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1 INTRODUCCION.

Los microorganismos en la naturaleza se enfrentan a cambios en la disponibilidad de fuentes
de carbono debiéndose adaptar fisioldgicamente para sobrevivir a estas variaciones. Un
ejemplo de esta situacion ocurre cuando ciertos microorganismos primero agotan sustratos
acetogénicos y posteriormente comienzan a utilizar acidos organicos considerados como
subproductos. El acetato es uno de los subproductos mas importantes del catabolismo de
glucosa en Escherichia coli. Esta bacteria cataboliza glucosa como fuente de carbono
primaria y posteriormente, cuando la glucosa se agota, es capaz de consumir acetato. Cuando
E. coli JIM101 crece en glucosa como fuente de carbono alcanza una velocidad especifica de
crecimiento () de 0.7 h't, mientras que en acetato disminuye su p a 0.28 h (Flores et al.
2005).

Por otra parte, existen otras bacterias como las del género Acinetobacter, que utilizan
compuestos como el acetato como fuente de carbono primaria. Particularmente, la cepa
Acinetobacter schindleri ACE no tiene la capacidad de utilizar pentosas ni hexosas como
fuente de carbono. Sin embargo, crece a una alta velocidad especifica de crecimiento de 0.9
h™templeando el acetato como Unica fuente de carbono (Sigala et al. 2017), siendo este valor
incluso superior a la x de IM101 en glucosa (0.7 h™) (Martinez et al. 2012; Sabido et al.
2014).

Las bacterias del género Acinetobacter, si bien, han sido poco estudiadas en comparacion
con E. coli, se sabe que poseen gran diversidad metabdlica y por lo general son buenas
degradadoras de acetato, &cidos organicos y compuestos aromaticos (Sigala et al. 2017). Esta
es la razon por la que han cobrado mayor relevancia en el area biotecnoldgica en especial

sobre temas relacionados a biorremediacion (Towner 2006).

17



Con el objetivo de entender las diferencias en el catabolismo de acetato entre JM101 y ACE,
en el presente trabajo se caracterizaron fisioldgica y transcripcionalmente estas dos bacterias

utilizando acetato como Unica fuente de carbono.

18



2 ANTECEDENTES.

2.1 Escherichia coli como cepa modelo en procesos biotecnolégicos.

En procesos biotecnoldgicos donde se utilizan microorganismos, es comin que se emplee
como féabrica celular a la bacteria Escherichia coli (E. coli). Esto se debe a que es una bacteria
estudiada ampliamente, hay informacion disponible sobre su genoma, es de féacil
manipulacion genética y su cultivo es simple (Dittrich, Bennett y San 2005).

E. coli se usa para producir proteinas recombinantes siendo el hospedero més importante para
este fin (Lara 2011). Sin embargo, otros microorganismos como Bacillus subtilis y Bacillus
megaterium estan cobrando cada vez mayor relevancia. Esta bacteria también se utiliza para
producir aminodacidos, azucares, lipidos, entre otros metabolitos. Estos productos son

obtenidos usando glucosa como principal sustrato (Dittrich, Bennett y San 2005).

2.2 Sobreflujo metabdlico

E. coli utiliza preferencialmente sustratos acetogénicos como la glucosa, lo que le permite
entrar a un estado de rapido crecimiento. Cuando se cultiva E. coli bajo condiciones aerobias
en un medio con glucosa en exceso, se origina un fenébmeno metabdlico denominado
sobreflujo metabdlico en el que se genera acetato como producto de desecho.

Esto es resultado primordialmente de un desbalance de flujos de carbono entre la glucolisis
y el Ciclo de los acidos tricarboxilicos (CATC), provocando una acumulacion de acetil-
coenzima A (acetil-CoA) la cual se transforma a acetato y se excreta (De Anda et al. 2006;
Lara 2011; Enjalbert, Letisse y Portais 2013). Aproximadamente del 15 % al 30 % de acetil-
CoA se transforma a acetato lo que permite regenerar a la coenzima A libre (CoA-SH)

(Castario-Cerezo et al. 2009; Renilla et al. 2012).
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La produccion aerobia de acetato también depende de otros factores como el medio de cultivo
que se utiliza en el proceso, las estrategias de alimentacion de glucosa e incluso de la cepa
que se esté utilizando. Como se menciono, el acetato es el subproducto principal del

metabolismo aerobio de E. coli (Chang et al. 1999).

2.3 Switch de acetato

El éxito de la adaptacion de E. coli y otros microorganismos a cambios nutrimentales
constantes, como puede ser pasar de un ambiente rico a uno de escasez de nutrimentos,
depende principalmente de la habilidad del microorganismo a cambios metabdlicos; como
pasar de un estado de produccion a otro de consumo de acetato (EI-Mansi et al. 2006). El
acetato es una fuente potencial de carbono y energia debido a que es un metabolito
parcialmente oxidado (Castafio-Cerezo 2009). E. coli tiene la capacidad de catabolizar el
acetato como Unica fuente de carbono incluso en presencia de glucosa residual, a lo que se le
conoce como switch de acetato (Wolf 2005). El switch de acetato se define como el momento
en el cual los niveles de produccion de acetato igualan los niveles de consumo del mismo. Es
el punto donde los microorganismos cambian gradualmente la maquinaria enzimatica de
produccidn de acetato a la de consumo de acetato (EI-Mansi et al. 2006; Wolf 2005). Es en
este punto en el que se activa el metabolismo gluconeogénico (Enjalbert, Letisse y Portais
2013).

Antes de que la glucosa se agote, E. coli co-utiliza el acetato que excretd anteriormente junto
con la glucosa residual justo en la transicion de la fase exponencial de crecimiento a la fase

estacionaria (Figura 1) (Wolfe 2005; EI-Mansi et al. 2006).
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Particularmente, JM101 alcanza un valor de p de 0.7 h™t en medio mineral con glucosa como
unica fuente de carbono (Flores et al. 2005), mientras que cuando se cultiva en acetato como
tnica fuente de carbono, JM101 crece a un valor de p de 0.28 h*! (Sigala et al. 2009). El
switch del metabolismo de glucosa al metabolismo de acetato esta acompafiado por una
disminucion de la produccién de didxido de carbono (CO2) y un incremento en la eficiencia

de la conversion de carbono a biomasa (EI-Mansi et al. 2006; Zhao y Shimizu 2003).
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Figura 1. “Switch de acetato”. Cinética de crecimiento de E. coli a través del tiempo (h), bajo condiciones
aerobias utilizando medio mineral con glucosa como Unica fuente de carbono. Donde: OD es densidad éptica,
[glc] es concentracién de glucosa y [ace] es la concentracién de acetato (Modificado de Wolfe 2005).

Para que el consumo de acetato se lleve a cabo, es necesaria la expresion de genes que
codifican a las enzimas responsables del catabolismo de acetato, por ejemplo: acs, pta-ackA,
aceBAK, mdh, gltA, acnB entre otros (EI-Mansi et al. 2006). Algunos estudios sobre la
respuesta de E. coli al estrés de acetato reportan que los genes acs y el operdn aceBAK estan

inducidos por acetato (Chong et al. 2013).
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2.4 Produccion de acetato.

El primer paso para que E. coli produzca acetato es descarboxilar piruvato a acetil-CoA. La
descarboxilacion oxidativa que ocurre bajo condiciones aerobias es catalizada por el
complejo piruvato deshidrogenasa (CPD), en el que se generan dos moléculas de Nicotin
Adenin Dinucleotico (NADH) por molécula de glucosa (Wolfe 2005). Posteriormente, el
acetil-CoA es convertido en acetato por dos rutas metabolicas alternativas (Dittrich, Bennett
y San 2005).

Durante el crecimiento en sustratos acetogénios como la glucosa, el flujo hacia la produccion
de acetato a partir de acetil-CoA se logra mediante la actividad de la enzima fosfato
acetiltransferasa (Pta) y de la acetato cinasa (AckA), codificadas por los genes pta y ackA,
respectivamente. En esta ruta de 2 pasos, la enzima Pta transforma acetil-CoA en un
intermediario de alta energia llamado acetil-fosfato (acetil-F), que posteriormente es
convertido en acetato por la accion de la enzima AckA (Enjalbert et al. 2017). Mediante esta
via, se generan 2 moléculas de Adenosin Trifosfato (ATP) por molécula de glucosa con el
consumo de equivalentes no reducidos NAD" o Flavin adenin dinucleotido (FAD) (Figura
2). El funcionamiento de la via de produccién de acetato Pta-AckA depende sélo de la

concentracion extracelular de acetato (Enjalbert et al. 2017).
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Figura 2. Rutas de produccion y consumo de acetato en E. coli.
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Otra enzima importante para la produccién de acetato es la acetil CoA sintetasa (Acs) que
esta codificada en el gen acs. El gen acs en E. coli se encuentra en un operéon junto con el
gen actP que codifica para un transportador de acetato (Gimenez et al. 2003). Este operdn es
controlado transcripcionalmente por el complejo CRP-AMPc (Wolfe 2005). EI cAMP es un
metabolito sefial que regula la expresion de varios genes en E. coli (Perrenoud y Sauer 2005).
En ausencia de Acs, E. coli emplea a la piruvato oxidasa (PoxB) que esta codificada por el
gen poxB, esta enzima lleva a cabo la descarboxilacion oxidativa de piruvato a acetato,
generando CO2 y FAD (Enjalbert et al. 2017; Wolf 2005). El gen poxB no es esencial en el
inicio de la fase de crecimiento estacionaria de E. coli bajo condiciones aerobias, pero juega
un papel importante en la eficiencia del crecimiento en E. coli al mantener la reserva de CoA-
SH (Dittrich, Bennett y San 2005). De hecho, la eliminacion del gen poxB causa la reduccion
del rendimiento de biomasa y provoca la pérdida de la eficiencia del crecimiento aerobio de
E. coli utilizando glucosa como fuente de carbono (Valgepea et al. 2010).

Por todo lo anterior, en procesos aerobios con glucosa como fuente de carbono, las rutas
principales para la produccion de acetato son AckA-Pta y PoxB (Dittrich, Bennett y San

2005).

2.5 Consumo de acetato.

2.5.1 Transporte de acetato.

Si bien el acetato en su forma no disociada permea libremente a través de la membrana
celular, se reportd la existencia en E. coli de proteinas involucradas en el transporte de
acetato. Una acetato permeasa (ActP) codificada por el gen actP (Gimenez et al. 2003) y la

proteina YaaH codificada por el gen yaaH (Sa-Pessoa et al. 2013) (Figura 2). Aln cuando se
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inactivaron los genes actP y yaaH en E. coli, el transporte de acetato ocurre (Sa-Pessoa et al.
2013), lo cual sugiere la existencia de otros transportadores mas o que la simple difusion del
acido organico toma lugar.

La proteina ActP pertenece a la familia de transportadores de sodio y es altamente especifica
para los compuestos con cadenas cortas de carbono como el acetato, glicolato y propionato.
Por otro lado, la proteina YaaH parece comportarse como un trasportador secundario
dependiente de la fuerza protén motriz, y esta involucrada en el trasporte de acetato y del

succinato principalmente (Sa-Pessoa et al. 2013).

2.5.2 Ruta Pta-AckA 'y Acs

En E. coli, hay dos vias de activacion del acetato para poder ser catabolizado. Se puede
generar acetil-CoA por la ruta de dos pasos AckA-Pta, y mediante la enzima Acs (Valgepea
et al. 2010). Las rutas Pta-AckA y Acs son dependientes de ATP, esto implica un gasto de
energia para las células para comenzar el catabolismo de acetato (Figura 2).

La ruta AckA-Pta bajo condiciones aerobias es reversible, es decir, que funciona para la
produccidn de acetato como para el consumo del mismo (Figura 2). Como se ha mencionado,
la direccién del flujo de carbono esta regulada termodindmicamente y s6lo depende de la
concentracion extracelular del acetato (Enjalbert et al. 2017). La ruta AckA-Pta es de baja
afinidad (km de 7 - 10 mM), por lo que tiene una alta capacidad para la activacion del acetato
cuando se encuentra en altas concentraciones (Renilla et al. 2012). Los genes pta-ackA
forman parte de un operdn que se expresa constitutivamente (Castafio-Cerezo et al. 2009).
Como se menciond previamente, esta ruta genera un intermediario denominado acetil-F

(Figura 2), el cual es rico en energia y podria actuar como sefial global en procesos como la
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regulacién de la division celular, la formacién de biopeliculas y esta relacionado con ciertos
procesos patogénicos (EI-Mansi et al. 2006). La enzima Pta actia como un sensor para la
concentracion intracelular de CoA-SH. Asi mismo, se sabe que en E. coli el acetil-F regula
algunos procesos celulares por fosforilacion o acetilacion de proteinas y otras moléculas
(Enjalbert et al. 2017). Esta molécula actta como un donador de fosfato directa o
indirectamente en miembros de rutas de transduccion de sefiales de dos componentes (El-
Mansi et al. 2006; Bologna, Andreo y Drincovich 2007). Ademas, el acetil-F es critico para
la degradacion eficiente de proteinas dafiadas o desplegadas por proteasas dependientes de
ATP. Esta molécula puede influenciar en la regulacion de casi 100 genes (Valgepea et al.
2010). Durante el crecimiento en acetato como Unica fuente de carbono, AckA-Pta podria
controlar la concentracion de acetil-F (Figura 2), siendo la produccién de este metabolito el
posible proposito del metabolismo de acetato (Kakuda et al. 1994). En condiciones tanto
aerobias como anaerobias las expresion de los genes pta-ackA se consideran importantes para
que el flujo de carbono esté balanceado en la fase de crecimiento exponencial de E. coli
(Dittrich, Bennett y San 2005).

