 
minerales y glucos'a; necesitan sintetizar' estos ciC)ce metabolitos precursores~ Pero 
no todos se necesitán en :las· níisinas .concentraciones. Por ejemplo; los 
aminoácidos aromáticos '.:que se sintetizan' a parti(.de algunos de estos 



compuestos, son relativamente poco abundantes en la célula. Por esta razón, la 
célula mantiene un cierto flujo de carbono en cada vía metabólica, el cual 
depende en general~ de la demanda de los productos quese formen a partir de 
ella (22). · ... ·•··· · 

f: 

El costo •eteCti\lo y· laprod~cCión eficiente dé compue~tosocforivados. de. 
la ruta común dé'arom'áiicós réquiemi! ,que las füentés 'de cárbor)o tales coino 
glucosa, lactOsa'\r:galactosa se.·.conviertan. al:productO{dese'a'do· con ·:un •,alto 
porcentaje ,de"r~ndimiento: íAsí,. desde •e1 ·p'Qritc),~de.;yistade'prOdu.cciór.· in,dústrial; · 
los compuestos¡ arofu'áticos(y;' citfos' deriyad6$ 'bio{iptéticos'~de~esta'; ruta, pueden. 
ser valiOS()S. párafau'r11éntar'ej :flujo de'fuentéºs de c'árbó'no ElÍl y a' través de la ruta 
comúnéle·Cam'púestosaromáti.cos, IJará'incrementáf.1a'próci'U'cÓi.ón:Bel:c:Orfipuesto 
deseado.••.r·;;. :;;;.~•.-<:. >'•···•·'J'<'.fr;~i '{X;:j,¡}~~L ~~j;\J1·(~¡Yj! :;~~;:\\~t:.'zJ~ · {·· · .. 

El ;fosfoeriolpirú\lato •. (F? EP}'.:es.~u~o de'.Jos ,cóni pu,estos;•:precursores · ryias 
importantés i ern lás ¡rutás'. bi()siriféticás:'.(7)1;( Fig}(f ): P,articülannet1te'1en:Ja ·. de. . 
biosíntesis de''aminoáóidos ·•arom'áticos':i\ La:pri11cipal ·f uentedé'·esfe .compuesto 
proviene :·de. 1~.;.v í~ ·'·de(. g lúcól isis;'~Elfmayorf pcircenfaje7cier'.este: cOm pUesto ise 
transforma: enpirÚvatO'"pcíf dós rutas;'por·~1 'sistemaf P,JS'(66ºÍo )'y po'rla acción .. de 
las piruváfo'cinásas·RykA.. 1¡iíP,ykF(14º/o):·;.La óf?a:;:víai~que'.utiliza7.PEP·en. uné:l. 
proporcióriJmpOriantéles''ja :<Jue:lé{trá'n'stornf¡:¡, aioxaloácetato (j 6% ), 'un.o 8e. los 
intermediarios rnas· irnpoi:taíltes:éfel éictci'deJ.Kréb's:: De lcfánteri~f se. deduce que 

(~~e~:d~ií:i1~rt~--~~)~~%:.s·~Wif!~~~~'It~!t~~a~ióH:j8e:f~J~9á;Jfi~·.ª.r~~átic.º~ 
Hastá ,ahora, los.•enfoguesiutilizados. para: aumentar, elJl.ujod.e· lasfuerites 

de carboné))én,y·.a'.traveslcieS1á rufa{cómur(élélosécompuest'o·s'aromáticos; se. 
sustenta en incrern§.nfarPE8 p'ór.eJimi~ación de lapiruvatocirJasa'(mutahtespykA 
y pykF) (29) y/o;elirT1in~ndo~la~.eEP,/6arl:lmdlasa~.(mutarités;ppc) ·(SO))un·a.tercera 
opción ha siMincréme'fitaFúrcóñ'c'elifraciÓn ~e PEP '~! a\.lineKtar. fa, expresión del 
gene pps, que codlfica'"pa'ra' iá;é·nzima'¡PEP. sintása: ··:, /' '.? . . ;;; ·\ .. • :: · •···.· · · 

EstetrabajO''ofrece \ina'altern.afiva'difefente a•.iás•.6asta áhora"planteadas. 
en este aspecto 'de;1a disponibllÍdad.de·lpEp/ta blpót~siss§ derifostrár e~ que. el 
aumento en, la .. 'disponibilidaa:d~ PEP!én:'cepa's:que tíanspórtan{Qlúcosa por un 
sistema que ,no.: consüma'estEí'':·colf1puest0' duránie'.'?et.¡iprocesó;'•,'permitirá 
incrementarelflü'jo:~e caroonohácia Otras:yías• biósirítét,icas:iÁsi/?éf;pEf:pUede 
canalizarse· hacia;Cieiia'si.'FLÍtas'.metabólicas'pára• auin'e·ntár. la '.concerítf'ació.n fin a 1 · 
de un compuestó deséádo ;• Estel"efectO'púeaéooteñerse'ri'lediante"ia'~elec~ciÓn-de'· 
m utantes-_capaces\'de 'iransj)órta(~ef icieritemente};giuéosa' por .. (Lih} mec'án is in o 
distinto al· sistema'-de"transpórté\'de]azúcafes¡'dependienfo deifosfoenolpirnvato 
(PTS). En' n Uesfró'r labciratorió'nO'shemó's· érif ócadó;pá'rtiéu lárfT¡'enté, al! probiem a 
de incrementar. lá concr1etraCión":de PEP; disponible: para ci:lnálizarlo< hada la 
biosíntesis• dfaní)nOacid~s''.~[orfüiticc)s?f, '/. ;I· ';''.,,' j«;·:}~;•::i~~.·. f;.··~J·' •· •. 

De. acue.rdo con ló anteriors'e propone que con,: una mayor~disponibilidad 
de PEP podría incrementarne laóOncenfraciónde .compuéstós ar'omaticos tales 
corno fenilalanina; tir()sina y triptofanó, si el flujo de carbono ~e des'víá ~.áci~ la vía 
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de biosínteis de estos compuestos. También se podrían incrementar la producción 
de otros compuestos de diferentes vías metabólicas, por ejemplo, se podría 
aumentar la biosíntesis de ácido oxaloacético (OAA) a través del TCA o de PPC 
y de este modo obtener compuestos como aspartato, lisisna, metionina, isoleucina 
o treonina. 
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11. Antecedentes. 

Una de las características relevantE;!S de los microorganismos es su gran 
versatilidad metabólica para utilizar diferentes fUentes de carbono, en medios que 
cambian continuamente,, pará poder así competir eficazmente Con otros 
micro?rganis~os p~r nutrten~.e~Ji111itantes}';~r~esto, :1a bacteria, ,allgu~l 9ue, otros 
organismos, tiene s1ste111as sens()res que morntorean su filredeqorygrac1as a ello 
pueden inducir o reprimi.rsistén1'á-s'g'enéticós p~ra)a,utilizacióh'deüngran'_número
de fuentes de carbonO,detectar;;;grádié'ñtes;:dé?~ciíicentráción~'deitnutrientes, 
adaptarse a cambios •de;tuerzá;osmótic'a; 'a·C:Onciicion'es dee8trés,'a•cámbios,de 
ambiente aeróbico o'anaerobico;'y·a: lhnitación'.dér-i'utíie'íités;--Muchasseñales del 
exterior celular capt~~a~ ':l/pcir~ si~terrf a.s_;{~e-Q,~?s~si¡?'~p,n;~-~§~l/~"~i~~:s t.~rr\una · 
respuesta que puede involúcrar.· í.m ;cambio ·ien :']a\s1nte¡s1s;de>prote!nas;\ la 
regulación de una aétilJidad'.enzimática,'~éambió's·,eq}ííovilid_ad;,'.u'atrOs''pr#esos. 
Varios de estos sisteíiiás sensoresfierien ~n común la'fosf9íilaci~fí de proteínas. 
en un residuo_._de·'_hístidÍna,';serina\o·'ácido~aspartico:fA~estei:típo'ctefsistemás 
sensores se. les denomin'á sistemas''de' éios';C.omp6riániés'!en1os ci'Ue "Uno de los 

compo~~~te~ees;:iossS.P~~[e~~~~~~~~~;~JT~~~~~ffJj,~~~~~n~i~t~~~~~~~~:~~e~;¡a __ , 
fosfotransferasa ·_de Ca'roo~iélrá.tos;C!ependiente ,de.· fo_stóen'ólpiruyafo (PTs):·Este 
sistema consiste en-e¡i;transp6rte~y • .fosfoíiliü::ión"°detcarhoríi.dratós den6minad6s 
azúcares PTS.· Tambiéf:i éstá·r-elacicinado'cóñ el movimfiinto· hécia-estas fuentes 
de carbono (quimiofaxis)'ycOn la'regulaé:ión dé otras ·rotas metabólicas. 

·.·'~·· .. .:--<·. : '·; 

~. :" .. · .. ' 

Sistema PTS. 

