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4CL: 4-cinamoil-CoA ligasa.
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E. coli: Escherichia coli.

g: Gramos.

g/L: gramo por litro.
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RESUMEN

La pinosilvina es un compuesto que tiene efectos benéficos sobre la salud de los
seres humanos, lo que le da gran potencial en la industria farmacéutica. Sin
embargo, la disponibilidad de esta molécula para realizar ensayos clinicos y para
su uso terapéutico esta limitada por la baja productividad de los procesos de
extraccion a partir de sus fuentes naturales. Debido a esto, se ha explorado la
produccion heteréloga de dicha molécula y se ha determinado que el malonil
coenzima A (malonil-CoA) es su precursor limitante. Esto sefiala la necesidad de
desarrollar cepas productoras de pinosilvina con una mayor disponibilidad
intracelular de malonil-CoA. En este trabajo se presenta la aplicacion de dos
estrategias de ingenieria de vias metabdlicas (IVM) disefiadas para disminuir la
expresion del gen fabl, éste codifica para la enzima enoli-ACP-reductasa en
Escherichia coli (E. coli). Esta enzima participa en la biosintesis de acidos
grasos (FAB), que es la unica via que consume malonil-CoA en E. coli. Por lo
que, con estas estrategias se espera aumentar la produccién heteréloga de
pinosilvina. Estas estrategias son independientes y no secuenciales por lo que se

presentan en capitulos separados.

En el capitulo IV se presenta la generacion y caracterizacion de un plasmido
(PA4Km) que expresa un RNA pequeno no codificante disefhado para
bloquear la traduccion del RNA mensajero del gen fabl de E. coli. Con esta

estrategia se alcanz6 una produccion de 0.380 + 0.028 mg/L de pinosilvina.

En el capitulo V se presenta la generacion y caracterizacion de una cepa de E. coli
a la cual se le elimind la regidon intergénica y el hexamero -35 de la region
promotora del gen fabl (W3110A-35fabl::Cm). Con esta cepa se alcanzé un titulo
de produccion de 52.67 + 2.95 mg/L de pinosilvina y un rendimiento de
pinosilvina por gramo de peso celular seco (Ypinoigpes) de 15.01 + 1.10 mg
pinosilvina/gpcs. Este es el mejor Ypinoigoes que se ha reportado en E. coli hasta el
dia de hoy.
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INTRODUCCION

Diferentes microorganismos que se encuentran en la naturaleza pueden
emplearse para producir una amplia variedad de servicios y productos utiles para
el hombre tales como biomateriales, biocombustibles, alimentos, bebidas,
compuestos quimicos, entre otros. Dentro de las células de dichos
microorganismos los compuestos quimicos son intermediarios o productos de una
compleja red de reacciones quimicas a las que, en su conjunto total, se les llama
metabolismo. Sin embargo, el metabolismo microbiano no evolucioné para
satisfacer las necesidades ni las expectativas de los seres humanos. Por lo que en
general, la eficiencia en la produccion de compuestos quimicos usando
microorganismos aislados de nichos naturales es muy baja. Para superar estas
limitaciones la IVM busca transformar a estos microbios silvestres en fabricas
biolégicas altamente eficientes, para lograrlo, ésta se vale de un marco de
conceptos y técnicas que dan sustento a un amplio espectro de estrategias. Estas
fabricas celulares se utilizan en la produccion de compuestos dirigidos a diferentes
industrias, dentro de las que destacan la farmacéutica, quimica, alimenticia,
cosmética y de combustibles, entre otras. Dentro de la industria farmacéutica
actual, destaca una familia de compuestos polifendlicos llamados fenilpropanoides
(Lee et al, 2012; E Leonard, Runguphan, O’Connor, & Prather, 2009;
Stephanopoulos & Valino, 1991). Los fenilpropanoides son compuestos generados
principalmente por el metabolismo secundario de las plantas. Estos compuestos
se derivan de la L-Fenilalanina (L-Phe) y la L-Tirosina (L-Tyr) y se sintetizan en
respuesta a diferentes condiciones de estrés como radiacion UV, exposicion al
ozono, entre otras (Chong et al, 2009. Korkina, 2007). Dentro de los
fenilpropanoides encontramos a los estilbenos, que son un pequeio grupo de
polifenoles que se caracterizan por tener un esqueleto 1,2-difenil-etileno. Estos
compuestos han recibido mucha atencion durante los ultimos 15 afios debido a
sus actividades biologicas y a sus posibles aplicaciones farmacologicas (Chong et
al., 2009).
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La pinosilvina o trans-3"-5"dihidroxiestilbeno (figura 1) (C14H120,, PM 212.26
g/mol) pertenece al grupo de estilbenos. Esta se encuentra principalmente en la
pulpa de la madera del eucalipto y de varias especies de pino, como Pinus
sylvestris, Pinus densiflora, Pinus taeda y Pinus strobus. Este compuesto también
se encuentra en la albura; la parte joven de la madera que se encuentra debajo de
la corteza que incluye los anillos de crecimiento mas recientes, en el floema y en
la agujas de los pinos. En estas partes de las plantas la pinosilvina se sintetiza en
respuesta a infecciones por hongos o estrés ambiental como radiaciéon UV vy
exposicion a ozono (Katz, Foster, David, Peter Schmidt, Hans Sendelius, & Bjorn,
Sara Peterson Thomasen Durhuus, 2013; Roupe, Remsberg, Yafiez, & Davies,
2006).

HO ™

OH

Figura 1. Estructura quimica de la pinosilvina (Roupe et al., 2006).

La pinosilvina se sintetiza a partir de la ruta general de los fenilpropanoides, en la
que el acido trans-cinamico (ac. cinamico) es el primer intermediario (figura 2).
Este se genera mediante la desaminacién no oxidativa de la L-fenilalanina (L-
Phe) por la accion de la enzima L-fenilalanina amonio liasa (PAL) (Vogt, 2010).
En la ruta de sintesis de pinosilvina, el ac. cinamico es directamente activado a
cinamoil-CoA por la enzima 4-cinamoil-CoA ligasa (4CL). Posteriormente la
enzima estilbeno sintasa (STS) cataliza la condensacion de una unidad de
cinamoil-CoA con 3 unidades de malonil-CoA, formando asi un intermediario
tetracétido de cadena abierta. Finalmente la misma enzima STS cicla este

intermediario y forma la pinosilvina (Katz et al., 2013). Las STS son enzimas
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promiscuas que pueden aceptar diferentes derivados del acido cinamico; una
misma enzima puede ser responsable de la sintesis de varios estilbenos
dependiendo de la molécula que use como sustrato. De manera similar, la 4CL
puede utilizar acido cinamico o acido cumarico como sustrato, aunque con una
eficiencia catalitica (Km/Kcat) 100 veces menor para el cinamico comparado con el

cumarico (Chong, Poutaraud, & Hugueney, 2009; Katz et al., 2013).

0
: ; OH
Fenilalanma L
2

Fenil-amomo-liasa (PAL)

Acido cinamico @—\_{0
OH

Cinamato:CoA ligasa (4CL)

0]
Cinamoil-CoA ©/VJ\5—C0A
Estilbenosimtasa (STS)

S

+ 3 malonil-CoA OH

Intermediario w.smm/(g
tetracetido

1
0 000
l Estilbenosintasa (STS)

PINOSILVINA "¢ ‘ S O
OH

Figura 2. Ruta de pinosilvina en plantas (Chong et al., 2009).

Se ha demostrado que la pinosilvina tiene actividad cardioprotectora,
antiinflamatoria, antioxidante, anticancerigena, entre otras (Jancinova et al., 2012;
Jancinova et al., 2010; Katz et al., 2013; Roupe et al., 2006). Estas propiedades
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que impactan positivamente la salud de los seres humanos le dan un gran
potencial de aplicacién en la industria farmacéutica. Actualmente la pinosilvina se
extrae de varias especies de pino; en uno de los procesos de extraccion de
pinosilvina reportados parten de pinos de 30 afios de edad para hacer la
extraccion del compuesto. El proceso consta de dos extracciones sucesivas, la
primera con hexano a 90 °C y la segunda es una extraccion con acetona-agua (90
v/v) a 100 °C. De estas extracciones se obtiene una mezcla de fenoles simples,
estilbenos (pinosilvina y metil-ester-pinosilvina), flavonoides y lignanos, que
posteriormente deben ser purificados. Los rendimientos de pinosilvina observados
en este proceso varian de 1.7 a 6.2 mg/g (Conde et al., 2014). La variabilidad en la
materia prima, el impacto ecoldgico, el complicado proceso de purificacidon y la
baja productividad, limitan y encarecen la extraccion de este compuesto a partir de
sus fuentes naturales. Debido a esto, existe un gran interés en desarrollar cepas
de microorganismos que produzcan esta molécula de forma eficiente (Katz et al.
2013; Conde et al. 2014).
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Antecedentes

1.1 Produccion heteréloga de pinosilvina

1.1.1 Cultivos de produccion de pinosilvina

La produccion heterdloga de pinosilvina se ha abordado usando dos
configuraciones de las enzimas de la ruta heterdloga (tabla 1); en una de éstas se
expresan las tres enzimas de la ruta de sintesis de pinosilvina (PAL, 4CL y STS),
mientras que en la otra solo se expresan dos de las enzimas (4CL y STS). Cabe
destacar que con la primer configuraciéon tanto el malonil-CoA y el ac. cinamico
(precursores de la pinosilvina) provienen del metabolismo central de los
microorganismos. Mientras que con la segunda configuracibn es necesario
alimentar ac. cinamico al medio de cultivo, ya que la cepa no es capaz de
producirlo. Esto se debe a que en la segunda configuracion no se expresa la
enzima PAL, la cual conecta el metabolismo central de los microorganismos con la
ruta de produccién de pinosilvina. Se ha determinado in vitro que el pH y la
temperatura 6ptimos de las reacciones catalizadas por las enzimas 4CL y PAL son
8 y 30 °C respectivamente (Kaneko, Ohnishi, & Horinouchi, 2003; Katz et al., 2013;
Park et al., 2009; van Summeren-Wesenhagen & Marienhagen, 2015; Watts, Lee,
& Schmidt-Dannert, 2006).

Tabla 1. Produccién heteréloga de pinosilvina

Organismo Plasmidos Estrategia Titulo Referencia
Streptomyces Plasmido 50 mL de medio 0.6 mg/L (Park et al., 2009)
venezuelae pSE34 con complejo
un promotor  suplementado con
no inducible 250 g/L de
fuerte Sc4CL  sacarosay 1.4 mM
y AhSTS de ac. cinamico.
Incubados a 30 °C
por 66 h.
Saccharomyces pESC-URA- Produccién en 130 mg/L (Katz et al., 2013)
cerevisiae PAL2 y cultivo continuo en total
pESC-TRP- reactor con un (113.57
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4CL1-VST1  volumen de trabajo mg/L
de 1 L de medio extracelular)
mineral, con
vitaminas,
elementos traza, 5
g/L de GLC, 35 g/L
de galactosa
incubados por 300
ha30°Cy160

rom. D = 0.050 h
Escherichia coli pET16B- Producciéon en lote  0.016 mg/L (Katz et al., 2013)
BL21 (DE3) PAL2 y en reactores con un intracelular

pET26B- volumen de trabajo
4CL1-VST1 de 1.5 L medio
mineral con 6 g/L
de extracto de
levadura y 20 g/L
de glicerol e IPTG 1
mM a 30 °C y 800

rpm.
Aspergillus Integraron la Produccién en 1-2 mg/L (Katz et al., 2013)
nidulans ruta al matraces de 500

cromosoma mL con 100 mL de
medio definido a 30
°C y 150 rpm por

24 h.
Escherichia coli pR-His 10 mL de YNB 91 mg/L (van Summeren-
BL21 (DE3) Pstrsts2*- suplementado con Wesenhagen &
Sc4cl-Pcpalt 5g/L de glucosa, Marienhagen, 2015)
200 uM de

cerulenina, 3 mM
de L-Phey 1 mM
IPTGa26°Cy170

rpm por 36 h.
Escherichia coli pQE-30- Matraces con 100 47.49 mg/L (Liang et al., 2016)
DH5a Vvrs-At4cl mL de YM9 con
GLY, 0.5 mM ac.

cinamico, 1 uM de
AnTc a 37 °C y 200
rpm

En los antecedentes directos para el presente estudio utilizaron una estrategia
similar a la reportada por Park y sus colaboradores en el 2009 (tabla 1). Con una
version mutante del gen que codifica para la 4CL de S. coelicolor (4CL A294G,;
Kaneko et al. 2003) y la versidon del gen que codifica para la enzima STS de A.
hypogaea obtenida por Watts y sus colaboradores en el 2006 se generd el

plasmido pSc4CLmANhSTS (figura 3-A). Esta version mutante de la 4CL tiene una
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mayor eficiencia catalitica in vitro, comparada con la enzima silvestre, usando ac.
cinamico como sustrato (Kaneko et al., 2003). Posteriormente, a partir de ese
plasmido se construyo el plasmido pSc4CL)AhSTS (Ramirez-lfiguez et al., datos
no publicados). Con éste se transformd una cepa de E. coli y se demostro in vivo
que las enzimas codificadas por los genes de esta construccion producen
resveratrol en medio LB suplementado con glicerol (GLY) y acido cumarico (ac.

cumarico) (Ramirez-lhiguez et al., datos no publicados).

Por otro lado, Se ha demostrado que la armonizacion de los codones aumenta la
expresion heterdloga de diferentes proteinas (Angov, Hillier, Kincaid, & Lyon,
2008). Por lo que, con un gen con los codones armonizados que codifica para una
STS de V. vinifera (Camacho-Zaragoza et al., 2016) y con el gen que codifica para
una version silvestre de la enzima 4CL de S. coelicolor (Kaneko et al., 2003) se
construyo el plasmido pSc4CLw)VvSTS. Posteriormente se transformé una cepa
de E. coli con este plasmido y se demostré in vivo que las enzimas codificadas por
los genes de esta construccién producen resveratrol en medio LB suplementado

con GLY y ac. cumairico.

A) EcoRV\ Neol B) EcoRV\ Neol
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N
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Figura 3. Plasmidos de produccion de estilbenos. A). Plasmido pTrcSc4CLwAhSTS. Tiene
clonada una versién mutante del gen que codifica para la enzima 4CL de S. coelicolor y el gen que
codifica para la enzima STS de cacahuate (Ramirez-Ifiguez et al., datos no publicados). B).
pTrcSc4CL)VvSTS. Tiene clonada la version silvestre del gen que codifica para la enzima 4CL de
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\ WSTS

AmpR
EcoRV

Hindlll HindIll

AhSTS

~
aw
(-



S. coelicolory el gen con los codones armonizados que codifica para la enzima STS de uva
(Camacho-Zaragoza et al., 2016).

Estos antecedentes demuestran que se han hecho avances significativos en lo
que respecta a la construccidon de rutas heterélogas de produccion de estilbenos.
Sin embargo, es necesario disefar estrategias para incrementar la disponibilidad
intracelular de malonil-CoA de las cepas productoras de pinosilvina, y de

estilbenos en general.