Por otra parte, el gen acs se encuentra dentro de un operdn junto con otros dos genes
involucrados en el trasporte de acetato, estos son yaaH y actP (Castafio-Cerezo et al. 2009).
La ruta acs es irreversible y al igual que la ruta pta-ackA produce acetil-CoA a partir de
acetato (Figura 2). Esta via es de alta afinidad (km de 200 uM) y permite sensar
concentraciones bajas de acetato del medio extracelular.

La funcion de Acs esta relacionada al catabolismo de acetato y la expresion de este gen esta

regulada a distintos niveles, transcripcionalmente y también post-traduccionalmente.

25



El gen acs estd regulado directamente por el factor trascripcional global CRP y por las
nucleoproteinas IHF y Fis, e indirectamente por otros factores trascripcionales (Renilla et al.
2012; Gallego 2018). El factor ¢’ es el principal responsable de transcribir el gen acs,
mientras que el o® reprime su transcripcion (Castafio-Cerezo et al. 2009). La transcripcion
del operdn en el que se encuentra acs, se activa en E. coli durante la fase estacionaria para
habilitarla a utilizar acetato como fuente de carbono y es dependiente de CRP-AMPC
(Castario-Cerezo et al. 2009; Lin, Castro y Bennett 2006; Enjalbert et al. 2017; Renilla et al.
2012). En exceso de glucosa, los niveles de AMPc son bajos puesto que la adenilato ciclasa
esta inhibida y la proteina receptora de AMPc (CRP, proteina activadora de la transcripcion)
estd inactiva (Enjalbert et al. 2017; Valgepea et al. 2010; Perrenoud y Sauer 2005). En
ausencia de glucosa, se produce gradualmente una mayor concentracion de AMPc, el cual
puede unirse a CRP y asi permitir la expresion de genes y operones involucrados en el
catabolismo de fuentes de carbono alternativas a la glucosa, genes del CATC y otros genes
gluconeogeénicos. (Valgepea et al. 2010). Post-traduccionalmente Acs esta regulada mediante
acetilacion de lisina (Renilla et al. 2012; Gallego 2018).

El gen acs no es esencial para un rapido crecimiento de E. coli (Valgepea et al. 2010) pero
si se sobreexpresa, mejora la asimilacion de acetato en cultivos en glucosa o acetato, tanto en
medio minimo como complejo (Lin, Castro y Bennett 2006). La sobreexpresion del gen acs
en E. coli potencia la asimilacion de acetato y la activacion de acetil-CoA (Lin, Castro y
Bennett 2006).

El acetil-CoA cumple diversas funciones en el metabolismo de carbono, como el de
generacion de energia a través de la oxidacion aerobia, procesos de fermentacion y sobreflujo

de acetato, en procesos biosintéticos de lipidos, pared celular, lipopolisacaridos y
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aminoéacidos, como afector alostérico de algunas enzimas y en algunas modificaciones a
moléculas (Renilla et al. 2012). Este metabolito es un factor clave en la sintesis de biomasa,
el balance redox y el rendimiento energético. El nodo acetato/acetil-CoA determina en gran
parte el control que ejerce el metabolismo central de carbono (MCC) en el rendimiento de

algunos bioprocesos (Castafio-Cerezo et al. 2009).

2.5.3 Ciclo de los acidos tricarboxilicos y ruta del glioxilato.
El acetil-CoA es una molécula que conecta el metabolismo de acetato, la glucdlisis y el
CATC (Figura 3). Esta molécula se condensa con Oxaloacetato (OAA) para entrar al CATC
y sequir el proceso de oxidacion hasta CO2y H20. La oxidacion del acetato hasta CO. y agua
se representa en la siguiente ecuacion:

CoH402+2 02 > 2 CO2 + 2 H20
Una de las funciones del CATC es la de generar poder reductor en forma de NADPH y
NADH para procesos anabdlicos y la obtencion de energia por el proceso de respiracion
aerobia, respectivamente.
Ademas, algunos intermediarios del CATC son precursores biosintéticos (Kornberg 1966).
Por ejemplo, el OAA es un precursor de aminoacidos como el aspartato; posteriormente, a
partir del aspartato se pueden sintetizar metionina, lisina, treonina e isoleucina (Lehninger
1970; Cunningham, Gruer y Guest 1997; Kornberg 1966). De igual forma, el a-cetoglutarato
(a-KG) es un metabolito importante para la biosintesis de glutamato (Lehninger 1970).
La enzima aconitato hidratasa (Acn) codificada por el gen acn, cataliza la reaccién de citrato
(CIT) a isocitrato (ICT) constituyendo la segunda reaccion del CATC. Hay dos genes

diferentes en E. coli que codifican para esta enzima: acnA y acnB (Figura 3). La proteina
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AcnB es la principal enzima del CATC y se expresa en la fase de crecimiento exponencial,
mientras que la proteina AcnA tiene mayor relevancia en la fase de crecimiento estacionaria
y es usada bajo estrés oxidativo o nutricional (Cunningham, Gruer y Guest 1997). El gen
acnB esté sujeto a represion por las proteinas ArcA, Fis y FruR y se activa por CRP, mientras
que el gen acnA es reprimido por ArcA y FNR vy activado por FruR, CRP, Fur y SoxRS
(Cunningham, Gruer y Guest 1997; Martinez et al. 2012).

Se determind que hay una sobreexpresion de los genes acnA y acnB cuando JM101 se cultivo
en glicerol en comparacion con su cultivo en glucosa (Flores et al. 2012). De igual forma, se
detectd la sobreexpresion del gen acnB en cepas creciendo en acetato como Unica fuente de
carbono (Cunningham, Gruer y Guest 1997; Martinez et al. 2012).

Posteriormente, el ICT se puede descarboxilar para formar a-KG y liberar NADPH, reaccion
catalizada por la enzima isocitrato deshidrogenasa (lcd) codificada por el gen icd. La forma
fosforilada de lcd es inactiva y consecuentemente, para que esta enzima sea activa debe estar
desfosforilada. Se demostr6 que la fosforilacion/inactivacién de lcd es un requisito para el
crecimiento de E. coli en acetato (EI-Mansi et al. 2006) y esta mediada por la accion del
regulador AceK, que se transcribe a partir del operén aceBAK que codifica para enzimas de
la ruta del glioxilato (RG). E. coli EM1017, una cepa deficiente de Icd, fue incapaz de utilizar
acetato como fuente de carbono. Esto sugiere que el flujo a través de icd es esencial para el
catabolismo de acetato y para la operacion del switch de acetato (EI-Mansi et al. 2006).
Una segunda descarboxilacion del a-KG genera succinil-CoA (SUC-CoA) y NADPH,
reaccion catalizada por la a-cetoglutarato descarboxilasa (sucAB). El SUC-CoA se trasforma
a succinato (SUC) por la accion de la enzima succinil-CoA sintetasa (SucA) codificada en el

gen sucA (Figura 3). Subsecuentemente, el SUC se transforma a fumarato (FUM) a través de
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la enzima succinato deshidrogenasa (SdhC) codificada por el gen sdhC. Después FUM
genera malato (MAL), reaccidn que es catalizada por la enzima fumarato hidratasa (FUMAB)
y codificada por el gen fumAB. Se reportd la sobreexpresion de los genes fumA y fumB en E.
coli, utilizando como fuente de carbono el glicerol en comparacion con su cultivo en glucosa
(Martinez et al. 2012).

Finalmente, el MAL puede convertirse en piruvato mediante la accion de la enzima malato
deshidrogenasa (Mdh) codificada por el gene mdh (Figura 3).

El CATC esté sujeto al control transcripcional en E. coli. ArcA controla la expresion de
algunos genes del MCC incluyendo los del CATC (Perrenoud y Sauer 2005). El sistema de
transduccion de sefiales de dos componentes ArcA y ArcB, regula la expresion de genes en
respuesta a condiciones redox y de reguladores transcripcionales en el switch aerdbico-
anaerobico (Perrenoud y Sauer 2005; Martinez et al. 2012).

La RG opera para producir un mol de malato a partir de dos moles de acetil-CoA a traves de
las enzimas isocitrato liasa (AceA) y malato sintasa (AceB) (Kim et al. 2012). Esta ruta es
necesaria durante el crecimiento de unidades de dos carbonos como el acetato para poder
generar biomasa y evitar las descarboxilaciones de la parte baja del CATC, siendo inactiva
en cultivos en exceso de glucosa (Renilla et al. 2012). La RG hace uso de 6 de las 8 reacciones
del CATC (Figura 3). Como se sefialo, el operdn aceBAK codifica a la isocitrato liasa (AceA)
y a la malato sintasa (AceB) que conjuntamente convierten isocitrato y acetil-CoA en malato
y succinato (EI-Mansi et al. 2006, Renilla et al. 2012).

Cuando se inactivo el gen aceA en E. coli se perdio la capacidad de crecer en acetato pero
conservo su capacidad de utilizar glucosa e intermediarios del CATC como fuentes de

carbono con la misma facilidad que la cepa silvestre (Kornber et al. 1966).
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Figura 3. Reacciones que conforman el Ciclo de Itzng:)idos tricarboxilicos (CATC) y la Ruta del glioxilato
El segundo componente de la RG es la enzima malato sintasa, codificada en E. coli por dos
genes, aceB y glcB (Figura 3). Esta enzima cataliza la condensacion del acetil-CoA vy el
glioxilato (GOXx) para producir MAL vy acetil-CoA (El-Mansi et al. 2006; Kornberg 1966).
Se encontrd que el acetato acta como un inductor directo para la sintesis de las enzima AceA
y AceB en E. coli (Kornberg et al. 1966). Cuando esta bacteria se cultivo en glucosa, piruvato
o intermediarios del CATC, no hubo un incremento significativo de la actividad especifica
de estas enzimas; cuando el acetato se empled como Unico sustrato, la actividad de AceA se
vio ampliamente favorecida (Kornberg et al. 1966). Se cultivé a E. coli en acetato como Unica
fuente de carbono y se determind que hay actividad suficiente de las enzimas de la RG que
sustentan su crecimiento (Kornberg et al. 1966). Por tanto, aceA y aceB son esenciales para

el consumo de acetato (Valgepea et al. 2010). También se establecio que cuando E. coli se
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cultivé con fuentes de carbono diferentes al acetato, como por ejemplo la glucosa, la
presencia de enzimas de la RG fue menor en comparacién con su cultivo en acetato.

AceA e Icd compiten por el ICT, que es su sustrato comun, los flujos de carbono a través de
la RG o de la parte baja del CATC estan regulados por la fosforilacion reversible de Icd a
través de la proteina cinasa fosfatasa bifuncional (AceK) codificada en el operon aceBAK
(Castafio-Cerezo et al. 2014; Chong et al. 2013; Renilla et al. 2012). EIl nodo del isocitrato
es un punto de regulacidn importante para el anabolismo y catabolismo (Castafio-Cerezo et
al. 2014). Ademas de la regulacion del nodo del isocitrato mediante fosforilacion, AceA
también se regula mediante acetilacion para inhibir parcialmente la RG (Castafio-Cerezo et
al. 2014). Se reportd que el sistema ArcA/B también tiene un efecto sobre el operon aceBAK,
este sistema responde a limitaciones de oxigeno bajo condiciones microaerobias (Son et al.
2011). IcIR es un represor especifico del operon aceBAK que es regulado por GOXx y piruvato.
Mutaciones en el gen icIR afecta indirectamente la expresion de acs (Renilla et al. 2012).
En una cepa silvestre de E. coli se determind que aproximadamente el 20 % del acetato
entrante se distribuye a través de la RG mientras que el 55 % va a la parte baja del ciclo del
CATC (Zhao y Shimizu 2003).

Otro grupo de genes que son importantes para el metabolismo de acetato son los que
interconectan rutas metabolicas a través de metabolitos comunes, conocidas como rutas

anaplerdticas (RA).

2.5.4 Rutas anapleroticas y gluconeogénesis.
La fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc) es una enzima anaplerética que media la

carboxilacion de fosfoenolpiruvato (PEP) a OAA bajo condiciones glucoliticas en E. coli.
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Bajo condiciones gluconeogénicas, Ppc se reprime y se expresa la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa (Pck) (Figura 4). La enzima Pck es conocida por ser responsable del suministro
de flujo de carbono del CATC a las vias gluconeogeénicas en cultivos con acetato como fuente

de carbono (Oh et al. 2002).

Glucosa Glucosa
Condiciones Condiciones
glicoliticas gluconeogénicas
PEP PEP
CO2 CO,; + ADP
C
PP < Pi pek < ATP
OAA OAA

Figura 4. Reaccién mediada por la Ppc y la Pck bajo condiciones glucoliticas y condiciones gluconeogénicas,
respectivamente (Kwon et al. 2008).

La carboxilacién de PEP a OAA mediada por la enzima Pck puede ocurrir solo con el
enriquecimiento del medio de cultivo con una fuente de gas CO- o con la utilizacion de un
medio de cultivo complejo (Kwon et al. 2008).

Kwon y col. (2008) estudiaron el efecto de la sobreexpresion de los genes ppc o pck en E.
coli W3110 sobre los niveles intracelulares de ATP y determinaron que las células que
sobreexpresan el gen pck producen aproximadamente el doble de ATP intracelular, respecto
a las células que sobreexpresan ppc utilizando medio minimo y glucosa como fuente de
carbono. Cabe mencionar que la sobreexprecion del gen pck en E. coli W3110 favorecio el

rendimiento biomasa-sustrato (Yws) (Kwon, Lee y Kim 2008).
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Se propuso que la reaccién mediada por la enzima Pck ayuda a incrementar la generacién de
biomasa y la produccién de biomoléculas como el succinato debido a que en esta reaccion se
produjo més energia en forma de ATP que la reaccién catalizada por la enzima Ppc, la cual
libera fosfato (Figura 4) (Kwon, Lee y Kim 2008; Martinez et al. 2012).