El siste~a f?TS~ÓatJl'iz~ ~I transporte y(concomitante fosforilación yectorial 
de varios carbohidratci's\y' ciertos :alcoholes en ,bacterias, .Lª. cascadá de 
'transfosforilacióo;qüecOnstituye este sistema se inicia 'a partfr de un intermediario 
de la vía de la glucoli~is/e(fosfóen01piruvato(8EP), · qÜe actlÍa C()mo do~ádor de 
su grupo fosfato~'e1 cuál'a'sú. ¡Jez:c5sé'trarlsfieré'a:Já-,naniada',enzirrialy·.·ésta lo 
cede a la enzimaHpr.·Estds son los dos cornpónéritesfaené'ralés'Óel sistema que 
se usan en ;losipriíl1'é'ros''pasos·ciel:transp0rte\dé,;cüalquiedcarbohidrafó de los 
denominadós';prsSUna~iíéz•._tosfori1adfi.:.~p~8f>r:'.cedeisU'i9~upo~fo~fai~·a>una 
proteína•integra1cieirnemi5raiia·(caihóhiarat6".esp'ecítica)~8e'nornina'ciacómponente 
11•zúcar. yáseá,8irectarpe¡nte6_foedia'nielina:''ér1zima's61H61e:v1ambié'ncarbohidrató· 

especí~~~sÍ¡~~~rr:~:rr~~Tl~~{R_b~~~~f~·ajJi)1~~iW~:~2~¡"v~f ~~~~:~;~~¡_~~ti~"·8~¿terias 
fermentat1yas;/ pero ;:apare.ntemente:>'e~ta•. '.l1rn_1tado';ta ;aquejlos;;organ1smos ; que 
fermenta ñ; gltióo'sa\ppr;\lal'\I ía: Emtlden'." Meyerb°of ~F'arnasf(E~p)\;E$té /sistema 
ofrece _importantésvénta]as aJós'()rgánismos'qúé realizan 'gldéólisis"áñaerólJica, 
ya que proveé un \enlace· 'cercano,' eritré{el ;transpórte~ de\ un1;azlicár • y ·.su 
subsecuente ni_etábolismo:·Aderriás; cuando hayHmitaciÓn.'de energía, el sistema 
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El PEP es dos veces más energético que el ATP (LlGº de hidrólisis de 
cerca de 14 kcal/mol comparado con 7.5 kcal/mol para el ATP). El sistema PTS 
tiene un potencial teórico para acumular su sustrato en un exceso de 106 veces 
contra un gradiente de concentración.de tal modo que ur1 azúcar transportable 
que se encuentre en el medio a una concentración de 0.1.,:JM,se:puedeacúmular. 
en el citoplasma de la bacteria a uná'cÓnceniraCiórt'de\10.o"mMYEi'aiúCarquéda 
atrapado en el interior en una forma'Jósfcírí1aail"ciu~·nci'IJ'ue.de:salir;a·rrienos qúe 
ocurra una hidrólisis del éster fosforilo'. E(PEPes pontanto;'el'más'en~ri:iéticóde · 
los sistemas de transporte y permite.lélrli'ás"~fectiva·~cüníüla6i6n c()mp.aradó co.n · 
ATP o permeasas simporte de cationes';(5)'.> ·,,; ·, : /<:'X."~:·:/~~:::'.;;'<·' .. :;• (. 

El mecanismo detallado po(el c'uá1:'.1as;peÍmeásas'tr:s tráílspohan su 
azúcar a través de la membrana· y lo' fosforilan·nc/se/C:ooocé:'· setprópóne que 
funcionan por un mecanismo tipo acafréador ·con~\~nzimas. fosfóíiladoras · 
(elementos llA y 118) unidas al componente transportador (llC";):;Se 'pie~sa'que,el 
elemento integrado en membrana llC es un poro controlado'pór'p6tenciaJeléct~ico 
que se puede abrir o cerrar dependiendo de las éoridiciónés fisiológicas (6). · 

Transporte de glucosa. 

El transporte de glucosa es uno de los mas estudiados eri.Escherichia coli 
y Salmone/la typhimuríum. En este caso, el C:ompoíl'ente llG'~. enconjúrición con 
el componente 11 IGlc constituyen la principal permeasa específica para glucosa. La 
permeasa de glucosa cataliza sim ultáneámente el transporte y· fosforilación de 
la glucosa y del análogo no metabolizable o:~metil glw:fopiranósido. Además,. la 
glucosa puede ser transportada vía el sistema PTS'i:de mánosa-(llMª"). La 
fosforilación del carbohidrato está acoplada a su franslócaéión.'.a través de la. 
membrana y la energía para este proceso la provee el.intermediario glicolítico 
fosfoenolpiruvato (PEP) (4). · · · · 

Genotipos y fenotipos de PTS. 

En Escherichia coli, los genes que codifican para lasenzimas 1. (ptsl); HPr 
(ptsH) y lllG1º (crr) se encuentran ligados en el cromosoma formando un operón 
(11). El gene ptsG que codifica para la proteína llGlc se encuentráén otro locus. 

Mutantes en los genes ptsl y ptsH son inca'paceis2 ª~' crecer en 
carbohidratos PTS, mientras que mutantes en los genes~dei"lfüi"pfoteínas 11 y 111 
no crecen en el carbohidrato para el cual són ;.especíticiós; Ya que algunos 
azúcares PTS pueden ser sustrato de mas de una p~oieíña n; niUtaciones en el 
componente 11 de un azúcar específico no necesari~menteprovocan incapacidad 
de asimilar el sustrato. Por otro lado, se'ha-vis!Olqúe íl1iitarítes ptsH pueden 
presentar supresión de su fenotipo si se crecen primefo:erí presencia de fructosa 
o si llevan una mutación denominada fruR.Se'pierísa'.que fruR codifica para un 
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represor de los genes fru entre los que se encuentra el gene fruF, que codifica 
para la proteína FPr o pseudo-HPr; Esta proteína puede reemplazara la proteína 
HPr cuando ésta se expresa constitutivamente por efecto deuna mutación.en el 
gene fruR. · ·· .•• ·. ·.. . .. ·· ·.•.. . .• .•. ; . • , '· ·. : •• .. , 

Los azúcares PTS además .. de que pueden ser trélnsport13dos por méls .de 
un componente 11, :taníbién pÚeden ·ser transportacíóspor sistema~ ~o~_PJS.EI 
ejemplo mas conoddo:es1:e1 .de la glücosá;q9e•püede sertran,ijpórtad~ también 
por la permeasá de galactosa'. Lá· expresión constituti11á dél gene gue codifica 
para esta proteínaYperrnite' qüe 'cepas· mlitiú1tes,por cjéléción ·deptsl:il, eh·· s. 
thyphimurium puedan é:fecer e'n· glÚcosa '(12); . . ·. 

Regulación por PTS. 

Las mutantes ptsHI .no pu~~e~~.~r~'per{é~ ·~.zúc~ÍE?s. PTS y en algunos no
PTS. Los carbohidratos no-P"J".S ··que, no .permiten '.eLCrecjmiento de cepas plsH 1 
mantienen sin embargo una estrecha rela'ción'con'el sistemá PTS; por 16 que se 
les divide en dos clases'(f6). La clasé).'in§luye·a.·;1os.carbohidraic)~ .ri(>-PJS .tales 
como lactosa, manosa;trnéilobio~ay'giiC'erOI qúe 'requieré9:de ú~ ;indlictoF; 'el .cual 
genera !mente es el. c.árooh idratoa· transpobar )'páraactivarJós' geóésjn\i'óltlcrádos 
en este proéeso:'.faedasé''ll 1cóntie·n·étaJ;j¿5~Intermedi~úios'.del'ciclo .. ·de, Krebs. 
(succinato .• málafo/citrato)/:xilOsa; ramílos'a Y .. gálact6sá cúyc,"transporteréquiere 
de la activación\deTgenes'Jrégúiai:JosWi:>or~·e1 •corr{plejoX i rílonofO~fato ·. cíclico.·de 
adenosin¡:¡ yJapróteína'1regÚl,adohi CRP. {AM Pc:CRP):fSi'.bier{esíos a'zúcares no•. 

son trªCiP6oA~~t¿n;íihJIP!st~,s1f !º~~~~~;·~\!~~f~~~,~~+~J~:1aj~~~~ .• r~or·.·las 
proteínas.·'aderíHato ciClasa:'~i:I fl~'~ '(figDrél. 2)'.S'e :sa6e/qu~;,'mUtarítes,en ;RTS .·no 
pueden cre¡cer,eri' cárbóh¡i:Jratós 'no"pys·per.o quf3'°e~te.efeetó'.se,i'eviérte 'cúandO. 
se agrega Afv1P(al'.'óulti\ío'(15);';,lc).~é'uál súgiéfri(c¡'liép;rsesiácinvoluerádo:en .la 
re~ ulacióri. de1,·r11:e1~~i:)tisfuo.d.€l~:~M~.clE.) :~1€lme,'n1,0}9e.co'n,tro¡.~ e's''etcom~ónente 
111 'ºen base·a su;estadó, dé:foi>fpri!ápióh.•§e~ha,n\postulado dos~procesos en la· 
regulación del transporteV'."de~az9care'~r'por,el sistema pJS: t ';' \;' :;·· . . ', 
. a)· l?or; un ,l~dO} la entra.da ·de'.indudór.es .v.ía el sist.em á de trañspOrte de· los 
CarbohidratÓS 'Ciáse i.1 ;:,se~inlÍibe1;por)•la'.fofrna,rJO '.fosforilada:.CJe Já;"eñzifn·a ·11 IGlc 

(exclusión déQnªl.Ípt(:,r));L;,;'~'.?>A.:;/ ,'.t.''~j:K;;fü:~.;;·. i'i:l;.,·t;:;,<~'.' ~~;·;;:'; . .'4,:::s.~c.' .. · · · 
b) .·la :a.aenilato "ciclasase:'activaéen~prnse~cia: de 11 IG'~· fosforilada:;> Por. lo 

tanto, en\mutarífes;pis1i?J31.5fi.o''?añ16as·;·:•lll~~~riosé';puedéJosforilar.'~L6,mismo 
ocurre cuando,·unace'p'a.sBIJestre''Crece,'én pres'enciáde)jncafbóhidrátO,tipd·PTS·. 
debido a que.el·gcüpo"fÓsfato'.Se.,frarisfiéieal•azlícéfr,ylll~.'º.éiuedaeri,súforína no 
fosforilada,;dahdos~ entonces"1a•exclÚsión del indÚcto'r. e. inhibiéióri de actividad 
de la aderiilatoYóiClasa\ >~ :~' ~\; :j~ '~;, ''" < . : . . • ... · '· · · • 

Debldó'áésfa:es!Íechi;rnlaciÓn eQlre;'elfranspÓrte de cárbohidra.tos • PTS 
y no-PTS, es.dif.ícH.Ja·•idehfificációr del fenotipo PTS" ya qlJe la'deficienciaeri. el 
transporte de ún azúcar PTS pUe~e ser cóhipen.sadápcl~ otro transportador u otra 
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proteína que tenga una actividad similar a la !atlante. O bien, un carbohidrato no
PTS, cuyo sistema de transporte mantiene su actividad normal, parece no 
transportarse por efecto de mutacion.es en alguno(s) de los genes del transporte 
PTS. .·,· 

Existen reportesen ta literatúra sobre mutaciones puntuales o deleciones 
de ptsl que . confieren resistencia al antibiótico fosfomicina (27),. por· iO qlle se 
puede identificar el fenotipo PTS- por la adquisición de esta resistencia:y por la 
deficiencia específica para la utilización de azúcares PTS. · 

Vías alternativas para transporte de glucosa. 

