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Nomenclatura

GENES, PROTEINAS Y PLASMIDOS

aroA:
Gen que codifica para la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa.

aroB:
Gen que codifica para la enzima 3-dehidroquinato sintasa.

aroC':
Gen que codifica para la enzima corismato sintasa.

aroD:
Gen que codifica para la enzima 3-dehidroquinato deshidratasa.

arok’:
Gen que codifica para la enzima shikimato deshidrogenasa.

arokF":
Isoforma de la enzima 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato 7-fosfato sintasa, codificada por el gen
aroF.

aroG:
Isoforma de la enzima 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato 7-fosfato sintasa, codificada por el gen
aroG.

aroH:
Isoforma de la enzima 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato 7-fosfato sintasa, codificada por el gen
aroH.

aroK:
Gen que codifica para la enzima shikimato cinasa I.

aroL:
Gen que codifica para la enzima shikimato cinasa II.

pkM?208:

Plasmido proveniente del grupo de trabajo del Dr. Kenan Murphy.
ydiB:

Gen que codifica para la enzima quinato 5-dehirogenasa.



ORGANISMOS

Escherichia coli:

También conocida por la abreviacion de su nombre, F. coli. Se trata de una enterobacteria—la
mas estudiada en la actualidad—que ha sido durante mucho tiempo el organismo privilegiado
para la investigacién de los mecanismos basicos de la genética molecular. La mayoria de
nuestros conceptos actuales de la biologia molecular, incluyendo nuestra comprension de la
replicacion del ADN, el cédigo genético, la expresion génica, y la sintesis de proteinas, derivan
de los estudios de en este organismo.

SIGLAS

DNA: (ing).

Deoxyribonucleic Acid, acido desoxiribonucleico.
DNTP’s:(ing).

Deoxynucletide triphosphate, deoxinucleétido trifosfato.

GYT:
Medio glicerol, extracto de levadura y triptona (férmula en anexos).

IPTG:

Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido.

KEGG:(ing).

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (http://www.kegg.jp).

KHQPO4Z

Fosfato de potasio mono basico.

LB:

Medio Luria-Bertani (férmula en anexos).

MO:

Medio minimo 9 (férmula en anexos).

NADH:
Dinucleétido de nicotinamida y adenina (en su forma reducida).

NCBI: (ing).

National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov).
NH5

Grupo amino.

PCR: (ing).

Polimerase chain reaction, reaccién en cadena de la polimerasa.



RBS: (ing).
Ribosome Binding Site, sitio de unién a ribosoma.

RNA:(ing).
Ribonucleic Acid: Acido ribonucleico.

TAE:
Solucién tampdén compuesta por tris base, acido acético y EDTA.

UTR: (ing).

Untrasnlated region, region no traducible.

UV:

Ultravioleta

UNIDADES

cm:
Centimetros.

h:
Horas.

kg:
Kilogramos.
min:
Minutos.

mL:
Mililitros.

ng:
Nanogramos.

nm:
Nanometros.

pH:

Potencial de hidrégeno.

ppm:
Partes por millon.

rpm:
Revoluciones por minuto.

s:
Segundos.

wm:
Micrémetros.

uM:



Micromolar.

pl:
Microlitros.

ug:
Microgramos.
°C:

Grados Celsius.

%o

Por ciento.



Indice de figuras

1.1.

2.1.

2.2.

2.3.

3.1.

Representacion esquematica del diseno y la ingenieria de un microorganis-
mo para la biosintesis. El diseno de un microorganismo para un propésito
biosintético en particular implica la seleccién de chasis adecuado, bloques de
construccién y herramientas de montaje de DNA. El microorganismo disenado
puede entonces ser disenado con estos componentes. La optimizacion del sis-
tema de biosintesis se produce por la regulacion de la expresién génica, y la
mejora de flujo metabdlico a través de modelado de redes, organizacién es-
pacial y el diseno de proteinas. La integracién de estos principios y mejoras
puede dar lugar a un disenado esquematico biosintético para la produccién de
alto nivel de compuestos valiosos (Quin, 2014). . . . . . . ... ... ... ..

Los termorreguladores de RNA son estructuras localizadas en la region 5 UTR
de algunos RNA mensajeros. Debido a la complementariedad nucleotidica,
dichos forman estructuras secundarias en las cuales queda secuestrado el sitio
de unién a ribosoma (RBS), evitando a que éste realice la traduccién. Sin
embargo, al aumentar la temperatura estas estructuras se destruyen hasta
liberar el RBS llevandose a cabo la traduccién molecular. . . . . . . . . . ..
A .Estructuras del acido shikimico y Oseltamivir B. Sintesis quimica del Osel-
tamivir usando el dcido shikimico como precursor (Ghosh, 2012). . . . . . . .
Sintesis quimica del dcido shikimico mediante la reaccién Diels-Alder (Smiss-
man, 1959) con base en (Ghosh, 2012). . . . .. ... ...

En esta figura se representa el enfoque propuesto. 1) La etapa de produccion
de biomasa, en la cual se usard una temperatura de 37°C que permitira la
traduccién a la enzima clave, que subsecuentemente dirigira el flujo metabdlico
a las funciones vitales. 2) La etapa de produccién del shikimato, en la cual se
usara una temperatura de 25°C en la cual la enzima clave estara ausente, de
esta forma se obtendra la acumulacion del shikimato. . . . . . ... ... ..

17

24

27

28

31



4.1.

4.2.

5.1
0.2.

2.3.

5.4.

En esta figura observamos la estructura general de las piezas que fueron di-
senadas para la construccién de la cepa. A)Pieza que codifica para una pro-
teina amarillo fluorescente con sitios de homologia para el gen silvestre aroL.
B)Gen sintético aroL controlado por el termorregulador U6—el cual traba-
ja en un rango de temperaturas de 25°C a 37°C aproximadamente (Neupert,
2009)—, con el cual podemos controlar la tasa de traduccién en respuesta a
los cambios de temperatura. Dicho gen cuenta con sitios de homologia compa-
tibles con el gen silvestre pkyF. C)Pieza sintética que cuenta con una regién
separadora flanqueada por dos terminadores de la transcripcién ttiles para
provocar un silenciamiento en el gen silvestre aroK.

Todas las piezas cuentan con las regiones:

EX:Estas secuencias ha sido disenadas para la produccion de fragmentos li-
neales del gen sintético—clonado en el plasmido pUC57—por medio de una
PCR (Estas secuencias son totalmente sintéticas y no se encuentran en el ge-
noma de F.coli).

RH:Secuencias de homologia. Estas son necesarias para llevar a cabo la re-
combinacion sitio especifica.

ID:Secuencias ttiles para la identificacion de la pieza ya integrada en el ge-
noma de manera sitio-especifica, por medio de una PCR (estas secuencias son
totalmente sintéticas y no se encuentran en el genoma de FE.coli).
TT:Terminador de la transcripcién. Se utilizaron dos, uno al inicio y otro al
final; el que se encuentra al inicio tiene como finalidad evitar un cambio en el
marco de lectura. . . . .. ..o
Diagrama general de la construccion de la cepa modificada genéticamente.
A.Transformacion de E. coli con el plasmido pKM208, dicho codifica para una
triada de enzimas que permiten la integracion de fragmentos lineales.
B.Realizacién de una PCR a los plasmidos que contienen las secuencias di-
senadas con el fin de redirigir el flujo metabdlico, para obtener un gran ntimero
de copias lineales.

C.Integracién de los fragmentos lineales al genoma de FE. coli mediada por la
induccién del plasmido pKM208.

D.Extraccién de DNA genémico y comprobacion de la integracion de las pie-
zas por medio de una PCR dirigida al antes mencionado.

E.Comprobaciéon de la existencia de los amplicones esperados por medio de
una electroforesis en gel de agarosa. . . . . . . . ... ... L.

Resultado de PCR. in silico dirigido al genoma de Escherichia coli. . . . . . .
Gel de electroforesis al 0.8 % de agarosa tenido con GelRed 6x (GenScript).
En esta figura se aprecian las conformaciones del DNA plasmidico y la de los
plasmidos: pKM208, pUC57-YFP, pUCS7-aroL y pUCHT-aroK. . . . . . . ..
Gel de electroforesis al 1.5% de agarosa tefiido con GelRed 6x (GenScript).
PCR de extraccion: en el primer carril tenemos el marcador de peso molecular
"PCR plus”de la marca GenScript, y en los carriles 3, 4 y 7 tenemos los
amplicones de las piezas YPF, aroL y aroK respectivamente. . . . . . . . . .
Comparacién de cepa silvestre de FEscherichia coli (izquierda) contra cepa
transformada (derecha)—la cual contiene el gen de la proteina amarillo fluo-
rescente—irradiadas con luz UV en transiluminador.. . . . . . . . ... ...

35

36
47

o4

95

95



2.5.

0.6.

0.7.

0.8.

2.9.

5.10.

5.11.

Gel de electroforesis al 0.8 % de agarosa tefiido con GelRed 6x (GenScript).
En dicho gel se puede observar la integridad del DNA genémico. . . . . . . .
Gel de electroforesis al 1.5% de agarosa tenido con GelRed 6x (GenScript).
PCR de identificaciéon: en el primer carril tenemos el marcador de peso mole-
cular "PCR plus”de la marca GenScript, y en el segundo carril tenemos tres
bandas correspondientes a los amplicones provenientes de la PCR de DNA
genémico (YFP, aroL y aroK integrados al genoma). . . . .. ... ... ..
Curva de calibracion de concentracién de azucares reductores realizada me-
diante distintas concentraciones de glucosa (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mg/mL).