La concentracion intracelular de ATP es uno de los factores mas importantes en la fisiologia
celular. Los niveles de ATP regulan muchos eventos, como por ejemplo, la sintesis de ARN
ribosémico que es potenciada por altas concentraciones de ATP y rutas metabdlicas como la
glucolisis, la RG y el sistema PTS (Kwon, Lee y Kim 2008; Martinez et al. 2012).

La inactivacion del gen pck en JM101 creciendo en glicerol como fuente de carbono generd
una fase de adaptacion mayor que la cepa silvestre, teniendo como consecuencia la
disminucion del valor de la p en un 10 %. Por otro lado, cuando se inactivo la expresion del
gen ppc en JM101, esta bacteria perdid la capacidad de creer en glicerol o glucosa como
fuente de carbono, indicando que este gen es esencial para el catabolismo de estos sustratos
(Martinez et al. 2012).

El gen ppsA codifica a la enzima fosfoenolpiruvato sintasa (PpsA) y cataliza la conversion
de piruvato a PEP (Figura 5). Oh y col. (2002) determinaron que el gen ppsA en E. coli
usando acetato como fuente de carbono se sobreexpresé comparandolo con la expresion de
este gen cuando se utiliza glucosa.

Se han estudiado cepas de E. coli que carecen de los genes pck, ppsA y la doble mutante pck-
ppsA. Las inactivaciones individuales de estos genes no afectd la 1 en acetato, mientras que
la doble mutante ppsA-pck ya no fue capaz de crecer. Aunque la expresion del gen ppsA por
si solo no es esencial en el metabolismo gluconeogeénico, podria jugar un papel importante
durante el crecimiento en acetato en conjunto con la expresion de las enzimas méalicas maeB

y sfcA, pudiendo realizar la misma funcion que el gen pck (Oh et al. 2002).
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Figura 5. Nodo PEP-PYR-OAA. Genes anapleréticos y gluconeogénicos, maeB, sfcA, ppc, pck y ppsA.

Las enzimas malicas SfcA-MaeB junto con Pck son esenciales para el crecimiento en
intermediarios del CATC o en sustratos que entran en el metabolismo central a través de
acetil-CoA como es el caso de acetato (Figura 5) (Bologna, Andreo y Drincovich 2007). Las
enzimas malicas catalizan la reaccion de malato a PYR y forman parte del nodo PEP-PYR-
OAA que une la glucdlisis, la gluconeogénesis y el CATC. En E. coli estos dos genes
presentan un alto grado de homologia, la enzima SfcA es dependiente de NAD* mientras que
MaeB es dependiente de NADP (Bologna, Andreo y Drincovich 2007). Durante el
metabolismo de acetato de E. coli, se indujo la expresion de los genes maeB y sfcA, en
comparacion con la expresion de estos genes al cultivar E. coli en glucosa como fuente de
carbono (Oh et al. 2002). La regulacién de las actividades de MaeB y SfcA parece estar
correlacionada con la activacion de la reaccion mediada por el gen pta que es responsable de

la interconversion de acetil-CoA y acetil-F (Bologna, Andreo y Drincovich 2007).

34



2.5.5 Glucdlisis y via de las pentosas fosfato.

Al cultivar a E. coli en acetato como fuente de carbono la mayor parte de los genes de la ruta
de la glucdlisis (pfkAB, fba, gapA, pgk) se subexpresan en comparacion con su cultivo en
glucosa (Oh et al. 2002) y funcionan en sentido inverso. El Gltimo punto de control
gluconeogénico es aquel en el que la enzima fosfofructocinasa (Pfk) codificada por el gen
pfkAB, genera fructosa-6-fosfato a partir de fructosa-1,6-bisfosfato.

Finalmente, una vez que se genera glucosa-6-fosfato, en E. coli puede seguirse la via
oxidativa de las pentosas fosfato, cuyos genes zwf y gnd también se subexpresan utilizando

acetato como fuente de carbono, en comparacion con su cultivo en glucosa (Oh et al. 2002).

2.6 Acetato como compuesto toxico.

El acido acético es un acido carboxilico débil que puede disociarse en solucion acuosa. Su
pKa es de 4.76 por lo que a pH de 7 el i6n acetato representa mas del 99 % (Sa-Pessoa et al.
2013).

El acetato a cierta concentracién es toxico para las células ya que permea facilmente las
membranas desacoplando el gradiente de pH transmembranal. El protdn liberado acidifica el
citoplasma mientras que el anién incrementa la presion osmoética interna e interfiere con la
biosintesis de metionina (Wolfe 2005). El crecimiento celular de diferentes cepas de E. coli
se suele inhibir cuando la concentracion de acetato estd entre 5 a 10 g/L (Shiloach et al.
1996). La forma protonada del acetato puede penetrar las membranas celulares, resultando
en una reduccion del pH intracelular y una acumulacion de aniones en el citoplasma celular,

ambas podrian contribuir a la inhibicién del crecimiento (Chong et al. 2013).
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Como se menciond anteriormente, la produccion de acetato bajo condiciones aerobias debido
a altas velocidades de consumo de glucosa es un problema constante en los cultivos de E.
coli. La produccion de acetato es indeseable ya que representa un derroche de esqueletos
carbonados, afecta el pH y el gradiente de protones transmembranal, entre otros efectos (Lara
2011). Para intentar revertir los efectos del acetato, se han llevado a cabo estrategias para
disminuir la toxicidad del acetato mediante la adicion de metionina, glicina, arginina,
treonina y lisina (Chong et al. 2013).

El acetato afecta los bioprocesos porque inhibe el crecimiento de cepas sobreproductoras de
metabolitos y moléculas de interés, impidiendo llegar a cultivos de alta densidad celular que
se traduce a la disminucién del rendimiento de producto (Castafio-Cerezo et al. 2009; Lara
2011).

Aunque E. coli tolera cierta concentracion de acetato y lo puede emplear para seguir
creciendo, si la concentracion de acetato en el medio incrementa considerablemente, el
acetato inhibe el crecimiento de esta bacteria. Sin embargo, existen cepas de E. coli que tienen

una tolerancia mayor al acetato (Shiloach et al. 1996).

2.7 El género Acinetobacter.

El género Acinetobacter pertenece al orden Pseudomonadales y comprende bacterias Gram-
negativas, aerobias estrictas y no fermentativas que se pueden encontrar en agua, suelo y en
piel humana (Sigala et al. 2017). Son bacterias saprofitas ubicuas que se encuentran en

habitats muy diversos (Towner 2006).
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Los miembros del género Acinetobacter crecen en un rango amplio de temperatura (20-42
°C), pero su temperatura 6ptima de crecimiento es de 30 °C y pueden emplear medio mineral
enriquecido con una sola fuente de carbono y energia para crecer (Towner 2006).

Pocas cepas de Acinetobacter pueden utilizar glucosa como fuente de carbono pero hace uso
de una gran variedad de compuestos organicos, entre los que se encuentran acidos organicos
y compuestos fendlicos. Otros compuestos que pueden ser catabolizados por estas bacterias
son los alcoholes alifaticos, algunos aminoacidos y acidos grasos. Debido a la diversidad
metabolica de Acinetobacter, este grupo de microorganismos podrian jugar un papel

importante en procesos de biodegradacion de contaminantes ambientales (Towner 2006).

2.7.1 Acinetobacter schindleri ACE.

La cepa Acinetobacter schindleri ACE (ACE) fue aislada en el laboratorio de nuestro grupo
de trabajo como contaminante de una mutante de E. coli PB12 maeB::Ix cultivada en medio
mineral M9 con acetato como fuente de carbono y kanamicina (Sigala et al. 2017). ACE es
capaz de catabolizar sustratos gluconeogénicos como el acetato, el succinato y el lactato. Es
posible gue esta cepa haya evolucionado para degradar compuestos que son metabolizados
via acetil-CoA como &cidos dicarboxilicos y acidos grasos. ACE tiene genes que codifican
para el trasporte y degradacion de acidos grasos (Sigala et al. 2017).

Esta cepa no puede crecer en glucosa porque no tiene genes de la ruta de Entner-Doudoroff,
carece de enzimas glucoliticas importantes como la glucocinasa, 6-fosfofructocinasa (PfkA),
piruvato cinasa (Pyk) y proteinas del sistema fosfotransferasa (PTS). Ademas, carece de los
genes gnd y zwf de la parte oxidativa de la via de las pentosas fosfato. ACE no puede utilizar

compuestos aromaticos y no es capaz de crecer en fuentes de carbono comunes como la
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glucosa, xilosa, glicerol y citrato. Sin embargo, una de las caracteristicas principales de la
cepa ACE es que crece en acetato a una p muy elevada y con un rendimiento de biomasa
mayor que Acinetobacter baylyi ADP1 (ADP1), una cepa que esta cobrando mayor
relevancia en el &mbito biotecnoldgico por su diversidad metabodlica y sus capacidades de
recombinacion genética. En medio minimo M9 con acetato como Unica fuente de carbono
ACE tuvo una p de 0.89 al mantener una tension de oxigeno disuelto >20 % y pH 7 (Sigala
et al. 2017).

Se han reportado valores diferentes de  para especies diferentes de Acinetobacter usando
acetato como fuente de carbono. Por ejemplo, Acinetobacter calcoaceticus alcanzé una p de
0.7 h'! y Acinetobacter sp. HO1-N tuvo una p de 0.59 h'. Lo anterior demuestra que las
especies de Acinetobacter usualmente crecen rapido en acetato.

Para entender mejor las capacidades catabolicas de acetato de ACE, en el presente trabajo se
hace una comparacion a nivel fisiolégico y transcripcional del metabolismo de acetato de
ACE tomando como referencia el crecimiento de JM101 bajo las mismas condiciones de

cultivo
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3 HIPOTESIS.

Debido a que Acinetobacter schindleri ACE alcanza una velocidad especifica de crecimiento
mayor que Escherichia coli JM101 al utilizar acetato como Unica fuente de carbono, existiran
diferencias importantes en el andlisis de transcripcién de genes involucrados en el
catabolismo de acetato, a saber, actP, ackA, pta, aceA, glcB, icdA, sdh, fumA, pck, ppsA,

maeB, sfcA 'y fbp.
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4 OBJETIVOS.

4.1 Objetivo general.
Comparar el metabolismo de acetato entre ACE y JM101 a nivel fisioldgico mediante la
estimacion de pardmetros cinéticos de crecimiento y mediante un andlisis transcripcional

relativo.

4.2 Obijetivos particulares.

e  Calcular pardmetros cinéticos como velocidad especifica de crecimiento (u),
rendimiento biomasa sustrato Yys, velocidad especifica de consumo de sustrato (Qs);
velocidad especifica de consumo de oxigeno (goz), velocidad especifica de produccion
de CO2 (qco2) Y coeficiente respiratorio (RQ) a partir de cinéticas de crecimiento de
ACE y JM101 en medio mineral con acetato como fuente de carbono.

e  Determinar el gen de referencia comin entre ACE y JM101 para el andlisis de
expresion relativa por RT-qPCR.

e  Analizar la expresion relativa de genes del metabolismo central de carbono de ACE

comparativamente con el de JM101 mediante RT-gPCR.
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5 MATERIALES Y METODOS.

5.1 Cepas bacterianas usadas
Se utilizaron las cepas de JM101 y de ACE del banco celular del laboratorio de biotecnologia

de la UAM-Cuajimalpa.

5.2 Medios de cultivo y condiciones de cultivo.

Para los cultivos se partio de cepas bacterianas almacenadas en crioviales en medio LB,
usando glicerol como crioprotector al 25 %, a una temperatura de -80 °C. A partir de los
crioviales, las cepas se sembraron en agar LB como medio de cultivo, se inocul6 utilizando
el método de estriado, y las placas se incubaron por 24 horas a 30 °C para ACE y a 37 °C
para JM101. Los in6culos se hicieron en matraces bafleados con 25 mL de medio mineral
M9 con 3 g/L de acetato (Tabla 1) inoculando con 3 colonias aisladas tomadas de las placas

cultivadas anteriormente. Los matraces se incubaron con agitacion de 250 rpm durante 24

horas a 30 °C o0 37 °C.
Componente Volumen mL
Sales M9 10 X 2.5
Agua 19.6
FeSO4 10 X 2.5
Acetato 20 % 0.375
MgSOs1 M 0.05
Tiamina 1 mg/mL 0.005
CaCl,1 M 0.0025
Kanamicina 30 mg/mL 0.0025

Tabla 1. Medio mineral M9 con 3 g/L de acetato para los in6culos (volumen total 25 mL).
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Las cinéticas de crecimiento se llevaron a cabo en un reactor instrumentado de 1 L (BioStat
B Plus, Sartorius Stedim, Melsungen, Alemania) y se mantuvo un volumen de trabajo de 600
mL, se utilizd medio minimo mineral M9 y 4 g/L de acetato como Unica fuente de carbono
(Tabla 2). Se parti6 de una DO inicial de 0.2 y una agitacién inicial de 350 rpm, se mantuvo
una tension de oxigeno disuelto (TOD) >20 %, pH de 7 ajustado con HCI al 20 % y un flujo

de aire de 1vvm. Al inicio de la cinética se agregaron 600 uL de antiespumante al 30 %.

Componente Volumen (mL)
Sales M9 10 X 60
Agua 465.42
FeSO4 10 X 60
Acetato 20 % 12
MgSOs1 M 1.2
Tiamina 1 mg/mL 0.12
CaCl21 M 0.06
Antiespumante 30 % 0.6
Kanamicina 30 mg/mL 0.6

Tabla 2. Medio mineral M9 con 4 g/L de acetato (600 mL).

Nota: 466.62 mL de agua si no contiene kanamicina.

Las condiciones de cultivo de ambas bacterias fueron las mismas, solo cambio la temperatura
de incubacién. En todo el proceso, JM101 se incubd a una temperatura de 37 °C mientras
que la cepa ACE se incubd a una la temperatura de 30 °C y se adicion6 kanamicina a una
concentracion de 30 pg/mL a los medios de cultivo ya que es resistente a este antibidtico

(Sigala et al. 2017). Todos los experimentos se hicieron por duplicado.
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5.3 Toma de muestras.