Existen varios reportes en la literatura que demuestran que la deficiencia 
para crecer en glucosa de las mutantes Prs· puede ser: restablecida por 
mutaciones en otros loci. Los tres casos más documentados son: · 

a) Mutaciones que afectan la expresión de ga/P. 

Cepas mutantes en la síntesis de la enzima t;•;Hpr, .o;;aíl1bas; pueden 
transportar glucosa por una vía diferente a la del :sisféina{PTS,< cuando la 
permeasa de galactosa (GalP) se expresa constitutivamente.(B, 9). <> · · ·. . 

Por otro lado, Mgl, otro transportadorcie,galaciosa; tiene.también una 
elevada afinidad por glucosa (Kci de 0.2 µt'J1).(2~r.Qe'igU~lf<Jrnié3,.rÍ1utantes en la 
proteína llGrc de. SalmoneUa typhimurium creddas eíí'coné:liÓiones,,de:liíllitá.éión de 
glucosa en .• quimiostato,· pueden·.ha~sporté3.r gitícSsa en'mutarites;·qúe exprésen· · 
constitutivamebje Mg1·(21):ET1 cepas•silvestr~s';;eL'sisteíl1aMgl ·sufre·. Únafuerte 
represión ··catabólica por gluéosah:ior'1.o·;¿f ue·~sié.rn píe sé ¡:iens.ó '.que< $,u·f Unción 
fisiológica éra impófiaílte··en ·el. transporte:de,'gala'ctosa yqúe los,genes'mg/BAC 
se regulabán por mg/D (galS),un represor quése~úbé .á los m.ismós. inductores 
del represor gaJR. (25). Ahora· se sabe{ql.ie',en Eo:'col(.bajó.'cóndiciones de 
limitación de glucosa, la actividad de Mgl puede expresérse:a altos niveles, 
independientemente de la presencia de los iíi'ductores 'para: este' sistema, 
galactosa y fucosa (26). 

~=------" -·-

b) Transporte de glucosa por un.· coriiponente uGrc desacoplado. 
-- -·· '· 

Aunque no parece haber difusión facilitad~ vía la.enzima llGlc, se han 
aislado mutantes 1 IGlc que pueden tr;:Úispor\ar QIÚCOSa en ausencia de fOSfOrilaCiÓn 
dependiente de PTS (10): Se ha propuésfo qué está enzima fúnciona como un 
poro que está cerrado en ausencia de fosforilacióri .pero· que se abre al ser 
fosforilado. Algunas mútaciones en llGrc dan IÚgaí a póros permanentemente 
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abiertos. Además, en ensayos in vitro, esta proteína alterada es incapaz de 
catalizar la fosforilación de la glucosa por una lllG'ºfosforilada (ver Fig. 2). 

e) Transporte de glucosa vía gluconato. 

Muchas enterobacterias contienen la enzima glucosa deshidrogenasa 
(GDH) que transforma a la glucosa en gluconato en el espacio periplásmico, ·La 
apoenzima apoGDH requiere pirroloquinolina quinona '(RO())'.co1110 ·grupo 
prostético, pero solo algunas especies como Klebsiella aer,ogenes tienen una 
holoenzima activa. Otras especies como E. cofi;y}S;' ihyphlf7'1urium no pueden 
sintetizar PQQ pero si producen la apoGDH (13). La'aétividáci·~de'ila :enzifl1a'in 
vitro, se puede restablecer .Por adiciónide •. P,Qg,,a.•,ex!tactos\•:celulárés' ó:á .la 
apoGDH purificada. En• m útarites prs::cie'E.co/i}.sefpueC!éf~enér; c'rec@ientó en 
presencia de glucosa siis'e agréga{¡:>og'alt:ciiltivof}Esiotse'~ciebe á(qUe·. se 
restablece la actividád ·deJ~er:iziajá;y•fao:gÍuCosá·ise'.tl°ahsformátéri.'gldcci11ato ·el 
cual se cataboliza vía la riit~, Entnerpoudorof[(14); Se hari :de.~critó fnutantes 
espontáneas de cepas queho Ílevan ios'genesptsHI qu'e recupeiran's'u'capaéidad 
para crecer en glucosa y qlle tieri~n ·tina Gb.H funcio:na1J14)'. .·.· · · · · 

9 



111. Objetivo general. 

En nuestro laboratorio estamos interesados .en. el conocimiento de los 
mecanismos de canalización del flujo de carbonódá la yía deia glUcólisis y del 
sistema de transporte de ciertos azúcares PTShy éómo püede ser c~n~lizado. 
hacia otras vías biosintéticas en la bacterfa ES,c~{3richia'coti!i.' < ; .:,; .. ; : • : . 

En este sentido, el objetivo general de. lá: pres'ente tésis:es 1el .~titenE!r y 
caracterizar cepas mutantes en el. sistema de transpOrte'.de;ázúcareis:prs.<en 
particular glucosa, que no requieran fosfoenolpirüvafoipára el transp8rté de este 
azúcar con el fin de polarizar el flujo de cá:rtiorio hada·cierfasvíás biosihtéticas; 

. ·.· . . }n.·. ·~._:. 
, '':i<·-·=-->,c' 

IV. Objetivos particulares. i-'•'. 

- Obtener mutantes Prs· por deleción del. ()IJ'erÓ~ pt~Hl6rr,S~st'iiu~~r"lci():;;este por 
un gene de resistencia a kanamicina (Kr;nl,-'; ; ~ } · } ':'''•)!gj ~{' /( ·~ '. · ·· 

- Seleccionar mutantes espontánea~ ~~paryir-·de'.f¡)L6~p~JX(pts8'f'c;r):: KÍliR; por 
crecimiento en cultivo de·:flújO}contínuO, ... que.p'üedántcrecer~eri~glucosacomo 
fuente de carbono. <:.' ··· .. ~ · ; { (;:.\ "· · 

- Caracterizar.fisio)ógicarhen~é ·_1?s 'cepás• co_iístruk:ías;en-.C'uaílt6.a·sü biomasa .. y. 
velocidad .de creCim iehfo~ \' ' ' '• ' ' •. } : ' ., ' ~' ' ,' ' ; > ; > 

- En las cepas obtenidas, evalu~r su capacidad para sobreprOducir aminoácidos 
aromáticos. · · · · 
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V. Material y Métodos. 

Cepas. 
JM101 (supE, thi, .ó.(/ac-proAB), [F', traD36, proAB, /aclq Z.ó.M15] (17). 

TP2811 (F', xyl, argH1, lacX74, aros: ilvA, D.(ptsH, ptsl, crr)::KmR) (19). 
CGSC6902 (F·, ihis, /eu, ílvA, t.lac, mg!P, ga/P::Tn10, TcR) (B. J. 
Bachmann). . ·· . · 
JT247 (MC4100 ga/E::/acZJF' gar, t.ga/R::CmR) (28). 
AG701 {JT247 ga/S::Tn10) (28). . 

Métodos. 

Transducción mediada por P1 

Los protocolos para titulación y transducción con P1 utilizados fúeron los 
reportados por Silhavy (18). 

Determinación de fenotipo pts". 

Se determinaron diferentes características como resistenci~a t8sfomicina 
(Fm) (19), crecimiento en diferentes azúcares ~"fS(glUcosa, mariosa'y fructosa) 
y azúcares clase 1 (glicerol, lactosa y maltosa) y cl,ase;I' (gala,ctosa):Jódosdos 
carbohidratos se usaron como fuente de carbono· en medió M~cConkey (Mck) 
para eliminar problemas de identificación· de la deficiendá debidÓ al hecho .de que 
PTS interviene en la regulación de diferentes procesós en lacéluia~:En 'el caso de 
Fm se usó el medio LB (20). · · · · ' ·' · · · · · 

Construcción de la mutante pts· (PB11). 

A la cepa JM101 se le transfirió el genotipo pts· utilizando úri lisado del 
bacteriofago P1 preparado de la cepa TP2811. Se seleócicínó una cepa KmR y se 
corroboró el fenotipo G1c· por medio de cajas conteniendo medio,Mac Conkey agar 
base, glucosa, y kanamicina (Mck-glc~Km) (38). · ·.· 

Se usó el fermentador Multigen :(New.Brunswick Scientific Co.) con una 
jarra para flujo continuo de 2 ['.,Se manejó éon J .3· l de M9 suplementado con 
glucosa (2 g/L) y Km (30 µgÍml). El inóculo se' preparó con la cepa PB11 crecida 
en dos cajas de medio LuÍia~~m eón tapiz cÓnfluente. Este tapete de células se 
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resuspendió en 1 O mi de medio M9 y se. agregó al ferm.entador. Las condiciones 
de crecimiento fueron: 1 wm (volúmen de aire porvolúmen de medio por minuto), 
37"C, 600 rpm, el pH se mantuvo en 7.0 con hidróxido de amonio 50/'lo: El cultivo 
se dejó crecer hasta que las éelulas alcanzaron Játásé estációpariá y)3ntonces 
se empezó a lavar a diferentes tásas.de:cjilupión (0.08,;.0-:11:; o.5;;o:s;·o:7, 0:75 y · 
0.8). El flujo correspondiente'á cada ias'a 'de'dHú.ción se:mantuvo·p()rálmenos· 
tres tiempos de retención o hasta comprobar que la densidad ópticaaél cultivo no 
disminuía. En cada cambio de flujo, se tomó una m uestrá y se platé~'.er(caj;i¡S de . 
Mck-glc-Km para aislar colonias rojas. De estas, se seleccicináfon·dos colonias 
rojas de cada punto y se determinó su fenotipo. 