Curva de calibracién de acido shikimico realizada mediante distintas concen-
traciones de un estandar de acido shikimico (3 ppm,6 ppm, 12 ppm, 20 ppm,
30 ppm y 60 ppm). . . ..o
Cromatograma de las muestras—cepa silvestre (parte superior) y cepa modi-
ficada (parte inferior)—donde podemos observar que el tiempo de retencién
es de 7 minutos. Se obtuvo un promedio de area de 6690.6 y 12679.7 para la
cepa silvestre y la cepa modificada, respectivamente. . . . . . . . . ... ...
Comparacion en la produccion de shikimato entre la cepa silvestre y la cepa
modificada. A) Comparacién del promedio de las dreas bajo la curva del tiem-
po de retencién reportado entre ambas cepas. B) Comparacién de la concen-
tracién promedio de acido shikimico obtenido por ambas cepas—tomando como
referencia la curva de calibracién realizada. C) Comparacién de la concentra-
cién promedio de dcido shikimico después de haber normalizado las muestras
a 1 de ODgpp. Obteniendo un aumento del 33 % en la produccién de shikimato
por parte de la cepa modificada. . . . . . . .. ... 0L
Analisis de varianza de un factor (ANOVA) de los resultados en la produccién
de shikimato entre la cepa silvestre y la cepa modificada genéticamente. Los
resultados muestran una diferencia significativa entre ambas cepas con una

probabilidad del 99%. . . . . . . . ...

56

96

58

o8

99

60

61



Indice de tablas

5.1

0.2

En esta tabla tenemos la lista de primer’s disenados para la obtencion de
fragmentos lineales y la identificacion de piezas integradas al genoma con sus
respectivas secuencias y temperaturas de desnaturalizacion.

Nota: La temperara de alineamiento de ambos pares de primer’s corresponde
a b3°C. . .
En esta tabla observamos los resultados de la produccion de shikimato en E.
coli fraccionada en 2 fases. Al pasar las 20 horas de produccion a 37°C, la cepa
silvestre alcanz6 una ODggg de 2, por otro lado la cepa modificada obtuvo una
ODggo de 4. En cuanto al consumo de glucosa de la cepa silvestre es del 98 %
y de la cepa modificada del 93 %. En la segunda parte del proceso de 20 horas
a 25°C, la cepa silvestre alcanzé una ODggy de 3.1 y la cepa modificada una
ODggp de 4.3. El consumo de glucosa de la cepa Silvestre en esta etapa es del
68 % y de la cepa modificada del 86%. . . . . . .. ... ... ...

10

48



Resumen

Albert Issac Lerma Escalera
Universidad Auténoma de Nuevo Ledén
Facultad de Cencias Quimicas

Fecha de graduacion: Mayo, 2016.

Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con Orientacién en Microbio-
logia Aplicada

Titulo del estudio: Regulacién del flujo metabdlico en FEscherichia coli mediante el uso
de termorreguladores de RNA, para incrementar la producciéon de un precursor terapéutico
(Shikimato).

Area de Estudio: Biologia Sintética

Numero de paginas: 73

Propédsito y método del estudio:Actualmente existe un gran interés por la manufactura
de muchos productos biolégicos con alto interés econémico en industrias que varian desde
la farmacéutica hasta la agricola, los cuales, debido a su demanda en aumento, se estan
buscando nuevos procedimientos que nos permitan obtener ciertas caracteristicas deseadas.
Entre estas caracteristicas encontramos un incremento en la produccion, una reduccién en
los costos econdmicos, y que dichos procesos tengan un menor impacto al medio ambiente. A
consecuencia de esto, se han propuesto procesos en microorganismos, empero, no todos los
metabolitos pueden ser producidos en estos facilmente. La regulacion del flujo metabdlico de
manera sintética viene de la necesidad de maximizar la produccién de ciertos metabolitos de
interés, los cuales en la actualidad, carecen de una sintesis 6ptima debido a la naturaleza del

metabolito y el papel que desarrolla en el organismo.
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Contribuciones y conclusiones:La idea principal de este trabajo consiste en controlar el
flujo metabdlico mediante el uso de termorreguladores de RNA—pequenos fragmentos de RNA
que regulan la traducciéon mediante los cambios de temperatura—para incrementar la produc-
cion del acido shikimico, debido a que el empleo de tales nos permite controlar el uso de la
fuente de carbono para el crecimiento en biomasa o para la sintesis de nuestro metabolito de

interés. De tal forma se pueden obtener las condiciones necesarias para un mejor rendimiento.

En este trabajo se realizaron las transformaciones de la secuencias disenadas que emplean
el uso de termorreguladores de RNA para la regulacién de flujo metabdlico, obteniendo una
cepa capaz de regular el consumo de glucosa mediante los cambios de temperatura. En el
presente trabajo obtenemos una aumento en la produccién de shikimato de un 33 % en la cepa
modificada con respecto a la cepa control, ésto como causa del control del flujo metabdlico

mediado por los termorreguladores de RNA.
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Capitulo 1

Introduccion

Desde los inicios de la civilizacion se ha recurrido a la biotecnologia para la obtencion de
productos de origen bioldgico con alto interés econémico. En la actualidad dichos produc-
tos tienen una gran importancia en industrias como la alimenticia, farmacéutica, ganadera,
agricola y energética. Sin embargo, debido a la demanda en aumento de estos productos se
estan buscando nuevos procedimientos que nos permitan un incremento en la produccion,
una reduccion en los costos econémicos, y que dichos procesos tengan un menor impacto al

medio ambiente (Buchholzt et al., 2014).

Los procesos biotecnologicos han evolucionado considerablemente a través del tiempo. En
sus origenes éstos eran llevados a cabo por medio de conocimientos empiricos, es decir, en
la mayoria se conocian las condiciones en las que podriamos producir nuestro metabolito
de interés, sin embargo, no teniamos el conocimiento de como ocurrian estos, lo que nos
limitaba a llevar a cabo procesos ya establecidos por anos sin realizar modificaciones que pu-
dieran favorecerles. Con el paso de los anos, areas como la bioquimica y la biologia molecular
nos permitieron conocer un poco mas sobre como funcionaban los organismos vivos, lo que

ocasion6 poder entender dichos procesos (Quin et al., 2014).
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Gracias a los conocimientos relacionados con el funcionamiento de los microorganismos y de-
bido a un aumento de la demanda para la produccion rapida y barata de diferentes moléculas
microbianas en un entorno industrial éstos microbios han sido adaptados para la produccion
de compuestos ttiles. Incluso, actualmente éstos pueden ser disenados y fabricados para un
proposito en especial, gracias a los avances recientes en la secuenciacién del genoma, la in-
genieria metabdlica y la biologia sintética. Los procesos metabdlicos pueden ser optimizados
para aumentar la produccién y/o mantener el flujo en equilibrio. Se estd avanzando hacia
el diseno y creacion de microbios totalmente sintéticos para propositos biosintéticos. Juntas,
estas tecnologias emergentes facilitaran la producciéon de microorganismos de disenio para la

biosintesis (Quin et al., 2014; Stephanopoulos, 1999).

Puede sonar un poco descabellado imaginar un mundo donde microorganismos producen la
electricidad que ilumina nuestros hogares y escuelas, el combustible que se utiliza en nuestros
coches, los productos farmacéuticos que nos mantienen sanos y los alimentos que comemos,
sin embargo, muchas de estas aplicaciones ya estan a nuestro alcance (Smid et al., 2010; Lo-
vley, 2012; Giddings et al., 2013; Lan et al., 2013). Los microorganismos son una plataforma
util para la biosintesis de productos deseables, evidenciado por su larga historia de adap-
tacién para las industrias alimentaria y farmacéutica. Estos, crecen rapidamente en fuentes
de carbono relativamente baratas, el tamano del cultivo puede ser facilmente escalable para
aumentar la produccion y los procesos metabdlicos naturales de microorganismos pueden ser
aprovechados para producir cantidades significativas de compuestos ttiles (Buchholzt et al.,
2014). Por lo tanto, no es sorprendente que metabolitos primarios microbianos (por ejemplo
vitaminas, nucledtidos, etanol y dcidos orgénicos) y metabolitos secundarios (por ejemplo,
antibidticos, compuestos reductores del colesterol y compuestos antitumorales) tengan un

valor de mercado mundial de varios miles de millones de délares (Singh, 2010).

Sin embargo, la biotecnologia industrial microbiana no ha estado exenta de inconvenientes.

Tradicionalmente, los rendimientos y repertorio de productos se limitan a la capacidad na-
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tural de las vias de biosintesis microbiana existentes. Este problema ha sido parcialmente
abordado mediante la exploracion de la diversidad microbiana de encontrar otras especies
que han tenido que evolucionar para ser mas eficientes en la produccién de uno o varios
compuestos en particular (Thornburg, 2010), empero, las condiciones de laboratorio para el
cultivo de los microbios recientemente descubiertas a menudo requieren la optimizacién ex-
tensa, y la caracterizacion de las vias biosintéticas responsables de producir los metabolitos
de interés es un proceso que consume tiempo. Por lo tanto, estas medidas s6lo han proporcio-
nado una solucién provisional y temporal al reto de ser capaces de manipular totalmente la

produccién biosintética de una amplia gama de productos deseables y valiosos sobre demanda

(Quin, 2014).