En las cinéticas de crecimiento de JM101 se tomaron muestras al inicio del cultivo, después
de 2 horas y luego cada hora hasta el final del cultivo. Se tomd un volumen de 5 mL de
muestra para determinar crecimiento celular y consumo de sustrato. En la fase de crecimiento
exponencial se tomd una muestra de 15 mL y se le agregd el mismo volumen de RNA protect
(RNeasy Mini Kit, QIAGEN USA) en un tubo falcdn de 50 mL estéril. La mezcla de muestra
y RNA protect se alicuot6é inmediatamente en tubos eppendorf de 1.5 mL, se centrifugaron a
13,000 rpm durante 1 min (centrifuga minispin Eppendorf 5452, USA), se descarté el
sobrenadante y se repitio la operacién para tener el contenido celular de 3 mL de muestra por
tubo. El pellet celular se almacend a -80 °C hasta el momento de la extraccién de RNA. Se
siguid la misma metodologia para la toma de muestras del cultivo de ACE pero cambio el
tiempo de muestreo: al inicio del cultivo, después de 1 hora y luego cada 30 min hasta el final
del cultivo. La muestra para extraer RNA también fue tomada en la fase de crecimiento

exponencial con aproximadamente 1.5-2 DO al igual que JM101.

5.4 Analisis de muestras.

5.4.1 Determinacion de biomasa.

El incremento de biomasa en los cultivos se determind espectrofotométricamente a una
longitud de onda de 600 nm (BioPhotometer plus, Eppendorf, USA). Las muestras se
diluyeron 1:10 con agua destilada, una vez que las muestras estaban homogéneas, se procedio
a medir la DO con el espectrofotdbmetro a la longitud de onda anteriormente indicada. Las

determinaciones se realizaron por duplicado. La formacion de biomasa se determind con las
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siguientes relaciones: 1 ODgoonm = 0.55 gg L™ para ACE 0 1 ODgoonm = 0.35 gs L para

JM101 (Sigala et al. 2017).

5.4.2 Determinacion de consumo de acetato.

Se centrifugé 1.5 mL de muestra a 10,000 rpm durante 8 min, se desecho el pellet y el
sobrenadante se guardd a -20 °C hasta el momento de su analisis. La cuantificacion de acetato
se realizé por Cromatografia liquida de alta presion (HPLC) con una columna Aminex HPX-
87H (Bio-Rad Laboratories Inc., USA) y mediante el uso del kit enzimatico Enzytec™ Acetic
Acid UV method (r-biopharm, Darmstadt, Alemania).

Previo al analisis de muestras mediante HPLC, estas se descongelaron y se filtraron
empleando un filtro de tamafio de particula de 0.2 um. Se utiliz6é un equipo de HPLC (Varian
ProStar) con detector de UV (One Varian ProStar 320 UV/VIS) a una longitud de onda de
210 nm. Como fase mévil se utilizé una solucion 5 mM de &cido sulfurico (H2S0O4). El flujo
de la fase mévil fue de 0.6 mL/min y se fijo un tiempo de corrida de 16 min. La concentracién
de acetato se calculé como el area bajo la curva de los cromatogramas y con la construccién
de una curva estandar.

Para determinar la concentracion de acetato en las muestras con el kit enzimatico previamente
mencionado, se siguid el protocolo del fabricante. El fundamento de este kit se basa en tres
reacciones enzimaticas. La primera es la conversion de acetato a acetil-CoA, la segunda es
la condensacion de acetil-CoA y oxaloacetato para formar citrato. Para obtener el
oxaloacetato para la segunda reaccion es necesario que el malato reaccione y se produzca la
reduccion del cofactor NAD™ (NADH), mismo que se mide espectrofotométricamente a una

longitud de onda de 365 nm (BioPhotometer plus eppendorf, USA).
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5.4.3 Calculo de parametros cinéticos |, gs Y Yxs.

La p se calculd con una regresion lineal del In de la concentracion de biomasa respecto al
tiempo, el Yys se estim6 como el coeficiente de la regresion lineal de la concentracion de
biomasa contra el consumo de acetato y la gs se determind como la relacion de la p respecto

al Yys (Doran 1988).

5.5 Analisis de gases

5.5.1 Célculo de la velocidad especifica de consumo de oxigeno (go2), velocidad
especifica de produccién de dioxido de carbono (qco2) y coeficiente respiratorio (RQ).
A lo largo de la cinética de crecimiento se llevo a cabo el monitoreo de gases del cultivo. La
composicion de los gases en el proceso de fermentacion puede ayudar a entender el
metabolismo celular de las bacterias cultivadas. La composicion del gas puede cambiar
dependiendo de la fuente de energia que la célula esta usando. Al biorreactor se acoplaron
sensores de gases en linea (Gas Analyzer BlueInOne Ferm, BlueSens, Alemania) para medir
la concentracion de O,y de CO., la humedad absoluta, relativa y la presion a la entrada y a
la salida del mismo. Mediante estos datos se calcularon la velocidad de absorcion de O>
(OUR) y la tasa de liberacion de CO2 (CER) que se definen de la siguiente manera (Ecuacion

1y Ecuacion 2)

p
OUR = 1 Fe(Vo,e = RiYo,s)

Ecuacién 1. Definicion de velocidad de absorcion de O, (OUR).

P,
CER = g Fe(RiYco,s = Ycoye)

Ecuacidn 2. Definicién de velocidad de liberacion de CO, (CER).
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Donde:

Pe es Presion a la entrada del reactor (bar)

R es la constante de los gases ideales (0.0821 bar L K1)

Te es Temperatura en la entrada del reactor (K)

Fe es Flujo de aire en la entrada (L h%)

Yoz, €s fraccién molar de oxigeno en la entrada

Yoz,s €s fraccion molar de oxigeno en la salida

Ycoz,e €s fraccion molar de diéxido de carbono en la entrada

Ycoz,s €s fraccion molar de dioxido de carbono en la salida

Ri es Relacion de la fraccion de gases diferentes del oxigeno y dioxido de carbono de entrada y salida

Cuando la transferencia de oxigeno disuelto (TOD) es constante en el medio de cultivo la
velocidad de absorcion de O2y la velocidad de liberacion de CO- es igual a la velocidad
especifica de consumo de oxigeno y a la velocidad especifica de produccion de CO:

respectivamente multiplicado por la biomasa y el volumen del liquido (Ecuaciones 3y 4).

OUR = q0, XV,

Ecuacion 3. Definicién de velocidad de absorcién de O, (OUR) en mmol O, h't cuando la trasferencia de O,
disuelto es contante.

CER = QCOZXVL

Ecuacion 4. Definicién de velocidad de absorcion de CO, (CER) mmol CO; h! cuando la trasferencia de O;
disuelto es contante.

Donde:

X es Biomasa (gB/L)

V. es el Volumen del liquido en el reactor (L).

Qo2 es velocidad especifica consumo de O, (mmolO; gB ht).

Qcoz es velocidad especifica de produccion de CO, (mmolCO; gB™ ht).

Para calcular goz se grafico OUR contra el producto de la biomasa por el volumen del liquido

del reactor, siendo la pendiente la goa.
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OUR (mmol0,/h)
(=3

x*V (gB)

Gréfica 1. Velocidad de absorcién del O, respecto a la cantidad de biomasa generada en la fase de
crecimiento exponencial, donde la pendiente es go2.

Del mismo modo, se graficd el CER respecto al producto de la biomasa por el volumen del
medio de cultivo, la pendiente en este caso corresponde qCO> (Gréfica 2)

14

= =
o N

CER (mmol C0,/h)
(o]

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
x*V (gB)

Gréfica 2. Velocidad de liberacion del CO; respecto a la cantidad de biomasa generada en la fase de
crecimiento exponencial, donde la pendiente es qCO;.

El coeficiente de respiracion (RQ) se calculd dividiendo qO2 entre gCO, (Andersen et al.

1980).

_qo02
qCco2

RQ

Ecuacion 5. Definicion de coeficiente respiratorio (RQ)

47



Donde:
go2 es la velocidad especifica de consumo de Os.
gcoz €s la velocidad especifica de produccion de COa.

5.6 Extraccion, purificacion y determinacion de la calidad del RNA.

Se hizo la extraccién de RNA total de 2 cinéticas independientes por cepa haciendo uso de
un kit comercial (RNeasy Mini Kit, QUIAGEN USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Después de la extraccion se midio la concentracion del RNA obtenido mediante
espectrofotometria con un Nano-Drop (Thermo Fisher Scientific USA).

Para eliminar una posible contaminacion de DNA, el RNA se traté con una DNAsa (Turbo
DNA-free kit, Ambrion, USA) de acuerdo a instrucciones del fabricante.

Después de la digestion enzimatica se midi6 la concentracion del RNA y se estimo la pureza
del RNA obtenido. La pureza del RNA se determind mediante espectrofotometria usando un
Nano-Drop (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific USA), mediante las relaciones de
absorbancia 260/280 y 260/230.

Se corroboro la ausencia de DNA en las muestras de RNA. Se intenté amplificar el gen 16S
ribosomal por PCR tomando como plantilla las muestras de RNA libre de DNA de ACE y
JM101 de manera independiente y como control positivo se utilizé como plantilla el DNA
gendmico correspondiente.

Se midio la integridad del RNA mediante una electroforesis capilar en un chip de RNA en
un bioanalizador 2100 de acuerdo con las indicaciones del fabricante (Agilent Technologies,

Waldbronn, Germany).
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5.7 Analisis de transcripcion de genes del catabolismo de acetato entre IM101 y ACE

por RT-qPCR.

5.7.1 Disefio de primers.

Se seleccionaron genes del metabolismo central de carbono de ACE, y se buscé la secuencia

de nucleotidos de cada gen en una base de datos (Sigala et al. 2017). A partir de las secuencia

de genes se disefiaron los primers forward (F) y reverse (R) con el programa primer design

del NCBI. Como parametros de disefio se fijo un tamafio de amplicon de 101 pb, con una

temperatura de alineamiento (Tm) con un intervalo de 59-61 °C (Tabla 3). De la misma forma

se disefio el par de primers de 10 posibles genes de referencia (Rocha, Santos y Pacheco

2015) de ambas cepas para llevar a cabo el analisis de expresion relativo, en la siguiente tabla

solo se reporta el gen de referencia que se utilizé para la RT-gPCR (gyrA). Para la cepa

JM101 se utilizaron las secuencias de primers reportadas por Flores y col. en 2005 (Tabla 3).

Gen
actP

Acs

ackA

Pta

gltA

acnB

aceA

glcB

Oligo

A m XV M OV M OV M XV M O M W T O

JM101

CCT CCG GCT ATG ACG GCTTA
GCA ACC ACC GCG AGG ATAGT

GTGCGTAAAGAGATTGGCCC
CGCAGAATACGGCGCATAAT

CTGGTTCTGAACTGCGGTAGTTC

GGCAGGTGGAAACATTCGG
ACAATGTTGATCCGGCGAAG
CATATCGATCGCACGAGTCG

AGGCACGCTGGGTCAAGAT
TAGATTCGCAGGATGCGGTT

CCTGGTGTTGTTGGTCCGAT
TTACGCGAAGAACCCGTACC
ACATGGGCGGCAAAGTTTTA

AACCAGCAGGGTTGGAACG
CTCCAGCACAGTTTGTCGGTT
ATTGGCATCGATTTGCAGCT

ACE
CTGGTATGGCAGTTGCAGGA
AAGCGTTGCGCCTACGAAAA
CGGGCATATCGTGGACAAAC
CACTTTCACGCACAAAGGCA
TCCAGCACACCTGATTGGAA
GTGCTGGCATGGTTTGATGG
TCGCCCTGACCTGTTGATTG
CACGACCAGCTACTTGGGAG
CACGCTGACCACGAACAAAA
AGTGCAGAGATACCAGCAGC
TGTGCGATCACGCTTTCTGA
GTACGAGCATCGCCATAGCC
TGGCTTATGTTGCTGGCGTA
TTTGTGGTCGTCACCGATGT
GCCAACACCAACTGGACAGA
CCCACACCCAGATCAACCC
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Continuacién Tabla 5.