Curvas para determinar velocidad de crecimiento. 

Todas las curvas de crecimiento se realizaron usando como inóculo el 5% 
de un cultivo crecido toda la noche en medio Luria y lavado con sales M9 . .Los 
cultivos se realizaron en matraces de 125 mi con 20 mi de M9 con glucosa y el 
antibiótico apropiado. Se incubaron a 37ºC y 300 rpm. Se determinó la densidad 
óptica por fotocolorimetría en unidades Klett. 

Enriquecimiento de una mutante Prs· G1c•. 

Se hizo una fermentación en las mismas condiciones.que las mencionadas 
en la sección de selección de mutantes Prs· Glc• por cultivo contínuo i¡ se 
tomaron muestras en tres puntos de la curva de crecimieotocorrespórídiéntes al 
inicio de la fase logarítmica, en fase tardía y en fase, estacionaria; De estas 
muestras se usaron como inóculos 10 µI para matraces de'12s 111Jpon 20 mi de 
medio M9 con glucosa. Se hicieron curvas de crecimienfo tomandoccimO inóculo 
para el siguiente matráz Ja última lectura obtenida; Dél .Ultimo ptintode·cacia curva 
se determinó el porcentaje de colonias rojas en medio Mck:glc háciendo las 
diluciones apropiadas para tener entre 100 y 200 colonias por caja.• . . . . 

Determinación de aminoácidos aromáticos. 

La cuantificación de aminoácidos aromáticos fue realizada en la Compañía 
Genencor lnt. por la técnica de HPLC. · · · 

Cuantificación de gluconato. 

Esta determinación se llevó a cabo con el ensayo comercial para 
cuantificación de gluconato de la Compañía Boehringer Mannheim; Cat. No. 428 
191. 
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VI. Resultados. 

i) Estrategia para desviar el flujo de carbono de glucólisis en cepas que 
utilicen glucosa por una vía alternativa a PTS. 

Construcción de la cepa mutante Prs· (PB11). 

Para obtener una cepa capaz de transportar glucosa utilizando una ruta 
metabólica diferente a la del sistema PTS, se deletó el operón pts de una cepa 
con genotipo conocido. Para ello se transdujo a la cepa JM101 la deleció~ ó{ptsHc 
1, crr)kan contenida en la cepa TP2811, medianté. el:;bact(Úiofago\;F't: Se 
seleccionaron colonias resistentes a kanamicina y sé c'oiitrasel~cciqnaron 'Coló~ias 
blancas en medio Mac Ccínkey suplementado con glucosa y Kni' (Mé:k~glcl~m).·oe 
este modo se obtuvo la cepa mutante PB11 ll(ptsH, ptsl, cátKm~.a'láque se le 
determinó el fenotipo PTS. Esta cepa es resistente a kanamicina yJosfóriiiCina no · 
puede utilizar azúcares PTS y crece en carbohidratos clase 1 y IL Losresu.ltaaos 
se muestran en la tabla 2. · 

Obtención y caracterización de cepas pts·, Glc•. 

En la literatura se reporta que las mutantes pts· tienen un)iempo de 
duplicación de entre 10 y 20 horas y que en medio mínimo con glucosa como 
única fuente de carbono se generan mutantes espontáneas que pueden usár este 
azúcar por una vía diferente a PTS (14). Estas mutantes tienen velocidades de 
crecimiento (µ)similares a las de la cepa silvestre. También sé ha reportado que 
diferentes mutaciones producen un fenotipo pts·:G1c• (14,';21Y22); Esfos datos 
sugirieron que posiblemente púdiera ha.ber·.diferénciasen, las:vel.oÓida,cjes .. de 
crecimiento de .una y otra mutante dep~ndier¡do de'.lá fáóili8ad 00'11 qde puedan 
transportar .. la. g!u?ósay:: •'; :;'j//\.·.h, · ' i .~···' '···· '.¿·· } t~>.• l~.:¿;'., ;: \·· 

Por tal.razon;se,.de.c1d1.o~éiceru~·cult1vo.cont1nuo,e~e.I que se vano 1.a tasa 
de dilución éfel.m.edio ciécUltivopara,pe/111itir la s,e,leccióridé:diférentes 'mutantes 
de acuerdo.a s'ú lielócidáci''cié'crecimiénto .• >'>':ro ·.y/ :: ...•. i .:·· ''<<< 