1.1.2 Malonil coenzima A

El malonil-CoA es el precursor principal de la FAB en E. coli (Cronan & Thomas,
2009). Este también es el precursor limitante en la produccion heteréloga de una
gran variedad de moléculas de alto valor agregado como algunos fenilpropanoides
y algunos polifenoles (Xu, Ranganathan, Fowler, Maranas, & Koffas, 2011). Por lo
que actualmente, aumentar la disponibilidad intracelular de malonil-CoA en

diferentes organismos se ha convertido en una linea de investigacion de gran

interés.
Tabla 2. Aumento de la poza de malonil-CoA
Compuesto Estrategia Titulo del Titulo con la Aumento Referencia
control estrategia (veces)
(mg/L) (mg/L)
Naringenina Expresion 42 +1 155 +12 2.6 (Effendi
matC y matB Leonard,
Yan, Fowler,
& Li, 2008)
Eriodictoil Expresion 11+1 50+7 3.5 (Effendi
matC y matB Leonard et
al., 2008)
Pinocembrina Expresion 29+2 480 + 23 155 (Effendi
matC y matB Leonard et
al., 2008)
5,7-dihydroxy-2’- Cerulenina 3.6 +1 1.2 (Effendi
fluoroflavanona 1.6+0 Leonard et
al., 2008)
5,7-dihydroxy-4'- Cerulenina 3.0+1 0.2 (Effendi
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fluoroflavanona 25+0 Leonard et

al., 2008)
5,7,2'- Cerulenina 34 +1 232 +1 5.8 (Effendi
trihydroxyflavanona Leonard et
al., 2008)
4'-amino-5,7- Cerulenina 3.7+1 124 +2 2.3 (Effendi
dihydroxyflavanona Leonard et
al., 2008)
Resveratrol (RNA Expresion 33 459 +1.7 0.39 (Lim, Fowler,
monocistrénico ACC y BirA Hueller,
STS-Ah) Schaffer, &
Koffas, 2011)
Resveratrol (RNA Cerulenina 33 65.3+0.1 0.97 (Lim et al.,
monocistrénico 2011)
STS-Ah)
Resveratrol (RNA Cerulenina 1380 + 2340 + 90 0.6 (Lim et al.,
policistréonico STS- 183 2011)
Vv)
Resveratrol AfumC 900 1600 0.7 (Bhan, Xu,
expresion Khalidi, &
PGK-GapA Koffas, 2013)
PDH
Pinosilvina Cerulenina 3.3 91 26.5 (van
Summeren-
Wesenhagen
&
Marienhagen,
2015)
Pinosilvina Represién 16.37 47.49 1.9 (Liang et al.,
fabD 2016)

Una estrategia que se ha usado para aumentar la poza intracelular de malonil-CoA
consiste en expresar los genes matB y matC de Rizobium trifoli (R. trifoli) en E.
coli. Estos le confieren la capacidad de transportar malonato (MatC) y de
condensarlo con el acetil-CoA (MatB) para formar malonil-CoA y acetato. Con este
enfoque se logro aumentar la produccion de diferentes flavonoides (tabla 2)
(Effendi Leonard et al., 2008). También se han desarrollado estrategias a partir de
modelos estequiométricos (tabla 2) (Fowler et al. 2009; Bhan et al. 2013). Estas
consisten en eliminar genes y sobreexpresar enzimas, para redirigir el flujo de

carbono hacia la biosintesis de malonil-CoA en E. coli.

La estrategia mas usada en E. coli consiste en agregar el compuesto cerulenina al

medio de cultivo. Este inhibe la actividad de las enzimas FabB y FabF, causando
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la reduccion en la tasa de sintesis de acidos grasos, y con esto, la reduccion en el
consumo de malonil-CoA por esta via (Heath & Rock, 1995; Lim et al., 2011; van
Summeren-Wesenhagen & Marienhagen, 2015). Sin embargo, con esta estrategia
se aumenta el costo de produccion de la pinosilvina y de cualquier otro
fenilpropanoide. Finalmente cabe destacar el uso de estrategias basadas en
CRISPRI para reprimir la expresién de genes que codifican para las enzimas de la
FAB que utilizan al malonil-CoA como sustrato (Liang et al., 2016). Sin embargo,
los titulos de produccidén de pinosilvina alcanzados con estas estrategias pueden

ser mejorados.

1.1.2.1 Enzima enoil-(proteina-acarreadora de acilo)-reductasa

En E. coli el gen fabl codifica para la enzima enoil-(proteina acarreadora de
acilo)-reductasa (Fabl). Se ha demostrado que este gen es esencial para el
crecimiento celular de E. coli, ya que, al eliminarlo del cromosoma se obtiene una
cepa mutante que no es capaz de crecer en los medios de cultivo estandar para E.
coli (Baba et al., 2006; Bergler, Fuchsbichler, Hogenauer, & Turnowsky, 1996). La
enzima Fabl cataliza la ultima reaccidn de la FAB, en ésta se genera una molécula
de acil-ACP. Este metabolito se condensa con dos carbonos provenientes del
malonil-ACP y se inicia asi un nuevo ciclo de elongacion en la FAB (figura 4)
(Cronan & Thomas, 2009). Con lo anterior se establece que el malonil-CoA vy el
acil-ACP son los precursores de la FAB. Por lo que, inhibir la sintesis de acil-ACP
reduce la tasa de consumo del malonil-CoA por la FAB y la tasa de sintesis de
acidos grasos (Heath & Rock, 1995). Para demostrar esto, Cronan & Thomas en el
2009 generaron una cepa con una version mutante del gen fabl que codifica para
una enzima Fabl termosensible (Fabl (rs)). Al cultivar esta cepa a 42 °C, la
enzima Fablrs) disminuye su actividad catalitica lo que resulta en un aumento del
30 % en la poza intracelular de malonil-CoA (Heath & Rock, 1995). Estos

resultados sugieren que es posible aumentar la disponibilidad de malonil-CoA, lo
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que a su vez aumentara la produccion de pinosilvina,

disminuyan la expresion del gen fabl.

si se aplican estrategias que
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Figura 4. Biosintesis de acidos grasos en E. coli. En la figura se resalta el gen fabl y la reaccion

que cataliza la enzima codificada por dicho gen.
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JUSTIFICACION

El potencial farmacéutico que posee la pinosilvina ha generado un gran interés en
desarrollar cepas de microorganismos que sean capaces de producirla de forma
eficiente. En este sentido, se ha reportado que el malonil-CoA es el precursor
limitante en la produccion heteréloga de pinosilvina. Esto pone de manifiesto que
es necesario desarrollar estrategias novedosas que aumenten la poza intracelular
de malonil-CoA y con esto aumentar la produccion de pinosilvina. Asi mismo, se
ha demostrado que inhibir la actividad de la enzima Fabl aumenta la poza
intracelular de malonil-CoA, por lo que, en el presente trabajo se plantean dos
estrategias para disminuir la expresion del gen fabl con las que se espera

aumentar la produccion de pinosilvina en E. coli.
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HIPOTESIS

Reducir la expresion del gen fabl aumentara la produccion heterdloga de

pinosilvina en E. coli.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Reducir la expresién del gen fabl y analizar el efecto de esta reduccion sobre la

produccion de pinosilvina en E. coli.

Objetivos especificos

e Generar un plasmido que exprese las enzimas 4CL y STS que participan en
la sintesis de estilbenos.

e Generar un plasmido que exprese un RNA pequefio no codificante para
bloquear la traduccion del RNA mensajero del gen fabl.

e Caracterizar el efecto del bloqueo de la traduccion del RNA mensajero del
gen fabl sobre el crecimiento de E. coli.

e Caracterizar el efecto del bloqueo de la traduccion del RNA mensajero del
gen fabl sobre la produccion heterdloga de pinosilvina en E. coli.

e Disefiar e implementar una mutacién sobre la regién promotora del gen fabl
para disminuir su nivel de transcripcion.

e Caracterizar el efecto de la mutacion en el promotor del gen fabl sobre su
nivel de transcripcion.

e Caracterizar el efecto de la mutacion en el promotor del gen fabl sobre la
transcripcion de los genes que codifican para enzimas que participan en la
sintesis de lipidos en E. coli.

e Caracterizar el efecto de la mutacion en el promotor del gen fabl sobre la
produccion heterdloga de pinosilvina en E. coli.
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1. Materiales

En la tabla 3 se describen de manera general las cepas, los plasmidos y los
oligonucledtidos empleados en el desarrollo de las estrategias para aumentar la

poza intracelular de malonil-CoA y la produccién de pinosilvina en E. coli.

Como se menciona en el resumen, cada estrategia se describe en un capitulo
independiente. En cada uno de estos se muestra la metodologia, los resultados y
la discusion. Finalmente se exponen las conclusiones generales y las perspectivas

del presente estudio.

Tabla 3. Material bioldgico

Cepa Genotipo Referenci
a
w3110 F~ N rph-1 INV(rrnD, rrnE) (Bachman
n, 1973)
W3110 A- Cepa W3110 a la que se le insert6 el casete de Cm por el Este
35fabl::Cm método reportado por Datsenko & Wanner en el 2000. El casete trabajo
se insertd en la region intergénica del gen fabl
Este
W3110 A- Cepa W3110 a la que se le eliminé por el método de Datsenko trabajo
35fabl::FRT y Wanner la region intergénica del gen fabl y se le escindio el
casete de resistencia a Cm
Este
W3110/pSc4CL Cepa W3110 transformada con el plasmido que codifica para trabajo
AhSTS una version mutante de la 4CL de S. coelicolor y la STS de A.
hypogaea
Este
W3110 A- Cepa W3110 a la que se le inserto el casete de Cm por el trabajo
35fabl::Cm/pSc4C  método de Datsenko y Wanner en la regién intergénica del gen
LmAhSTS fabl transformada con el plasmido que codifica para una version
mutante de la 4CL de S. coelicolor y la STS de A. hypogaea
Este
W3110/pSc4CLy)V  Cepa W3110 transformada con el plasmido que codifica para trabajo
vSTS una version mutante de la 4CL de S. coelicolor y la STS de V.
vinifera
Este
W3110 A- Cepa W3110 a la que se le insert6 el casete de Cm por el trabajo
35fabl::Cm/ método de Datsenko y Wanner en la region intergénica del gen
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pSc4CLw)VVSTS  fabl transformada con el plasmido que codifica para una version
mutante de la 4CL de S. coelicolor y la STS de V. vinifera

pKD46 Plasmido que codifica para las recombinasas del fago A red. (Datsenko
&
Wanner,
2000

pCP20 Plasmido que codifica para la flipasa (Datsenko
&
Wanner,
2000

pSc4CL)VVSTS Plasmido que codifica para la version silvestre de la4CL de S.  (Camacho
coelicolor y la STS de V. vinifera -Zaragoza
etal.,
datos no
publicado
S.

pA4Km Plasmido que codifica para un RNANnc que bloquea la (Merino-
traduccion del RNA mensajero del gen fabl Pérez E.
etal.,
datos no
publicado

S




Oligonucleétido Secuencia Referenci
a

-35 fabl-R 5'GTAAACAGTACGAACAGATAAACGGTTATTATAATCAACC Este
TGGCTGTGAGCATATGAATATCCTCCTTAGS3’ trabajo

fabll1-R 5 TACGGATCGGACCAGCAGAG3’ Este
trabajo

(Datsenko
C2 5'GATCTTCCGTCACAGGTAGG3’ &
Wanner,
2000)

(Camacho
Fw_sc4CL_1200 5'GGGTACAGTTGGTCGTCT3" -Zaragoza
et al,
Datos no
publicado
s)




M. Plasmido de produccién heteréloga de estilbenos

lll.1 Metodologia

lll.1.1 Plasmido de produccion de estilbenos

A partir de los plasmidos pSc4CLis)VvSTS y pSc4CLmAhSTS (figura 3) se
construyé el plasmido pSc4CLwVvSTS mediante protocolos de clonacion

estandar. En la tabla 4 se muestran las reacciones de restriccion que se

prepararon para generar el plasmido receptor (Hindlll-pSc4CLw)-Kpnl) y el

fragmento que se insert6 en dicho vector (Kpnl-VvSTS-Hindlll).

Tabla 4. Digestiones para generar el plasmido pSc4CL)VvSTS

Componente de la reaccion Volumen para preparar el

pldsmido

Agua 37 uL

Buffer Kpnl 10 X 5 pL
pSc4CL\)ANhSTS (1 pg/pL) 5 uL (5 ug)

pSc4CL5)VVSTS (1 pg/pL) -

Kpnl (10 U/puL) 1uL(10U)
Hindlll (10 U/pL) 2 uL (20 V)

Volumen total 50 pL

Volumen para preparar el

inserto
37 uL
5uL
5uL (5 ue)
1 uL (10 U)
2 uL (20 V)
50 pL

Estas reacciones se incubaron a 37 °C durante una hora. Posteriormente se

inactivaron las enzimas a 80 °C por 20 min. Las mezclas de reaccion con las

enzimas inactivadas se cargaron en un gel de agarosa preparativo y se cortaron

las bandas correspondientes a 5 694 pb y de 1 325 pb del plasmido receptor y del

inserto respectivamente. Estos fragmentos de DNA fueron purificados con el kit

GeneJET Gel Extraction Kit de la compania Thermo Scientific siguiendo las
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recomendaciones del fabricante. EI DNA purificado fue cuantificado en un
espectrofotometro nanoDrop de la compafia Thermo Scientific y se preparo la
reaccion de ligacion (tabla 5). Esta reaccidén se puso en hielo y se dejé incubando
por 16 h. Posteriormente se inactivd la enzima y el DNA de la reaccién se precipitd
con butanol. La pastilla que se formd de la precipitacion se resuspendio en 10 uL
de agua mQ y con estos 10 pL se transformaron 50 pL  de células
electrocompetentes de la cepa W3110.

Tabla 5. Ligacion para generar el plasmido pSc4CLVvSTS

Componente de la reaccion Volumen
Agua 26 uL
Buffer T4 DNA ligasa 10X 5L
pSc4CL lineal (20 ng/uL) 3 uL (60 ng)
VVvSTS (10 ng/pL) 10 uL (100 ng)
DTT 100mM 5 L (10 mM)
T4 DNA ligasa (1 U/uL) 1uL (1 U)
Volumen total 50 pL

Después de la transformacion, las células se dejaron recuperando en un mL de LB
liquido sin antibidtico a 37 °C y 300 rpm por una h. Posteriormente se esparcieron
100 pL de estas células en una caja de petri con medio LB mas Carbenicilina 100
Mg/mL (Cb 100) y se incubaron por 14 h a 37 °C. Una vez obtenidas las colonias
en la caja de petri, se seleccionaron 4 candidatas al azar y se les extrajo el DNA
plasmidico por el método de lisis alcalina (Birnboim & Doly 1979). Los plasmidos
que se extrajeron fueron digeridos con la enzima EcoRV para confirmar la
construccion. Posteriormente se secuencio una de las candidatas para confirmar
que la 4CL clonada en el plasmido es la version mutante del gen que genera el
cambio A294G en la secuencia de aa (Unidad de sintesis y secuenciacion de DNA
IBt-UNAM).
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ll.2 Resultados

lll.2.1 Plasmido de produccion de estilbenos

El pSc4CLwVVSTS es un plasmido de 7 000 pb aproximadamente, el cual tiene
clonado el gen lacl’ que codifica para el represor del promotor frc. También
codifica para la B-lactamasa, que le da resistencia a ampicilina. Dado que es
derivado de pTrc99A, tiene un origen de replicaciéon derivado del pBR322.
También tiene clonada una version mutante del gen que codifica para la 4CL) de
S. coelicolor, asi como una version con los codones armonizados del gen que
codifica para una STS de V. vinifera. Estos genes se encuentran en operdn y su
expresion esta controlada por el promotor trc (figura 5), por lo que para inducir la

expresion de dichos genes es necesario agregar IPTG al medio de cultivo.

lac Iq

/ boo  ScACL(M)
pSCcACL(M)VVSTS

_500 7019 bps 2000
Ori pBR322 Kenl
4000 3000

\ WSTS

AmpR
EcoRV

Hindlll

Figura 5. Plasmido pSc4CL)VvSTS. Se muestra la posicion de los sitios de restriccion con los
que fueron clonados cada uno de los genes, asi como el sitio EcoRV que se uso6 para comprobar la
construccion.