Gen
icdA

SUCA

sdhC

fumA

mdh

maeB

sfcA

ppc

pck

pckC

ppsA

pgk

gapA

fop

poi

tktA

talA

rpiA

rpe

Oligo
F

X m X M XV M OV M OV M OV M OV M OV M OV M XV T X M XV M O M O M O M OV M O M OV T T

JM101
GACCGAAGCGGCTGACTTAA
GCAGTTTAGCGCCATCCATC
GCGGCAAAGAAACCATGAAA
TTCGGTGCTGGTAATGTGCA
TGGCGTATCACGTCGTCGTA
AAAGGAGATTTTGGCGGAGC
ATGTCGATCAACTGCAAGCG
GAAGCCGCCGTGTTTTTTAC
CGGGTCTGCAACCCTGTCTA
CGTAGGCACATTCGACAACG
TGGTTTGCGATTCAAAAGGC
GAGGGTACGTTTGCCGTCAT
ATAAAGGCAGTGCCTTCAGCA
TGCTCGTTCCGCTTGTTCTT
CAGAAATCACCGTCAGCAGC
CATAATGCGACGCCAGCTCT
ACATGTTTATTCGCCCGAGC
CTGTTCTTTCCACTGCGGGT

TCAGCAGGAAACCTTCCTCAA
GATAAGAGATGGCGCGATCG
AGATTACCTCGACGGCGTTG
TGGACAGGGTTTCGTCGTCT
GGCTCCGCTGGCTAAAGTTA
GGCCATCAACGGTTTTCTGA
AAACAGGTTGCGGCAGGTTA
CCGAGCGAAGGATCGTAAGT
ACTAACGGTCAGCACGCGTT
TCAGAGAGCGGGTTATGGGT
AGTCCTGTGGCGTGATTTCC
AGATCAGCATGGAGCCGTG
CTCAAAATCGTACCCGGTCG
TACAAGTCCACCAGATGGCG
GATGGGCGGCACTTCAGTAT
GCCTTTCATTGTACCGAGCG
GCCAATGGTGCTGAAATCCT
CAGCGAAATCAGGCACAATG

ACE
GTGTCAGGTGAAAGACGCAC
GGTACGGGTCAAGCCAGAAG
CGTGCAGGTTCTGTTGGTTG
AGGTCAGCCGGGTTTTTACC
TCGTGCGTTTTGTTGTATGGG
CAGTTCTTCTGCAACGCCAA
TTGGACGATGCGATCAACGA
TTCTTACGACCGAATGCAGGG
TAAACGTGGTGCTGCGATCA
TAGTGCCAAGAGCCCAATCG
CCCATGAAGCACGTTCAGAC
TGCGCCACGGAAGATGTATG
CAACATCATGCGATGCCACT
ATCAGGCTACCCACTGCAAC
AACGTGCCACACTCGATGAA
TGCCACATCACCATCTGCTT

TGTTGTCCGTCGTGATCCAT
TCTCGCCAACTTTCTCACCC
TCACCGCTTCTTACGGTCTG
CGCGTGCTTACCAGCATTTA
TCTTGGGTTCATTGGCTGCT
TGCTTTCGCAGTTTCTGGAC
AACGCGATCACTCCAACACT
ATCAGGTTCTGGTCGTTCGT
TGCAGGCAAAACTGGTCCTC
TGAAGATACCGCTACGGCAC
TACGCCTGTGGCTGGAAAAA
TCCCCAAGCGGTCATTTTCT
CACCGTTGAAGCAGCGATTT
TACGGGTCTGGAATGGCAAG
AGATTGCATCGACCTGGGAA
ATGTGCCTGATGCTGACCAA
TTAGGCGTCGGTACTGGGA
CGTTGTGCAGTGGCTTCAG
TGACTTTGCCCGCTTAGGTG
TCAGGTTTGGCACATAGTGGT
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Continuacién Tabla 5.

Gen Oligo JM101 ACE
gyrA F CACCCAGGAAGATGTGGTCG TGCGATTACTGACGGTGAACA
R ATTTACCTTTCCCGCCACGA TGGCTGAACGACCCATTGAA

Tabla 3. Primers empleados para amplificar genes de ACE y de JM101. Forward (F), Reverse (R).

Las secuencias de oligonucle6tidos se mandaron sintetizar a la Unidad de Sintesis y

Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

5.7.2 Sintesis de cDNA.

Se utiliz6 un kit para sintetizar cDNA a partir del RNA de JM101 y ACE de manera
independiente siguiendo las instrucciones del fabricante (RevertAid First Strand cDNA
Synthesis, Thermo Fisher Scientific USA). Para cada reaccion se usaron 5 ng de RNA de
ACE o0 JM101 y una mezcla correspondiente de primers reverse a una concentracion de 10

pmol/uL (Flores et al. 2005; Sabido et al. 2014).

5.7.3 Pruebas de amplificacion.

Se hizo una prueba para determinar que los oligonucleotidos servian para el RT-qPCR. Para
ello, se llevaron a cabo PCRs de punto final de todos los genes de estudio, y para ambas
cepas. Se utilizé como plantilla ADN genémico de ACE o de JM101. Esto también se hizo
con el objetivo de probar la especificidad de los primers. Las condiciones de las PCR fueron:
95 °C por 2 min, 30 ciclos: 95 °C por 45 s, 56 °C por 30 s, 72 °C por 1 miny 72 °C por 5

min.
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Después de realizar las PCR se corrieron geles de electroforesis en gel de agarosa al 3 % y
buffer TBE 0.5 X, se usé el marcador de peso molecular GeneRuler Low Range DNA

Ladder. Cada reaccion de PCR da un solo amplicon de un tamafio de 101 pb (Anexo C).

5.7.4 Seleccion del gen de referencia para la cuantificacion por RT-qPCR.

La PCR cuantitativa con retrotrascripcion (RT-qPCR) es una técnica empleada en biologia
molecular para llevar a cabo la cuantificacion absoluta o relativa del mRNA presente en una
muestra de RNA total. En esta técnica el mRNA se convierte en DNA complementario
(cDNA) mediante la accion de una transcriptasa reversa. EI cDNA servira como plantilla
para realizar una PCR cuantitativa (qPCR) con el objetivo de medir la expresion de uno o
varios genes (Biorad 2017).

La RT-gPCR permite seguir la reaccion de PCR en tiempo real mediante la utilizacion de un
agente intercalante, en este caso se utilizd6 SYBR green que se une a los productos de
amplificacion en cada ciclo de la PCR y da una sefial de fluorescencia que es proporcional al
aumento del DNA (Biorad 2017; Thermo Fisher Scientific 2017).

Un parametro importante en la utilizacion de la RT-gPCR es el ciclo de cuantificacion (Cq),
que es el ciclo de la PCR donde la sefial de fluorescencia es suficiente para llevar a cabo la
cuantificacion del DNA molde en la muestra.

El valor del Cq depende de la cantidad de DNA plantilla al inicio de la reaccion de
amplificacion. Si al inicio de la amplificacion, hay una gran cantidad de DNA plantilla, se
necesitaran menor numero de ciclos de amplificacion para que la sefial de fluorescencia esté
por encima de la linea base, en este caso el Cqg tendra un valor pequefio. De modo contrario
si la cantidad de DNA al inicio de la reaccion de amplificacion es pequefio, se requeriran

mayor cantidad de ciclos de PCR para obtener una sefial de fluorescencia importante, el Cq
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en este caso sera un valor grande. Para la determinacion del Cq se establece un valor arbitrario
de fluorescencia (threshold o umbral) cuyo Unico requisito es que se encuentre en la fase
exponencial de amplificacion de todas las muestras (Biorad 2017).

Para seleccionar el gen de referencia se hicieron RT-qPCR de los 10 genes candidatos: gyrA,
gyrB, secA, dnaG, adk, gmk, ftsZ, recA, rpoB, y rpoC (Rocha, Santos y Pacheco 2015) y se
compararon los valores de Cq que se obtuvieron. Se selecciond el gen que tuviera el Cq mas
parecido entre JM101 y a ACE, este gen fue gyrA.

Se hicieron pruebas para determinar la eficiencia de la reaccion de RT-gPCR del gen gyrA
haciendo ensayos tomando como plantilla cDNA en diluciones seriadas (1:10 y 1:5)
partiendo de una concentracion de 75 ng/uL y 5 ng/uL. Las condiciones de amplificacion
fueron: 95 °C durante 10 min, 40 ciclos: 95 °C por 15 s y 60 °C por 60 s. Para la curva de
disociacién: 95 °C por 15 s, 60 °C durante 1 min'y 95 °C por 15 sy 60 °C por 15s.

Después se calculd el nimero de copias de DNA de la siguiente manera (Ecuacion 6).

6.022141 x10”23 (copias/mol) x cantidad DNA (g)

Coplas DNA= longitud DNA (pb) x 660 (g/mol/pb)

Ecuacion 6. Nimero de copias del DNA.

Para calcular la eficiencia de la reaccion se grafico el Cq obtenido de la RT-gPCR contra el
numero de copias de DNA. Se ajustaron los datos a un modelo lineal para obtener la
pendiente y finalmente calcular la eficiencia mediante la siguiente ecuacion (Bustin et al.
2009).

E=10(Ym.1

Ecuacién 7. Eficiencia de la reaccion de PCR.
Donde:

E es la eficiencia de la reaccién de PCR.
m es la pendiente.
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5.7.5 Analisis de expresion relativa por RT-gPCR.

Para el analisis de expresion de genes por RT-gPCR se usé un kit SYBR Green PCR master
mix (Perkin-Elmer/Applied Biosystems), se utilizd como plantilla el cDNA que se sintetiz
previamente para cada cepa. En las reacciones se utilizé 5 ng de cDNA plantillay 10 pmol/uL
de primers especificos en un volumen de reaccién de 12 pL. En todos los casos se incluyo
una reaccion sin plantilla por gen como control negativo. El ensayo se Ilevo a cabo en un
termociclador ABI 7500 Real Time PCR System (PerkinElmer/Applied Biosystems, Foster
City, CA). Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 10 min a 95 °C y un ciclo
de 2 pasos a 95 °C por 15 sy 60 °C por 60 s por un total de 40 ciclos (Flores et al. 2005;
Sabido et al. 2014). Como control interno se uso el gen gyrA para normalizar los datos. Se
escogio gyrA como gen de referencia porque se detectd el mismo nivel de expresion en
JM101 y ACE en las condiciones en las en las cuales las bacterias fueron cultivadas,
permitiendo asi llevar a cabo el anélisis relativo de la expresion de genes del catabolismo de
acetato entre 2 bacterias de distinto género. Se us6 el método 22a°t como técnica de
cuantificacion para analizar los datos (Livak and Schmittgen 2001). Todos los experimentos
se hicieron por duplicado para cada gen a partir del RNA de dos cultivos independientes por
cepa. Se obtuvieron valores de Cq similares entre las réplicas bioldgicas de cada cepa, con

una desviacion estandar <0.3 (Sabido et al. 2014).
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6 RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1 Caracterizacion fisiolégica de JIM101 y ACE utilizando acetato como Unica fuente
de carbono.

Con la finalidad de conocer las diferencias a nivel fisioldgico entre JM101 y ACE al utilizar
acetato como unica fuente de carbono se hicieron cinéticas de crecimiento en medio mineral
M9 enriquecido con 4 g/L de acetato. Esto se hizo mediante la estimacion de parametros de
crecimiento como la W, Y ws, Gs, Gcoz, Jo2 Y RQ. EStos parametros son muy importantes porque
nos dan una idea sobre lo que ocurre en el metabolismo al utilizar una fuente de carbono
particular. En este caso nos interesé conocer las diferencias del catabolismo de acetato entre
JM101y ACE.

Se sigui6 la generacion de biomasa a lo largo del tiempo, asi como también la disminucion
de la concentracion de acetato a lo largo de la cinética. Con los datos obtenidos se generd la

(Y1)

Gréfica 3 donde el eje “x” representa el tiempo del cultivo, el eje “y” primario corresponde

[}

a la concentracion de biomasa y el eje “y” secundario se refiere a la concentracion de acetato.

Biomasa {a/L)
(16} oletaay

Tiempo (h)

Grafica 3. Cinéticas de produccion de biomasa (lineas continuas) y concentracion de acetato (lineas
punteadas) de JM101 () y ACE (&). Las cinéticas se llevaron a cabo en modo lote y se utiliz6 un reactor
instrumentado de 1 L, con un volumen de trabajo de 600 mL. El medio de cultivo que se utiliz6 fue medio
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mineral M9 con 4 g/L de acetato como Unica fuente de carbono. Se mantuvo una TOD >20 % y un flujo de
aire de 1 vwm.

La p nos dice que tan répido se reproduce un microorganismo en funcion del tiempo. Al
utilizar acetato como Unica fuente de carbono, la p de JM101 tuvo un valor de 0.33 + 0.09
mientras que la u ACE fue de 0.93 £ 0.02 (Tabla 4).

Por otro lado, el rendimiento Yyses un parametro que representa la cantidad de biomasa que
se genera a lo largo del cultivo respecto a la cantidad de sustrato consumido. Para este caso,
el Yys de JIM101 fue de 0.29 £ 0.05 y el Yysde ACE fue de 0.58 + 0.02 (Tabla 4).

Otro parametro importante es la tasa de consumo de sustrato en funcion de la concentracion
de biomasa, el cual se denomina gs. JM101 tuvo una gs con un valor de 1.11 + 0.14 mientras

que ACE tuvo una gs con un valor de 1.60 + 0.10 (Tabla 4).

Biomasa final s
(gB/L) (gS/gB*h)
ACE 0.93+0.02 0.58 + 0.02 2.11 £ 0.07 1.60£0.10
JM101 0.33+0.09 0.29 £ 0.05 0.88 +0.06 1.11+0.14

Cepa M (hh) Y xis (gB/gAce)

Tabla 4. Velocidad especifica de crecimiento (l), rendimiento biomasa-sustrato (Yys) y velocidad especifica
de consumo de sustrato (qS) de JIM101 y ACE en reactor con medio minimo M9 y 4 g/L de acetato.

Al analizar los datos podemos decir que ACE creci6 3 veces méas rapido que JM101 y produjo
aproximadamente el doble de biomasa al final del cultivo con 4 g/L de acetato como fuente
de carbono (Tabla 4), asi mismo ACE tuvo una gs superior que JM101 con un valor 44 %
mas elevado. Acorde con estos resultados ACE consumid la totalidad del acetato en cuatro
horas y media del cultivo, mientras que JM101 lo hace hasta la hora 7 (Gréafica 3). Con todos
estos resultados en conjunto se puede establecer que la cepa ACE presenta un catabolismo

de acetato maés eficiente que el de IM101.
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Hay reportes en la bibliografia donde JM101 alcanzé un valor de zde 0.71 ht al utilizar
glucosa como Unica fuente de carbono (Flores et al. 2002; Martinez et al. 2012). Esto es
interesante porque ACE alcanzo un valor de g superior utilizando acetato como Unica fuente
de carbono, sustrato que se considera una fuente de carbono y energia pobre en comparacién
con la glucosa.

Cabe mencionar que el valor de Yys de ACE es alto en comparacion con el valor de Yys de
otras bacterias del género Acinetobacter como por ejemplo, ADP1 que alcanz6 un Yys de
0.18 £ 0.01 en cultivos en lote en medio mineral M9 con 5.5 g/L de acetato como Unica fuente
de carbono (Sigala et al. 2017), lo cual hace ain mas interesante a ACE como cepa de estudio.
También se calcularon parametros respiratorios como la goz, gcoz2 y €l RQ, encontrando

diferencias minimas entre ambas bacterias (Tabla 5).