Para.fines b.ioteqn'ológiqpsl só l,o,son· acept~~lés,en pririgjpit?-y'elocidades de 

~~~~i~~eg~%'¡~~~~9B~L~~~~%~~t~~~·~s~~H:!M~k1e~i~%~t~~~q·~~tW~{~(;~:~·-
m ínimá reqúeridá ysefué aiime'nta"nd'o has.ta llegái'a'lá·velocidáci'correspOndiente 
a la de la éepa/silyesfre;:-~n .·este(cá's'o JM10,1 '(ÍÍ ;;,:'0.83):: [á;óur\.f á ·del cultivo 
continuo de.1a:ps1,1:·sé:.inuestra.elilaJigúrn.:3: ·:> :';,;;+ ,¡,:,:y ·'.< .:: · 

La feimentaci.ó~'fardó más 'de 2ob hrs y se platearon rñuestrai, en~éajas de 
Mck-glc-Knr en. cada·. cámbio. delá tasa de diluéión: Aparecieron colonias rojas 
desde que se iniéió el cultivo contínuO . . .... 
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Se tomaron dos colonias de cada una de las diluciones 0.4, 0.6, y 0.8 
{Cols .. 4, 10, 32, 40, 99 y 103 respectivamente) para determinar si había 
diferencias en las velocidades de crecimiento depeqdiendo del flujo con que 
fueron seleccionadas.~ Las curvas. de. cíecirriiento ~e múesfran en". l_a · figu rá 4. ··. 

Efectivá!TlériteY;existen_•·C:fiferen,tes~yelocidades;cie.:Crecimient6' entre las ' 
diferentes colonia~ aislác:la~: De'fodas .. ésias;'se::escogieroíl una' dé'menory ·una· 
de similar\ieléíé:idaci.decrecimie'nfo·con:íespecto á.:1a;:Jfv1101 ~: \ .: :'.;;¡; ¿ .. ·· 

.oé.esfasdós·cepás•qLie 'se cien6minaíon_·psj 2 (ínenor.·µ).ypsfa :(mayor 
µ l, ·se hicieron .. t errnénta ófo'~es paíái:léterm iQarJUt e8otipo · {tati1á2 ))ve1ócidád d,e 
crecim ientoy. tiempé:J'de ·di:Jplicación~{tabla • 3 )°.·. Córn'O séiplied~'',observa r; ;ám bas · 
cepas' difieren' en'Ú'e'sí':en':su)ie10éidad dé crecimie0fo'percí no !eri •sú f én'otipo. 

.. . >:--: ~ -- ._·-;_,~_,_:, r.<;> \. .. ·>.-< ;~o.-.<,. <-i-/ .'\:{·. '.'.::~: . ,.:::;. , .· ~{<·: ,;' ~ ~-:_ -·· . 

Tabla 2. Fenotipos de I~~ Cepa~ 6~nstiuidás;'! {-).'.'no;~;re~e.''_(+) ~¡ b~ebe, {R) · 
resistente y {S) sensible. · .'. · .. { \'. ,\· 

Cepa 

JM101 

TP2811 

PB11 

4Glc•= PB12 

10Glc• 

32Glc• 

40Glc• 

99Glc• 
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Figure 4. Curvas de crecimiento de diferentes mutantes PTS- Glc + obtenidas 
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Tabla 3. Velocidades de crecimiento y tiempos de duplicación de las cepas pts· 
Glc• seleccionadas en cultivo continuo. 

Cepa Velocidad de crecimiento Tiempo de duplicación T, 
;.(µ)' (h) 

JM101 0.83 

PB12 1.64 

PB13 1.01 

''::_";':· 

Utilización de azúcares PTS y no·PHY'in'~rcaé:lores, 

Se montaron las condiciones p~i~ p·¿dét determinar de forrna sencilla los 
fenotipos relevantes para las mutanieScOnstruidas. Las condiciones Usadas para 
este fin se indican en la sección dé ,Métodos'y los resultados se·encúenfran 
en listados en la tabla 2. . .:;, > / . . • •. · · · ... ·. ·.·.•. .·· ... · .. · · .• · 

Los resultados muestran que las cepas tienen los fenotipos esperados. Esto 
es, todas aquellas cepas qué tieneñ u ria deleción del:opéroíl·.Ofo nó crecén 'en 
azúcares PTS pero si puecjen~rnétabói'izár;{i::arboÍ-Íidratos;de-/,las~cJáses'Í y··ll, 
adquieren resistencia a fosfoh1iciná.y'ka'náfríiciná.fE11'éicaso·cie;Jas··cepás PTS
que pueden utilizar glucosa confo fuen'iefcie;ca'rborío;·eJfenótipÓesel'rnisrrío·que 
las anteriores a excepción de Ja.glucosa,. lo cual indica que Ja glucosa debe<ser 
transportada por una vía diferente a ladel sistemaWTS; · 

ii) Caracterización de las cepas pts· G1c•. 

Transferencia del fenotipo G1c• a un fondo PTS". 

Cabía la posibilidad de que las cepas PB 12 y 13. tuvieran una mutación en 
un solo gene y este pudiera ser transferidoáunfondo pJS-por transducción con 
el fago P1 y de este modo se tendría.un feñotipo PT~:r, GJc•, sin.recurrir al qultivo 
continuo y con la certeza de obtener:precisame'nte I? ll"lutánte deseada Yno Una ... 
variedad de mutantes .....•.. ,. ~ ··- ·;; tf?, ;,¡,;t;.~;+-·~~-. ~oc-;--~??".''•'~'""T ~7 •' - · · · 

Se trató de.tran~duCir.con P1 a.·Ja';PB1 .1 us'aricio'·com'o cépas'donadoras a 
PB12 y PB13 y ver si esta'podía eÍJtói1ces'tránspÓrtar'glucos~(selec6ionando Jás .. · 
transductaíltes enm édio.'rn ínimo' con?glúcosa: Estas•traílsducciO'nes· se~ h iCieron 
por Jo menos seis.veces; Se '.usó cOmo éoritf'or la'cepa JM1ÓJideterminando'qUe ·, 
se convirtiera en PTS-. Eri'to,d~s· !Os ·casos, sólo" s~ obtuvo la JM 1q1 pTS\ KmR 
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pero nunca se encontró una derivada de la cepa PB11 que pudiera crecer en 
glucosa como fuente de carbono. 

Los resultados mostraron que si bien no existieron problemas para la 
transducción, no se pudo transferir el fenotipo que determina la capácidad delas 
cepas PB12 y PB13 para crecer en glucosa. Esto sugirió que realmente este 
fenotipo es resultado de mas de una mutación. 

Identificación del fenotipo Glc•. . . 
. . . 

Se intentó identificar el tipo de mutaciones sufridas por las cepas PB12 y 
PB13 tomando en cuenta los datos reportados en la literatura que indican que por 
lo menos hay tres posibilidades de transporte de' glucosa 'en cepas PTs·. 

a) por la permeasa de galactosa; . .: · · 
b) por la vía de gluconato y ' . . r 
c) por un componente 11G1c desacoplado. 

"·e::·. "':'; 

a) Para verU~á eventual participaCiónde Já'pe'rmeasá'cie'galáétosa (ga!P), 
se deci.dió. inaétivar el gehe,'de .·esÚúperníeasa :'en qa8 cepás' PB 12 y PB 13 ·.e 
identifiéar. eLféQÓtipo fésÚllaf'lte : P,ara'éste fin' se'.tráosdUjeron ~las cepí:ls P B 12 y 
PB13 ·con\él tág6;Pt':de:·1a•cepá CGSC6902 '(gá1p::TríJ67STé~).fas.'c.uáles ·se 
denominaron PB12P.ípPB.faPJréspeéfiv~m~íí'ie~'.DiFestas,5_et1ii::ieróri··curvas de 
crecimiéntéí pará determinar si pÓdíánúeé::er'én medio mínimo eón glucosa (figura 
s). >- ~::··:. · ;:-~:; i:-': _;·.::~~~--~:5~~~::: ~:- -~:~r~~-/l;~?'{:: ;;\{'¡~ -:.~~~?>~- ~::~.:-:~: --~·>t'.t;~:~;'.~:~--:~~;?:~:;·. ;~.:>r_: {}:~:r :~~'.~;~L~t;;; ?-::f~;i~'.:~ij~~:-~, ~- .:.~;-:: ·- __ -___ _ 

Los résultadós·'·demostrafon·.··qúé aí'}basc.epas:perdier.on::1a;c9pacidad de 
crecer en .estelme'i:lio;''i'.lo::C¡úe:sugirió:qúei"en·:·alllbós~casos·:'el"'iransportaaor·.de 
galactosa estábá;)nvólucri:idÓ:'~ Enf efecto;i sii esta .'proteína ;nci'.está presehtei· .las 
células'rio ·son'. qapa'ces de}rar)sporta(g[úcosá;A~íl (;~riest~sdafos;·bc5 se-podía . 
concluirº. que'. ambás 'Cep'ás füeran'.la'riiisrila ,·ya que)ieirien\velocidades de 
crecimiento claraménte:difére'nteS:': :\ >;.•. .;. ''::· ',;•1; •' . • .• ' < '' .. · . 

'',"·~ :.'.'~,-,:~' ;" • :<-~>,· e-_;= _,._>j• •" _ • :·:~-.. ~(.~::·::> ; ;\ 
b). Para\detern'íiiiar{si'algu~a'.-de.;estás. cepas 'transporta glucohato se 

cuantificó este.cornpuestcí a partir cie'cultiVos,en fase estáCionaria (tablá 4). Para 
este experimento sé. utilizó el 'ensayo comercial pára. cuantificación de gl u conato 
(BoehringerMannf'ieim; cat.428191)/ . ... . ... . 
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Tabla 4. Producción de gluconato en diferentes cepas. 

Cepa gluconato 
(µg/ml) 

PB12 0.00 

PB12P 0.00 

PB13 9.17 

PB13P 4.54 

Los resultados muestran que la PB12 no produce gluconato y que en Ja 
PB13 si se encuentra presente· este compuesto ... Si ·bien la· PB13P·.·.no ··creció 
durante el tiempo registrado, el cultivo había crecido'a Jas·24 horasy tenían 
aproximadamente la mitad de é:oncnetráción de gluconato con respecto a su 
progenitora. · ·· · · · · · · ·· 

. . 
.,. ,_. 

c) Se descartó la posibilidad de que fueran mutantes'{def:tipo del 
componente 11ª10 desacoplado puesto que en esté caso, la inactivación del gene 
gal? no d2bería afectar el fenotipo de utilización de glucos'á.: ·· · · 

Identificación del fenotipo ga/P+ 
,- '. 

Una vez determinado que la permeasa de g~lactosa está involucrada en 
la utilización de glucosa en las cepas mutantes, se intentó identificar l,a razón por 
la cual GalP está presente en condiciones en las que no; se· enclJentra 
normalmente. Al menos dos de las posibilidades pára'.,que:sé diera tal efecto 
serían: · ;·· ,_ '.·'~·-<· ·~i' ' 

a} El o los represores del.regu1Ón-.ga1no són 'túnciÓnales 