La distancia que existe del codon de término de la traduccion del mRNA del gen
que codifica para la 4CL ) al coddn de inicio de la traduccion del gen que codifica
para VvSTS es de 37 nucledtidos. El mMRNA del gen que codifica para la Sc4CL )

se traduce a partir el sitio de unién al ribosoma (RBS) del plasmido, mientras
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que el mRNA del gen que codifica para la VVSTS se traduce a partir de un RBS
que se disend especificamente para este gen a partir de la secuencia de su propio
MARN (Amann et al. 1988; Camacho-Zaragoza et al., 2016). El pSc4CLw)VVvSTS
tiene dos sitios de restriccion EcoRYV (figura 5 y figura 6), uno en la region del gen
lacl’ y otro en la secuencia del marco de lectura del gen que codifica para la
VVSTS, a diferencia del plasmido pSc4CLw)AhSTS, que tiene unicamente el sitio
EcoRYV en la region del gen lacl? (figura 3-A y figura 6).

Figura 6. Comprobacion del plasmido pSc4CL ) VvSTS. Se presenta un gel de agarosa donde se
comprueba por digestién la clonaciéon del gen que codifica para la STS de V. vinifera. Gel de
agarosa al 1 %. Carril 1, marcador de tamario 1 Kb; Carril 2, plasmido sin digerir; Carril 3 al 6,

candidatas seleccionadas al azar.

En la figura 6 se muestra un gel de agarosa al 1 %, donde se cargaron las
digestiones del DNA plasmidico de 4 candidatas seleccionadas al azar. Estas
digestiones se hicieron con la enzima EcoRV ya que con ésta el patron de
restriccion del plasmido pSc4CLw)VvSTS es diferente al del plasmido
pSc4CLmAhSTS. En el carril 1 se cargd el marcador de tamafio molecular 1 kb.
En el carril dos, se observa plasmido sin digerir de la misma candidata que se
muestra digerida en el carril tres. Del carril tres al carril cinco se observa una sola
banda en 8 000 pb aproximadamente en cada carril; este patréon de digestidon
corresponde al plasmido pSc4CL\wAhSTS, ya que tienen un solo sitio EcoRV
(figura 3-A). En el carril seis de la figura 6 se observan 2 bandas, una

aproximadamente de 4 137 y la otra de 2 888 aproximadamente. Estos
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fragmentos corresponden a los fragmentos que se generan a partir del plasmido
pSc4CLmVVSTS, cuando este se digiere en las posiciones 2 559 y 6 696, que es

donde se encuentran los sitios EcoRV (figura 3-B).
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V.

Bloqueo de la traduccion del RNA mensajero del gen fabl

El gen fabl es esencial para el crecimiento celular de E. coli, por lo que no puede
ser eliminado del cromosoma. Por otro lado, en la naturaleza existen RNA
pequefios no codificantes que regulan, en frans, la expresiébn genética en
bacterias. Esto abre la posibilidad de disminuir la expresion de un gen especifico
sin necesidad de eliminarlo del cromosoma. Actualmente, es posible disefar y
sintetizar estos RNA pequenos de tal forma que hibriden en diferentes posiciones
de la secuencia de un mRNA en particular. Con esta estrategia es posible regular
la traduccion del mRNA de diferentes genes sin modificar su secuencia en el
cromosoma (Na et al.,, 2013). Esta estrategia tiene un gran potencial, ya que la
capacidad de modular la expresion de genes en el cromosoma tiene ventajas
sustanciales sobre las técnicas de eliminacion cromosomal, sobre todo cuando se
trata de genes esenciales para el crecimiento de las bacterias como es el caso de
fabl (Baba et al., 2006; Na et al., 2013; Yoo, Na, & Lee, 2013).

IV.1 Metodologia
IV.1.1 Plasmido para bloquear la traduccion del mRNA del gen fabl

Con el objetivo de generar una cepa productora de pinosilvina con una mayor
disponibilidad intracelular de malonil-CoA, se disefidé una estrategia para bloquear
la traduccién del mRNA del gen fabl. Esta consiste en un RNA pequefio no
codificante que hibrida de manera complementaria y antiparalela en un fragmento
de 26 pb de la region no traducida al 5" (5" UTR) del RNA mensajero del gen fabl/
(figura 7). Dicha secuencia se clono en el plasmido pMOS (GE Healthcare, antes
Amersham Biosciences). La metodologia para insertar la secuencia que bloquea la
traduccion del mRNA del gen fabl es similar a la que se usa para hacer
mutagénesis sito dirigida. Para ésta se disefiaron dos oligonucleétidos que
hibridan de forma divergente en el plasmido pMOS, en estos oligonucleétidos se

incluyé la secuencia que se bloquea en el mMRNA del gen fabl.
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d’'gca tca aca at aagga tta aag ctatg 3" 26pb
3'cgt agttgt tattcctaatttc gatac 5 26pb

Figura 7. Secuencia DNA a partir de la cual se transcribe un RNA pequefio disefado para
bloquear la traduccion del mMRNA de fabl. Se resalta en morado la secuencia de unién al ribosoma
del gen fabl y en rojo la secuencia de DNA a partir de la cual se transcribe la secuencia del RNA
pequefio con la que hibrida.

Posteriormente se amplificé el plasmido completo con estos oligonucledétidos. La
mezcla de reaccién de PCR fue digerida con la enzima Dpnl para eliminar el DNA
metilado. El plasmido lineal que se generd en la reaccion de PCR se corrié en un
gel de agarosa, se corto y se purificd con el Gel extraction kit de Fermentas de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. En esta construccién también se incluyd
el gen tetR que codifica para el represor de la expresion del promotor tet. A partir
del DNA plasmidico lineal se prepara una reaccion de ligacion para circularizar
dicha molécula. Con esta reaccion de ligacion se transformaron células
competentes de la cepa de E. coli MG1655. Después de la transformacion, las

células se cultivaron en un mL de LB liquido sin antibiético por una h.

TetR /o|igonucle6tido-Rev _—
3 Oligonucleétido-Fwd

Reaccion de
PCR

Producto de PCR
(Plasmido lineal)

Ligacion de
extremos romos

pRmfablA4 €——— Digestion con
Dpnl

Figura 8. Metodologia general para clonar secuencias pequefias mediante una reaccion de PCR.
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Posteriormente se esparcieron 100 pyL de estas células en una caja de petri con
medio LB Cb 100 y se dejaron incubando por 14 h a 37 °C. Una vez obtenidas las
colonias en la caja de petri se seleccionaron 4 candidatas al azar y se les extrajo
el DNA plasmidico por el método de lisis alcalina (Birnboim & Doly 1979).
Finalmente se secuencié (Unidad de sintesis y secuenciacion de DNA IBt-UNAM)
una de las candidatas para confirmar que el RNA pequefio no codificante tenia la
secuencia que fue disefiada para hibridar con el mRNA del gen fabl. A la molécula
de RNA pequefio no codificante que bloquea la traduccion del mRNA se le nombré
RNAnNcfabl (figura 7). Por otro lado, la construccién anterior fue digerida con la
enzima de restriccion BsmAl, la cual tiene dos sitios de corte dentro de la
secuencia del gen que codifica para la B-lactamasa y en dicho corte se insert6 el
casete de resistencia kanamicina. Generandose asi un plasmido derivado, que
tiene clonado el RNAncfabl, pero con resistencia a Km. Una vez obtenidos estos
plasmidos se inicié la caracterizacién de la expresion del RNAncfabl sobre la

velocidad de crecimiento y la produccion de pinosilvina en E. coli.

IV.1.2 Efecto del anhidro-tetraciclina sobre el crecimiento de Escherichia coli

El anhidro-tetraciclina (AnTc) es un analogo de la tetraciclina y es el inductor del
promotor tet, por lo que se determiné si este compuesto tiene algun efecto
antibiotico sobre E. coli. Para dicho fin se hicieron cinéticas de crecimiento con la
cepa W3110 en medio LB y en medio M9 con GLC 10 g/L como fuente de
carbono. En ambos casos se utilizdé el inductor anhidro tetraciclina 5 ng/mL
(AnTc 0.05).

Los cultivos en LB se iniciaron en tubo de ensayo de 16 x 150 mm con 3 mL de LB
Cb 100 a 37 °C y 300 rpm durante 12 h. A partir de este tubo se inocularon dos
matraces con deflectores de 250 mL que contenian 50 mL de medio LB fresco a
una densidad o6ptica de 0.1 (D.O. 600 nm) en ambos casos. Solo a uno de estos

matraces se le agregd AnTc 0.05 en el tiempo cero de la cinética, se incubaron a
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37 °C y 300 rpm. Se monitored el aumento de la biomasa celular midiendo la D.O.
durante 16 h.

Las pruebas en M9 GLC 10 g/L se iniciaron en un tubo de ensayo de 16 x 150 mm
con 3 mL de LB Cb 100 a 37 °C y 300 rpm durante 12 h. A partir de este tubo se
inoculd un matraz con deflectores de 250 mL que contenia 50 mL de medio M9
GLC 10 g/L fresco y Cb 100 a una densidad optica de 0.1 (D.O. 600 nm), este
matraz se incub6 a 37 °C y 300 rpm durante 12 h. A partir de éste, se inocularon
dos matraces con deflectores de 250 mL que contenian 50 mL de medio M9 GLC
10 g/L fresco y Cb 100 a una densidad oéptica de 0.1 (D.O. 600 nm) en ambos
casos. Solo a uno de estos matraces se le agregd AnTc 0.05 en el tiempo cero.
Estos matraces se incubaron a 37 °C y 300 rpm y se monitore6 el aumento de la
biomasa celular midiendo la D.O. durante 16 h. Para confirmar la reproducibilidad

de los resultados se hicieron al menos tres experimentos independientes.

IV.1.3 Efecto de expresar el RNAnc/fabl sobre el crecimiento de Escherichia
coli

Se caracterizdo el efecto de la expresion del RNAncfabl sobre la velocidad
especifica de crecimiento de E. coli. Para esto se transformo la cepa W3110 con el
plasmido pRmfablA4, posteriormente con la cepa W3110/pRmfablA4 se hicieron
cultivos en medio LB y medio M9 con GLC 10 g/L. En ambos medios se uso
Carbenicilina 100 pg/mL (Cb 100) para mantener el plasmido en todos los casos

y AnTc 0.05 se us6 solo en los casos que se indica.

Las pruebas en LB se iniciaron en tubos de ensayo de 16 x 150 mm con 3 mL de
LB Cb 100 a 37 °C y 300 rpm durante 12 h. A partir de este tubo se inocularon dos
matraces con deflectores de 250 mL que contenian 50 mL de medio LB fresco a
una densidad éptica de 0.1 (D.O. 600 nm) en ambos casos. A uno de los matraces

se le agregd AnTc 0.05 en el tiempo cero y al otro no. Posteriormente éstos se




incubaron a 37 °C y 300 rpm durante 16 h y se monitoredé el aumento de la

biomasa celular midiendo la D.O.

Las pruebas en M9 GLC 10 g/L se iniciaron en tubos de ensayo de 16 x 150 mm
con 3 mL de LB Cb 100 a 37 °C y 300 rpm durante 12 h. A partir de este tubo se
inoculd un matraz con deflectores de 250 mL que contenia 50 mL de medio M9
GLC 10 g/L y Cb 100, este cultivo se inicid a una densidad optica de 0.1 (D.O. 600
nm). Este matraz se incubé a 37 °C y 300 rpm durante 12 h y a partir de éste se
inocularon dos matraces con deflectores de 250 mL que contenian 50 mL de
medio M9 GLC 10 g/L y Cb 100. Estos cultivos se iniciaron a una densidad éptica
de 0.1 (D.O. 600 nm). A uno de los matraces se le agregé AnTc 0.05 en el tiempo
cero y al otro no, éstos se incubaron a 37 °C y 300 rpom durante 16 h, durante este

tiempo se monitored el aumento de la biomasa celular midiendo la D.O.

Para confirmar la reproducibilidad de los resultados se hicieron al menos tres

experimentos independientes de los cultivos en ambos medios.

IV.1.4 Efecto de la expresion del RNAnc/fabl sobre la produccién de
pinosilvina en Escherichia coli

Para caracterizar el efecto la expresiéon del RNAncfabl sobre la produccion de
pinosilvina en E. coli se transformé la cepa W3110 con el plasmido pA4Km y con
el plasmido pSc4CLw)VvSTS y posteriormente se hicieron cultivos de produccion
de  pinosilvina  con la cepa  obtenida la  cual se nombré
W3110/pA4Km/pSc4CLmVVSTS. Estos cultivos se llevaron a cabo en medio LB
GLY 10 g/L y ac. cinamico 3 mM. Las cinéticas de produccion se iniciaron en
tubos de ensayo de 16 x 150 mm con 3 mL de LB, Cb 100 y Kanamicina 30
Hg/mL (Km 30) a 37 °C y 300 rpm durante 12 h. A partir de este tubo se inoculd
un matraz con deflectores de 250 mL que contenian 50 mL de medio LB GLY 10
g/L, ac. cinamico 3 mM, Cb 100 y Km 30. Estos cultivos se iniciaron a 0.1 D.O.,

los matraces se incubaron a 30 °C y 300 rpm y una vez que los cultivos
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alcanzaron una D.O. de 0.8 se agrego IPTG a una concentracién final de 0.5 mM
en ambos matraces, pero solo a uno de ellos se le agregé AnTc 0.05 para inducir
la expresion del RNAncfabl. 20 h después de la induccion de la expresion de las
enzimas de la ruta de produccién de pinosilvina y del RNAncfabl se cosecharon
0.1 mL del cultivo para medir la D.O. y 0.5 mL para medir la concentracion de
pinosilvina. Los calculos de los rendimientos producto/biomasa se hicieron
multiplicando los valores de densidad 6ptica de por el factor 0.37 gramos de peso
celular seco sobre L (gpcs/L) (Hernandez-Montalvo et al., 2003), con lo que se
obtuvo la cantidad de biomasa en gpcs/L. Posteriormente se dividié el titulo de
produccion del respectivo estilbeno entre la biomasa en g/L por la biomasa en
gpcs/L y se obtuvo el Y producto/biomasa-

Para confirmar la reproducibilidad de los resultados se hicieron al menos tres

experimentos independientes de los cultivos.