Cepa Jo2 Jco2 RQ
(mmolO2/gB*h) (mmolCO2/gB*h) (mmolCO2/mmolO2)
ACE 1406 £1.19 12.07 £ 0.55 0.86 = 0.03
JM101 15.38 £ 1.09 1410+ 1.21 0.92+0.01

Tabla 5. Velocidad especifica de consumo de oxigeno (goz), velocidad especifica de produccion de diéxido
de carbono (gco2) y coeficiente respiratorio (RQ) de IM101 y ACE en reactor con medio minimo M9y 4 g/L
de acetato.

El valor de go2 de JIM101 fue de 15.38 + 1.09 mientras que el valor de qo2 de ACE fue de
14.06 = 1.19 (Tabla 5), ambas bacterias requieren aproximadamente la misma cantidad de
oxigeno para la oxidacion del acetato. Se han reportado cultivos de E. coli utilizando acetato
como fuente de carbono con un valor de qo2>de 18 £ 2.9 (Andersent y Von-Meyenburg 1980)

siendo cercano al go2 calculado en este trabajo.
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Por otra parte, el valor de gco2 de JM101 fue de 14.10 + 1.21 y el de ACE fue de 12.07
0.55 (Tabla 5), esto representa una disminucion del valor de qco2 de ACE del 14.4 % respecto
a JM101.

La gco2 en ACE podria estar sugiriendo que en esta bacteria la ruta del glioxilato estd méas
activa respecto a JM101, puesto que la ruta del glioxilato evade los pasos de descarboxilacion
en forma de CO; que de forma natural ocurre en el CATC.

El RQ tedrico para la oxidacion completa del acetato hasta CO3 tiene un valor de 1. El valor
de RQ experimental para JM101 fue de 0.92 £ 0.01 mientras que para la cepa ACE se estimo
un RQ de 0.86 + 0.03 (Tabla 5). Esto indica que ambas bacterias consumen mas O del CO-

que producen.

6.2 Evaluacion de la concentracion y calidad del RNA.

Uno de los puntos criticos en trabajos de expresion de genes por RT-gPCR es la
concentracion y la calidad del RNA. El término de calidad de RNA se define como la pureza
e integridad de RNA, si el RNA es de mala calidad hay interferencia en la reaccion de RT-
gPCR.

Una vez que se extrajo el RNA se midié la concentracion por espectrofotometria y se
construyé la siguiente tabla (Tabla 6), donde podemos ver que se obtuvieron concentraciones
de RNA suficientes para proseguir con los siguientes experimentos, siendo cercanas a 300

ng/uL.
Cepa Concentracion [ng/ulL]
ACE 349.8+17.9
JM101 338.1+56.2

Tabla 6. Concentracion de RNA de ACE y JM101. Valores de réplicas biol6gicas.
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Para asegurarnos de que el RNA estuviera libre de DNA se realiz6 una digestion enzimética
con DNAsas y posteriormente se midi6 la concentracion de RNA 'y la relacion de absorbancia

260/280 y 260/230 (Tabla 7).

Cepa [ng/uL] 260/280 260/230
ACE 242+41  206+001 1.715+0.13
JM101  2452+30 2.075+0.00 1.625+0.15

Tabla 7. Concentracion y pureza del RNA después de la digestion con DNAsa.

A una longitud de onda de 230 nm hay absorcion de contaminantes como sales y fenol; los
acidos nucleicos tienen una absorcién maxima a 260 nm y las proteinas a 280 nm. Las
relaciones de absorbancia 260/280 y 260/ 230 se usan como indicadores de la pureza del
RNA; relaciones de 1.8 a 2 indican que el RNA esta libre de contaminantes (Taylor et al.
2010; Becker et al. 2010).

Después de la digestion del RNA con DNAsa, la relacion de absorbancia 260/280 es cercana
a 2y larelacién de absorbancia 260/230 aproximadamente 1.8 (Tabla 7), esto indico que la
pureza del RNA obtenido fue adecuada para seguir con los experimentos de expresion de
genes por RT-qPCR.

Posteriormente se realizé una amplificacion del gen 16S ribosomal de ACE y JM101 con el
objetivo de corroborar la ausencia de DNA en las muestras de RNA. Se tom6 como plantilla
el RNA libre de DNA y como controles positivos se utilizo como plantilla DNA gendémico

(Figura 6)
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10,000 pb ——»

1,500 pp —>

Figura 6. Comprobacion de la pureza de RNA sin contaminacion por DNA. Electroforesis en gel de agarosa
al 1% en TBE 0.5 X. Donde 1 es Marcador de peso molecular GeneRuler DNA Ladder Mix- Thermo Fisher
Scientific USA, 2 es el PCR del gen 16 S ribosomal en JM101 tomando como templado DNA gendmico, 3 es
el PCR del gen 16 S ribosomal tomando como templado el RNA de JM101 libre de DNA, 4 es el PCR del gen
16 S ribosomal de ACE tomando como templado DNA genémico y 5 es el PCR del gen 16 S ribosomal de
ACE tomando como templado RNA libre de ADN. La electroforesis se corrié a 100 V en buffer TBE 0.5 X.

EI RNA de JM101 y de ACE estuvo libre de ADN puesto que no amplificé el gen que codifica
al 16S ribosomal (Carril 3 y 5 respectivamente) mientras que los controles positivos si
amplificaron la secuencia del gen 16S ribosomal (Carril 2 y 4) (Figura 6).

Finalmente para estimar la integridad del RNA se llevo a cabo una electroforesis capilar. A
continuacidn se presenta el gel virtual que generé el bioanalizador (Figura 7).

[s]
ACE ACE JM101 JM101
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B 1 2 1 2
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Figura 7. Gel virtual de las muestras de RNA. Donde las muestras 1 y 2 corresponden al lote 1 y 2 de los
cultivos de ACE, mientras que los carriles 3 y 4 corresponden a las muestras de RNA del lote 1y 2 de JM101.
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El bioanalizador gener6 un electroferograma y un gel virtual. El equipo calcula una relacion
23S/16S (subunidades ribosomales) al evaluar los picos y las bandas obtenidas. Para
simplificar el ensayo el software calcula un valor numérico denominado numero de
integridad del RNA (RIN). Los valores del RIN pueden tomar valores del 1 al 10, donde 10
representa RNA intacto (Taylor et al. 2010).

El lote 1 de ACE obtuvo un RIN de 8.8 mientras que el lote 2 tuvo 8.9. Por otro lado, el lote
1 de JM101 obtuvo un RIN de 7.2 y el lote 2 de 8 (Figura 7). Los valores de RIN que
obtuvieron los RNA son mayores a 5 que se interpretan como RNA de buena calidad, si el
RIN esta por arriba de 8 el RNA se considera de perfecta calidad para ensayos de RT-gPCR

(Derveaux, Vandesompele y Hellemans 2010).

6.3 Eleccion del gen de referencia.

El Cq del gen gyrA de JM101 tuvo un valor de 19.5 + 0.6, mientras que el Cq del gen gyrA
de ACE obtuvo un Cq de 19.1 + 0.4, lo que indica que bajo las condiciones experimentales
establecidas, la diferencia de Cq del gen gyrA entre ACE y JM101 es menor a 1 ciclo, esto
quiere decir que la cantidad de cDNA al inicio de la reaccion de RT-gPCR es la misma tanto
en la cepa JIM101 como en ACE, estableciendo asi que el nivel de expresion del gen gyrA es
el mismo en ambas bacterias. Este gen codifica a la enzima DNA girasa A que estd implicada

en el proceso de replicacion del DNA.
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6.3.1 Pruebas de eficiencia de la RT-gPCR del gen gyrA de IM101 y ACE.

La precision de ensayos de RT-qPCR se correlaciona con la eficiencia de la reaccion de PCR,
la cual es importante cuando se realiza una cuantificacion relativa de transcritos haciendo uso
de genes de referencia (Bustin et al. 2009).

Para calcular la eficiencia de la reacciéon se hicieron diluciones seriadas del cDNA para llevar
a cabo RT-gPCR del gen gyrA para cada cepa. Con los datos obtenidos se grafico el Cq del
gen gyrA contra el Log del nimero de copias del DNA y despues se ajustaron los datos a un
modelo lineal (Gréafica 4 y 5).
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Gréfica 4. Curva patron del gen gyrA de la cepa JM101
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Gréfica 5. Curva patron del gen gyrA de la cepa ACE.
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Del modelo lineal se utilizo el valor de la pendiente para calcular la eficiencia de la reaccion
de la RT-qPCR del gen gyrA de JM101 y ACE. Se obtuvieron pendientes entre -3.11 y -3.6
con una R?>0.98 que se consideran aceptables (Tabla 8).Para que un ensayo sea 6ptimo, se
deben obtener curvas estandar lineales con una R%> 0.98 con una eficiencia de amplificacion
alta de 90 a 105 % (Taylor et al. 2010), en los ensayos se obtuvieron valores de eficiencia

del 90 al 100 % (Tabla 8).

Curva Pendiente Eficiencia % R?
JM101 -3.11 100 0.997
ACE -3.58 90 0.985

Tabla 8. Eficiencia de la reaccion de amplificacion del gen gyrA en IM101 y ACE, pendiente y coeficiente de
correlacion obtenido.

Con los resultados anteriores podemos decir que los ensayos de RT-qPCR del gen gyrA
fueron dptimos y se pudo utilizar como gen de referencia para el andlisis de expresion de

genes relativo entre JM101 y ACE.

6.4 Analisis de expresion de genes del metabolismo de acetato entre JM101 y ACE.

Se llevaron a cabo RT-gPCR de genes involucrados en el catabolismo de acetato en JM101
y ACE con el objetivo de conocer las diferencias en el nivel de expresion de genes relativo
entre ambas bacterias.

Como método de cuantificacion se utilizé el método 2-24%t (Livak y Schmittgen 2001) y como
gen de referencia se utilizé el gen gyrA. Los datos se normalizaron a un valor de uno, es decir

que el nivel de expresion de los genes del catabolismo de acetato en JM101 siempre €S uno.
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Se construy6 una grafica de barras con los niveles de expresion de genes de ACE, donde las
barras en rojo representan genes que se sobreexpresaron en esta bacteria respecto a JM101
mientras que las barras en color verde corresponden a los genes que se subexpresan en ACE
y las barras en gris son genes donde no hubo cambio de expresion significativo entre JIM101
y ACE. Para que el cambio en el nivel de expresion de genes entre JM101 y ACE sea
significativo este debe ser mayor a dos 0 menor a menos dos, este limite se represento

mediante una linea punteada (Gréfica 6).
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Gréfica 6. Niveles de expresién relativos de la cepa ACE respecto a los genes de la cepa de referencia IM101
y tomando como control interno el gen gyrA, normalizando a uno el nivel de expresion de los genes de
JM101. Las barras en rojo representan sobreexpresion de genes, las barras en verde indican subexpresion,
mientras que las barras grises indican que no hubo un cambio significativo en la expresion de los genes de
JM101 y ACE. La linea punteada representa el limite del cambio significativo en la expresion de genes de
ACE respecto a la cepa de referencia, correspondiendo a un valor de +2 veces.

También se realizé un esquema del metabolismo de acetato con la finalidad de poner en
contexto los resultados presentados en la grafica 6. Este esquema inicia en la introduccién
del acetato al interior de la célula para que posteriormente este metabolito se transforme en

acetil-CoA y sea metabolizado a través del CATC, RG, rutas anapleroticas, gluconeogénesis,
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glucolisis y via de las pentosas fosfato (Figura 8). De igual forma, las flechas en verde indican
subexpresion de genes en ACE, mientras que las flechas en rojo indican sobreexpresion de
genes en esta bacteria respecto a JM101.

Los valores numéricos exactos del nivel de expresion de genes relativo de ACE respecto a
JM101 se presentan en el Anexo B. Por simplicidad, los resultados se discutirdn por

secciones.

1NADPH. 2 CO;

ATP, CoA

Figura 8. Catabolismo de acetato en ACE y JM101. Metabolitos y genes involucrados. Para la construccion
de esta figura, se tomaron en cuenta los valores de expresion significativos (mayores a 2 0 menores a -2). Las
flechas en rojo representan sobreexpresion, las flechas en verde subexpresion de los genes de ACE
comparados con la expresion de genes de JM101 y las flechas en negro representan niveles de expresion de
genes iguales entre ambas cepas. Las flechas punteadas indican ausencia de la reaccion en ACE. Se utilizé
como gen de referencia la expresion de gyrA. Abreviaturas usadas: Glucosa (Glc), glucosa 6-fosfato (G6P),
fructosa 6-fosfato (F6P), fructosa-1-6-bisfosfato (F 1,6P), gliceraldehido-3-fosfato (G3P), gliceraldehido-1,3
fosfato (G 1,3P), fosfoenolpiruvato (PEP), piruvato (PYR), acetil-coenzima-A (Ac-CoA), citrato (CIT),
isocitrato (ICT), a.-cetoglutarato (a.-KG), succinil-CoA (SUC-CoA), succinato (SUC), fumarato (FUM),
malato (MAL), acetato (Ace), Acetil-fosfato (acetil-P), Acetil-AMP (A-AMP), 6-fosfogluconolactona
(6PGNL), 6-fosfogluconato (6PGNT), ribulosa-5-fosfato (RU5P), xilulosa-5-fosfato (X5P), ribosa 5-fosfato
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(R5P), eritrosa-4-fosfato (E4P), seudoheptulosa-7-fosfato (S7P). Enzimas que llevan a cabo las reacciones
entre metabolitos y entre paréntesis el gen que codifica a estas proteinas: gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (gapA), fosfoglicerato cinasa (pgk), fructosa-1,6-bisfostatasa (fbp), ribosa 5-fosfato isomerasa
(rpiA), ribulosa-fosfato 3-epimerasa (rpe), transcetolasa (tktA), transaldolasa (talA), acetato cinasa (ackA),
acetil-coenzimaA-sintetasa (acsA), acetato permeasa (pta), citrato sintasa (gltA), aconitato hidratasa (acnB),
Isocitrato liasa (aceA), malato sintasa (glcB), succinato deshidrogenasa (sdhC), Fumarato hidratasa (fumA),
malato deshidrogenasa (mdh), malato deshidrogenasa (sfcA), malato deshidrogenasa (maeB),
fosfoenolpiruvato carboxicinasa (pck), fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), Isocitrato deshidrogenasa (icd),
succinil-coenzimaA-sintetasa (SUCA).