b} CRP es funcional aún eri auséncia,df ~M~c· ·· .-.. 

a)~n • uó~,c~pa,;_$i'1J_é~tr~-dP~ci~Ad¿;¡~6}'91J2Ós~. G~if~gJ1Ón •. de gal· está 
reprimido yrio seéxpresári lás í:frofeínas'neeésariás'páfa transportar y111etabolizar' 
la galactosa/'~ff~J·d_as8::deilas:·c-e'pas•¡:)Bj2 y·¡:is_13 püdiera'serquii'el represor 
de gal (gaiR);c. el_isorrepresof! (ga'IS) o áif,íbos;.estÚviéran ináctilÍOS;Q bien; que el 
operón seéxprese coñstitútivarriente. En' am_bos casosr•la'permeasa ,de galactosa 
estaría presente'aún-.cúándÓ'.la-fuerite de carlJóno•túera glúcosa;~ Si estefuese el· 
caso, al inactivas .. )Os represores· del' regÍJJóri eri'.)a .PB 11 /probablemente se 
tendría un fenótipO Glc+; ·7 < · •. >- ,. ·.· · .. · ... · ' · · · - ·-.••....... •·.·. 

Por tal razóri sé transdujo la Cepa PB11 con P1 d~· las c~bas JT237 
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(ga/R::CmR) y AG701 (ga/S::Tn10, TcR). Las cepas obtenidas se denominaron NF1 
(PB11 ga!R"), NF4 (PB11 ga/Sº) y NF5 (PB11 ga!R", ga/S"). El fenotipo de estas 
cepas se indica en la tabla 5. Lo.s rnsultados mostraron que GalS no está 
involucrada en el .fenotipo GJc•Fpero .al paíeéer GalR.sí permit(;J.lél entrada de ' 
glucosa en menor proporciórj q'úe las cepas PB12 y ~813 der}otadc/por un tono . 
rosa de las colonias crecidas en Mcit:g1c~Km: sU:lstas co.loniás'sé crecían durante 
dos días, tanto la cepa, Nc1,;'c,6rr\é) .• ¡a)';¡Es ;',daban'. col.cí(frójO:j:corno.'el que · 
presentan las cepas .PB12 ~y~ps·13. :Se;:decidió:·entOh~es.·:hac:Sr:;'curyas,'.de ·· 
crecimiento de estas. cepás .. :pádO' qlí'é tár.dá~oíí)'_mas: tieili'¡)():•:e·n ::-Obtener la' .• ' 
coloración en Mck, •pro6ablem'e'nté;:·en 1 nfed.iofm'ínim·o t~rdarfah;;mas•qúe .. ·•,Jas 
progenitoras en crecer,', por;iocU'al setomafo,n Jeéturaspor'.:°perícidos rrfr~slargos.··' 

Los re~llt~~0~1s~~6·~d~-~~~~g~{~~i~~~6Pc~~:j"·~1bf}~'.~:·:g§~·~-~'.;;~~·i:~~~ti~i~~Ja 
permeasa de galactci~~ e'iÍp?éseocii{de·g1tié8sácórñó fúe6té'.i:Jécarbono'.también ; 
se determinó que· .. · éste'ffenq!iPC)Xn?};se;;;td~.~e:·;~··~fií~taci6des}.e1:i';i[e1.· ·.repr~sor\ o 
isorrepresor del sistema:'Qaoe e·ntoncés Ja posibiligªd dé tjüe la altéraóión sea· a •· 
otro nivel del regulón'de;gála'C!ós~:~~t.'•·;,:; _,,.,;¡:,:< · (/' '.';;.: ('%':.<, .. ·'?';;, .. : .... · ... 

Postma · · (32JHrep'.oita°iqüe~;1a\C:Jéfióiencia':en?uiilización~de'Y&ar·~ohidratos 
clase 11 producida pcír·uh;fenotipoPTS",puede/éstati'Jecerse.poradidórraLmeélio 
de cultivo de AM~c o"cuaf1déSise;:i.itiliza úh c¡:¡P!qué:nÜ\re.qúleredé•,t:.;MPÓpara 
activar, con lo ;cual sé~ inClúcen; aqúellas•.re'gíones regiílafofiás'controladas por 
represión· .. catá~ó_ljca1;yx~e{p~hn7ie{Jái.expresion'éle't>gefiés'{invoJQcracfos;én ,el'' 
transporte y utlizaciórí:de'losazúcares cláse'.JJ;Pudieráser que.si s'e'añáde AMPc 
al medio de)as)nutant~s sé,p()drfa.deteriniriar si'e'ste cornpuesfoesta: involucraao 
en el fenotipo GJc•,;.o e,s'idependiente''dé'CRP/f~,J~:' { +:· •. ·. · ~· ' ' ·~·•·.····•·• > .. · 

Por.tal razón_se'crecieron' las'nfotá.nteséonstrúidaséii éajas·cie'medió Mck~ 
glc con AMPc'sbOµM!· En'. la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos: 
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Tabla 5. Crecimiento en glucosa y glucosa con AMPc. 

Cepa 

JM101 

PB11 

PB12 

' ,,..,,.··· .· :-·:·~~.' - ,-.::.:::· . _ _,. 
- -¡:_-,· •. 

Los resultados muestran.que ,A.MPc'no,'está invólucrad()'.'el1 estefeií'otipo 
puesto que no hubo alteraciones en el C:ompcírtamie'rito'de lás cepas.··•.···· .'. ·. 

·.·,~-~:_,.·-~ ·{·,<"~· .. ;-,. "{!'.._.:,_-._<-:;,º: 
(~-', ". ~2-'.'_ ;~ ·0'·:"-CC·.· ,.'}~< -~~--~'.~, ~~'._,.~>::\,-. 

Transferencia del fen~tipo§-réJ,u;r<i~n~J'.~ts·,rg~~-;-> , 

La cepa Prs·. con:,el,~¿~~iJ~,~·[~t~t;~~·~i.~b (~~1.·):;pu~'de'Üt·i,li~af'glucosa 
a una velocidad muy baja; ro cú'al~ügiere}i'lie ¡j'róbableíneh'té'ésta)Udieráser una 
de las mutaciones •involUórada,s:en~·ei\tedótip0:(31c\~lSi:'esté\fenptipo··estuviera 
determinado por solo d6sjriUtá.cíOnesty;;1áYél'usencia':de·G8.iR)ueráyn'a :de ellas, 
al transducir la,cepa)NF1{coh:elfago.•,J?1i8e:la'PB1'2o:ps13pudi~ra otiténerse 
una cepaPTS\ Glc•:ts~,lleiia},on'.a'cabd'esíasfransdtiéC:cioríesy''se deterrninó si 
las nuevas ci;paspre'seií'í'a8a'n l~n fenoiipó sinÍ i,lar 'al. de las cepas' '()btériidás por 
cultivo co'ntípúo\•.Lo"S''resultadosYlllo'straron ... qUe.fas .. CepaS1:trárisducidas.·se 
comportaíéin\comolalé:'epáiNf1;•Dé·.estos.datos sepodríáinté'rírquéiobien;.1a· 
mutación ga/f!:; i)o~esfáifrlólÚcrada eíl eí'fe~otipOo' ql.Je·a-defTiás~de.esta-mutación 
hay más de. dé:is~.m utáC:iónesi q uei·no 'púeden ser transferidas.en un m isino. evento 
de transduqqissn\};D<~~ (tf!LT\;; {:{ '\,: ( . . . . ... · .. · · . . .. .· > > ·•·· · 

El identificar,las 111utaciones presentes en las cepas PB12 y PB13 sería 
motivo de uri fraoajo','lllas.:detallado y para los fines con que fue diseñado este 
proyecto:rio era indis'pensable reálizarlo: . 
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Reproducibilidad del método de obtención de mutantes espontáneas por 
cultivo continuo. 

En tanto no se conozca el genotipo de las mutantes PTS- Glc• se requerirá 
de la elaboración de un cultivo continuo para obtener el fenotipo Glc• en la cepa 
de interés. Para asegurar que los resultados obtenidos en este trabajo son 
reproducibles en otras cepas de E. coli se construyeron derivadas similares a las 
obtenidas con la JM101. 
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Se usaron como cepas progenitoras la KDK1 y la P8103 (Genencor lnt., 
USA). A partir de estas se construyeron sus derivadas PTS' por deleción del 
operón pts y se obtuvieron las cepas KDK11 y NF6. respectivamerte .. Se 
seleccionaron• mutantes\espontánáas·'Glc•=en·culti.vo• coritinuobajo las ·misinas. 
condicióries queipa'ra la cepa PB1 f Erí. ambos casos sé obtUvie¡ron 1resultados 
similares a los· de la cepa JM101 y sus derivadas como se múestra én lasfiguras. 
7 y 8. Esto es, cepas con diferentes velocidades de crecimiento:< ·' · · 

También se repitió el cultivo continuo de la PBH en tres ocasiones 
diferentes bajo las mismas condiciones que el primero y en todos los caso's se 
obtuvieron resultados similares a los iniciales. -· · 

Porcentaje de aparición de mutantes Glc+. 

Para determinar en qué momento del crecimiento e,.Tipi~zan :a parecer 
mutantes espontáneas de la cepa PB11 que puedan crecer en 'medió rliíniniocon 
glucosa, se hizo una fermentación en las mismas condiciones qUe:léJ.S utilizadas 
para aislar mutantes PTS", Glc• con la diferencia deqUe.sc:iló'se br~deronhasta .· 
fase estacionaria sin llegar a hacer el cultivo contínuo. Se tór1i'ár6n inuesfras a· lo 
largo de la curva de crecimiento y se pliú'earon}diíúciolles'ten\rlllék-glc> · Se 
determinó el punto deaparición y;la proporción;de,coloniasjojas ybl~hcas. Los 
resultados se muestrane6ncla tabla'~6 yfigurc?9;~;~;, ::;:· ?·· 'Ió")•"'} C':. ·.•. · 

::\;>-:,,;: ·<r·t~ ~>,«/:'. ~r:~·- >''~: .-

Tabla 6. Porcentaje'd~:~paric'ión 'de mb~,~~~~·p+§·;,~t1é'apartiÍ:d~;I~ cJ'da
0

~B 11. 
-_ -.- ---~--- -~-·;:·: -~, ~;~;J;·'.: ~;~,~!, ~~ , .. , ,, :>;;:,~.: ~~~:,_:;,::/:~:/ ~~ }~~;~~.\-~~~f }~~.:~_~y~·;.'.::~- :·:;~~;\:-·v;~r.:\~"f:~t?,>7-~ -::~~:~~t'.· .. -· --
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Enriquecimiento de una sola mutante. 

La estrategia del cultivo continuo permitió obtener diversas mutantes Glc• 
pero no fue posible determinar si se podía seleccionar una sola mutante si el 
cultivo hubiese alcanzado la fase estacionaria. Para demostrar siesto súcedía se 
hizo una fermentación en las mismas co.ndiciones;qúe lá acnierior Y:se.toíliaron 
muestras en los puntos indicados en la figura .. 1.0., .• 1,0.,µlide;'esfas.~íliuestras se 
usaron para inocular matraces de 125ml con 2o mldé'medio:Ki19'é6n'g1Uccisicú Se 
hicieron curvas de crecimiento ysetorllárón nüeZiam'eñte'mu~'#tras'para\inopUlar 