Con el amanecer de la era postgenémica se produjo un cambio revolucionario en la forma en
que entendemos y vemos rutas biosintéticas microbianas (Gross, 2009). Una gran cantidad
de informacién sobre el genoma microbiano esta disponible a través de bases de datos como
NCBI, GenomeNet, y JGI. Junto con nuestro conocimiento bioquimico de la funcién de la
enzima, y nuestra capacidad para sintetizar DNA a partir de cero, tenemos un conjunto de
herramientas de gran alcance para el descubrimiento y diseno de nuevas redes biosintéticas
(Sagt, 2013). La ultima década ha sido testigo de increibles avances en nuestra capacidad
de adaptar las enzimas microbianas y los procesos metabdlicos para nuestros propdsitos,
gracias a los avances en los campos de la ingenieria metabdlica, la evolucién de la enzima,
y la biologia sintética (Bornscheuer et al., 2012; Bar-Even, 2013; Wang et al., 2013). Ahora,
podemos programar fabricas microbianas mediante la combinacién de diversas enzimas en un

huésped heterdlogo para producir compuestos que antes eran inalcanzables (Lee et al, 2012).
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Nuevas y preexistentes vias metabdlicas pueden ser optimizadas por medio de un control
estricto sobre la expresion de las enzimas involucradas en la ruta de interés (Boyle et al,
2012). Incluso tenemos la capacidad de crear mas alla de lo dispuesto por la naturaleza con
el advenimiento de técnicas como la ingenieria de novo de enzimas para llevar a cabo reac-
ciones no naturales (Golynskiy et al., 2010), y la construccién de las células bacterianas con

genomas minimos y sintéticos (Gibson et al., 2010).

La ingenieria metabdlica es la mejora dirigida de las propiedades celulares a través de la
modificacién de las reacciones bioquimicas especificas o la introduccién de otras nuevas, con
el uso de tecnologia de DNA recombinante. Como tal, la ingenieria metabdlica enfatiza la
modificacién de las vias metabdlicas y se basa en los flujos metabdlicos como determinantes
de la fisiologia celular y medidas de control metabdlico. La combinacién de métodos analiticos
para cuantificar los flujos y su control con técnicas de biologia molecular para implementar
modificaciones genéticas es la esencia de la ingenieria metabdlica (Andrianantoandro et al.,

2006).

Hoy en dia la ingenieria metabdlica nos brinda un gran nimero de herramientas que nos
permiten el mejoramiento en la produccion de un metabolito de interés. Sin embargo, es de
suma importancia la eleccién adecuada de las metodologias a emplear, ya que varian depen-
diendo del origen y tipo de metabolito que deseamos producir (Keasling, 2010). Un obstaculo
se encuentra comunmente en la optimizacién del flujo metabdlico con el fin de maximizar
los rendimientos. Los cuellos de botella pueden ser causados por suministro insuficiente del
precursor o la actividad enzimética suboptima. Una gran cantidad de herramientas y técni-
cas estan disponibles para eludir estos problemas, incluyendo el analisis de flujo metabdlico,
visualizacién de la red, el modelado de proteinas y el diseno, y la organizacion espacial de
las vias (Delebecque et al., 2011; Mills et al., 2013; Poblete-Castro et al., 2013; Wang et al.,
2013).

Con la aparicién de la biologia sintética se ha revolucionado la forma en la que idealizamos y

16



integration of design and
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the biosynthesis of valuable molecules

Caurment Opsnion in Beobechnology

Figura 1.1: Representacion esquematica del diseno y la ingenieria de un microorganismo para la biosintesis.
El diseno de un microorganismo para un propdsito biosintético en particular implica la seleccién de chasis
adecuado, bloques de construccién y herramientas de montaje de DNA. El microorganismo disenado puede
entonces ser disenado con estos componentes. La optimizaciéon del sistema de biosintesis se produce por la
regulacion de la expresién génica, y la mejora de flujo metabdlico a través de modelado de redes, organizacion
espacial y el diseno de proteinas. La integraciéon de estos principios y mejoras puede dar lugar a un disenado
esquemadtico biosintético para la produccién de alto nivel de compuestos valiosos (Quin, 2014).
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empleamos la ingenierfa en lo sistemas bioldgicos. (Andrianantoandro et al., 2006) Ya que se
enfoca en la expresion y regulacién de genes para proporcionar nuevas funciones o haciendo
mas eficientes las ya existentes, combinando modelos de los dispositivos genéticos generados

cada vez mas realistas (Figura 1.1).

El escenario ideal seria la creacion de una fabrica microbiana perfecta desde cero, sin la nece-
sidad de modificar u optimizar sistemas ya existentes. El progreso hacia este objetivo ya se ha
hecho con el desarrollo de Mycoplasma mycoides, el primer microbio con un genoma sintetiza-
do quimicamente (Gibson et al, 2010). Varios anos de intensa investigacién fueron necesarios
para producir este microbio (Glass, 2012), tiempo durante el cual se crearon las técnicas
avanzadas de trasplante de genoma (Lartigue et al., 2007) y el montaje del genoma (Gibson
et al, 2009), y desde entonces han sido aplicados en la ingenieria de otros sistemas (Noskov
et al. 2009) . Por otra parte, los esfuerzos para modelar el requisito minimo del genoma de
un microbio han estado en curso desde hace varios anos, y podrian conducir al desarrollo de
fabricas de células minimizadas altamente eficientes para un propdsito determinado (Gil et
al., 2004; Hashimoto et al., 2005; Shuler, 2012). De igual forma, se han creado sistemas libres
de células abstractos, utilizando conjuntos de acidos grasos y de liposomas para albergar los
componentes minimos de la vida, la racionalizacién de nuevas vias de produccién (Budin
et al., 2012). Si bien estos avances son muy prometedores para la biotecnologia microbiana,
actualmente tiene una comprension limitada de las redes metabdlicas celulares necesarias, y

nos enfrentamos a muchos desafios en la creacién de microbios sintéticos (Porcar et al., 2011).
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Actualmente se ha logrado utilizar la biologia sintética para la regulacién de genes, que a
su vez controlan la producciéon de proteinas. La regulacién de la expresion génica es uno de
los elementos de control clave para cualquier via de biosintesis microbiana manipulada, y es
necesaria para garantizar una expresion suficiente de las enzimas, para evitar la colocacion de
carga metabdlica excesiva en el hospedero, y para optimizar el flujo metabdlico. La prediccién
y el modelado de la fuerza de los promotores y elementos reguladores (Rhodius et al., 2012;
Salis et al, 2009) ofrece un enfoque in silico para la armonizacién de circuitos metabdlicos.
La creacion de bibliotecas de promotores y regiones reguladoras aportan un nuevo nivel de
diversidad que puede ser 1til para la expresiéon optimizada de una ruta biosintética (Blount

et al., 2009).

Por otro lado, no se ha logrado tener el control del metabolismo de manera sintética para po-
der dirigir el flujo metabdlico, lo que da como resultado un mayor control y la maximizacion
en la produccién en un proceso biotecnolégico (Stephanopoulos, 2012). La importancia de
poder llevar acabo la regulacion del flujo metabdlico de manera sintética viene de la necesidad
de maximizar la producciéon de ciertos metabolitos de alto interés, sin embargo su produccion
actual no es la 6ptima debido a la naturaleza del metabolito y el papel que desarrolla en el

organismo que se produce.

Un ejemplo de lo anteriormente mencionado es el acido shikimico, el cual es un metabolito de
alto valor farmacéutico, alimenticio y cosmético. Dicho compuesto se produce actualmente por
medio de extractos de algunas plantas, sin embargo este compuesto también es producido por
algunas bacterias. Actualmente la forma mas popular para obtener el acido shikimico es de
1llicium anisatum, nombre cientifico del anis estrella. Sin embargo, este proceso es complicado
y requiere de compuestos como metanol, formaldehido y tolueno a altas temperaturas, lo que
lo hace un proceso peligroso. Debido a las complicaciones del proceso, el ritmo actual de la

produccion del farmaco se ve afectado (Bradley, 2005; Basili & Franzini, 2006).
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Por tales razones se buscan nuevas formas para obtencién del acido shikimico, las cuales
sean mas simples y tengan un impacto minimo en el medio ambiente; buscando siempre un
aumento en la produccién. En Escherichia coli el dcido shikimico juega un rol importante
debido a que es precursor en la produccion de aminoédcidos aromaéticos, los cuales son esen-
ciales para la generacion de proteinas, tanto estructurales como funcionales, las cuales llevan

a cabo procesos vitales para la célula (Escalante, 2010).

Los termorreguladores de RNA (o termdémetros de RNA) son sensores térmicos de RNA
que controlan la traduccién por medio de cambios en la temperatura. Termémetros de RNA
sintéticos son ampliamente aplicables tanto en la investigacion basica, como en la biotecno-
logia. Ellos representan herramientas sencillas, de tamano minimo para inducir o reprimir

transgenes, y expresar controladamente genes endégenos (Neupert, 2009).

La idea principal de éste trabajo consiste en el uso de termorreguladores de RNA—pequenos
fragmentos de RNA que regulan la traducciéon mediante los cambios de temperatura—para
incrementar la producciéon del acido shikimico, debido a que el empleo de tales nos permite
controlar el uso de la fuente de carbono para el crecimiento en biomasa o para la produccion
de nuestro metabolito de interés. De tal forma se pueden obtener las condiciones necesarias

para un mejor rendimiento.
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Capitulo 2

Antecedentes

2.1. Ingenieria Metabdlica

Las caracteristicas y funciones de los organismos son producto de una regulada red de miles
de reacciones quimicas, las cuales son catalizadas por enzimas. Dichas caracteristicas son
utilizadas por el humano para lograr importantes aplicaciones practicas, no obstante estas
redes metabdlicas evolucionaron en un entorno natural y muchas veces no estan optimizadas

para lograr los objetivos deseados (Bailey, 1991).