IV.1.5 Extraccion y cuantificacion de la pinosilvina

La extraccion de pinosilvina se hizo inmediatamente después de tomar la alicuota
de medio de cultivo. A la alicuota del cultivo contenida en un micro tubo de 1.5 mL
se le agreg6 un volumen igual de acetato de etilo, se le dio vortex intenso por 30 s.
Posteriormente se centrifugd a maxima velocidad en una microcentrifuga por 2
min para separar las fases y se pipetearon 200 pL de la fase organica a un micro
tubo limpio. La fase organica se evapord en una microcentrifuga con vacio y la

pastilla formada se almacend a -20 °C hasta el momento de ser cuantificada.

La cuantificacion de las muestras se hizo mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC). La pastilla obtenida fue resuspendida en 400 pL de metanol
grado HPLC e inyectada en un equipo 1100 system Agilent Technologies, Palo
Alto, CA. Se utilizé una columna Synergy Hydro C1s 4um de 4.6 x 150 mm d fase
reversa adquirida de Phenomenex, Torrance, CA. El método de corrida fue un

gradiente de 20, 40, 60, 80 y 100 % de acetonitrilo-agua ac. trifluoroacético 0.1 %

~
N
o

(-



como fase mdévil a un flujo de 0.5 mL/min. La deteccion de la pinosilvina se llevé a
cabo con un detector de ultravioleta y arreglo de diodos a una A = 306 nm. La
pinosilvina (98 % de pureza) que se utilizd para preparar la curva estandar con la

que se cuantificaron las muestras se comprd a Sigma Aldrich.

IV.2 Resultados

IV.2.1 Plasmido para bloquear la traduccion del mRNA del gen fabl

El' RNAncfabl clonado en el plasmido pRmfab/A4 hibrida de manera
complementaria y antiparalela en un fragmento del 5° UTR que incluye la
secuencia del sitio de unién al ribosoma (RBS) del mRNA del gen fabl (figura 7).
La unidad transcripcional de la que forma parte el RNAncfabl esta constituida por
el sitito operador tet O1, el promotor fet, una secuencia de 28 pb que se transcribe
para dar lugar al RNAncfabl (figura 7) y un terminador transcripcional intrinseco.
En una unidad transcripcional independiente se encuentra el gen que codifica para
el regulador TetR, el cual se expresa de manera constitutiva, y se une al sitito

operador tet O1 evitando la transcripcion del RNAncfabl.

>

Anti fabl

Origen de replicacion
N
4000
Regulador tetR
pRmfabl A4 ™

4685 bps

KFR
4000 pA4Km 1000

5072 bps

Regulador tetR 3000 zooo\
4 Origen de replicacion

Anti fabl

BsmAl 3000

2000

B-lactamasa

BsmAl

Figura 9. Plasmidos que tienen clonado un RNA pequeiio no codificante que bloquea la traduccion

del RNAm del gen fabl en Escherichia coli.
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El plasmido pRmfablA4 es derivado del plasmido de clonacion pMOS (GE
Healthcare, antes Amersham Biosciences), por lo que tiene resistencia a
ampicilina. El segundo plasmido que se generd para bloquear la traduccion del
MRNA del gen fabl es el pA4Km (figura 9); este plasmido contiene los mismo
elementos que el plasmido pRmfablA4, pero tiene resistencia a Km y no a Amp

(figura 9).

IV.2.1 Efecto del anhidro-tetraciclina sobre el crecimiento de Escherichia coli

El AnTc 0.05 no disminuye la velocidad especifica de crecimiento de la cepa de E
coli W3110. En la figura 10 se muestran las cinéticas de crecimiento de la cepa
W3110 en medio LB y en medio M9 GLC 10 g/L.

Cinética de crecimiento
de la cepa W3110 a 37 °C

10+

-~ M9 GLC 10 g/L sin Anc
-# M9 GLC 10 g/L con AnTc en t=0
1. -+ LB sin AnTc
6: -+ LB con AnTc en t=0
a
0.1
0.01 T T T 1
0 5 10 15 20

(h)

Figura 10. Caracterizacion del efecto del inductor AnTc sobre la velocidad especifica de
crecimiento de la cepa W3110 en medio LB y M9 GLC 10 g/L. Todas las curvas representan el
aumento en la biomasa de la cepa silvestre W3110. En la curva con los circulos sélidos se usé M9
GLC 10 g/L y no se agregdé AnTc al medio. En la curva con los cuadrados solidos se us6 M9 GLC
10 g/L y si se agregd AnTc. En la curva con los triangulos se utilizé LB y no se agregd AnTc. En la
curva con los triangulos soélidos invertidos se utilizé LB y si se agregé AnTc.

Las curvas se empalman una sobre otra en los dos medios de cultivo que se
utilizaron, lo cual indica que la velocidad de crecimiento de la cepa W3110 es la

misma cuando se agrega AnTc al medio de cultivo que cuando no se agrega, lo
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que indica que la velocidad de crecimiento es la misma en ambos casos (figura
10).

IV.2.2 Efecto de expresar el RNAncfabl sobre el crecimiento de Escherichia
coli

La expresion del RNAncfabl retrasa el inicio de la fase exponencial de crecimiento
de E. coli tanto en medio LB como en medio M9 GLC 10 g/L. En la figura 11 se
muestran los cultivos de la cepa W3110/pRmfablA4 en LB, mientras que en la
figura 12 se muestran los cultivos de la cepa W3110/pRmfablA4 en M9 GLC 10

g/L.

Cinética de crecimiento

LB 37 °C
10+
-~ W3110 con AnTc en t=0
-+ W3110/pRmfablA4 sin AnTc
1 -+ W3110/pRmfab/A4 con AnTc en t=0
o)
a
0.1
0.01 T T 1
0 5 10 15

(h)

Figura 11. Efecto de la expresién del RNAncfabl sobre la velocidad especifica de crecimiento de E.
coli en LB. La curva con circulos soélidos representa el crecimiento de la cepa W3110 sin plasmido
con AnTc 0.05. La curva con los cuadros sdlidos representa el crecimiento de la cepa
W3110/pRmfablA4 en la condicién de cultivo en la que no se indujo la expresion del RNAnc. La
curva con los triangulos sélidos muestra el crecimiento de la cepa W3110/pRmfablA4 en la
condicién de cultivo en la que se indujo la expresion del RNAncfabl en el tiempo cero de la cinética.

La cepa W3110/pRmfab/A4 crece mas lento que la cepa W3110 a la que se le
agrego AnTc 0.05 (figura 11), esta disminucién en el crecimiento se debe a la

carga metabolica impuesta por el plasmido pRmfab/A4. En la figura 11 se compara
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el crecimiento de la cepa W3110/pRmfablA4 en la condicidon en la que se agrego
AnTc con la condicion en la que no se agregd. Se observa que la cepa
W3110/pRmfablA4 tardo dos horas mas en entrar a la fase exponencial de
crecimiento en la condicion en la que se agrego el inductor comparada con la

condicion en la que no se agrego dicho compuesto (figura 11).

Cinética de crecimiento
M9 GLC 10 g/L 37 °C
104
-o- W3110 con AnTc en t=0
- W3110/pRmfablA4 sin AnTc
-+ W3110/pRmfablA4 con AnTc en t=0

(D.0.)

0.1

0.01

0 5 10 15 20
(h)

Figura 12. Caracterizacion del efecto de la expresion del RNAnc sobre la velocidad especifica de
crecimiento en E. coli en medio M9 GLC 10 g/L. En la curva con circulos sélidos se observa el
crecimiento de la cepa W3110, a este cultivo se le agregd AnTc 0.05 en el tiempo cero de la
cinética. En la curva con los cuadros sélidos se observa el crecimiento de la cepa
W3110/pRmfablA4 en la condicidn de cultivo en la que no se indujo la expresion del RNAncfabl. La
curva con los triangulos solidos representa el crecimiento de la cepa W3110/pRmfablA4 en la
condicién de cultivo en la que se indujo la expresion del RNAncfabl en el tiempo cero de la cinética.

De la misma forma que en medio LB; se observa una disminucion en el
crecimiento entre la cepa silvestre y la cepa W3110/pRmfablA4 en la condicion en
la que no se agregd el inductor, esta diferencia se debe a la carga metabdlica
impuesta por el plasmido pRmfab/A4 (figura 12). Al comparar el crecimiento de la
cepa W3110/pRmfablA4 en las dos condiciones de cultivo, se observa que tardé
seis horas mas en entrar a la fase exponencial de crecimiento en la condicion en

la que se afiadid AnTc al medio de cultivo (figura 12).
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Dado que el gen fabl es esencial para el crecimiento celular, esta fase lag sugiere
que el RNAncfabl esta bloqueando la traduccién del mRNA del gen fabl en los

medios de cultivos que se probaron en este trabajo (figuras 11y 12).

IV.2.3 Efecto de la expresion del RNAncfabl sobre la produccion de
pinosilvina en Escherichia coli

La expresion del RNAncfabl aumenta el titulo de produccidén de pinosilvina en E.
coli en medio LB GLY 10 g/L ac. cinamico 3mM. En la figura 13 se muestran los
titulos de produccion de pinosilvina alcanzados con la cepa
W3110/pA4Km/pSc4CLwVVSTS. En la condicion en la que se induce la expresion
del RNAnc/fabl, la cepa W3110/pA4Km/pSc4CLmVVSTS alcanzé un titulo de
0.380 + 0.028 mg/L (figura 13) y una biomasa promedio de 6.453 + 0.414 D.O.
Mientras que en la condicion en la que no se induce la expresion del RNAncfabl, la
cepa W3110/pA4Km/pSc4CLw)VVSTS alcanzé un titulo de produccion de
pinosilvina de 0.304 + 0.035 mg/L (figura 13) y una biomasa promedio de 6.200 +
0.360 D.O.

Produccién de pinosilvina en medio
LB GLY 10 g/L ac. cinamico 3 mM

*

E3 Sin AnTc 0.05

&3 Con AnTc 0.05

(mglL)

W3110/pA4Km/pScaCL(M)VvSTS

Figura 13. Efecto de la expresiéon del RNAncfabl sobre la produccion de pinosilvina en LB GLY 10
g/L ac. cinamico 3 mM. La barra con cuadros representa el titulo de produccién de pinosilvina en la
condicion de cultivo en la que se induce la expresion del RNAnc/fabl. La barra punteada simboliza
la condicidn en la que no se induce la expresién del RNAncfabl. La linea horizontal sobre las
barras indica que los promedios y las desviaciones estandar de los datos de dicho par de barras
fueron utilizados en un analisis de t de student individual. * Indica que 0.05 > p = 0.01.
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Existe una diferencia de 0.076 mg/L de pinosilvina en la condicién entre la
condicion en la que se expresa y la condicion en la que no se expresa el
RNAnNcfabl. Mediante una prueba de t de student se calculdé un valor de p de
0.045, de acuerdo con este valor la diferencia entre los titulos de produccion de

pinosilvina es estadisticamente significativa.

Dado que la biomasa alcanzada por la cepa en cada una de las condiciones afecta
directamente el titulo de produccién de pinosilvina, es necesario usar otro
parametro para determinar si la expresion del RNAncfabl esta aumentando la
produccion de pinosilvina, y descartar que la diferencia en los titulos de produccién
sea un efecto provocado por la diferencia en la biomasa alcanzada en cada una
de las condiciones de cultivo. El parametro que se utilizé fue el rendimiento
producto/biomasa (Ypinoigpes), €l cual expresa los mg de pinosilvina producidos

por g de peso celular seco (gpcs).

Rendimiento producto/biomasa en medio
LB GLY 10 g/L ac. cinamico 3 mM

ns

0.20+
-1 E3 Sin AnTc 0.05

0.151

S ED Con AnTc 0.05

0.10

0.054

(mg pinosilvina/gpcs)

W3110/pA4Km/pSc4CL(M)VVSTS

Figura 14. Efecto de la expresion del RNAnc/fabl sobre el rendimiento producto/biomasa. Y pino/gpcs
de la cepa W3110/pA4Km/pSc4CL\VvSTS en medio LB GLY 10 g/L ac. cinamico 3 mM. La barra
con cuadros representa la condicion en la que se indujo la expresion del RNAncfabl. La barra
punteada corresponde a la condicidn en la que no se indujo la expresion del RNAncfabl. La linea
horizontal sobre las barras indica que los promedios y las desviaciones estandar de los datos de
dicho para de barras fueron utilizados en un analisis de t de student individual. ns significa que las
diferencias entre estos promedios no son estadisticamente significativas.

~
g
dn

(-



La expresion del RNAncfabl no aumenta el Ypinoigoes €N E. coli en medio LB GLY 10
g/L ac. cinamico 3mM. En la figura 14 se comparan 10S Yinoigpes que alcanzo la
cepa W3110/pA4Km/pSc4CLw)VVSTS en cada una de las condiciones de cultivo
(los célculos de los rendimientos se describen en el anexo A). En la condicién en
la que se indujo la expresion del RNAncfabl se calculo un Y pinoigpes de 0.16 + 0.019
mg pino/gpcs. En la condicion en la que no se indujo la expresion del RNAncfabl

se alcanzo un Ypinoigpes de 0.12 + 0.021 mg pino/gpcs (figura 14).

La diferencia entre 10S Yinoigocs €5 de 0.04 mg de pino/gpcs. Para esta diferencia
se calculd un valor de p de 0.088, lo que indica que dicha diferencia no es

estadisticamente significativa.

IV.3 Discusion

El AnTc no tiene efecto antibidtico sobre la cepa W3110 de E. coli; como se
observa en la figura 10, la curva de crecimiento en la condicidén en la que se
agrega AnTc 0.05 al medio de cultivo tiene el mismo perfil que la curva de la

condicion en la que no se agregd AnTc al medio.

Los resultados de la caracterizacién del efecto de la expresion del RNAncfabl
sobre la velocidad de crecimiento (apartado 4.2.1) sugieren que éste esta
bloqueando la traduccion del mMRNA del gen fabl, ya que se observa un retraso en
el inicio de la fase exponencial del crecimiento. De la misma forma, el aumento en
el titulo de produccion que se alcanzé al expresar el RNAncfabl indica que el
RNAnNc esta bloqueando la traduccion del mRNA del gen fabl, lo que se traduce en
aumento en la produccion de pinosilvina. Sin embargo, la diferencia en 10s Y pinogpes
calculados no es significativa. Lo anterior sugiere fuertemente que la diferencia
que se observa en los titulos de produccion se debe a que la cepa
W3110/pA4Km/pSc4CLmVVSTS alcanza una biomasa mas alta en la condicion en
la que se expresa el RNANnc/fabl y no a la expresién del RNAncfabl. De lo anterior

se puede concluir que la estrategia tal como se disefié en este trabajo no esta
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funcionando, sin embargo, otras estrategias de bloqueo de la traduccion del
MmRNA del gen fabl pueden tener un efecto positivo sobre la produccion de

pinosilvina.




V.