matraces en las mismas condicionés qué los prim'erosf Est'e proceso se '(epitió en. 
tres ocasiones, tomando córno•'irí()éu1o;'~cé1ú1as'ae1:cultivci'inriú3dÍató'',ant'erior:'Dé1 
último punto de éadá cúrvá~se detefm in'ó el porcer1Íaje''de'colon ias rcijas én medio 
Mck-glc (ver tabla fy figúra~11s: ·~·.< 't·.:~-.K ·:n .;:S' ·:/('•'< ''. :. , ' .· ·. · 

···,·.,.;~:· -,. ··.:\:-.·:~>-/.- ·.:,: ,. :.-"~... , .. :r~. 
;¡> ,- ; !:·<. -~;;·:?';. ~,~/-

Tabla 7. Porceritaje'.de·colo~ias'rojas al aislar\· uhá sdá mutante: .,._. ..... - - ........ .," . .- ·" '\.~<- \?~(.,·:~. ,., .. -- .,. .. '·-... '. ··-
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En este caso, como en el caso anterior, existe un cierto porcentaje de 
colonias blancas que podrían ser células que dejaron de crecer o bien, que 
crecieron utilizando algún componente producido por aquellas que utilizaron 
glucosa como fuente de carbono. · ·· . • •. . . ... ··. · · ... <· ... ·· ... · ·· · .· •. . . 

Para i~ent.ificar si la~ '!1utantes.así sel~c~ionáda~ so~:'i~éntica:{en ?uanto 
a comportamiento de crec1m1ento y s1 las colonias bl.ancas E)X1stentes aUinal de · 
los cultivos no pueden crecer en medio.minímq: cbn ·"glucósa, se aislaron tres 
colonias blancas y cuatro colonias rojaif del rriatráz. 36. para hacer cúrvas de 
crecimiento de cada una (figura 12) ...... ·. · · 
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Figura 11. Crecimiento de diferentes muestras de un cultivo 
contínuo de PB11 para seleccionar una sola mutante. 
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De los resultados obtenidos se concluyó que las colonias blancas no 
crecieron en glucosa y que las mutantes PTS' Glc• seleccionadas fueron de un 
mismo grupo que correspondió al de menor velocidad de crecimento (0.4), como 
la cepa PB 12. 

Mutantes PTS" Glc+ en la cepa PB103. 

La cepa PB103 ha sido seleccionada en fermentador para la producción de 
compuestos aromáticos tales como fenilalanina y triptofano. Tranformada con 
plásmidos multicopia que contienen los genes que codifican para enzimas 
involucradas en la biosíntesis de estos compuestos, esta cepa· produce· altos 
niveles de triptofano pero no alcanza el máximo teórico calculado., Se planteó 
entonces la posibilidad de aumentar los rendimientos de esta cepa medianté la 
redirección del flujo de carbono para aumentat la disponibilidad de PE¡:;' y de 
eritrosa-4-fosfato (E4P). La hipótesi~eraqúe coñ úna cepa PB103 Prs· Glc• y los 
plásmidos antes mencionados; el:flujo/de carbono se podría dirigir hacia la 
biosíntesis de aminoácidós.aromáticos:'.Poítal razón, se ccinsfruyeroncepas con 
este fenotipo con la estrategia indicada~ en la sección anterior. Los niveles .de 
producción de aminoácidos aromáticos fueron evaluados en dichas rnutarítes: 

iii) Aplicación de las cepas construidas. 

Producción de aminoácidos aromáticos en las cepas NF8 y NF9. 

De las mutantes aisladas por cultivo continuo de la cepa NF6 se 
seleccionaron dos colonias (2 y 22) a las que se denominó. NFS 'y NF9 
respectivamente para hacer estudios de producción de áminoácidos aromáticos. 
Estos experimentos fueron realizados por .el Dr. Alán Berry~ éJ1; la :compañía· 
Genencor lnt. Un resúmen de los resultados obté11idós;se muéstr'a eh las figuras 
13 y 14. ·. .•· ..• > )( ·:i. /\.'. \( "'. ··; .. ·. 

En la figura 15 se ílluéstrá;.un esquema\ de: las•vías:•metabólicas 
involucradas .enlá. producción;de amlnoáciéÍ8s afomáticos:·'Es'.'eitideríte que las 
concentraciones d€J3-deoxiarabinoileptuloso:natN7~fosf§io,(DAÍ:IF?);rarí'tranil.atoe 
indol son clav~s.páralá''pr'odu:c·ción dS: triptofanó§quela'actividad dé.laserfa:imás 
involucradas'.púede?ser:lirn itaílie'.· po'r ;tal ráZón~es··que•se'fransf ~rmaron la's ce'pas 
NFs y NF9con\1os'.'p1ásríiidos'que:.contien:en:1os:9ei-íes.de;1as erízimas1clave de· 
esta vía. E(efe.ct9 ~€) rnLiltic~pi~:del piásiTl)ddperir,iité .. obté11er'.mayOres niveles de 
las enzimas; de tal m·odq que estasno'séa11Hmitántesy que '.'se genéren· y utilicen 
al máxirrioposible los'compüestos •necesarios¡)iúa.:producir triptofáno: . ··.· ·.·•· · · 

En la tablá S se.indican los genes que contienen'cada unode los plÍ:ísrnidos 
utilizados. los resultados;demostraron que se incrementó ell 2.5 veces la 
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Figura 13 Producción de DAHP en diferentes fondos genéticos 
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Figura 14 Producción de triptofano e intermediarios. 
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Figura 15. Vias de síntesis de aminoacidos arornaticos 
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Fenilalanina (PHE) 

tyrB. 
Fenilpiruvato (PPY) 

p-hldroxifenilpiruvato 

tyrBf 
tirosina (TYR) 



Tabla 8. Genes contenidos en los plásmidos necesarios para la producción de 
triptofano. 

Plásmido 

pRWS 

pRWStkt 

pCL101EA 

pBE6 
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VII. Discusión. 

Holms (7), ha calculado el flujo de carbono en las vías metabólicas 
principales de Escherichia coli crecida en medio mínimo. En la figura 1 se muestra 
cómo la célula administra el PEP que se forma en la glucólisis. De esos cálculos 
se desprende que el PEP fÓrmado: a través de ·la. glucólisis, se distribUye 
diferencialmente en 4 vías como se muestra en. la figura 16: · 

3.3% 

16.2% 

66.0% 

· .. 14.5% 

Figura 16. Distribucioll d~. PEP en ('.;§,ti. ( ; . ;; ,, 
El análisik. de· é~to~~-·?M8s;~~~§est~k qÚe~~~i ~se/ciesea','sobreproducir 

aminoácidos aromáticos en éco/i,"i/sn'ecesarió'cónten.der •. coiiel .. hecho .de que 
todas las. vías' metabólicás'.•l1'ani·5ido' diséña\:iás ·:'para,'no sobrepfoduéir estos. 
compuestos y. iin'paso Hi1]itafite¡;és la'.dispoÍÍi.bilidaéLdé:PEP'. ?; ·'>••···•• ·• . . 

En nuestrci'•.lab'orai§Fio''ncishemosTenfocacfo a.1:'pr6blemádeJncremént:ir la 
concent.racióri .de;PEP:disponiblé''pára.6ánálizar1o·haCi~')avía·aebiosíntésis de 
aminoácidos afornátiébs:'Paríieste ti11 'se Óonstw'yéron .cepas' diferentes de· E co/i 
que transpórtan 'glÜc-ósa por uil'a \vía qúe 1[lo ;consuílle P EP ;; Esfa.s cepas ca recen 
del operónpis81úry iíc/p_uedenprecere~'azúcaresciue·t1ti1i?aneste',s:istemá .• para 
su transpof1e,;'/{lpártir' dé¡estas·.:cepa.s;·.,·se.caislélrón Frever,tantes}capac'es •de 
transportaÍglucós~'pcir.vías alternativas al si~t~'rr{áPTS ~o'ndiferé'ntes éfiéiericias. 

La. seleccióñ :; cie''0¿ rrrúiá~tes~'.'.~P.TS~.rcapá'.cé~if:"dej~it{ansportar:tglucosa . 
eficientemente ·5e· 11evcs"a'cáoo'porúnedÍode.ún cultiyó;conürí.uó.6: quimiosíat~ (34) 
diseñado para áislar. mutantesfqüe tuvierairuríitasa;8eicrecimientó' de:a1.rnenos 
un 50% con respecto á la.éepa pro~efi itora\P,Ts+::·f:\qmentando la ta'sa de flujo de 
glucosa en el quimiostafo;. sé iógra'Íon'iselecéiona\: mutantes.··· cori .diferentes 
velocidades de crecimiento: :'.·'. '.; • .. ·...•. • . , " . . .· . .. . 

Resultó de particular irn'pórtari'é:ia la estrategia dise~ada púes con este 
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sistema se lograron obtener diferentes mutantes que de otro modo se hubiesen 
tenido que generar una por una. .. ..·.·. . 

Otra caracter.ísti.ca importante. de esta estrategía es la reproducibilidad que 
muestra. aún en otros tondos genéticos de E. cóH!. lo c[Jal _se dedJostrO utilizando 
cepas mutantes (KDKf y; ~B103)·prop0rcio~ádasj•por-lá.compáñía'Geriené0r, 
lnc. ..•• .• ·;.;•/?{U> )L'T;_~.;.J;ii.)~.;,· :·~ ~:".) <~:·:.··;~. 'X'..!·<''.;r .. O:;;,·· 

El.·.··. crecimienfo.de'• .)as: cep~s·,;m utantes pbtenidas~ por,seJecc1on • · en 
quimiostato, sé enóUéntra. lirn itado:pcír-la -' velocidacrae:transporte' ae glüéosél .. lo · 
cual no. Ocúrre en•ningúna;enterobacter_ia' cle'mán'er1{nafuraf'y•.tiene·relevá'ncia 
porque púedeJacHit'ar elco.6fro1~ciei1os:··procésós·défeímel1tac.ión/Lo\anierior-·se. · 
debe. a·que cúaridó'E(coiíesta_cr13C:fe_ndó a•una'-/elocidádde CF(9ciijíiel)i6 baja/!Os ' 
req uerim'ertos? anal:)c)lié:osf y)cataból iéo's <~e··. ·1as · 1 celÚlas~\sóht c'ubiertos';; por '.el.· 