La ingenieria metabdlica tiene como objetivo la optimizacién del metabolismo nativo con la
finalidad de lograr de manera eficiente la producciéon de caracteristicas, funciones o metabo-
litos de interés. Dicha area de estudio emplea herramientas moleculares y bioquimicas para
el mejoramiento en reacciones especificas del metabolismo; ya sea anadiendo nuevos interme-
diarios en las rutas metabdlicas ya existentes, modificando la regulacion de las mismas, o por
medio de la creacién de rutas totalmente nuevas (Stephanopoulos, 2012). Para lograr dicho
objetivo, se emplean estrategias como la adicién de genes no existentes, la sobre expresién y/o
silenciamiento de genes nativos, que posteriormente causan un cambio en el flujo metabdlico,
produciendo la cantidad optima de metabolitos de interés. Estos cambios son determinados
de manera cuantitativa mediante la estimacién del cambio en el flujo metabdlico hacia la
produccion de ciertos metabolitos que son necesarios para dichas propiedades deseadas. En
resumen, la esencia de la ingenieria metabdlica es la combinacién de métodos analiticos pa-

ra cuantificar el flujo metabdlico y su modificacién mediante técnicas de biologia molecular
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(Stephanopoulos et al., 1999; Stephanopoulos, 2012).

Se ha atribuido gran potencial a la ingenieria metabdlica para la produccién de sustancias
de gran interés utilizando sustratos simples, facilmente disponibles y de bajo costo. La pro-
duccion natural de estos compuestos en microorganismos ha ido sustituyendo los procesos
actuales de produccion que se derivan del uso de recursos no renovables o recursos naturales

limitados (Keasling, 2010).

2.2. Biologia sintética

Siendo un area emergente no se tiene una definicién concreta de la biologia sintética, sin
embargo podriamos considerarla como el area de estudio que se enfoca en la expresion y
regulacion de genes exdgenos para proporcionar nuevas funciones a organismos que original-

mente no las poseen, y la aplicacion de los principios de la ingenieria sobre los sistemas vivos.

El origen de la biologia sintética no esta bien establecido, algunos investigadores consideran
que ésta surge de la accesibilidad y eficiencia en la sintesis quimica del DNA | otros argumentan
que la construccion del primer contador genético y el primer interruptor genético fueron
el parteaguas para el nacimiento de ésta drea. (Stephanopoulos, 2012) A pesar que con
los ya mencionados acontecimientos no se puede establecer a ciencia exacta el origen de la
biologia sintética, ambos son una parte fundamental de ella, ya que la produccién de diversos
y complejos circuitos genéticos regulados de manera precisa, en parte, son un fruto de la

accesibilidad en la sintesis quimica de DNA.
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Se puede mencionar que esta tecnologia es distinta a la biotecnologia, ya que esta solo se
enfoca en la modificacién de organismos ya existentes desde un punto de vista empirico y
tradicional haciendo uso de la ingenieria genética, en donde paraddjicamente es llamada in-
genieria sin poseer un aspecto ingenieril cuantificable, un aspecto que se intenta ensamblar

dentro de la biologia sintética otorgdndole mayor precisién al disefio biolégico (Pleiss, 2006).

Los bidlogos sintéticos se catalogan en dos clases principalmente, una clase utiliza moléculas
artificiales para reproducir ciertos comportamientos emergentes de la biologia natural pa-
ra el desarrollo de vida artificial, en donde a esta area se le conoce también como biologia
inorganica. El otro enfoque es la utilizacién de piezas genéticas intercambiables provenientes
de organismos naturales para ensamblarlas dentro de sistemas biolégicos y que funcionen

artificialmente fuera del organismo original (Pleiss, 2006).

Es un campo aun en desarrollo que podria adoptar una estructura que resultaria extremada-
mente exitosa en la historia de la industria ya que los beneficios potenciales de éste campo
son enormes, en donde practicamente abarcaria un mercado potencial mas amplio que el
de la biotecnologia. Es un enfoque con un gran futuro por su caracter unificador generando
asi cada vez mas desarrollo biologico-tecnoldogico, un enfoque cuantitativo y organizado que
representa una nueva area de oportunidad con un mundo enorme de aplicaciones (Pleiss,

2006).
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2.3. Termorreguladores de RNA

Los termorreguladores de RNA (o termémetros de RNA) son sensores térmicos de RNA que
controlan la traduccion por medio de cambios en la temperatura. Se basan en un principio
simple: solo ocurre la traduccion al alcanzar la temperatura de fusion que permite elimi-
nar las estructuras secundarias que forman en la region no traducida 5 de RNA, ya que
a temperaturas bajas dichas estructuras evitan, por topologia, que el ribosoma se una a la
regiéon Shine-Delgarno, de esta manera evita que el RNA mensajero sea traducido (Figura
2.1). Al igual que los riboswitches, el termorregulador depende de las atracciones generadas
por sus propias secuencias, sin embargo como ventaja los termorreguladores no dependen
de la interaccién con ligandos para inducir un cambio en su conformacién, ya que estos so-

lo dependen de los cambios de temperaturas para lograr lo antes mencionado (Neupert, 2009).

25°C 5 37°C

RBS

Figura 2.1: Los termorreguladores de RNA son estructuras localizadas en la regiéon 5° UTR de algunos
RNA mensajeros. Debido a la complementariedad nucleotidica, dichos forman estructuras secundarias en las
cuales queda secuestrado el sitio de unién a ribosoma (RBS), evitando a que éste realice la traduccién. Sin
embargo, al aumentar la temperatura estas estructuras se destruyen hasta liberar el RBS llevandose a cabo
la traduccién molecular.

De manera natural podemos encontrar a los termémetros de RNA en los procesos biolégicos
controlados, a los que con sensatez deben ser regulados en respuesta a cambios de tempe-
ratura, esto incluye las respuestas de choque térmico bacterianas (Morita et al., 1999). En
contra parte, se ha empezado a realizar el diseno de novo de los termorreguladores de manera
sencilla, mediante el cédlculo de la topologia y los cambios provocados que sufren debido a

la temperatura, por medio de modelos basados en la secuencia primaria del RNA. Como
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ejemplo encontramos los disenados por Neupert, estos se ubican sobre la secuencia de union
al ribosoma (regién Shine-Dalgarno) y permiten la traduccién a partir de temperaturas es-
pecificas. Entre ellos se encuentra el llamado U6, que a una temperatura de 37°C permite la

traduccién. Este fue elegido para utilizarse en el presente trabajo (Neupert, 2009).

Termémetros de RNA sintéticos son ampliamente aplicables tanto en la investigacion basi-
ca, como en la biotecnologia. Ellos representan herramientas sencillas, de tamano minimo
para inducir o reprimir, no sélo transgenes, si no también la expresion controlada de genes

enddgenos (Neupert, 2009).

2.4. Shikimato

El shikimato es un metabolito intermediario involucrado en la sintesis de algunos aminoacidos.
Debido a sus caracteristicas es de suma importancia en la industria alimentaria y farmacéuti-
ca. Actualmente es usado como materia prima para la sintesis del oseltamivir, el cual es un

anti-viral empleado para contrarrestar la influenza (Bradley, 2005).

Actualmente la forma méas popular para obtener el acido shikimico es de Illicium anisatum,
nombre cientifico de anis estrella. Posteriormente mediante sintesis quimica el acido shikimico
es convertido al oseltamivir. Sin embargo, este proceso es complicado y requiere de compues-
tos como metanol, formaldehido y tolueno a altas temperaturas, lo que lo hace un proceso
peligroso. Debido a las complicaciones del proceso, el ritmo actual de la produccién del farma-
co se ve afectado. De tal forma que se estima que se necesitaria una década para producir lo

suficiente para tratar al 20 % de la poblacién mundial (Bradley, 2005; Basili & Franzini, 2006).

Por tales razones se buscan nuevas formas para obtencion del dcido shikimico—abordadas en
los siguientes subcapitulos—, las cuales sean més simples y tengan un impacto minimo en el

medio ambiente; buscando siempre un aumento en la produccién.
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2.4.1. Shikimato como materia prima para la produccion de Osel-
tamivir

La influenza es una enfermedad respiratoria altamente infecciosa de origen virico, la cual es

responsable de una gran tasa de morbilidad y mortalidad debido a las epidemias anuales y a

las pandemias inesperadas (Kuri-Morales, 2006; Magano, 2009).

Se estima que entre un 10 % y 20 % de la poblacién de Estados Unidos es afectada por esta
enfermedad, lo que ocasiona aproximadamente 110,000 hospitalizaciones y 20,000 defuncio-
nes al ano. Esto resulta en un gasto econémico estimado de 12 billones de ddlares anuales
(Magano, 2009).La influenza estacional se distribuye mundialmente durante todo el afio—con
preferencia en los meses de invierno—afectando un gran sector poblacional del pais debido a

la facilidad de contagio, la cual representa un problema prioritario (Kuri-Morales 2006).

Tan solo en México la tendencia actual de casos de influenza se han incrementado 3 veces en
comparacién al afio pasado (Secretarfa de Salud de México, 2016). Debido a esto es de suma
importancia la prevencion de la influenza por medio de la vacunacién. Sin embargo—debido
a complicaciones como la insuficiencia del tiempo necesario para vacunar a la mayoria de la
poblacién y el corto tiempo del efecto de las vacunas, aunado a que es imposible precisar los
tiempos para predecir una préxima apariciéon de pandemia—es de vital importancia saber
que una pandemia de influenza podria comprometer la eficacia de atencién a la salud, por lo

tanto es necesario tener una capacidad de respuesta adecuada (Kuri-Morales, 2006).