Eliminacion de la region intergénica y el hexamero -35 del gen fabl en
Escherichia coli

El gen fabl es esencial para el crecimiento celular de E. coli, por lo que no puede
ser eliminado del cromosoma. Sin embargo, la metodologia reportada por
Datsenko and Wanner en el afio 2000 puede utilizarse para eliminar regiones
cromosomales intergénicas, reguladoras, marcos de lectura o terminadoras. Esto
abre la posibilidad de eliminar las regiones de DNA que controlan la transcripcion
de los genes. Con este tipo de estrategias se puede disminuir la eficiencia con la
que la RNA polimerasa se une a dichas regiones, lo que puede resultar en un
decremento en la transcripcion de los genes. En este capitulo se muestra el
disefio y la implementacién de una estrategia para eliminar la region intergénica y
el hexamero -35 del gen fabl. Posteriormente se presenta la caracterizacién del
efecto de la mutacién sobre la transcripcion de fabl. Finalmente se presenta la

caracterizacion del efecto de esta mutacion sobre la produccion de pinosilvina.

V.1 Metodologia

V.1.1 Eliminacién de la regién intergénica y del hexamero -35 de la
region promotora del gen fabl de una cepa de Escherichia coli

Para eliminar la region intergénica y el elemento -35 de la region promotora del
gen fabl, se siguidé la metodologia descrita por Datsenko & Wanner en el afo
2000. Solo se modificaron la mezcla (tabla 6) y las condiciones de la reaccion
(tabla 7) para obtener el producto de PCR para hacer la eliminacién. Esto se debe
a que se uso una polimerasa diferente (tabla 6). Para obtener el producto de PCR
se disefiaron los oligonucledtidos -35fabl-F y -35fabl-R (tabla 3). El extremo 5° del
oligonucledtido -35fabl-F tiene 50 nucleétidos de homologia con los nucledtidos
del 3" de la secuencia del gen yc¢jD, empalmando justamente hasta el codon de

paro de la traduccion (figura 15). El extremo 3°'de este iniciador tiene 20

~
g
go

(-



nucleotidos de homologia con la secuencia P1 del plasmido pKD3 para amplificar

la secuencia FRT vy el casete de resistencia a cloranfenicol (figura 15).

El extremo 5° del oligonucleétido -35fabl-R tiene 50 nucledtidos de homologia con
los nucleotidos del 5° de la secuencia del marco de lectura y con la region 5" no
traducida del gen fabl, terminando el empalme justamente en el nucledtido -32 de
la regidon promotora, es decir, no se incluye ni una sola base del elemento -35 en
el disefio de este oligonucledtido (figura 15). El extremo 3" de este iniciador tiene
20 nucledtidos de homologia con la secuencia P2 del plasmido pKD3 para

amplificar la secuencia FRT y el casete de resistencia a cloranfenicol (figura 15).

Homologia con

Homologia
con ycjD el promotor de
tgap fabl
1 2 éctc_
A
pKD3 ; /
p1 FRT cat FRT p2
Reaccién de
PCR
v
Producto de — —
PCR -
Digestion
con Dpnl
v
= =
Transformacion de la cepa
W3110 con el producto de PCR

v

hexamero -35

Regioén del del ilvest|
GBI toa...Region intergénica...tagctactc [UEEID W%%',?; ¢l cromosoma de fa cepa sflvestre
-32

lRecombinacién del

producto de PCR con
el cromosoma

Regién del cromosoma en la cepa mutante

RED too @ ctc RREBD W3110-357abl::Cm

-32

Figura 15. Esquema de la estrategia de eliminacion de la regién intergénica y del hexamero -35
de la region promotora del gen fabl.

Se prepard la mezcla descrita en la tabla 6 multiplicada por 4 para obtener
aproximadamente 6 pg de DNA y al final de los pasos de purificacion tener
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suficiente DNA para poder transformar la cepa E. coli W3110 con 2 ug de DNA. El
producto de PCR se digiri6 con la enzima Dpnl a 37 °C durante una h.
Posteriormente el DNA de la reaccién se purifico a partir de un gel de agarosa
estos fueron purificados con el kit GeneJET Gel Extraccion Kit de la compafiia
Thermo Scientific siguiendo las recomendaciones del fabricante. Con este DNA se
transformaron células competentes de la cepa de E. coli W3110 mediante
electroporacion. Después de la transformacion, las células se dejaron recuperando
en 1 mL de medio LB sin antibidtico por cuatro horas. Posteriormente se esparcio
todo el volumen de este medio rico en cajas de petri con medio LB mas

Cloranfenicol 30 pg/mL (Cm 30) y se dejaron incubando por 36 h a 37 °C.

Tabla 6. Mezcla de reaccidén para generar el producto de PCR para eliminar la region
promotora del gen fabl

Componente de la mezcla Volumen
Agua mQ 34.5 uL
10 X buffer con MgSO, 5uL
(10%)
Mezcla de dNTPs 10 mM 1uL
(0.2 mM)
Oligonucleétido -35fabl-F (10 pmol/pL) 1uL
(0.2 uM)
Oligonucleétido -35fabl-R (10 pmol/pL) 1uL
(0.2 uM)
Plasmido templado pKD3 (1.5 ng/pL) 2 uL
(3 ng)
DMSO 5L
(10 %)
Pfu DNA polimerasa (2.5 U/pL) 0.5 pL
(1.25 U)
Volumen total 50 pL

Después de las 36 h, se picaron todas las colonias obtenidas con palillos estériles,
se mezclaron las células de 10 clonas en tubos con 100 puL de agua estéril. Estas
mezclas se usaron como templados para hacer PCR de colonia y con esto
determinar si en alguna clona se habia logrado la eliminacion del elemento -35
(tablas 8 y 9). Cuando una de estas mezclas de colonias dio un producto de PCR

positivo, se tomaron las colonias individuales y se les extrajo el DNA por el método
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de ebullicién y se repitié el PCR como se describe a continuacion. Para confirmar
la eliminacion del hexamero -35 del promotor del gen fabl en las candidatas
separadas, amplificamos las regiones al 5" del gen fabl y el 3" del gen ycjD para

verificar la insercion del casete de Cm en la orientacién correcta.

Tabla 7. Condiciones de reaccién del PCR para eliminar la region promotora del gen

Etapas de la reaccion Temperaturafabl Tiempo Ciclos
(°C) (min)
Desnaturalizacion 95 3 1
inicial
Desnaturalizacién 95 0.5 30
Alineamiento 61
Extension 68
Extension final 68 7 1

Para amplificar estas regiones se prepararon las dos mezclas de reaccion que se
describen en las tablas 8 y 9. El DNA se extrajo a partir de un cultivo saturado en
medio LB, se tomaron 1.5 mL de este cultivo se centrifugaron en una
microcentrifuga a maxima velocidad por 2 min, se tir6 el sobrenadante y a la

pastilla celular se le agregaron 200 uL de agua mQ.

Tabla 8. Mezcla de reaccidon para amplificar la regiéon ycjD-Cm

Componente de la mezcla Volumen
Agua mQ 39.5 uL
10X buffer con MgSO, 5L
(10%)
Mezcla de dNTPs 10mM 1L
(0.2 mM)
Oligonucleétido ycjD-F (10 pmol/ pL) 1L
(0.2 pM)
Oligonucleétido ¢1-R (10 pmol/ pL) 1uL
(0.2 M)
DNA templado de la cepa W3110 A- 2 uL
35fabl::Cm
Pfu DNA polimerasa (2.5 U/ pL) 0.5 L
(1.25 V)
Volumen total 50 pL
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Posteriormente éste se puso en un bano de agua a ebullicion por 10 min. Después
de los 10 min de ebullicion se centrifugd en una microcentrifuga a maxima
velocidad por 2 min. Del sobrenadante se pipetearon 20 uL a un tubo nuevo que
contenia 180 pL de agua mQ y éste se uso6 para la amplificacién de las regiones
ya mencionadas. Como control de este experimento se us6é el DNA de la cepa
silvestre W3110.

Tabla 9. Mezcla de reaccién para amplificar la region Cm-fabl

Componente de la mezcla Volumen
Agua mQ 39.5 uL
10X buffer con MgSO, 5uL
(10%)
Mezcla de dNTPs 10mM 1uL
(0.2 mM)
Oligonucleétido c2-F (10 pmol/ pL) 1uL
(0.2 uM)
Oligonucleétido fabl-R (10 pmol/ pL) 1uL
(0.2 uM)
DNA templado de la cepa W3110A- 2 uL
35fabl::Cm
Pfu DNA polimerasa (2.5 U/ pL) 0.5 L
(1.25 V)
Volumen total 50 pL

Finalmente los productos obtenidos de la cepa mutante se cargaron en un gel de
agarosa preparativo y se cortaron las bandas correspondientes a 450 pb y de 780
pb, estos fueron purificados con el kit GeneJET Gel Extraccion Kit de la compania
Thermo Scientific siguiendo las recomendaciones del fabricante. Una vez
obtenidos estos productos de PCR se secuenciaron (Unidad de sintesis y
secuenciacion de DNA del IBt-UNAM).

V.1.2 Efecto de la eliminacién de la region intergénica y del hexamero -35
del promotor del gen fabl sobre la transcripcion de genes que
codifican para enzimas del metabolismo de lipidos en Escherichia coli

Para determinar si la eliminacion de la region intergénica y del hexamero -35 del
gen fabl disminuye el nivel de transcripcién de dicho gen y/o de otros genes que

codifican para las enzimas del metabolismo de lipidos, se hicieron analisis de RT-
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gPCR. Para preparar el cDNA templado para estos analisis se hicieron cultivos en
M9 GLC 10 g/L. Los cultivos se iniciaron en tubos de ensayo de 16 x 150 mm con
3 mL de LB Cm 30 (el Cm 30 lo usamos unicamente para la cepa mutante) a 37
°C y 300 rpm durante 12 h. A partir de este tubo se inoculé6 un matraz con
deflectores de 250 mL que contenia 50 mL de medio M9 GLC 10 g/L fresco sin
antibidtico a 0.1 D.O., éste se incub6 a 37 °C y 300 rpm durante 12 h. A partir de
este cultivo se inocul6 otro matraz con deflectores de 250 mL que contenia 50 mL
de medio M9 GLC 10 g/L fresco sin antibiético a 0.1 D.O. y se incubé a 37 °C y
300 rpm.

Las cepas que se cultivaron en M9 GLC 10 g/L se cosecharon cuando alcanzaron
1 D.O. en un tubo conico estéril se cosecharon 20 mL de medio de cultivo en
condiciones asépticas, a las que se agregaron 0.4 mL del reactivo RNAlater (que
protege la muestra de RNAsas). Este tubo se agit6 mecanicamente con vortex,
posteriormente se centrifugd a 5 000 rpm por 10 min, el sobrenadante fue
desechado y la pastilla celular almacenada a -70 °C hasta el momento de la
extraccion de RNA total.

La extraccion del RNA total se llevdo a cabo por el método estandar de fenol
caliente (Aguilar et al., 2015) y se cuantifico en un espectrofotometro nanoDrop
Thermo Scientific® para posteriormente sintetizar el cDNA a partir de éste. La
sintesis del cDNA se realizd utilizando de 1 a 5 uyg de RNA total con el kit
RevertAid™ (Fermentas LifeSciencies, USA) de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. Una vez sintetizado el DNAc se utilizd6 1 ng por reaccion para realizar

los ensayos de RT-qPCR en ambas cepas (control y mutante).

Para determinar el nivel de transcripcion de los genes de la biosintesis de acidos
grasos y de fosfolipidos se prepararon reacciones de 10 uL con 1 ng de DNAc y el
kit MAxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Fermentas LifeSciencies,
USA) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Una vez obtenidos los
datos de fluorescencia que genera el equipo, se analizaron por el método de Livak
et al., 2001, en el que se usa la formula (1) para calcular los valores relativos de

transcripcion de estos genes.

~
'S
¢

(-



2-AACT ( 1 )
Donde:

C+. Ciclo umbral o limite. Es el valor de fluorescencia en el que el valor de la
muestra se encuentra en la fase exponencial de la curva y supera al valor del ruido

de fondo.

ACT. Crx-Crc. Es la diferencia entre los valores Ct del gen que se esta analizando
(X) respecto al gen calibrador (gen de referencia) (C). Este dato permite corregir
los errores en la cantidad de RNA mensajero, en este caso usamos el gen ihfB.

AACT. ACTx- ACTr. Es la diferencia entre los valores de ACT calculados para el
gen en la cepa mutante (X) respecto al valor del mismo gen en la cepa silvestre, al
que se le asigna el valor de uno, a este valor se le denomina valor de
normalizacion (R). En este caso comparamos cada gen de la cepa mutante contra

su homologo en la cepa silvestre.

Se calcularon los valores de los niveles de transcripcion de genes que codifican
para enzimas del metabolismo de lipidos de E. coli. Se presenta la desviacion
estandar de tres experimentos independientes y el valor p de una prueba t de
student. Los valores de p < 0.05 indican que las diferencias en los niveles de
transcripcion de los genes de la cepa a la que se le elimind la regidn intergénica y
el hexamero -35 del gen fabl comparados con los de la cepa W3110 son

estadisticamente significativas.

V.1.3 Efecto de la eliminacién de la regién intergénica y del hexamero -
35 del promotor del gen fabl sobre la produccién de pinosilvina
en Escherichia coli

Para caracterizar el efecto de la eliminacion de la region intergénica y del
elemento -35 sobre la produccion de pinosilvina en E. coli se utilizaron diferentes

medios. Para estos cultivos, se transformaron las cepas W3110 A-35fabl::Cm vy




W3110 con los plasmidos pSc4CLwmAhSTS y pSc4CLw)VVSTS. Con las cepas
W3110 A-35fabl::Cm/pSc4CLwAhSTS y W3110/pSc4CLmAnSTS se hicieron
cultivos en medio LB GLC 10 g/L, LB glicerol (GLY) 10 g/L, M9 GLC 10 g/L y M9
GLY 10 g/L. Mientras que con las cepas W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLw)VVSTS y
W3110/pSc4CLw)VVSTS solo se hicieron cultivos en medio LB GLY 10 g/L. En

todos los medio se uso ac. cinamico 3 mM como segunda fuente de carbono.

Los cultivos en M9 GLC y M9 GLY se iniciaron en tubos de ensayo de 16 x 150
mm con 3 mL de LB Cb 100 y Cm 30 (Unicamente para la cepa mutante) a 37 °C y
300 rpm durante 12 h. A partir de este tubo se inoculd un matraz con deflectores
de 250 mL que contenian 50 mL de medio M9 GLC o M9 GLY fresco, ac. cinamico
3 mMy Cb 100 a una D.O. de 0.1. Se incub6 a 37 °C y 300 rpm hasta que
entraran en fase estacionaria temprana. A partir de este tubo se inoculé un matraz
con deflectores de 250 mL que contenian 50 mL de medio M9 GLC o M9 GLY
fresco, ac. cinamico 3 mM y Cb 100 a una D.O. de 0.1. Se incubd a 30 °C y 300
rom, una vez que los cultivos alcanzaron una D.O. de 0.8 se agregd IPTG a una
concentracion final de 0.5 mM. 20 h después de la induccion se coseché 0.1 mL

del cultivo para medir la D.O. y 0.5 mL para extraer la pinosilvina.