metabolisíJlci O,xiaativc); sin. e_rnbáígo;'cuándo la)ása'de'C'récim iéntCi~s·'.alta:: E.\co!C . 
reorganiza'sU.'.m'·etabolismoiyiproduCe ácetatCí;p'arafo'enefrá( N~DH. y{A l"_F' (35 ): 
Esto cbnllevaa:urí,proble'ília.ya'qúe1:dependiend6c:lé',la··co'nCeritíációnfel·aóetato . 
puede inhibir él crecimierÍW) célulá'i'. Se h~;propúesto'qüe'1a' produc'dóri.C!e acétató. 
puede dism iriu irsi"se.~red uCenJoáí'eq'ueíimie'nto'sal1abó1 icos po1Jir:ía e6fraciá 1e~ta· 
de glucosa. Es''difícij'.Í:je;, IÓgraf. el,•trarispor:t<~;'dosific~'do:cie;gíucC).s~\debido·a que 
el sistema- PTS"'~s··rnúy: éticierítéjY pe'ím ite la''aéJm u laéión de· gÍucOsá infráC'elülar .. 
con alta ·eficiéríciáfálíricuando,la'.cóílcel]'traciórl'.en}e1AX!eriorseá';fouyib'aja.: Lás · 
mutantes ·.·obtenida'.~,<qúe'.,Utiiiú1r\ ,'(3 al p. p'afafrfánspórta(g lucos1resian·;'Utilizaii do 
un sistema -aé;;ciitüsión i.}aCHitacia;qúefa1c.í'~perÍf1itet1á;¡~acüm ulación icpntra • un ··· .. 
gradiente· de.· óonóentr~'ciqny[P,oritantO; ~ú ·c·reéifoiéj1to .. dé,p~hC:!e de, la}:literencia 
en concentraéi.óñ'.,de gl uciosa·•el<traéeJula[•e•.ih'tracelÜl_a r.;/~ .. ;,~¡.:_ 5 ::">-e·.·. ·.·' :· . 

Se. desconocenJi asta ei_'morn entoJos'gehc)t ip'o's de; las:dife rehteá mutantes· 
obtenidas pero·:-sefcué'rítafoori-algunáí(evidencia~ de lo{ cambios sUfridos.· Los 
resultados <obieni~os;{demuestran,'ql¡'e{la~'perníeasa:~.de(•;,9álactosa; es ·.el 
transportador dé glucosa\'eíl 'to'doáló~ ca'fosestÜdiáC:!os lo éüal 'iodica 'qué.GalP 
se expresa· 60nstitu_fivamente'~~uÍJqLiei's'e'.,dern6sfró que AMP?;Y CRP'no:.están 
aparentemente inv()lucrados en ~I feri'Otipo, 8'1c·.' ),. ;r ;V / i/ Y(-1

'' < .. 
Se sabei:'qü'é,eLrriejór,:sustíafo~·de·Ua.GalP. es'.laigilicosa((36f. En 

condiciones normales'(coh PTSfÚncio[iai); e-sto'notieneimportancia fisiológica, 
especialmeme porq'u~.(¡;:rs_és' f espónsable,',ciefla···,exClusión .. de\ ·.··inoúctor y .. el 
regulón de••galacfosá·•no·.,éstá'indú9idéí,.áú,n·cuahdó·~1a:galactosa··seenóuentra 
presente. eri._el.rnedi(:¡ (3.7) .'Sin''erribar9o> la.deléción; 8e1~opefó11 pfaHl.cri próvoca 
una situación nuev~;'el sistérr\1itprefer.ido'de_tran·sporte'de'''glúcosa,estáausente 
y el efecto.deexclúsión'del iriaupfor,Sei'pierde .. §ajéí~~:sfas éircü'nstanCiás;éüalqüier··· 
mutación .que'exp(es·e-a!'geríe"ga/e; o cualquier. otrO!gene cuYo'~proauctéi'.pueda · 
transporta¡.'glucosá',s,'cie&er.ía,producir:'cé1ü1as;')qúe1puédan ''utilizl:fr'9fücosa:·:.No· 
obstante, el grádó deutilización'é:le''gluécísa dependeráCle'la'e'speéificidad; 81 nivel 
y eficiencia del tí:ahsport'ador... .y: .··.· .. .· ., ; >; / ': ... : ' : Y< ,C . . . ·· · .. ·· 

Las.mútantes'de.scritas en 'este trabajo·.Sé:in diferentesá'las:reportaéiaspór 
Biville, et al. (14).;Esfo n'o se.esperaba yá que ,las cepas llevan la misma deleción 
del operón ptsHlcrr. Una posible explicación al respecto podría deberse a· las 
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ESTA TESIS NO !:~G·f: 
\AUR iE LA Bl~~Uú1L~;, 

condiciones de selección de las mutantes, en particular al hecho de que en todos 
los experimentos el nivel de oxígeno disuelto siempre estuvo controlado y las 
células nunca estuvieron bajo condiciones limitantes de oxígeno. 

Si bien en todas las mutantes estudiadas, GalP es el transportador, debe 
haber otras mutaciones que las hacen .diferentes entre sí, como lo d~muestra'n 
las distintas velocidades. de crecimiento. Upa de estas diferencias podría sér. la 
forma en que se transporta la glucosa en'estas cepas. Una posibilidades que 
GalP por su alta afinidad poíglúcosa; la)r~n'spórtedirectamente al int~rihrcelular 
y dentro la glucocinasa (glk) • la:fosfórile:'La:otra posioilidad es qu( la;'Qluposa· se . 
transforme en gluconatO fuera:'de' lá célula;y entonces se franspOrte á1;interior;. 
Para que esto ocúrriera;·:· deberían '9enerasE; mutaciones: pQO~:tC:cíírio . las' 
reportadas por Biville, .et .al.;perQ'cClnla'diferencia.de que'estas'si'Ütiliz'aran Gal¡:> 
para transportar el azúcar: Cabe la posibilidad de qúe«.3alP tambiér\teng'a afinidad 
por gluconato, lo cual es bastanté pfob'ablé)<yá'"que\se':sab"e{tj'ue'.~stajpernieása 
tiene afinidades diferentes. para' varios 'ázúCare((36):'A\inqüe]e§té'-aiúcar tiene. 
su propio transportador, .una·perrryeasa códíficada'porgfüS-(33)';eh'J)reSencia de 
GalP la eficiencia de transpOrte'es(sensible:rhe~te'.mayo\''qué'•cuarido.ésta. 
permeasa está ausente., Prooableinfote la vélocidai:l'?e trar'\sp_o_ríe;'éJe· glÜconato, 
por su propio transportador, 'esrnüy,ba.ja:y 'pa.1~,i'permiiéé,eleyaf1aj;:'~){:•·•.·••••.· >' 

Por otro lado, al· ig"Ual ¡cfue~las'áep'as de Bivi11é;\1áS,',cepás',Ots\c6nstruidas 
en este trabajo, tienen\1élo'cidáde's muy;bajas:de'crecim iéntó'en 'rrH;Ídio mínimo 
con glucosa, pero des'p.ues•dé':iJn[largo pé.riodo;{súrgér{riiiltantés cfue'.tienen .·un 
crecimiento rápidó,¡p.1gúnas de1a.:s•'coton i~s i:>r eselitíi ron :un(Q=\0~6109 í asimilar a 
la de la· cepa ¡:)rogenitcfra'y.~colór{rojo{en'cajas·.·ae•Mck:g1é.:·ofrás; siri 'eijiGargo, 
presentaron Un'fenotip6' in~siabie y.otras:fueforl'iTiúcoidé,s o'píoaudánicolonias. 

~e¿t~==·~k~~~~r~~fb1~~~~~~i:-~r,~~.fiª~·~~'.~1···~:~;td~~~~~~~-··r:1°:;~:~~1~s·•~o10.ni.as:· 
Las ·diferenéias'é{n'col(iración. y: moíiológí~'-püederí: deberse ádiferentes 

mutaclones~óbte,nidas ':7Se'descartó .1~ pÓsibilidacl'de:~cqnf arninacion; pues éstas. 
diferentes óoloriias ti~rien to(:Jas las carade'dsticas espé rad'as ysC>JO'sé' diferencian 
en la· coloíación;Y;' mort61o'gía•'de:lastc01onfas',; Las~colónias. blancas que 'se 
detectaron a; lo largo:C:Je toda la.curvad~ crecim ientb,' püdieran ser: mutantes que 
no asimilaron glucosa coíi suficieíitevel()cidadpara·p'rodÜcir el cÓlo(rojo:'~'perosi 
pudieran crecer en'. glucosa o ·bien que sé~estúviesentma'nteríiéndopor/utilizar 
compuestos liberados al, medio~por aq ~ellas que} sÍ; utilizan· :este; azúcar .. Los 
resultados demostraron qúe la ;$egunda;op'ción era la más próbable. ' . ' 

,, 7 ;;'. '': • • •. ·~:,, ~ ¡ - O- ' ' , O 1 • < < ' .,, • • ·- : i,:;:·L~; • ', 

.,-,. ';_· __ ., -'--~--·~"'2 .. _. ·" :...·!' .. -~=.: ~·.·--
;::-· 

Sobreproducción de aminoácidos aroín'átiCos. 
_·;·._~·. '.·"(":·~··; ;'."~ ·;,~··-,- . :::.·;:-~.'. 

Los aminoácidos aromáÜcos triptof~no';fenilalanina y,tirosinasonmoléculas 
interesantes desde el púnJci de vista ; indust~ial)ya qu:e se>\coinércializan 
directamente como comple111éntos. aiimentic.ios, o se utilizan para lá síñtésis de 
numerosos productos comerciales tales corñó Aspartamo, indo!,. melanina,• ácido 
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indolacético, colorantes como azúl indigo, etc. (ver figura 17). Sin embargo, como 
se mencionó anteriormente, . para sobreproducir estos compuestos,. ha sido 
necesario rediseñar el metabolismo celular a través de la Ingeniería de vías 
metabólicas. . · ·· .. ·.····' ' >' ·. ··· ... < .· ' ( : i . .· · .. 

En la Compañía Genencor l~t., ···se 'ha , des.arrollado·. urí sistema para 
sobreproducir estos compUestos:•:rnch'o .. desarrollo .. const~,·dé;'cepasprciauctoras 
como PB103 y NF9 construidas eiíeste:trabajo;}'Xplásmidos•qüiüióntienenlos 
genes que codifican para las enzimas importánt.es'párá'sobrepro.dúéiráminóacidos ·' 
aromáticos. Los resultados• .. de'1a·r~2prddúcción;C:le"\~st0s'confpue'stos<'en''1ambas 
cepas demuestran que la' CepaSNér álcaííza'1é,'i m~ximo 'nivel;teÓÍico'.: 2.'5 veces 
mas que 10 obtenido con la cepa ·prodUctora! Estéi"in'élica7que1'etectivarriente se . 
logró redirigir el flujo de éarbon6 porun.'áümerítci'en iá'dispOnibilidadéle'PEP en 
la célula, y un incremento en lá concentración'de.las'e'nzimas' necesarias, ' - -· . . - '' ' . ' - ' , .. ,· , . . . . . ., :·-
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Figura 17. Productos de interés comercial que se pueden obtener por la vía de síntesis 
de aminoácidos aromáticos. 
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