Como una alternativa a las vacunas contra la influenza se emplean principalmente el uso
de antivirales que van dirigidos a la inhibiciéon de la neuroamidasa. Como principal ejemplo
tenemos el Oseltamivir (Tamiflu)(Fig. 2.2a), el cual es sintetizado a partir del acido shikimico
(4cido 3,4,5-trihidroxil-1-ciclohexen-1-carboxilico) (Fig. 2.2a) (Magano, 2009; Ghosh, 2012).
Debido a sus caracteristicas, el acido shikimico es un atractivo precursor para la manufac-

tura de una amplia gama de compuestos con alto valor comercial. Dentro de esta gama de
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compuestos se encuentran farmacos como el Oseltamivir (Fig.2.2b) (Abrecht, 2004).

A.
H;C CHj
HO,, COOH //, COOEt
HO™"
OH NH2 H3;PO,
Acido shikimico Oseltamivir (Tamiflu)
CH3 H3C
COOH COOEt CH3 COOEt
3 steps 2 steps S steps /U\ /©/
HO™"
NH2 H3PO,
Acido shikimico Intermediario dietil cetal 1,2-Epoxido Oseltamivir (Tamiflu)

Figura 2.2: A.Estructuras del acido shikimico y Oseltamivir B. Sintesis quimica del Oseltamivir usando el
acido shikimico como precursor (Ghosh, 2012).

Debido a que el acido shikimico esta involucrado en la sintesis de los aminoacidos aroméaticos
en plantas (Herrmann, 1999), la produccién actual se lleva a cabo principalmente median-
te extracciones de semillas de algunas plantas—siendo la mas relevante Illicium anisatum
(Ghosh2012). Sin embargo, este proceso presenta algunas desventajas, entre las cuales se en-
cuentran un mayor tiempo de produccién, alto impacto ambiental y bajo rendimiento——1kg
de acido shikimico por cada 30kg de semillas de I. anisatum (Ohira, 2009). Otra metodo-
logia para la obtencion de acido shikimico es mediante su sintesis quimica—reportada por
primera vez en los anos 60 mediante la reaccién Diels-Alder (Fig.2.3) (Ghosh,2012)—, sin
embargo su tasa de produccién es relativamente baja—se han reportado rendimientos entre
el 15% y 55 % (Ghosh, 2012)—y la metodologia es demasiado costosa para implementarla

comercialmente (Raghavendra, 2009).
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Figura 2.3: Sintesis quimica del 4cido shikimico mediante la reaccién Diels-Alder (Smissman, 1959) con
base en (Ghosh, 2012).

Por lo anteriormente mencionado, es necesario buscar nuevas alternativas para la produc-
cion de acido shikimico. El uso de microorganimos para la produccién de este metabolito ha
ido en aumento debido a su facil produccion. Escherichia coli ha sido modificada genética-
mente—mediante la sobre-expresion o remocién de genes involucrados en la via metabdlica
del shikimato—para su implementacién en la sobreproduccién del shikimato (Ghosh, 2012).
Sin embargo, su produccién de éste esta involucrado directamente con la biosintesis de los
aminodacidos aromaticos, dichas modificaciones causan una dependencia a éstos—elevando

los costos debido a que los aminoacidos tienen que incluirse en el medio.

2.4.2. Produccién de acido shikimico en Escherichia colz

Escherichia coli y muchos otros microorganismos sintetizan metabolitos aromaticos a par-
tir de la via del shikimato, que inicia con la reaccién de condensacién del fosfoenolpiruvato
y de la eritrosa-4-fosfato, intermediarios de la glicdlisis y de la via de las pentosas fosfa-
to, respectivamente, para formar 3-deoxi-D-arabino heptulosonato 7-fosfato. Esta primera
reaccion de la via del shikimato, es catalizada en FE. coli por cada una de las tres isofor-
mas de la enzima 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato 7-fosfato sintasa, AroF, AroG y AroH,
codificadas por los genes aroG, aroF y aroH, respectivamente. Estos genes estan sujetos a
control transcripcional y alostérico por la fenilalanina, tirosina y triptofano, respectivamen-

te. El 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato 7-fosfato es convertido a 3-dehidroquinato, por accion
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de la enzima 3-dehidroquinato sintasa, codificada por el gen aroB. El 3-dehidroquinato es
deshidratado para producir 3-dehidroshikimato por acciéon de la enzima 3-dehidroquinato
deshidratasa, codificada por el gen aroD. El 3-dehidroquinato es reducido a shikimato con
el consumo de NADH por la enzima shikimato deshidrogenasa, codificada por la enzima
aroF. El shikimato es convertido a shikimato-3-P, por las enzimas Shikimato cinasa I y II,
codificadas respectivamente por los genes aroK y aroL. El shikimato-3-P es convertido a 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato, por la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa, codi-
ficada por el gen aroA. Este tltimo intermediario es convertido a corismato por la enzima
corismato sintasa, codificada por el gen aroC. El corismato es un precursor comun para la
sintesis de metabolitos aromaticos primarios y de diversos metabolitos aroméaticos secunda-

rios (Herrmann et al., 1999; Escalante et al., 2010).

Realizando un andlisis de la literatura observamos que la mayoria de las estrategias par
acumular el shikimato se basan en la eliminacion de los genes aroK y aroL, entre otros, sin
embargo con estas estrategias la cepa es dependiente de aminoacidos aromaticos, lo que hace

al proceso poco ideal. Debido a esto, nosotros abordamos una alternativa a estas estrategias.
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Capitulo 3

Enfoque, Hipédtesis y Objetivos

3.1. Enfoque.

Como ha sido descrito en el Capitulo 1, se estan buscando nuevos procedimientos que nos
permitan remplazar a los actuales con motivo de aumentar la produccion de metabolitos de
alto valor, y al mismo tiempo procurar que dichos procesos tengan un menor impacto al

medio ambiente.

Debido a ésto, se han realizado numerosos intentos para resolver este problema. Como se
menciona anteriormente, actualmente se utilizan técnicas moleculares como la duplicacién y
eliminaciones de genes para aumentar la acumulacién de algunos metabolitos, empero, el uso

de estas no son ttiles en metabolitos que participan en funciones vitales de la célula.

En éste trabajo se propone el uso de termorreguladores para el control en la produccion de
enzimas involucradas en la catdlisis de reacciones implicadas con el shikimato. Al hacer uso
del control generado por estos interruptores genéticos podemos manipular la direccion del
flujo metabdlico, que puede ser dirigido tanto a las funciones vitales como al cimulo del

mencionado producto, y de esta forma establecer una estrategia de produccion.

Haciendo empleo de la dualidad inherente que proporciona un termorregulador en control
de la traduccién del catalizador que interviene en las reacciones claves (37°C:” encendido”

25°C:” apagado™), se propone un proceso que esta fraccionado en dos etapas (Fig.3.3)
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Figura 3.1: En esta figura se representa el enfoque propuesto. 1) La etapa de produccién de biomasa, en la
cual se usard una temperatura de 37°C que permitird la traduccién a la enzima clave, que subsecuentemente
dirigird el flujo metabdlico a las funciones vitales. 2) La etapa de produccién del shikimato, en la cual se usara
una temperatura de 25°C en la cual la enzima clave estara ausente, de esta forma se obtendrd la acumulacién

del shikimato.
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3.2. Hipotesis.

El control en el flujo metabdlico mediado por el uso de termorreguladores de RNA provocara

un aumento en la produccion de acido shikimico a comparacion de la cepa silvestre.

3.3. Objetivo General.

Aumentar la produccién de acido shikimico en Escherichia coli DH5x mediante el uso de

termorreguladores de RNA que controlen el flujo metabdlico.

3.4. Objetivos Especificos.

1. Disenar genes sintéticos que sean ttiles para la regulacién del flujo metabdlico en Esche-

richia coli DHb«x.

2. Obtener una cepa de Fscherichia coli DH5x transformada con las secuencias sintéticas

disenadas previamente.
3. Aislar e identificar las colonias recombinantes obtenidas.

4. Detectar y medir la produccion de acido shikimico en la cepa recombinante de Escherichia

coli.
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Capitulo 4

Metodologia

4.1. Diseno y Estructuracion de genes sintéticos.

Para comprobar el concepto de que podemos manipular la direccion del flujo metabdlico me-
diante el empleo de termorreguladores de RNA, nos enfocamos especificamente en la quinta
reaccion de la via del acido shikimico—en la cual el acido shikimico es convertido a acido
shikimico-3 fosfato (Morell H & Sprinson DB, 1968). Esta reaccién es catalizada por dos iso-
enzimas: shikimato cinasa [-—codificada por el gen aroK—y shikimato cinasa [I—codificada

por el gen arolL.