6.4.1 Transporte de acetato.

El gen actP que codifica a la enzima acetato permeasa, y que estéa involucrada en el transporte
de acetato al interior de la célula en E. coli (Gimenez et al. 2003), no tiene un nivel de
expresion diferente entre JM101 y ACE, el nivel de expresion de este gen en ACE fue de 0.9
+ 0.1 veces respecto a la cepa de referencia (Gréfica 6). Por lo tanto, las diferencias en el
catabolismo de acetato entre JM101 y ACE parece ser que no se deben a una cuestion de
transporte mediado por esta proteina

Como se mencion6 anteriormente, ACE tiene un gs mayor a la de JM101 (Tabla 7), esto nos
hace pensar que al igual que en JM101, en ACE podria existir otra proteina involucrada en
el trasporte de acetato, aunque por el momento no hay evidencia de esto. De hecho se sabe
que ACE no tiene el gen yaaH, pero siempre cabe la posibilidad de que el acetato permea
libremente a través de la célula.

6.4.2 Ruta Pta-AckA y Acs.

Las enzimas Pta y AckA catalizan la transformacion de acetato a acetil-CoA, estas proteinas
se encuentran codificadas por los genes pta-ackA y se sobreexpresaron 2.8 £ 0.4y 9.4 £ 0.2
veces respectivamente en ACE en comparacion con JM101 (Gréfica 6, Figura 8).

Otra via alternativa en bacterias para generar acetil-CoA a partir de acetato esta mediada por

la actividad de la enzima Acs codificada por el gen acs. De modo contrario a los genes ackA-
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pta, acs se subexpresé -24.4 + 4.4 veces en comparacion con la cepa de referencia (Gréafica
6, Figura 8).

Estas dos rutas de asimilacion de acetato pta-ackA y acs son de suma importancia en el
metabolismo de acetato, pero también desde el punto de vista de regulacion enzimatica. Esto
se debe a que las formas metabdlicas activas del acetato, es decir, el acetil-CoA y el acetil-F
son donadores de grupos acilo y grupos fosfato para la acetilacion y fosforilacion de proteinas
respectivamente (Bernal, Castafio-Cerezo y Canovas 2016; Gallego 2018)

De manera particular en bacterias como E. coli el mecanismo principal para la acetilacion de
proteinas es mediante compuestos acilados, lo cual podria afectar la actividad enzimaética,
teniendo un efecto sobre la regulacion global del metabolismo (Bernal, Castafio-Cerezo y
Cénovas 2016; Gallego 2018)

Tanto el acetil-CoA como el acetil-F pueden acumularse en la célula. Probablemente en ACE
exista una mayor acumulacion de estos metabolitos en comparacion con JM101 debido a la
sobreexpresion de los genes pta-ackA. Esto podria tener un efecto sobre el metabolismo de
acetato y sobre la regulacién enzimatica de esta bacteria. Ademas, se ha observado que una
ruta pta-ackA més activa beneficia el crecimiento celular (Dittrich, Bennett y San 2005).

En E. coli, la funcion de acs es principalmente catabdlica, su expresion esté ligada a ackA y
pta, asi como a la ruta del glioxilato. La enzima Acs estd regulada por acetilacion y
desacetilacion enzimatica por medio de PatZ y CobB respectivamente.

De acuerdo a los niveles de expresion, obtenidos en este estudio, parece ser que de modo
contrario a JM101 (Dittrich, Bennett y San 2005; Enjalbert et al. 2017; Oh et al. 2002), ACE

utiliza la ruta pta-ackA para catabolizar acetato sobre la ruta acs (Gréfica 6).
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6.4.3 Ciclo de los acidos tricarboxilicos y ruta del glioxilato.

Los genes que codifican para las primeras enzimas del CATC, gltA y acnB (citrato sintasa y
aconitato hidratasa), se encuentran sobreexpresados en ACE en comparacion con JM101, el
primer gen se expreso 2.4 £ 0.1 veces mientras que el segundo 3.6 + 0.3 veces (Grafica 6,
Figura 8). La sobreexpresion de estos genes en ACE podria ser relevante en el catabolismo
de acetato de esta bacteria tomando en cuenta que cuando E. coli crece en acetato como
fuente de carbono se induce la sintesis de GItA representando un paso limitante de la
gluconeogénesis (Walsh y Koshland 1985). Por otro lado, se ha reportado que el gen acnB
se sobreexpreso en cultivos de E. coli al utilizar fuentes de carbono gluconeogénicas como
el glicerol y el acetato en comparacion con su cultivo en glucosa (Martinez et al. 2012;

Cunningham, Gruer y Guest 1997).

Un punto clave del metabolismo gluconeogénico en bacterias es la particion de carbono entre
la RG vy la parte baja del CATC a partir de isocitrato. Las reacciones catalizadas por la
isocitrato deshidrogenasa (lcd) y la a-cetoglutarato deshidrogenasa (SucAB) generan poder
reductor en forma de NADPH y NADH pero con la consecuente pérdida de CO. En
contraste, la RG mediada por las enzimas isocitrato liasa (AceA) y las malato sintasas (GlcB)
generan succinato y malato con el fin de subsecuentemente incorporar carbono a la sintesis

de biomasa.

No hay cambios significativos en la expresion del gen icd entre JIM101 y ACE (1.2 £ 0.1),
sin embargo este punto es importante en la regulacion del flujo de carbono a traves del CATC

y la RG.

El caso en particular de la Icd es interesante, en E. coli la afinidad de esta enzima por el

isocitrato es mayor que la de AceA (Hoyt, Johnson y Reeves 1991). Sin embargo, cuando E.
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coli crece en acetato, la afinidad de la lcd hacia el isocitrato disminuye por efecto de la
fosforilacion de la enzima mediada por la proteina reguladora AceK y el flujo de carbono se
dirige preferencialmente hacia la RG (EI-Mansi et al. 2006). Las cepas de Acinetobacter
calcoaceticus y ADP1 poseen dos distintas Icd de diferente tamafio. Una es similar en tamafio
alade E. coli denominada Icd-1 de 418 aminoécidos y 436 aminoacidos y la segunda enzima
de mayor tamafio es la lcd-2 de 745 aminoécidos y 743 aminoacidos para A. calcoaceticus y
ADP1, respectivamente. En contraste, ACE tiene una sola Icd de 745 amino&cidos que es

homologa a la Icd-2 de A. calcoaceticus con un 83% de identidad.

Se ha reportado que cuando A. calcoaceticus crece en acetato, las actividades de la Icd-2 y
de AceA incrementan simultdneamente, mientras que la actividad de la Icd-1 disminuye
(Reeves, O’Neil y Weitzman 1986; Hoyt y Reeves 1992). De manera interesante, el
glioxalato regula alostéricamente la actividad de lcd-2 pero no de la Icd-1 en A. calcoaceticus
(Reeves, O’Neil y Weitzman 1986). Esta regulacion podria explicar el incremento concertado
en las actividades de la Icd-2 y de AceA en cepas de Acinetobacter pero no en E. coli, lo cual
podria ser un aspecto metabolico importante para explicar las diferencias en el crecimiento
en sustratos gluconeogénicos entre ambos géneros bacterianos. Mediante analisis de balance
de flujos (FBA, por sus siglas en inglés), recientemente se obtuvieron flujos de carbono
mayores simultaneamente tanto para la parte baja del CATC y RG en A. schindleri ACE en
comparacion con JM101 (Sigala et al. 2019, Anexo A). Finalmente, dado que ACE no cuenta
con los genes de la parte oxidativa de la via de las pentosas fosfato (zwf y gnd), la principal

fuente de NADPH en esta bacteria debera ser generado de la actividad de la Icd-2.

Por otra parte, la expresion del operon sucABCD de la parte baja del CATC en ACE (-2.2 +

0.1) no presentd cambios significativos en comparacion con JM101 (Grafica 6 y Figura 8).
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Los genes de este oper6n codifican para los complejos de enzimas o-cetoglutarato
descarboxilasa y succinil-CoA sintetasa. Lo anterior es acorde a los resultados de los
parametros respiratorios reportados en secciones anteriores, donde no hay diferencias
significativas entre JIM101 y ACE.

Los valores de expresion de genes relativo parecen indicar que la ruta del glioxilato estd mas
activa en ACE que en JM101 ya que los genes aceA, glcB, sdhC, fumA y mdh que codifican
para las enzimas isocitrato liasa, malato sintasa, succinato deshidrogenasa, fumarato
hidratasa y malato deshidrogenasa, se sobreexpresan en ACE con valores de 15.9 + 1.6, 4.6
+0.3,4.3+0.2,12.4+£ 0.3y 2.6 + 0.1 respectivamente (Figura 8 y Gréfica 6).

Como se ha mencionado anteriormente, la RG es necesaria para el crecimiento de E. coli en
acetato ya que los genes aceA y glcB son esenciales para el consumo de este sustrato
(Kornberg et al. 1966; Valgepea et al. 2010; Oh et al. 2002). Cuando se inactivé el gen aceA
en E. coli que codifica a la enzima isocitrato liasa, este microorganismos perdio6 su capacidad
de crecer en acetato (Kornberg et. al. 1966). Este gen tiene el nivel de sobreexpresién mas
alto en la cepa ACE en comparacion con JM101, con un valor de 15.9 +1.6 veces (Grafica
6).

Como se mencion6 anteriormente, en E. coli lcd es regulada mediante fosforilacion
permitiendo asi el flujo a través de la RG, sin embargo, podria ser que la regulacion de la
enzima Icd en ACE sea diferente. Es posible que en ACE la expresion del gen aceA deba ser

mayor para balancear el flujo de carbono entre la ruta del glioxilato y el TCA.
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6.4.4 Rutas anapleroticas y gluconeogénesis.

Los genes maeB y sfcA que codifican para las enzimas malicas dependientes de NADP" y
NAD™, respectivamente, descarboxilan el malato en piruvato y son una conexion entre el
CATC y la gluconeogénesis (Bologna, Andreo y Drincovich 2007). Durante el crecimiento
de E. coli en acetato, la expresion de los genes maeB y sfcA se induce (Oh et al. 2002). En el
presente trabajo, el gen maeB se expresa 1.9 veces y el gen sfcA se subexpresa -7.7 veces en
ACE respecto a JM101 (Gréafica 6 y Figura 8). Por tanto, la cepa ACE expresa el gen maeB
preferencialmente sobre sfcA. Como se ha mencionado, debido a que ACE carece de la fase
oxidativa de la via de las pentosas fosfato donde se genera poder reductor en forma de
NADPH, la actividad de MaeB junto con la de la Icd son las fuentes principales de poder
reductor en esta bacteria.

El gen ppc codifica para la enzima Ppc que genera OAA a partir de PEP y esta activa bajo
condiciones glucoliticas. Este gen es el que presenta un nivel de expresién mas bajo (0) en
ACE en comparacién con JM101, indicando que en esta cepa se activa la expresion de pck,
como era de esperarse debido a que el catabolismo de acetato es gluconeogénico. De manera
interesante, cuando JM101 con una mutacién en el gen ppc se cultivo en glicerol como fuente
de carbono, esta bacteria no fue capaz de crecer (Martinez et al. 2012), lo cual evidencia un
posible rol de la actividad Pck/Ppc incluso en condiciones gluconeogénicas, situacion
metabolica poco probable en ACE.

Por otra parte, la enzima fosfoenolpiruvato carboxicinasa codificada por el gen pck y que
cataliza la reaccién inversa es decir, la generacion de PEP tomando como sustrato el
oxalocetato, se expresé 1.6 + 0.3 veces respecto a la cepa JM101 (Gréfica 6). EI gen pck es

responsable del flujo de carbono del CATC a las vias gluconeogénicas en cultivos con acetato

71



como fuente de carbono (Oh et al. 2002; Martinez et al. 2012; Kwon, Lee y Kim 2008); de

hecho, este gen se sobreexpresa en cultivos de E. coli en acetato como fuente de carbono. De
manera interesante, cuando se sobreexpresa el gen pck en E. coli y se cultiva en medio
minimo con glucosa como fuente de carbono, el rendimiento biomasa sustrato es superior
respecto a la cepa silvestre (Kwon, Lee y Kim 2008). Un flujo de carbono mayor a través de
Pck pudiera estar asociado con el Yys superior en ACE respecto a JM101, situacion simulada
en el modelo recientemente descrito (Sigala et al. 2019, Anexo A) en el que incluso se
predicen bajos flujos de carbono de las enzimas malicas y donde el piruvato se destina
exclusivamente a la sintesis de biomasa pues el flujo de Pps es cero.

Los genes pck, sfcA y maeB son esenciales para el crecimiento en intermediarios del CATC
0 en sustratos que entran al MCC a través de acetil-CoA como es el caso de acetato (Bologna,

Andreo y Drincovich 2007).