Para los cultivos en LB GLC y LB GLY se inici6 en tubos de ensayo de 16 x 150
mm con 3 mL de LB Cb 100 y Cm 30 (Uunicamente para la cepa mutante) a 37 °Cy
300 rpm durante 12 h. A partir de este tubo se inoculd un matraz con deflectores
de 250 mL que contenian 50 mL de medio LB GLC o LB GLY fresco, ac. cinamico
3 mMy Cb 100 a una D.O. de 0.1. Se incubo6 a 30 °C y 300 rpm, una vez que los
cultivos alcanzaron una D.O. de 0.8 se agregé IPTG a una concentracion final de
0.5 mM. 20 h después de la induccién se cosecharon 0.1 mL del cultivo para medir

la D.O. y 0.5 mL para cuantificar la pinosilvina.

Se calculé la desviacion estandar de tres experimentos independientes y el valor p
de una prueba t de student. Los valores de p < 0.05 indican que las diferencias en
los niveles de transcripcion de los genes de la cepa W3110A-35fabl::Cm

comparados con los de la cepa W3110 son estadisticamente significativas.
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V.2 Resultados

V.2.1 Eliminacién de la regién intergénica y del hexamero -35 de la
region promotora del gen fabl de una cepa de Escherichia coli

Se logro eliminar la regidn intergénica y el hexamero -35 del promotor del gen fabl/
la cepa silvestre de E. coli W3110, a la cepa mutante que se generd con esta
mutacion se le nombro W3110A-35fabl::Cm. La cepa que se genero tiene
insertado el casete de resistencia a Cm, esta secuencia esta bordeada al 3" por el
codon de paro de la transcripcion del gen ycjD y al 5°por el nucleétido -32 del

promotor del gen fabl (figura 16-B).

s <ot

750 pb -32
. — i T
> —
. 450 pb 750 pb
> —
500 pb

Figura 16. Comprobacién de la eliminacion de la regién intergénica y el hexamero -35 del gen fabl/

en Escherichia coli. A. Gel de agarosa de las amplificaciones de las regiones ycjD-Cm (450 pb) y

Cm-fabl (780 pb). B. esquema de las amplificaciones de las regiones ycjD-Cm (450 pb) y Cm-fabl
(780 pb).

En la figura 16 se muestran los productos de PCR que confirman la eliminacion de
la region intergénica y del hexamero -35 de la region promotora del gen fabl y la
integracion del casete de Cm en dicha region del cromosoma de E. coli. Estos
productos de PCR son de 450 pb (carril 2) y de 780 pb (carril 3) respectivamente
(figura 16 A y B). Con la secuenciacion de estos productos de PCR comprobo6 que
la mutacién de la region Cm-fab/ ocurrio como fue disefiada (figura 17), es decir, la
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transcripcion del casete de Cm ocurre de forma divergente a la transcripcion del
gen fabl (se esquematiza en la figura 16-B). Lo anterior evita que la transcripcion
del casete de resistencia a Cm afecte la transcripcion del gen fabl. No se generd
ninguna mutacion espontdanea que modifique el resto de la secuencia del
promotor, ni la secuencia del sitio de unién al ribosoma, ni se generé ningun
cambio en la region 5 no traducida que pudiera alterar la transcripcion del gen
fabl (figura 17).

mutante -35 1318 actttctagagaataggaacttcggaataggaactaaggaggatattcat
16324 6 W.. . SW—. T, T kooooooa, keoooooooa,

mutante -35 1368 atgctcacagccaggttgattataataaccgtttatctgttcegtactgtt
16324 1 T

mutante -35 1418 tactaaaacgacgaatcgcctgattttcaggcacaacaagcatcaacaat
16324 103 oo S ettt e e

mutante -35 1468 aaggattaaagctatgggttttctttccggtaagcgcattctggtaaccg
16324 105 1 T

mutante -35 1518 gtgttgccagcaaactatccatcgecctacggtatcgectcaggegatgeac
16324 0 P

mutante -35 1568 cgcgaaggagctgaactggcattcacctaccagaacgacaaactgaaagg
16324 1 P

Figura 17. Comprobacién de la eliminacién del hexdamero -35 de la region promotora del gen fabl.
Se resalta en rojo el codén de inicio de la traduccion asi como el elemento -10 del promotor del gen
fabl. Se resalta en verde una parte de la secuencia del casete de Cm, se resalta también en rojo un

atg que remplazé al elemento -35 del promotor del gen fabl.

V.2.2 Efecto de la eliminaciéon de la regién intergénica y del hexamero -35
del promotor del gen fabl sobre la transcripcion de genes que
codifican para enzimas del metabolismo de lipidos en Escherichia coli

El nivel de transcripcién del gen fabl de la cepa W3110A-35fabl::Cm bajé 79 %

respecto al nivel de transcripcion del gen fabl de la cepa silvestre (figura 18). Esta
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disminucién indica que la eliminacion de la region intergénica y del elemento -35
del promotor del gen fabl es una estrategia que permite disminuir la expresion de
dicho gen. En este sentido, cabe destacar que Heath & Rock (1995) generaron
una cepa de E. coli con una version mutante del gen fabl que codifica para una
enzima enoil-ACP reductasa que disminuye su actividad catalitica cuando se
aumenta la temperatura de cultivo de la cepa, lo cual aumenta la poza intracelular

de malonil-CoA.

De la misma forma, el nivel de transcripcion del gen birA de la cepa W3110A-
35fabl::Cm disminuye 49 % respecto a su homologo en la cepa silvestre (figura
18). Este gen codifica para la enzima bifuncional BirA, ésta tiene la actividad biotin
ligasa y a su vez actua como represor transcripcional del operén de sintesis de
biotina (Eisenberg, Prakash, & Hsiung, 1982). BirA cataliza la biotinilacién de la
proteina acarreadora de biotin-carboxilo (apoBCCP) a partir de la molécula biotinil-
5’-adenilato (bio-5-AMP). La apoBCCP tiene un papel central en el complejo
enzimatico acetil-CoA carboxilasa (ACC), ya que la apoCCP contiene un grupo
prostético biotinil unido covalentemente a un residuo de lisina que es carboxilado
en la primera parte de la reaccién. En la segunda parte de la reaccién el grupo
carboxilo se transfiere a al acetil-CoA para formar el malonil-CoA (Sutton et al.,
1977). La reacciéon catalizada por la ACC es esencial para la FAB ya que es
propiamente la primer reaccion y controla el flujo de carbono hacia dicha ruta
(Broussard, Price, Laborde, & Waldrop, 2013). La enzima Fabl esta relacionada
con esta ruta metabdlica ya que participa en la elongacion del 3cetoglutaril-ACP-
metil-ester a pimeloil-ACP-metil-ester, esta ultima molécula es el principal
precursor de la sintesis de biotina (Lin, Hanson, & Cronan, 2010). Como ya se
menciond la biotina participa como cofactor en la reaccion catalizada por la ACC
(Sutton et al., 1977). En este sentido, el bio-5-AMP también es el efector de la
actividad de BirA como factor transcripcional, por lo que cuando baja la
concentracion de la proteina apoBCCP (y consecuentemente la demanda celular
de biotina) se reprime la transcripcidén del operén de biotina (Beckett, 1998). El
nivel de la transcripcidn del gen que codifica para la enzima AccD disminuye 48 %

en la cepa W3110A-35fabl::Cm respecto a la cepa silvestre. Esta enzima es la
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subunidad beta de la carboxil-transferasa, la cual forma parte del complejo
enzimatico ACC (Meades, Benson, Grove, & Waldrop, 2009). Se ha demostrado
que la expresion de este gen esta regulada por la velocidad de crecimiento (Lit &
Cronan, 1993).

Niveles de transcripcion relativos de genes de
las rutas de biosintesis de lipidos en la cepa
W3110A-35fabl::Cm en medio M9 GLC 10 g/L a 37 °C

@8 acpP 0.81+0.01; p=0.0001
o 25- acpS 0.84 + 0.07; p=0.016
£ @8 accD 0.52 +0.15; p = 0.005
°  20- fabH 0.52 + 0.09; p = 0.0008
S @8 fabB1.78 + 0.35; p = 0.018
2 157 fabG 1.38 + 0.44; p = 0.20
2 AP | @ fabA 0.82 + 0.06; p = 0.006
s I - fabZ 0.71 + 0.07; p = 0.002
® o0s I I - fabl 0.21 + 0.02; p = 0.0001
E - @8 7abR 0.47 + 0.01; p = 0.0001
Z plsB0.75 + 0.02; p = 0.0001

@8 bHirA 0.59 + 0.03; p = 0.0001
gpsA 0.71 + 0.01; p = 0.0001

Figura 18. Niveles de transcripcion de genes que codifican para enzimas del metabolismo de
lipidos de la cepa W3110A-35fabl::Cm. El valor del nivel de transcripcion de la cepa silvestre es
uno en todos los casos y esta representado por la linea punteada.

En la cepa W3110A-35fabl::Cm el nivel de la transcripcion de los genes acpP y
acpS disminuye 19 y 16 por ciento, respectivamente, comparados con sus
homologos en la cepa silvestre. El gen acpP codifica para la proteina acarreadora
de acilo (ACP) en su forma apo, para que se forme la holoproteina de la ACP es
necesario que se le transfiera un grupo 4’-fosfopantoteina de una molécula de
coenzima A, esta reaccion la cataliza la enzima AcpP. La ACP en su forma holo es
la proteina acarreadora acilos en la FAB, en este sentido se ha demostrado que la
relacion entre apo-ACP y holo-Acp no afecta la abundancia de lipidos en E. coli
(Jackowski & Rock, 1983).
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En la cepa W3110A-35fabl::Cm la transcripcion del gen fabH disminuyen 48 %
respecto a la cepa silvestre (figura 18), este gen codifica para la B-ceto-acal-ACP
sintasa |ll que es esencial para la iniciacion de los ciclos de elongacién de la
biosintesis de ac. grasos. Asi mismo, el nivel de transcripcién del gen fabZ
disminuye 79 % respecto a la cepa silvestre, este gen codifica para la enzima B-
hodroxiacil-ACP deshidratasa la cual cataliza la deshidratacion de B-hodroxiacil-
ACP de cadena corta y los -hodroxiacil-ACP saturados e insaturados de cadena
larga. El nivel de transcripcion del gen fabA disminuye 18 % respecto a la cepa
silvestre, este gen codifica para una enzima deshidratasa/isomerasa que tiene un
papel esencial en la sintesis de ac. grasos insaturados. Es el punto de ramificaciéon
entre los los ac. grasos saturados e insaturados introduciendo una insaturacion en
cis. De la misma forma, la transcripcién del gen fabR disminuye 53 % respecto a
su homodlogo en la cepa silvestre, este codifica para el represor de la transcripcion
de los genes fabB y fabA. En este sentido, en la cepa W3110A-35fabl::Cm el nivel
de transcripcidén de los genes gpsA y plsB disminuye 41y 25 % respectivamente,
las enzimas codificadas por estos genes participan en la biosintesis de
fosfolipidos. Estos resultados sugieren que de manera general, la tasa de
biosintesis de lipidos en la cepa W3110A-35fab/::Cm esta disminuyendo (figura
18).

Por otro lado, los transcritos del gen fabB aumentan 78 % respecto a su gen
homologo en la cepa silvestre. La enzima codificada por este gen es esencial en la
biosintesis de ac. grasos de cadena corta. El nivel de transcripcion del gen fabG
tiene una desviacién estandar muy alta, por lo que no podemos determinar si

cambia respecto a la cepa silvestre (figura 18).
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V.2.3 Efecto de la eliminacién de la regidn intergénica y del hexamero -35
del promotor del gen fabl sobre la produccion de pinosilvina en
Escherichia coli

V.2.3.1 Produccién de pinosilvina con la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLw)AhSTS en medio M9

La eliminacién de la region intergénica y del hexamero -35 del gen fabl/ aumenta el
titulo de produccion de pinosilvina asi como el Ypinoigoes €N E. coli. El aumento
ocurre tanto en medio M9 GLC 10 g/L como en medio M9 GLY 10 g/L, ambos
suplementados con ac. cinamico 3mM. En la figura 19 se muestran los titulos de
produccion de pinosilvina alcanzados con la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CL(M)AhSTS, ésta tiene eliminada la regidén intergénica y el
elemento -35 del gen fabl (apartado V.1.1), ademas posee el plasmido
pSc4CL(M)AhSTS a partir del cual se expresan las enzimas heterélogas Sc4CL )
y AhSTS.

Produccion de pinosilvina en medio
M9 ac. cinamico 3 mM

*% *k%k
0.8- _
-T E3 W3110/pSc4CL(M)AhSTS
0.6- : B W3110A-35fabl::Cm/pSc4CL(M)AhSTS
3 = :
D  04- e o
E e _—
0 2 - o o m = | I:I
: e g =
: .E. . m - | IEI
0.0-

GLC 10g/L GLY 10 g/L

Figura 19. Produccién de pinosilvina 20 h después de inducir la expresion de las enzimas de la
ruta de produccion de pinosilvina. Se utilizé la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLw)AhSTS en
medio M9 GLC 10 g/L y M9 GLY 10 g/L. Las barras con los cuadros pequeios representan el

titulo de produccion de pinosilvina que alcanzo la cepa W3110/pSc4CLwAhSTS en M9 con cada
una de las fuentes de carbono (GLC y GLY). Las barras con los cuadros grandes representan el
titulo de produccion de pinosilvina que alcanzo la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CL\AhSTS en

M9 con cada una de las fuentes de carbono (GLC y GLY). La linea horizontal sobre las barras
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indica que los promedios y las desviaciones estandar de los datos de dicho par de barras fueron
utilizados en un analisis de t de student individual. ** Indican que 0.01 > p = 0.001 y *** Indican que
0.001 > p 2 0.0001. Entre més asteriscos se asignen mas significativa es la diferencia.

En M9 GLC 10 g/L la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLmANSTS alcanzé una
produccion de pinosilvina de 0.63 + 0.10 mg/L, mientras que la cepa
W3110/pSc4CLwmAhSTS alcanzé una produccion de 0.12 + 0.012 mg/L. Con
estos datos se puede calcular una diferencia de 0.51 mg/L de pinosilvina entre los
titulos alcanzados por cada cepa en M9 GLC 10 g/L (figura 19). En M9 GLY 10 g/L
la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLmANSTS alcanzé una produccion de
pinosilvina de 0.46 + 0.02 mg/L, mientras que la cepa W3110/pSc4CLmAhSTS
alcanzd una produccién de 0.29 + 0.010 mg/L. Con estos datos se puede calcular
una diferencia de de 0.17 mg/L de pinosilvina entre los titulos alcanzados por cada
cepa en M9 GLY 10 g/L (figura 19). El valor de p calculado para la diferencia entre
los titulos de produccion de las cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwmAhSTS y la
cepa W3110/pSc4CLwAhSTS en M9 GLC 10 g/L es de 0.0013. Mientras que el
valor de p calculado para la diferencia entre los titulos de produccion de las cepa
W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwmAhSTS y la cepa W3110/pSc4CLmAhSTS en M9
GLY 10 g/L es de 0.0003 (figura 15). De acuerdo con estos valores, la diferencia
en los titulos de produccion de pinosilvina entre la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmANSTS vy la cepa W3110/pSc4CLmAhSTS, observadas en
medio M9 GLC 10 g/L y en M9 GLY 10 g/L son estadisticamente significativas.