Fueron disenados tres genes sintéticos, los cuales fueron estructurados de tal forma que cada
uno tenga un funcionamiento y regulaciéon adecuada. Por otra parte, todos los genes contienen
aditamentos que permiten que sean integrados al genoma e identificados cuando esto ocurra
(Figura 4.1). También, se realizé el diseno de los primers utilizados tanto para la obtencién
de fragmentos lineales—secuencias de extraccion o EX—, como para la identificacién de los
genes integrados en el genoma—secuencias de identificacién o ID (Tabla 5.1). Para tener un
precedente de que los primer’s disenados son exclusivos para los genes sintéticos se realizo
una prueba in silico, en donde se asegura que éstos no amplifiquen ninguna region del genoma

del género Escherichia.
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La estrategia consiste en sustituir el gen aroL de la cepa salvaje integrando un gen que codi-
fica una proteina amarillo fluorescente—la cual servird como marcador de que se llevé a cabo
la integracién correctamente. Posteriormente, el gen sintético disenado con el aroL regulado
por medio del termorregulador U6 previamente descrito por Neupert en el 2009—es integra-
do en el genoma substituyendo el gen silvestre pkyF—el cual se encuentra involucrado en
la acumulacion del fosfoenol piruvato (precursor del dcido shikimico). Por tltimo se integra
una pieza sintética con terminadores de la transcripcion en el gen silvestre aroK, esto con
el fin de controlar el flujo de shikimato totalmente con la expresion de la enzima shikimato

cinasall-—de la cual es controlada su produccién empleando el termorregulador.
La busqueda de todas las piezas—tales como el promotor, genes codificantes de enzimas, ter-
minadores transcripcionales y otras secuencias accesorias—se llevo a cabo en bases de datos

como KEGG y NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Estructurados dichos genes y primer’s, se solicit6 su sintesis a una casa comercial (BIOBASIC

INC. y T4 oligo respectivamente)
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Figura 4.1: En esta figura observamos la estructura general de las piezas que fueron disenadas para la
construccién de la cepa. A)Pieza que codifica para una proteina amarillo fluorescente con sitios de homolog{a
para el gen silvestre aroL. B)Gen sintético aroL controlado por el termorregulador U6—el cual trabaja en un
rango de temperaturas de 25°C a 37°C aproximadamente (Neupert, 2009)—, con el cual podemos controlar
la tasa de traduccién en respuesta a los cambios de temperatura. Dicho gen cuenta con sitios de homologia
compatibles con el gen silvestre pkyF. C)Pieza sintética que cuenta con una regién separadora flanqueada
por dos terminadores de la transcripcion tutiles para provocar un silenciamiento en el gen silvestre aroK.

Todas las piezas cuentan con las regiones:

EX:Estas secuencias ha sido disenadas para la produccién de fragmentos lineales del gen sintético—clonado
en el pldsmido pUC57—por medio de una PCR (Estas secuencias son totalmente sintéticas y no se
encuentran en el genoma de F.coli).

RH:Secuencias de homologia. Estas son necesarias para llevar a cabo la recombinacién sitio especifica.
ID:Secuencias utiles para la identificacion de la pieza ya integrada en el genoma de manera sitio-especifica,
por medio de una PCR (estas secuencias son totalmente sintéticas y no se encuentran en el genoma de
E.coli).

TT:Terminador de la transcripcién. Se utilizaron dos, uno al inicio y otro al final; el que se encuentra al
inicio tiene como finalidad evitar un cambio en el marco de lectura.
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4.2. Construccion de la cepa

El diagrama general de la construccion de la cepa se muestra en la Figura 4.2.

“w e

Figura 4.2: Diagrama general de la construccién de la cepa modificada genéticamente.

A.Transformacion de E. coli con el plasmido pKM208, dicho codifica para una triada de enzimas que permiten
la integracién de fragmentos lineales.

B.Realizacién de una PCR a los plasmidos que contienen las secuencias disenadas con el fin de redirigir el
flujo metabdlico, para obtener un gran nimero de copias lineales.

C.Integracién de los fragmentos lineales al genoma de E. coli mediada por la induccién del pldsmido pKM208.
D.Extraccién de DNA genémico y comprobacién de la integraciéon de las piezas por medio de una PCR dirigida
al antes mencionado.

E.Comprobacién de la existencia de los amplicones esperados por medio de una electroforesis en gel de
agarosa.
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4.2.1. Preparaciéon de las alicuotas de reserva y trabajo: Genes
sintéticos y oligonucledtidos.

Oligonucledtidos:
Se realizé una alicuota de reserva de cada oligonucledtido a una concentracién final de 100
uM. Posteriormente, se realizé una diluciéon 1:10 para obtener una alicuota de trabajo, de

dicha alicuota se usaron 2uL por cada 50ulL de reaccion de PCR.

Genes sintéticos:

Se solicité la sintesis de los genes disenados, por las casas comerciales GenScript y BioBasic
(recibidos en los plasmidos pUC57-Amp y pUC57-Kan). Dichos genes se obtuvieron liofi-
lizados a una concentracion de 4 pg. Se realizé una reserva de cada gen sintético a una
concentracion final de 1 uM. Posteriormente, se realizé una dilucién 1:10 para obtener una
alicuota de trabajo, de dicha alicuota se uso 1 uL para llevar a cabo la transformacion de

cada plasmido.

4.2.2. Preparacion de la cepa Escherichia coli DH5x electrocom-
petente
Para llevar a cabo la transformacion por electroporacién, se realizo la preparacién de la cepa

electro-competente siguiendo el protocolo mencionado a continuacién (modificacién Sam-

brook, 2012):

REACTIVOS, MEDIOS, MATERIAL & EQUIPOS:

Incubadora con agitacién, centrifuga con refrigeracion, espectrofotémetro UV /visible, matraz
con 30 mL de medio LB Miller estéril, tubos 1.5 mL estériles, celdas para espectrofotometro,
pipetas de 1 mL, 200 uL y 20 uL, puntillas estériles (amarillas y azules), agua miliQ, medio
GYT estéril, solucién estéril de glicerol 10 %, tubos de vidrio con 5 mL de medio LB Miller

liquido estériles.
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PROCEDIMIENTO:

Se inoculé una colonia en 5 a 10 mL de caldo LB (con antibidtico si es el caso), e incub6
toda la noche. Del cultivo anterior se ajusté 30 mL a una OD600 de 0.05 en un matraz
nuevo. Posteriormente, se crecié el cultivo bacteriano en los tubos a 37°C con una agita-
cién de 200 rpm hasta una ODggg de 0.4. Se pre-enfrié: centrifuga, H20 miliQ, tubos de 1.5
mL, glicerol 10% y medio GYT (A partir de aqui todo se realizé a 4°C), y al obtener una

ODgoo de 0.4, se tomo6 1.5 mL, se pasaron a un tubo, y se centrifugd a 4500 rpm x 5 min a 4°C.

Se realizaron los siguientes lavados:

Lavado 1: Se agregd 1 mL de agua miliQ fria a cada tubo, se re-suspendié cuidadosamente
con la micro-pipeta. Se centrifugé a 14000 rpm x 1 min a 4°C.

Lavado 2: Se agregd 500 pL de agua miliQ) fria a cada tubo, se re-suspendié cuidadosamente
con la micro-pipeta. Se centrifugé a 14000 rpm x 1 min a 4°C.

Lavado 3: Se agregd 20 uL de glicerol 10 % frio a cada tubo, se re-suspendié cuidadosamente

con la micropipeta. Se centrifugd a 14000 rpm x 1 min a 4°C.

Por 1ultimo se agregd 20 p L de medio GYT frio a cada tubo, se re-suspendié cuidadosamente

con la micropipeta. Las alicuotas resultantes fueron almacenadas a -20°C.

4.2.3. Transformacion de la cepa de Escherichia coli DH5x elec-
trocompetente usando los plasmidos que contienen los genes
sintéticos

Los plasmidos de clonacion en los cuales se recibieron las piezas sintetizadas, fueron transfor-

mados por electroporacion en una cepa de Escherichia coli DH5x con el fin de tener multiples

copias de éstos, y asi tener una cantidad considerable de DNA plasmidico para poder tra-
bajar. El protocolo que se llevé a cabo se menciona a continuacién (modificacién Sambrook,

2012):
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REACTIVOS, MEDIOS, MATERIAL & EQUIPOS:
Células electrocompetentes, 100 ng de DNA plasmidico, medio GYT, placas de Agar-LB,
Electroporador: Eppendorf Eporator, Termomixer Eppendorf, tubos de 1.5 mL estériles, cel-

das para electroporacion 0.2 cm.

PROCEDIMIENTO:

Se tom6 una alicuota de electrocompetentes (20 ull), se agregd aproximadamente 100 ng del
pldsmido y fueron incubadas 1 min en hielo (se incluyeron controles). Posteriormente, las
bacterias fueron transferidas con el DNA a la celda de 0.2cm (previamente enfriada), y fue
realizada la electroporacion dando un pulso a 2500V. Inmediatamente, se agregé 1 mL de
medio GTY, y se transfirierén las células resuspendidas a tubos de 1.5 mL e incubados de 1
h a2ha37°C en el termomixer. Para finalizar, las alicuotas fueron cultivadas por extension

en cajas petri con Agar-LB junto con el antibidtico (50 ppm) o marcador correspondiente.

4.2.4. Seleccién de colonias transformadas y extraccion de DNA
plasmidico (Protocolo de lisis alcalina: mini preparacién).

Se seleccionaron las colonias transformadas exitosamente, se cultivaron en medio liquido toda
la noche, posteriormente se extrajo el DNA plasmidico por medio de lisis alcalina usando el

siguiente protocolo (modificacién Sambrook, 2012):

REACTIVOS, MEDIOS, MATERIAL & EQUIPOS:
Soluciones LILIII (anexo), etanol absoluto, etanol 70 %, agua miliQ con RNA’sas (10 mg/mL,

tubos 1.5 mL estériles, centrifuga, incubadora, congelador -20°C, vortex.

PROCEDIMIENTO:
Para iniciar, se centrifugé 1.5 mL de cultivo a 14,000 rpm/30 s y se tir6 el sobrenadante en

un recipiente con jabon.
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Se agregaron 200 puL de Sol I: se mezclé en vortex e incubd 5 min a temperatura ambiente.
(Hasta que la pastilla se desbarato, se puede usar una micropipeta para re-suspender la pas-
tilla).

Se agregaron 200 puL Sol II: se mezclé por inversion e incubd 5 min a temperatura ambiente.
Se agregaron 200 uL Sol ITI: se mezcl6 por inversion e incubd 5 min en hielo.

Se centrifugd a 14,000 rpm/5 min.