6.4.5 Glucdlisis y via de las pentosas fosfato.

ACE no tiene los genes de la parte oxidativa de la via de las pentosas fosfato, zwf y gnd, que
codifican para las enzimas glucosa-6-deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa
respectivamente (Sigala et al. 2017). Por tal motivo, la glucosa-6-fosfato que se genera
gluconeogénicamente se debe destinar basicamente a la formacidn de biomasa. Por otro lado,
la formacion de ribosa-5-fosfato y eritrosa-4-fosfato, que igualmente se requieren para la
sintesis celular, se deben obtener a partir de las triosas de la via glucolitica. Lo anterior esta
en concordancia con la sobreexpresion de los genes tktA y talA, se sobreexpresan 2.9 + 0.3y
2.7 £ 0.1 veces que en JIM101 respectivamente (Gréafica 6 y Figura 8). En el modelo de flujos

metabolicos mencionado anteriormente (Sigala et al. 2019, Anexo A), se predice un flujo de
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gliceraldehido-3-P hacia ribosa-5-fosfato y eritrosa-4-fosfato en sentido inverso al que ocurre
naturalmente en E. coli. Las enzimas trascetolasa y transaldolasa estan codificadas por los
genes tktA y talA y forman parte de la fase no oxidativa de las pentosas fosfato. La primera
enzima genera ribosa-5-fosfato y xilulosa-5-fosfato a partir de gliceraldehido-3-fosfato y
seudoheptulosa-7-fosfato. La segunda enzima produce gliceraldehido-3-fosfato y
seudoheptulosa-7-fosfato tomando como sustrato eritrosa-4-fosfato y fructosa 6-fosfato F6P.
Otro aspecto que apoya lo anterior es el hecho de que el gen rpiA codifica a la enzima ribosa-
5-fosfato isomerasa, que cataliza la produccion de ribosa-5-fosfato utilizando como sustrato
la ribulosa-5-fosfato, y que en la cepa ACE este gen se subexpresa -8.1 + 0.2 veces respecto
a la cepa de referencia IM101 (Gréfica 6 y Figura 8). La sobreexpresion de los genes talA,
tktA apoyaria el supuesto de que en la cepa de ACE habria una mayor disponibilidad de
precursores metabdlicos como la ribosa-5-fosfato importante para la sintesis de nucle6tidos,
y de eritrosa-4-fosfato que es precursor de aminodcidos aromaticos involucrados en la
sintesis de proteinas, lo que podria contribuir a la diferencia del Yys entre ACE y JM101.
Como se ha mencionado, ACE carece de los genes pykAF y pfkAB que codifican para las
piruvato cinasas y las fosfofructo cinasas, respectivamente (Sigala et al. 2017). Las
correspondientes enzimas gluconegénicas en estos puntos metabdlicos son la PpsA y la Fbp
(fosfoenol piruvato sintasa y la fructosa bifosfatasa). La expresion de los genes ppsA y fbp
no cambia entre las cepas ACE y JM101 en acetato (Grafica 6 y Figura 8). Finalmente, genes
como pgk que codifica para la enzima fosfoglicerato cinasa y gapA que genera
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa se subexpresan en ACE (-2.8 + 0.6 y -24.2 + 0.8
respectivamente) en comparacion con JM101 (Gréfica 6 y Figura 8). En E coli estos genes
también se subexpresaron al utilizar acetato en comparacion con su cultivo en glucosa (Oh

et al. 2002).
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7 CONCLUSIONES.

El catabolismo de acetato es mas eficiente en ACE que en JM101 debido a que tiene una u

tres veces més elevada y con un Yys dos veces mayor.

Los niveles de expresion de los genes ackA-pta y acs, sugieren que la ruta preferencial de
ACE para la asimilacion del acetato es la ruta de 2 pasos ACKA-PTA en ACE, de modo

contrario a JM101 que prefiere la ruta mediada por ACS.

Existe una sobreexpresion de los genes aceA y glcB de la ruta del glioxilato en ACE respecto
a JM101 y posiblemente la sobreexpresion de estos genes ayude a ACE a ahorrar esqueletos
de carbono que podria contribuir al Yys superior en esta cepa, asi como mayor cantidad de
precursores metabolicos provenientes del CATC. Esto esta en concordancia con el hecho de

que el RQ es menor en ACE en comparacién al de JM101.

La sobreexpresion de los genes talA y tktA en ACE sugiere que debido a que esta bacteria no
cuenta con la via oxidativa de las pentosas fosfato, la produccion de ribosa 5-P y eritrosa 4-

P requeridos para la sintesis de biomasa, deberan ser producidos a partir de triosas.
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8 PERSPECTIVAS.

Para complementar los resultados de expresion de genes relativo del presente estudio, se
podrian determinar en ACE y JM101 las actividades de las enzimas mas relevantes para el
catabolismo de acetato. Tal es el caso de Pta-AckA, Icd, AceA, Pck y las enzimas malicas,
entre otras.

También se podrian analizar los efectos de sobreexpresar genes de ACE como ackA, icdh o
aceA en E. coli para determinar si tienen un efecto positivo en el catabolismo de acetato.
Incluso, estos estudios de sobreexpresion se podrian hacer en cepas de E. coli PTS- y con los
genes pykAF inactivos para emular una estructura del metabolismo central equivalente al de
ACE (Sabido et al. 2014).

Se podria hacer un estudio sobre trasportadores de acetato en ACE, mediante la utilizacion
de sustratos marcados radioactivamente y ver si la eficiencia del catabolismo de acetato de
esta bacteria esta relacionada a una cuestion de trasporte.

Por ltimo, con los resultados obtenidos podriamos pensar en utilizar a ACE como un agente
detoxificador de acetato en hidrolizados de biomasa lignocelul6sicos. Incluso, se podria
desarrollar un sistema de detoxificacion donde se inmovilice a ACE para facilitar los

procesos de separacion subsecuentes.
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10 ANEXOS.

10.1 Anexo A. Caratula de articulo publicado.

FEMS Microbiology Letters, 366, 2019, fnz151

JOURNALS

inmring in science doi: 10.1093femslefnzrisl

Adwance Access Publication Date: 0 2019
Research Letter

OXFORDy

RESEARCH LETTER -Physiology & Biochemistry
Physiological and transcriptional comparison of
acetate catabolism between Acinetobacter schindleri

ACE and Escherichia coli J]M101

Juan-Carlos Sigalal*!, Lucy Quiroz?, Eduardo Arteaga?, Roberto Olivares?,
Alvaro R. Lara' and Alfredo Martinez®

!Dapartamento de Procesos y Tecnologia, Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Cuajimalpa. Av.
Vasco de Quirnoga 4871, Col. Santa Fe Cuajimalpa, Delegacitn Cuajimalpa, Ciudad de México 05348, México,
!Posgrado en Ciencias Naturales e Ingenieria, Universidad Autdnoma Metropolitana, Unidad Cuajimalpa,
Ciudad de México 05348, México and *Departamento de Ingenierfa Celular y Biocatdlisis, Instituto de
Biotecnologia, Universidad Macional Auténoma de México. Av. Universidad 2001, Col. Chamilpa, Cuernavaca,
Mor. 62210, México

*Carresponding author: hean-Carles Sigala, Departamento de Proc=sos y Tecnaologiz, Universidad Autdnoma Metropaolitana, Unidad Cuajimalpa. S
Wasca de Quiroga 4871, Cal. Santa Fe Cusjimalpa, Delegacian Cuajimalpa, Cindad de México 05348, Méxica, Tel: 452 55 C814 6500; Ext: Z871; E-mail:
jsigala@oorreo.cos uam. mx

One sentenoe summary: A. schindleri ACE showed mare efficdent acetate catabolism than E. mli IM101. ACE had inoreased expression and fluxes in the
AdcA-PTA pathway TCA oyde and ghyoxylate shunt, compansd to IM100.

Editor: LAgia Saraiva

"uan-Carles Sigala, hetp:/orcid.cog 0000- 0002- 166E- LEED

83



10.2 Anexo B. Niveles de expresion de genes relativo entre ACE y JIM101.

Ruta metabdlica y genes analizados. Expresion de genes

a) Rutas de consumo de acetato y genes anapleroticos.

actP 09+01
ackA 28+04
Pta 9.4+0.2
acsA 244 +4.4
ppsA 1.1+£01
fbp -1.7+0.6
pck 16+03
ppc 0
sfcA 1714
maeB 19+04
b) Ciclo de los acidos tricarboxilicos y ruta del glioxilato
icdA 12+£01
gltA 24+0.1
SUcA -22+0.1
sdhC 43%0.2
acnB 3.6+0.3
fumA 124 +0.3
mdh 26+0.1
glcB 46%0.3
aceA 159+16

c) Viade las pentosas fosfato

tktA 29+0.3
talA 27+0.1
rpiA -8.1+0.2
rpe 16+01
d) Glucdlisis

poi 1.4+0.2
pgk -28+06
gapA -242+0.8

Tabla 9. Niveles de expresion de genes de ACE en comparacion con los de JM101. Los valores de RT-qPCR
fueron obtenidos de 2 cultivos independientes en reactor con menos de un 30% de variacion.
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10.3 Anexo C. Pruebas de primers.
Se llevo a cabo PCR’s de cada gen de estudio para comprobar que los primers amplifican y

para determinar la especificidad de los mismos.

Figura 9.- Electroforesis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE al 0.5X. 1=Marcador de peso
molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, del carril 2 al 14 amplicones de 101 pb de
los genes presentes en Acinetobacter schindleri: 2= actP, 3=acsA, 4=acs, 5=ackA, 6=ptaA,
7=adhl, 8=adh2, 9=adh3, 10=gltA, 11=acnB, 12=aceA ,13=glcB, 14=icdA, 15=Marcador de
peso molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder. La electroforesis se corrié a 70 V en
buffer TBE 0.5X durante 1 hora y 20 min.

En el carril 8 de la imagen 9 no se ve el producto de PCR del gen adh2. Las bandas de los
productos de PCR de los genes restantes si se visualizan y ademas tienen un tamarfio

aproximado de 100 pb.
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El siguiente gel de electroforesis también corresponde a PCR’s de genes de A. schindleri

(Figura 10).

700 ——

100

25 pb——»

Figura 10.- Electroforesis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE al 0.5X. 1=Marcador de
peso molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, del carril 2 al 15 amplicones de 101 pb
de los genes presentes en A. schindleri: 2= ppc, 3=pckC, 4=ppsA, 5=pgkA, 6=gapAl,
7=gapA2, 8=gyrA, 9=secA, 10=dnaG, 11=tktA, 12=talA ,13=rpiA, 14=Marcador de peso
molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, 15=pozo sin muestra. La electroforesis se
corrié a 70 V en buffer TBE 0.5X durante 1 hora 'y 20 min.

En el carril 13 del gel de electroforesis tampoco hay producto de PCR del gen rpiA, de igual
manera, se distinguen bandas de aprox. 100 pb de las PCR’s de los genes ppc, pckC, ppsA,

pgkA, gapAl, gapA2, gyrA, secA, dnaG, tktA y talA (Figura 10).
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Figura 11.- Electroforesis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE al 0.5X. 1=Marcador de
peso molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, del carril 2 al 15 amplicones de 101 pb
de los genes presentes en A. schindleri: 2=rpe, 3=ftsZ, 4=recA, 5=ropB, 6=ropC, 7=adk,
8=gmk, 9=icdA, 10=sucA, 11=sdhC1, 12=sdhC2 ,13=fumA, 14=mdh, 15=pozo sin muestra.
La electroforesis se corrid a 70 V en buffer TBE 0.5X durante 1 hora y 20 min.

Los primers para amplificar los genes rpe, ftsZ, recA, ropB, ropC, adk, gmk, icdA, sucA,
sdhC1, sdhC2, fumA y mdh de A. schindleri (Figura 11) sirven para llevar a cabo la reaccion
en cadena de la polimerasa y ademas dan productos unicos de amplificacién. El tamafio de
los amplicones es de aproximadamente 100 pb, los primers fueron disefiados para obtener

amplicones de 101 pb.

87



700

Figura 12.- Electroforesis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE al 0.5X. 1=Marcador de
peso molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, del carril 2 al 5 amplicones de 101 pb
de los genes presentes en A. schindleri, del carril 6 al 15 amplicones de 101 pb de genes
presentes en Escherichia coli JM101. 2=maeB, 3=sfcA, 4=fbp, 5=pgi, 6=gyrB, 7=gyrA,
8=secA, 9=dnaG, 10=adk, 11=gmk, 12=ftsZ ,13=recA, 14=rpoB, 15=ropC. La electroforesis
se corri6 a 70 V en buffer TBE 0.5X durante 1 hora 'y 20 min.

El gel de electroforesis en gel de agarosa (Figura 12) fue cargado con productos de PCR de
la cepa A. schindleri (Carriles del 2 al 5) y Escherichia coli IM101 (Carriles del 6 al 15).
De igual manera los primers son especificos, en el gel de electroforesis no se ven productos

de PCR inespecificos, solo se distingue una banda de tamafio de 100 pb aproximadamente.

88



1 2 3 45 6 7 8 91011 12 13

300

100 ——»

Figura 13.- Electroforesis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE al 0.5X. 1, 2, 3,
4,15=Carriles sin muestra, 5=Marcador de peso molecular GeneRuler Low Range DNA
Ladder, 6=actP, 7=acsA, 8=ackA, 9=pta, 10=poxB, 11=gltA, 12=adh2As, 13=aceAAs, 14=
Marcador de peso molecular. La electroforesis se corrid a 70 V en buffer TBE 0.5X durante
1 hora 'y 20 min.

Se repitid la amplificacion de los genes adh2 y aceA de A. schindleri y nuevamente no
amplificé el gen adh2 (Carril 12), el gen aceA si amplificé (Carril 13) Ver imagen 7.

El gen actP de Escherichia coli no amplifico, sin embargo, se distinguen dos productos de
PCR, uno menor a 300 pb y el otro mayor a 700 pb (Figura 13).

Lo que se hizo fue redisefiar los primers para la amplificacion de actP, con los mismos
parametros con los que se disefiaron los oligonucleotidos de ACE. Se llevé a cabo la PCR
tomando como templado DNA gendémico de JM101 y se obtuvo una banda de

aproximadamente 101 pb (Figura no reportada).
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