Dado que la biomasa alcanzada por las cepas afecta directamente el titulo de
produccion de pinosilvina, se calculd un Ypinogpes. CON este valor se puede
determinar si las diferencias observadas en los titulos de produccién de pinosilvina
se deben a la disminucién en los niveles de transcripcion del gen fabl o se deben a
que alguna de las cepas alcanz6 una biomasa mayor que la otra. En medio M9
GLC 10 g/L la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwmAhRSTS generd una biomasa de
3.48 + 0.045 D.O., mientras que la cepa W3110/pSc4CLwAhSTS generd una
biomasa de 4.40 + 0.113 D.O. Por otro lado, en medio M9 GLY 10 g/L la cepa
W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwAhSTS generd una biomasa de 2.17 + 0.056 D.O,,
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mientras que la cepa W3110/pSc4CLmAnSTS generé una biomasa de 2.87 +
0.065 D.O.

En la figura 20 se compara el Ypinogpes Calculado para la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmANSTS  con el  Ypinogpes Calculado para la cepa
W3110/pSc4CLmANSTS.

Rendimiento producto/biomasa en medio
M9 ac. cinamico 3 mM

0.8+

- *kk *dedk E3 W3110/pSc4CL(M)AhSTS
& o6 E3 W3110A-35fabl::Cm/pSc4CL(M)AhSTS
(2] -0 ——
E | = |
S o
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Q | |
o 027 e e
é - | o o | = |
0.0 S 5

GLC 10 g/L GLY 10 g/L
Figura 20. Rendimiento producto/biomasa de la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CL\AhSTS en
medio M9 GLC 10 g/L y M9 GLY 10 g/L. Las barras con los cuadros pequefios representan el
Y pinofgocs Calculado para la cepa W3110/pSc4CLwmyARSTS en M9 con cada una de las fuentes de
carbono (GLC y GLY). Las barras con los cuadros grandes representan el Y inogpes Calculado para
la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLAhSTS en M9 con cada una de las fuentes de carbono
(GLC y GLY). La linea horizontal sobre las barras indica que los promedios y las desviaciones
estandar de los datos de dicho par de barras fueron utilizados en un analisis de t de student
individual. *** Indican que 0.001 > p = 0.0001 y **** Indica que p < 0.0001. Entre més asteriscos se
asignen mas significativa es la diferencia.

En M9 GLC 10 g/L el Ypinoigpes cCalculado para la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmANSTS es de 0.49 + 0.081 mg pino/gpcs, mientras que el
Ypinoigpes Calculado para la cepa W3110/pSc4CLwAhSTS es de 0.078 + 0.010 mg
pino/gpcs (figura 20). Con estos datos se puede calcular una diferencia de 0.41
mg pino/gpcs entre 10S Y pinoigpes de cada cepa en M9 GLC 10 g/L. Por otro lado, en
M9 GLY 10 g/L el Ypinogpes calculado para la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmANSTS es de 0.57 + 0.016 mg pino/gpcs, mientras que el
Ypinoigpes Calculado para la cepa W3110/pSc4CLwmAhSTS es de 0.28 + 0.016 mg
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pino/gpcs (figura 20). Con estos datos se puede calcular una diferencia de 0.29

mg pino/gpcs entre 10S Y inoigpes de cada cepa en M9 GLC 10 g/L.

El valor de p calculado para las diferencias entre 10S Y inoigpes de la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmANSTS vy la cepa W3110/pSc4CLwAhSTS en medio M9
GLC 10 g/L es de 0.0010. Mientras que el valor de p calculado para las diferencias
entre 10S Ypinoigpes de la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLmANSTS y la cepa
W3110/pSc4CLmARSTS en M9 GLY 10 g/L es menor que 0.0001. De acuerdo
con estos datos, las diferencias entre 10S Ypinogpes, de la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmAhSTS y la cepa W3110/pSc4CLwARSTS, son
estadisticamente significativa tanto en medio M9 GLC 10 g/L con en medio M9
GLY 10g/L. Una vez que se determiné que las diferencias son estadisticamente
significativas, se calcul6 que en la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwAhSTS el
Y pinoigocs @umento 5.26 y de 1.04 veces en medio M9 GLC 10 g/L y en medio M9
GLY 10 g/L respectivamente.

V.2.3.2 Produccién de pinosilvina con la cepa W3110A-35fabl::Cm/
pSc4CLmAhSTS en medio LB

La eliminacién de la region intergénica y del hexamero -35 del gen fabl aumenta el
titulo de produccién de pinosilvina asi como el Ypino/gpcs en E. coli tanto en
medio LB GLC 10 g/L como en medio LB GLY 10 g/L, ambos suplementados con

ac. cinamico 3mM.

En LB GLC 10 g/L la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwAhSTS alcanzé una
produccion de pinosilvina de 0.32 + 0.023 mg/L, mientras que la cepa
W3110/pSc4CLmAhSTS alcanzé una produccion de 0.27 + 0.0094 mg/L. De
acuerdo con estos datos hay una diferencia de 0.50 mg/L de pinosilvina entre los
titulos alcanzados por cada cepa en LB GLC 10 g/L (figura 21). En LB GLY 10 g/L
la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLmANSTS alcanzé una produccion de
pinosilvina de 3.72 + 0.58 mg/L, mientras que la cepa W3110/pSc4CLmAhSTS

alcanzd una produccion de 0.49 + 0.141 mg/L. Estos datos indican que hay una
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diferencia de 3.23 mg/L de pinosilvina entre los titulos alcanzados por cada cepa
en LB GLY 10 g/L (figura 21).

Produccion de pinosilvina en medio
LB ac. cinamico 3 mM

k%%
5-
E3 W3110/pSc4CL(M)AhSTS

4- E3 W3110A-35fabl::Cm/pSc4CL(M)AhSTS
) 3
o
E 2-

14 *

GLY 10 g/L

Figura 21. Produccion de pinosilvina con la cepa W3110A-35fabl::Cm/ pSc4CLmAhSTS en medio
LB GLC 10 g/L y LB GLY 10 g/L. Las barras con los cuadros pequefios representan el titulo de
produccion de pinosilvina que alcanzo la cepa W3110/pSc4CLwAhSTS en LB con cada una de las
fuentes de carbono (GLC y GLY respectivamente). Las barras con los cuadros grandes
representan el titulo de produccion de pinosilvina que alcanzé la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLwAhSTS en LB con cada una de las fuentes de carbono (GLC y GLY
respectivamente). La linea horizontal sobre las barras indica que los promedios y las desviaciones
estandar de los datos de dicho par de barras fueron utilizados en un analisis de t de student
individual. * Indica que 0.05 < p =2 0.01 y *** Indican que 0.001 < p = 0.0001. Entre mas asteriscos
se asignen mas significativa es la diferencia.

El valor de p calculado para la diferencia entre los titulos de produccion de la cepa
W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwAhSTS y la cepa W3110/pSc4CLmyAhSTS en LB
GLC 10 g/L es de 0.022, mientras que el valor de p calculado para la diferencia
entre los titulos de produccion de la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLmAhSTS y
la cepa W3110/pSc4CLwmAhSTS en LB GLY 10 g/L es de 0.0008. Esto indica que
la diferencia en los titulos de produccion de pinosilvina entre la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmANhSTS y la cepa W3110/pSc4CLwmAhSTS, tanto en medio
LB GLC 10 g/L como en LB GLY 10 g/L son estadisticamente significativas.
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Para determinar si las diferencias que observadas en los titulos de produccién de
pinosilvina se deben a la disminucion en el nivel de la transcripcion del gen fabl o
se deben a que alguna de las cepas alcanzé una biomasa mayor que la otra se
calculd un  Ypinogpess En medio LB GLC 10 g/L la cepa W3110A-
35fabl.:Cm/pSc4CLmAhSTS generd una biomasa de 3.09 + 0.055 D.O., mientras
que la cepa W3110/pSc4CLmyAhSTS generd una biomasa de 3.18 + 0.235 D.O.
Por otro lado, en medio LB GLY 10 g/L la cepa W3110A-
35fabl.:Cm/pSc4CLmAhSTS generd una biomasa de 8.65 + 0.336 D.O., mientras
que la cepa W3110/pSc4CLmAhSTS gener6 una biomasa de 8.75 + 0.119 D.O.
En la figura 22 se compara el Ypinogpes Calculado para la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmANRSTS  con el  Ypinogpes Calculado para la  cepa
W3110/pSc4CLmANSTS.

Rendimiento producto/biomasa en medio
LB ac. cinamico 3 mM
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Figura 22. Rendimiento producto/biomasa con la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwAhSTS en
medio LB GLC 10 g/L y LB GLY 10 g/L. Las barras con los cuadros pequefios representan el
Y pinoigpes Calculado para la cepa W3110/pSc4CLmyAhSTS en LB con cada una de las fuentes de
carbono (GLC y GLY). Las barras con los cuadros grandes representan el Y inogpes Calculado para
la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwAhSTS en LB con cada una de las fuentes de carbono (GLC
y GLY). La linea horizontal sobre las barras indica que los promedios y las desviaciones estdndar
de los datos de dicho para de barras fueron utilizados en un analisis de t de student individual. *
Indica que 0.05 > p = 0.01 y *** Indican que 0.001 > p = 0.0001. Entre mas asteriscos se asignen
mas significativa es la diferencia.
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En LB GLC 10 g/L el Ypinoigees calculado para la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmANSTS es de 0.28 + 0.015 mg pino/gpcs, mientras que el
Ypinoigpes Calculado para la cepa W3110/pSc4CLwmAhSTS es de 0.23 + 0.021 mg
pino/gpcs (figura 22). Con base en estos datos se puede observar una diferencia
de 0.05 mg pino/gpcs entre 10S Yinogpes de las cepas en LB GLC 10 g/L. Por otro
lado, en LB GLY 10 g/L el Ypinogees de la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmAnSTS es de 1.16 + 0.19 mg pino/gpcs, mientras que el
Ypinoigoes de la cepa W3110/pSc4CLwAhSTS es de 0.15 + 0.041 mg pino/gpcs
(figura 22). Con estos datos se observa una diferencia de 0.86 mg pino/gpcs entre

los Ypinoigpes Calculados para cada cepa en LB GLY 10 g/L.

El valor de p calculado para la diferencia entre 10s Y inogpes de la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmANSTS y la cepa W3110/pSc4CLmAhRSTS en medio LB
GLC 10 g/L es de 0.0287, mientras que el valor de p calculado para la diferencia
entre 10s Ypinoigpes de la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLmANSTS y la cepa
W3110/pSc4CLmAhSTS en medio LB GLY 10 g/L es de 0.0010. Con base en
estos valores, las diferencias entre 10S Ypinogpes, €ntre la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmAhSTS 'y la cepa W3110/pSc4CLwARSTS, son
estadisticamente significativa tanto en medio LB GLC 10 g/L como en medio LB
GLY 10 g/L. Dado que las diferencias son estadisticamente significativas, es
posible calcular que el Ypinogpes aumentd en la  cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmANhSTS, respecto a su control, 0.21 y 6.61 veces en medio
LB GLC 10 g/L y en medio LB GLY 10 g/L respectivamente.

Hasta este punto se ha demostrado que la cepa W3110A-35fabl::Cm aumenta la
produccion de pinosilvina en 4 medios de cultivo diferentes cuando se utiliza el
plasmido de produccion heterdloga pSc4CLmAhSTS. Para determinar si la
eliminacion de la region intergénica y el hexamero -35 del gen fabl también
aumenta la producciéon de pinosilvina utilizando otros plasmidos, se comparo la
produccion  entre las cepas  W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLw)VVSTS vy
W3110/pSc4CLmVVSTS.




V.2.3.3 Produccion de pinosilvina con la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLw)VvSTS en medio LB

La eliminacién de la region intergénica y del hexamero -35 del gen fabl aumenta el
titulo de produccion de pinosilvina asi como el Ypinoigpes €N la cepa de E. coli
W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLm)VVSTS en medio LB GLY 10 g/L suplementado con
ac. cinamico 3mM. La produccién de pinosilvina que alcanzd la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLw)VVSTS es de 52.671 + 2.953 mg/L, mientras que la cepa
W3110/pSc4CLw)VVSTS alcanzé una produccion de pinosilvina de 34.89 + 4.809
mg/L. Con estos datos podemos calcular una diferencia de 17.78 mg/L de

pinosilvina entre los titulos de produccion alcanzados con cada una de las cepas.

Produccion de pinosilvina en medio
LB GLY 10 g/L ac. cinamico 3 mM
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Figura 23. Produccion de pinosilvina en medio LB GLY ac. cinamico 3 mM con la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLVVSTS. La linea horizontal sobre las barras indica que los promedios y las
desviaciones estandar de los datos de dicho para de barras fueron utilizados en un andlisis de t de
student individual. ** Indican que 0.01 < p = 0.001.

El valor de p calculado para las diferencias de los titulos de produccion entre la
cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwmVVSTS y W3110/pSc4CLw)VVSTS es de
0.0055, esto significa que la diferencia entre los titulos de produccién es

estadisticamente significativa.
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Como ya se menciond, la biomasa alcanzada por las cepas afecta directamente el
titulo de produccion de pinosilvina. En medio LB GLY 10 g/L la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLwVVSTS generd una biomasa de 9.49 + 0.18 D.O., mientras
que la cepa W3110/pSc4CLw)VvSTS generd una biomasa de 11.26 + 0.27 D.O.

En la figura 24 se compara el Ypinogpees Calculado para la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmVVSTS con el Ypinoigees Calculado para la cepa
W3110/pSc4CLmVVSTS.

Rendimiento producto/biomasa en medio
LB GLY 10 g/L ac. cinamico 3 mM

20- *%

E3 W3110/pSc4CL(M)VVSTS
15- — &3 W3110A-35fabl::Cm/pSc4CL(M)VVSTS

10+

54

(mg pinosilvina/gpcs)

0-

Figura 24. Rendimiento producto/biomasa en medio LB GLY ac. cinamico 3 mM con la cepa
W3110A-35fabl::Cm/pScaCLVvSTS. La linea horizontal sobre las barras indica que los
promedios y las desviaciones estandar de los datos de dicho para de barras fueron utilizados en un
analisis de t de student individual. ** Indican que 0.01 > p = 0.001.

El Ypinoigpes alcanzado con la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLw)VVSTS es de
15.01 + 1.10 mg pino/gpcs, mientras que el Yyinogpes alcanzado con la cepa
W3110/pSc4CLwVVSTS es de 8.39 + 1.32 mg pinosilvina/gpcs. Con estos datos
es posible calcular una diferencia de 6.62 mg pinosilvina/gpcs entre 10S Y pinogpes
obtenidos con cada una de las cepas. El valor de p calculado para la diferencia
entre estos datos es de 0.0026, esto significa que la diferencia entre 10S Y pinoigpes

es estadisticamente significativa.
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Una vez que se determind que las diferencias son estadisticamente significativas,
se calculd que hay un aumento de 0.78 veces en el Ypinoigpes de la W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLw)VVSTS respecto a la W3110/pSc4CLw)VVSTS.