El sobrenadante fue tomado para pasarlo a un tubo nuevo y fue agregado etanol 100% 1
mL, después, se incubd -20°C/10 min (Desde 10 min a 2 h). Al haber transcurrido dicho
tiempo, fue centrifugado a 14,000 rpm/10 min y se eliminé el sobrenadante. Se agregaron
200 uL de etanol 70 % y llevar a vortez (La pastilla puede soltarse del tubo, si no lo logra
dejarla asi), y nuevamente se centrifugd a 14,000 rpm/5 min, y fue retirado el sobrenadante
con puntilla. Posteriormente, se dejo secar la pastilla a 37°C entre unos 5 a 10 min en incuba-

dora. Finalmente, se agregaron 20uLL de agua miliQQ con RNAsa y fue resuspendido en vorter.

Se corri6 un gel de agarosa al 0.7 % y/o almacenar a 4°C.

4.2.5. Electroforesis de agarosa (DNA plasmidico).

Se corri6 un gel de DNA plasmidico, con el fin de observar su integridad, en un gel de agarosa
al 0.7 % usando la solucién tampén TAE al 1X, cargando en el gel una mezcla de 1.5 p L
de jugo azul (anexo), 1.5 uL. de GelRed y 3-5 pL de cada muestra (modificaciéon Sambrook,
2012).

4.2.6. PCR de Extraccion.

Se utilizé la reaccién en cadena de la polimerasa dirigida a las secuencias de extraccion para
la amplificacién de los genes de interés presentes en el plasmido, y de esta manera tener

una gran cantidad de fragmentos lineales de los genes sintéticos, que posteriormente seran
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integrados. El protocolo usado se menciona a continuacién (modificacién Sambrook, 2012).

RECCION 1X (50uL. CONCENTRACION FINAL):

Buffer 10X: 5u L

dNTP’s 10mM: 1uL

Primer derecho 10mM: 2ulL

Primer izquierdo 10mM: 2uL

Taq polimerasa(GenScript) : 0.25uL
DNA: aproximadamente 100ng
H20 miliQ: Completar a 50uL

PROGRAMA:

Desnaturalizacion inicial: 5 min a 95°C
Desnaturalizacién: 1 min a 95°C (20 ciclos)
Alineamiento: 1 min a 53°C (20 ciclos)
Polimerizacién: 2 min a 72°C (20 ciclos)
Extension final: 5 min a 95°C

4.2.7. Electroforesis de agarosa (PCR de extraccién)

Se corrié un gel de los ampliaciones producto de la PCR de extraccion, con el fin de observar
su adecuada amplificacién y su integridad, en un gel de agarosa al 1.5 %—debido a que el
tamano de los fragmentos varian desde mas de 1 kpb hasta 250 pb aproximadamente—usando
la solucién tampén TAE al 1X, usando una mezcla 1.5 u L de jugo azul, 1.5 uL. de GelRed

y 3-5 puLi de cada muestra (modificacién Sambrook, 2012).

4.2.8. Purificacién de productos de PCR de extraccidn.

Se purificaron los productos de la PCR de extraccion para aumentar la probabilidad de éxito
en la transformacion, eliminando sales de los buffer que puedan interferir en la electropora-

ci6én. Se usé el siguiente protocolo (Murphy, et al, 2003):

PROCEDIMIENTO: Para iniciar, se precipitaron los productos de PCR usando 5 uL de
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acetato de sodio 3M pH 7 y 150 uL al 100 % de etanol. Se mezcl6 bien e incub6 durante 5
min a -80°C o 30 min a -20°C, posteriormente fueron centrifugados a 14000 rpm durante 5
min. Se lavé cuidadosamente la pastilla formada con 500 uL de etanol al 70 %, y nuevamente
se centrifugé a 14000 rpm durante 5 min. Por ltimo, se secé la pastilla a 37°C entre 5 y 10

min, y fue re-suspendida en 5 pL de Tris-HCI 10 mM pH 8.

4.2.9. Integracion sitio dirigida de fragmentos lineales al genoma.

Para llevar a cabo la integracién sitio dirigida de los productos del PCR de extraccion se siguié

el protocolo propuesto por Murphy y colaboradores. con algunas modificaciones (Murphy, et

al, 2003).

REACTIVOS, MEDIOS, MATERIAL & EQUIPOS:

Incubadora con agitacién, centrifuga con refrigeracién, espectrofotémetro UV /visible, Elec-
troporador: Eppendorf Eporator, Termomixer Eppendorf, matraz con 30 mL medio LB Miller,
tubos de vidrio con 5 mL de medio LB Miller estériles, tubos 1.5 mL estériles, celdas para
electroporacién 0.2 cm, celdas para espectrofotometro, pipetas de 1mL, 200uLL y 20uL, pun-
tillas estériles (amarillas y azules), E. coli transformada con pKM208, productos de PCR de
extraccién, IPTG, agua miliQ, medio GYT estéril, solucién estéril de glicerol 10 %, placas de

Agar-LB

PROCEDIMIENTO:

Una colonia de E. coli ya transformada con el plasmido pKM208 fue inoculada en 5 a 10
mL cultivo de LB con ampicilina 100 ppm, fue incubada toda la noche a 30°C. Del cultivo
anterior se ajustd 30 mL a una OD600 de 0.05 en un nuevo matraz y se incubd a 30°C con
una agitacion de 200 rpm hasta una OD600 0.4. Se pre-enfrié equipo y materiales a 4°C, y al
ser alcanzada la densidad éptica deseada, se tomaron 1.5 mL y fueron pasados a un tubo de
la misma capacidad, para que el IPTG fuera agregado a una concentracién final 1 mM. Se

incub6 a 42°C por 1.5 h a 4500 rpm por 5 min a 4°C y se realizarén los siguientes lavados:
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Lavado 1: Se agragaron 1 mL de agua miliQ fria a cada tubo, se re-suspendié cuidadosamente
con la micro-pipeta. Se centrifugé a 14000 rpm x 1 min a 4°C.

Lavado 2: Se agragaron 500 puL. de agua miliQ) fria a cada tubo, se re-suspendié cuidadosa-
mente con la micro-pipeta. Se centrifugd a 14000 rpm x 1 min a 4°C.

Lavado 3: Se agragaron 20 pL de glicerol 10 % frio a cada tubo, se re-suspendié cuidadosa-
mente con la la micropipeta. Se centrifugd a 14000 rpm x 1 min a 4°C.

Posteriormente, se agragaron 20 pL. de medio GY'T frio a cada tubo, se re-suspendié cuida-

dosamente con la micropipeta.

Por cada alicuota (20 pL), se agragaron aproximadamente 500 ng del producto de PCR
purificado e incubé 1 min en hielo (incluyendo control negativo sin producto de PCR). A
continuacion, las bacterias con el DNA fueron agregadas a la celda de 0.2 cm y se realizd la
electroporacién dando un pulso a 2500V, inmediatamente, fue agregado 1 mL de medio GTY,
y se paso a tubos de 1.5 mL e incubar de 1 h a 2 h a 37°C en el termomixer. Finalmente, las

alicuotas fueron cultivadas por extensién en cajas petri con Agar-LB.

4.2.10. Extracciéon de DNA genomico.

Para comprobar que la cepa fue transformada exitosamente se seleccionaron las colonias
obtenidas y se realizo la extraccién de DNA genémico usando el kit comercial One-4-ALL
Genomic DNA Miniprep Kit de la marca BIOBASIC, usando el protocolo senalado en su

mstructivo.

4.2.11. PCR de Identificacion.

Se utilizé la reacciéon en cadena de la polimerasa dirigida a las secuencias de identificacién
de los genes integrados en el genoma, y de esta manera identificar que la integracién sitio

dirigida fue llevada a cabo correctamente. El protocolo usado se menciona a continuacion
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(modificacién Sambrook, 2012).

RECCION 1X (50uL CONCENTRACION FINAL):
Buffer 10X: 5ulL

dNTP’s 10mM: 1uL

Primer derecho 10mM: 2uL

Primer izquierdo 10mM: 2uL

Taq polimerasa: 0.25uL

DNA: aproximadamente 200ng

H20 miliQ: Completar a 50uL

PROGRAMA:

Desnaturalizacion inicial: 10 min a 95°C
Desnaturalizacién: 1 min a 95°C (40 ciclos)
Alineamiento: 1 min a 53°C (40 ciclos)
Polimerizacién: 2 min a 72°C (40 ciclos)
Extension final: 5 min a 95°C

4.2.12. Electroforesis de agarosa (PCR de identificacién)

Se corri6 un gel de los amplicones producto de la PCR de identificacién, con el fin de observar
su adecuada amplificacién y su integridad, en un gel de agarosa al 1.5 % usando el buffer TAE
al 1X, cargando en el gel una mezcla de 1.5 pLi de jugo azul, 1.5 pL. de GelRed y 3-5 uL de

cada muestra (modificacion Sambrook, 2012).
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4.3. Produccién y detecciéon de shikimato

4.3.1. Produccién y extracciéon de acido shikimico

PRODUCCION:

Para la produccion de acido shikimico se tomo una colonia, tanto de la cepa silvestre como la
cepa transformada con el termorregulador, y se inoculé en 30 mL de medio M9 con 0.4 % de
glucosa por toda la noche. Se hicieron nuevos cultivos en 100 mL (por triplicado) de medio
M9 con 0.4 % de glucosa para ambas cepas y fueron ajustados con una densidad éptica de
0.05 a 600nm usando los cultivos iniciales, posteriormente estos fueron incubados a 37°C por
20 horas. Transcurridas las 20 horas se midi6 la densidad 6ptica a 600 nm y la concentracién
de glucosa mediante la determinacién de azucares reductores empelando DNS (Gongalves et
al., 2010), se agregd glucosa (en solucién previamente esterilizada por filtraciéon) a una con-
centracion final de 200 mg por matraz y se incubaron por otras 20 horas a 25°C. Tras acabar
la iltima fase de incubacion se midié tanto densidad 6ptica a 600nm, como la concentracion

de glucosa final y la produccion de shikimato.