Con estos resultados se ha demostrado que la cepa W3110A-35fab/::Cm aumenta
la produccion de pinosilvina en los medios y con los plasmidos que se probaron
hasta el momento. Se sabe que es posible aumentar la produccién heterdloga de
otros estilbenos aumentando el malonil-CoA en las cepas productoras. Para
determinar si la estrategia de eliminar la regién intergénica y el hexamero -35 del
gen fabl puede aumentar la produccion de otros estilbenos, se caracterizé la
produccion de resveratrol utilizando la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwmAhSTS
y la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLw)VvSTS.

V.2.3.4 Produccion de resveratrol en medio LB GLY 10 g/L ac.
cumarico 3 mM

Eliminar la regién intergénica y el elemento -35 del promotor del gen fabl aumenta
la produccién de resveratrol en medio LB GLY 10 g/L suplementado con ac.
cumarico 3 mM. La produccién de resveratrol que alcanzé la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmANSTS es de 18.57 + 2.38 mg/L, mientras que la cepa
W3110/pSc4CLmAhSTS alcanzé una produccion de resveratrol de 13.21 + 0.53
mg/L (figura 25). Es posible calcular una diferencia de 5.36 mg/L de resveratrol
entre los titulos de produccion de estas cepas. Por otro lado, la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLwVVSTS alcanzé una produccion de resveratrol de 213.58 +
15.21 mg/L, mientras que la cepa W3110/pSc4CLmVVSTS alcanzé una
produccion de resveratrol de 196.97 + 3.22 mg/L (figura 25). Existe una diferencia
de 16.61 mg/L de resveratrol entre los titulos de produccién de estas cepas. En la
figura 25 se muestra la comparacion entre el titulo de produccion alcanzado con
las cepas W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwAhRSTS y W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLmAhSTS con el titulo de produccion alcanzado por sus

respectivas cepas control.
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Produccioén de resveratrol en medio
LB GLY 10 g/L ac. cumarico 3 mM

ns

- &3 W3110
200+ . E3 W3110A-35fabl::Cm

250+
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204 -
15-
10+
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PSc4CL(M)ARSTS  pSc4CL(M)WSTS

Figura 25. Produccion de resveratrol con la cepa W3110A-35fabl::Cm/ pSc4CLwAhSTS en medio
LB GLC 10 g/L y LB GLY 10 g/L. Las barras con los cuadros pequefos representan el titulo de
produccion de pinosilvina que alcanzé la cepa W3110 transformada con el plasmido
pSc4CLmAhSTS y con el plasmido pSc4CLwAhSTS. Las barras con los cuadros grandes
representan el titulo de produccién de pinosilvina que alcanzé la cepa W3110A-35fabl::Cm
transformada con el plasmido pSc4CLmAhSTS y con el plasmido pSc4CLwAhSTS. La linea
horizontal sobre las barras indica que los promedios y las desviaciones estandar de los datos de
dicho para de barras fueron utilizados en un analisis de t de student individual. * Indica que 0.05 >
p 2 0.01 y ns indica que la diferencia no es estadisticamente significativa.

El valor de p calculado para las diferencias entre los titulos de produccion para las
cepas transformadas con el plasmido pSc4CLwmAhSTS es de 0.0193. La
diferencia entre los titulos de produccion resveratrol observada con estas cepas es
estadisticamente significativa. Por otro lado, el valor de p para las cepas
transformadas con el plasmido pSc4CLw)VvSTS es de 0.138, lo que indica que la
diferencia en los titulos de produccion observada con estas cepas no es

estadisticamente significativa.

Dado que el titulo de resveratrol es afectado por la biomasa alcanzada se calculd
un rendimiento producto/biomasa (Yresvigpcs). L@ biomasa que genero la cepa
W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLmAhSTS es de 6.70 + 0.34 D.O., mientras que su
cepa control generé una biomasa de 8.81 + 0.23 D.O. Por otro lado, la cepa
W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLw)VVSTS generd una biomasa de 10.70 + 0.50 D.O,,

mientras que su cepa control generd una biomasa de 11.68 + 0.42 D.O.
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El Yresvigoes de la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwAhSTS es de 7.46 + 0.58 mg
resv/gpcs, mientras que el Yesvigpes de la cepa W3110/pSc4CLmyANSTS es de 4.05
+ 0.14 mg resv/gpcs (figura 26). Con estos datos es posible calcular una diferencia
de 3.41 mg resveratrol/gpcs. El valor de p calculado para las diferencias entre los
Yresvignes de estas cepas es de 0.0006, lo que indica que la diferencia es
estadisticamente significativa. Con estos valores de Y esvigpcs €S posible calcular un
aumento de 0.84 veces de la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLmAhSTS respecto

a su cepa control.

Rendimiento producto/biomasa en medio
LB GLY 10 g/L ac. cumarico 3 mM

70 ns

_ —_— &3 W3110
[} 60 ——
S &3 W3110A-35fabl::Cm
=] 50
g a0
= .
@ 10 i
@ 8 .
g 6
=2 4
é 2 =

0

pSc4CL(M)AhSTS  pSc4CL(M)WSTS

Figura 26. Rendimiento producto/biomasa con la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwARSTS en
medio LB GLC 10 g/L y LB GLY 10 g/L. La linea horizontal sobre las barras indica que los
promedios y las desviaciones estandar de los datos de dicho para de barras fueron utilizados en un
analisis de t de student individual. *** Indica que 0.001 > p = 0.0001 y ns indica que la diferencia no
es estadisticamente significativa.

Por otra parte, el Ywsuges alcanzado con la cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLwVVSTS fue de 54.02 + 4.97 mg resv/gpcs, mientras que con
la cepa W3110/pSc4CLwVVSTS el Yiesvigpes €S de 45.59 + 2.03 mg resv/gpcs.
Existe una diferencia de 8.43 mg resv/gpcs entre 10S Y esvigpes @lcanzados por estas

cepas. El valor de p calculado para las diferencias entre 10S Yiesvigpes de estas
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cepas es de 0.053, lo que indica que la diferencia no es estadisticamente

significativa.

V.3 Discusion

Se logrd generar una cepa de E. coli en la que se eliminé la region intergénica y el
hexamero -35 del gen fabl (W3110A-35fabl::Cm). Este fue uno de los principales
retos del presente estudio, dado que el gen fabl porque esencial para el
crecimiento celular, obtener cepas en las que en las que se disminuya el nivel de
la transcripcion de dicho gen es una tarea complicada (Bergler et al., 1996; Baba
et al., 2006). La eliminacion de la region intergénica y el hexamero -35 de la region
promotora del gen fabl disminuye el nivel de transcripcién de dicho gen un 79 %
en medio M9 GLC 10 g/L. Esta disminucion en el nivel de transcripcion del gen
fabl disminuye la sintesis de uno de los precursores de la sintesis de biotina. La
biotina es un cofactor esencial en reaccion catalizada por la ACC. Esta reaccion
controla el flujo de carbono hacia la FAB, lo que puede explicar que el nivel de
transcripcion de los genes de las rutas de biosintesis de acidos grasos y
biosintesis de fosfolipidos, en general, disminuyan respecto a la cepa silvestre. Sin
embargo, la metodologia del RT-gPCR tiene implicitos supuestos,
simplificaciones, asi como errores intrinsecos asociados a la propia metodologia
(como al procesamiento de las muestras y de los resultados), que llevan a
impresiones en los resultados. Se ha determinado que para tener resultados en
los que se disminuyan los errores asociados a estas variaciones y que tengan
significancia estadistica se deben hacer una cantidad de replicas por experimento
que no son metodolégicamente viables, esto aplica particularmente para
diferencias pequefas. Se ha determinado qué, para que los resultados tengan un
grado de confianza aceptable, la diferencia entre dos muestras de RT-qPCR debe
ser del doble o mas (Karlen, McNair, Perseguers, Mazza, & Mermod, 2007). Por lo
que en el presente trabajo se tomaron como confiables aquellos datos que estan

por debajo de 0.5 y por arriba de 1. Esto indica que solo el gen fabl presenta un
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cambio en el nivel transcripcién dentro del un rango confiable. El resto de los
genes que se analizaron presentan también un cambio en el nivel de la
transcripcion, sin embargo, estos no se encuentran dentro del rango confiable, por
lo que deben tomarse solo como resultados preliminares y deben realizarse mas

replicas para determinar si estas diferencias se mantienen.

Por otra parte, cabe mencionar que el objetivo general del presente trabajo fue
determinar si las estrategias aplicadas para disminuir la expresién del gen fabl
aumentaban la produccion de pinosilvina. Optimizar el proceso de produccion de
dicho compuesto esta fuera de los alcances de este estudio. En este sentido, la
disminucién en el nivel de transcripcién del gen fabl aumenta los titulos de
produccion y 10S Y productobiomasa d€ pinosilvina y resveratrol con las dos cepas y en
los medios de cultivo que se probaron. Este aumento en 10S Y inoigpes SUgIEre que
hay un aumento en la disponibilidad intracelular de malonil-CoA en la cepa de E.
coli W3110A-35fabl::Cm. Sin embargo, en el caso del Y esvigpes d€ resveratrol con
la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwVVSTS no se observa un aumento. Esto
sugiere que el efecto que tiene la mutacion en el promotor del gen fabl sobre el
aumento de la poza de malonil-CoA tiene limites. Al usar la VvSTS para la sintesis
de resveratrol, se desvia un mayor flujo de carbono del metabolismo central hacia
la sintesis de malonil-CoA. Esto se debe a que las enzimas 4CL tienen eficiencias
cataliticas mas altas usando ac. cumarico que usando ac. cinamico como sustrato.
De la misma forma, las enzimas STS tienen eficiencias cataliticas mas altas
usando cumaroil-CoA cinamolil-CoA como sustratos (Kaneko et al., 2003). Esta
redireccion hace que el efecto de la mutacidn se vuelva irrelevante en la
produccion de resveratrol con esta cepa. Lo que indica que el malonil-CoA
generado por la redireccion del flujo de carbono es mayor que el malonil-CoA que
se aumenta debido a la disminucion en el nivel de transcripcién del gen fabl.
También es importante resaltar que la enzima VvSTS por si misma aumenta los
Y productoibiomasa d€ produccion de estilbenos. En el caso de la pinosilvina, el Ypino/gpces
que se obtiene con la cepa W3110/pSc4CLw)VvSTS es 54.93 veces mayor que el
que se alcanza con la cepa W3110/pSc4CLwAhSTS. En el caso de resveratrol la
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cepa W3110/pSc4CLw)VVSTS aumenta el Yiesvigoes 10.26 veces comparado con el
Yresvigpes de 1a cepa W3110/pSc4CLmyAnSTS. Esto confirma que la optimizacion de
los codones del gen que codifica para la VvVSTS tiene un efecto positivo sobre la
produccion de estilbenos.

Por otra parte, se observa que el mejor medio de cultivo (de los que se probaron
en este estudio) para producir pinosilvina es el medio LB GLY 10 g/L ac. cinamico
3 mM. Esto se debe a que la enzima STS se expresa mejor cuando se utiliza GLY
como fuente de carbono. También se sabe que la glucosa inhibe los genes
responsables del transporte de los acidos fenil-propanoicos (Watts et al., 2006).
Este pude ser uno de los motivos por los cuales se alcanzan titulos de produccion
mas alto cuando se usa GLY como fuente de carbono.

Finalmente, la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLmVVSTS es la cepa de E. coli
mas eficiente para producir pinosilvina reportada hasta el momento. El titulo de
pinosilvina mas alto reportado en este trabajo es de 52.67 + 2.95 mg/L y un
Ypinoigpes €S de 15.01 + 1.10 mg pino/gpcs, este rendimiento es el mejor reportado

hasta el dia de hoy.
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Vi.

CONCLUSIONES GENERALES

La expresion del RNAncfabl en E. coli retrasa el inicio de la fase
exponencial del crecimiento tanto en medio LB como en M9 GLC 10 g/L.

La expresion del RNAncfabl en E. coli no aumenta la produccion de
pinosilvina en medio LB GLY 10 g/L ac. cinamico 3 mM.

Es posible disminuir la transcripcién del gen fabl eliminando elementos de
Su propia region promotora.

Disminuir el nivel de la transcripcidon del gen fabl aumenta la produccion de
pinosilvina en E. coli. Este hecho sugiere que la poza intracelular de
malonil-CoA esta aumentada en la cepa W3110A-35fab/::Cm.

El gen fabl es un blanco susceptible de diferentes estrategias de ingenieria
metabdlica para aumentar la produccion de estilbenos en E. coli.

Hasta el dia de hoy, la cepa W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLwVVSTS tiene el

mejor Y pinosilvinabiomasa Para la produccion fermentativa de pinosilvina.
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Vi.

PERSPECTIVAS

Realizar un ensayo western blot con las cepas que expresan el RNAncfab/
para determinar cuanto baja la sintesis de la enzima Fabl.

Integrar en el cromosoma de E. coli la unidad transcripcional que codifica
para el nuevo RNAnc que bloquea la traduccion del mRNA del gen fabl
junto con la secuencia consenso reconocida por la chaperona Hfq, asi
como la unidad transcripcional que codifica para el represor TetR para
caracterizar su efecto sobre el crecimiento celular y la produccion de
pinosilvina.

Realizar  analisis  de RT-gPCR  con la cepa  W3110A-
35fabl::Cm/Sc4CLmVVSTS en medio LB GLY 10 g/L ac. cinamico 3mM,
para determinar cuantitativamente la disminucién de la transcripcién del gen
fabl y si esta disminucion afecta la transcripcion de otros genes del
metabolismo de lipidos en este medio cultivo.

Medir el malonil-CoA en la cepa W3110A-35fabl::Cm en M9 GLC 10 g/L y
en la cepa W3110A-35fabl::Cm/Sc4CLw)VvSTS en medio LB GLY 10 g/L
ac. cinamico 3 mM, para determinar cuanto aumenta respecto a sus
respectivas cepas control.

Caracterizar los ac. grasos y fosfolipidos de la cepa W3110A-35fabl::Cm en
medio M9 GLC 10 g/L y en la cepa W3110A-35fabl::Cm/Sc4CLmVVSTS en
medio LB GLY 10 g/L ac. cinamico 3 mM, para determinar si la mutacion en
el promotor del gen fabl repercute en la proporcion de ac. grasos y
fosfolipidos de la membrana celular en cada caso.

Hacer cinéticas de  produccion con las cepa W3110A-
35fabl::Cm/pSc4CLwmVVSTS , W3110A-35fabl::Cm/pSc4CLmAhSTS y sus
respectivas cepas control muestreando cada dos horas para determinar los
consumos de sustratos y la produccién de pinosilvina. Esto ayudara a
generar nuevas estrategias para redirigir el flujo de carbono hacia la

produccion de pinosilvina o de otros fenilpropanoides.




vii.  Generar una mutacién mas severa en la region promotora del gen fabl. Esta
mutacion junto con otras estrategias que aumenten la poza intracelular de
malonil-CoA ayudaran a obtener un titulo de produccion de pinosilvina mas

alto que el reportado en el presente estudio.
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