EXTRACCION:
Tras transcurrir las 20 horas de produccion de shikimato a una temperatura de 25°C, se toméd
1.5 mL de cada cultivo y se pasaron a un micro-tubo de 1.5 mL, se centrifugaron a 1400 rpm

por un minuto, y con cuidado se tomé 1mL del sobre-nadante a tubos nuevos (Escalante et

al., 2010).

4.3.2. Deteccién y cuantificacion acido shikimico

La cuantificacién del acido shikimico se llevé a cabo por HPLC-PDA de acuerdo con el méto-
do reportado por Avula y colaboradores (Avula et al., 2009) con una ligera modificacién.
Las muestras, previamente purificadas en membranas de nylon (0.45pum, VWR, Radnor, PA,
USA), fueron inyectadas (10uL) en el sistema de HPLC, que se compone de una bomba

cuaternaria, un muestreador automatico, y un detector de matriz de diodos (1260 Infinity,
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Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.).

El 4cido shikimico se separé en una columna NHy Fide 4,6 250 mm, 5 m, (Luna, Phenome-
nex, Torrance, CA, EE.UU.) y se mantuvo a 30°C. Las fases méviles consistian en: 10 mM
de KHyPOy4 que se ajusté a pH 4.8 con dcido ortofosférico (fase A) y metanol (fase B). El
programa de elucién fue: 0/50, 12/50, 20/0, 30/0 y 45/50 (min/ % Fase A) a un flujo cons-
tante de 1 mL / min. Los datos cromatograficos fueron procesados con el software OpenLAB

CDS ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.).

La longitud de onda de deteccion fue a 210 nm y el dcido shikimico se identificé por compara-
ci6én del tiempo de retencién con un el de estdndar (pureza del 99 %) . Para la cuantificacién
de acido shikimico, se preparé un par de curvas estandar del compuesto, una en un rango de

3-60 mg/L (ppm) y otra de 50-250 mg/L.
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Capitulo 5

Resultados y Discusiones

5.1. Diseno y Estructuracién de genes sintéticos.

El resultado de la prueba de PCR en in silico (San Milldin RM et al., 2013) utilizando los
primer’s (ID) diseniados ante el genoma de varias cepas de la especie Escherichia coli nos
arroja que estos no amplifican en ninguna regién del genoma de las especies probadas (Figu-
ra 5.1). Lo que nos deja un precedente para poder utilizar este par de primers para identificar

secuencias sintéticas integradas en el genoma de FE.coli

In silico PCR Amplification

All records related to this experiment will be romoved from server
after 72 h, or you may delete them now.

Primer 1 -> 5'-TTTCTGGCGATGATGGCGATG-3'
Primer 2 -> 5'-CGACGCTATGATTCCCTCTCC-3'
¥o mismatches allowed. info

Selected strains

1 - Escherichia blattae DSM 4481

2 - Escherichia coli 0127:H6 E2348/68
3 - Escherichia coli 042

4 - Escherichia coli 536
5_
6_

Escherichia coli 55889
Escherichia coli ABU 83972 y

Figura 5.1: Resultado de PCR in silico dirigido al genoma de Escherichia coli.

En el presente trabajo abordé el uso de los termorreguladores para el control del flujo me-
tabolico en microorganismos, como una opcién o herramienta para la maximizacion en la
produccion de metabolitos de alto interés,—el shikimato en este caso—en la cual se tienen
como ventajas ante uso de plantas o vegetales de consumo humano (Becerra-Moreno et al.,

2015), la produccion en reactores evitando el uso de extensiones grandes de tierra cultivable
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y del uso de alimentos comestibles para la produccién. Por otro lado, como se ha demostrado
en otros trabajos (Chen et al., 2012; Escalante et al.., 2010), la eliminacién de los genes aroK,
aroL, ydiB, pkyF v pkyA; y sobre-expresion de genes como tktA, glk, aroE y aroB en E.coli,
puede conducir a una acumulacion de shikimato, sin embargo, es necesaria una gran canti-
dad de fuente de carbono y el uso de aminoacidos aroméaticos—los cudles son econémicamente

costosos y no convenientes en procesos ha gran escala.

En el 2003, Murphy y colaboradores (Murphy, et al, 2003) emplearon la metodologia de inte-
gracién de fragmentos lineales mediada por el uso de un plamido que expresa genes del fago
red A. En este trabajo se usan regiones de homologia como secuencias accesorias—Ilas cuales
fueron agregadas por PCR, a comparacién de lo realizado en este trbajo, donde se sintetizé la
pieza ya con estas regiones—, las cuales tenfan un tamano aproximado de 50pb por extremo,
un porcentaje de G/C aproximadamente de 50. El disefio de las regiones de homologia se
realizaron con base en dichas caracteristicas, al mismo tiempo ya disenadas se alinearon con

el genoma de E. coli para restringir la integraciéon al lugar deseado.

Primer Secuencia Temperatura de
desnaturalizacion
EX forward TGC CAC CTG ACG TCT AAG | 58°C
AAG ATA TC
EX reverse ATT ACC GCC TTT GAG TGA | 59°C
GCG ATA TC
ID forward TTT CTG GCG ATG ATG GCG | 59°C
ATG
ID reverse CGA CGC TAT GAT TCC CTC | 58°C
TCC

Tabla 5.1: En esta tabla tenemos la lista de primer’s disenados para la obtencién de fragmentos lineales
y la identificacién de piezas integradas al genoma con sus respectivas secuencias y temperaturas de
desnaturalizacion.

Nota: La temperara de alineamiento de ambos pares de primer’s corresponde a 53 °C.
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23 de abril de 2016 5:14:56 p.m. GMT-5

YFP:aroL (1064 bp)

Aatll Mme L Eco01081
Iral BsoBI Mwol NsiI
BsaHI EcoRV Aval BsiEI SfaNI BtgZl  BtgZl

tgccacctgacgtctaagaagatatcggectoggggctgtggtaaaacaacggtcggaatggcecgaattettictggcgatgatggegatgcataaccect tggge
acggtggactgeagattcttctatagecggageccogacaccattt tgttgecagoct taccgggct taagaaagaccgetactaccgctacgtat tggggaaccec

EX { Regidén Homiloga aroL 1 ID | I}
20 49 1] 88 100
Rsal
CviqQl Bt BeeAl Nhel
Smll Tatl BpuEl  Nhel AveIl BspCNI  Bmtl BseRI

cctctaaacgggtcttgaggggttttttgtactagagtttacggctagetcagtcctaggtatagtgctagetactagagaaagaggagaaatactagagatgtcgt
ggagatttgcccagaactccccaaaaaacatgatctcaaatgocgatcgagtcaggatccatatcacgatcgatgatctetttctectetttatgatectetacagea

S Terminader | | Promotor constitutive = . RBS |
120 142 168 188 200
Taul
FrudHL
Apall BsrDI Bsml Mwol

ctgpgtgcactpttgtttcatggtaaaateccgtatgttgtagaaatggaaggcaatgtcgatggtcacacctttageattcgegecaagegttacggtgacgcgage
gaccacgtgacaacaaagtaccattttagggcatacaacatctttaccttecgttacagetaccagtgtggaaatcgtaagecgecgttcocaatgecactgegetcg

Blazer¥YPF
229 249 268 289 £l e
HinelI
Bsgl Zral
Accl Btgl BsaHI Banl Ms1I
Sall BsmFI BceAl  AatIl Btgl Alel Banl Nrul

gttgptaaggtegacgcgcagtttatctgcaccacgget gacgteccggtgecgtggageacgt tggt gacgacgctgacttacggtgcccaatgtttegegaaata
caaccattccagcetgcgcgtcaaatagacgtggtgcccactgcagggccacggcacctegtgcaaccactgctgcgactgaat gocacgggt tacaaagegetttat

BlazerYPF
B kL] £l ] k] 429
Smal
TspMI
BsoBI
Xmal Tthilll
Aval PF1IFI Msel

tggcccggggctgasagact tetacaaatectgtat gocggasget tat gtgcaagagegcactattacct ttgagegt gacggtgtet ttaagacce gt gccgaag
accgggccccgactttctgaagatgtttaggacatacggccttecaatacacgt tetcgcgtgataat ggaaactcccactgecacagaaat tetgggcacggct te
: BlazerYPF

448 468 452 598 529
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YFP:aroL (1064 bp) (from 536-1064 bp) 23 de abril de 2016 5:14:56 p.m. GMT-5

BstNI

PspGI
Mscl
BstBI Eael BtsCI FokI

tgaccttcgaaaacggtagegtttacaaccgtgtcaagetgaatggocagggtt teaaaaaggatggtcacgt tetgggtaagaatetggaat tecaact teacceca
actggaagcttttgecatcgeaaatgttggeacagttcgacttaccggtoccaaagtttttcctaccagt gcaagacccattcttagacct taagt tgaagtggeet

BlazerYPF
548 568 S580 (1.1 629 642
Rsal
CviQI
Btsotl BsrGI BssSal Bell
Btsl Tatl Msel BssSI BsrFI Ajul

cactgecctgtacatctggggcgatcaagecgaatcatggtctgaaaagegeatttaagatcatgecacgagattaccggetccaaagaagatttecatcgtggetgatca
gtgacggacatgtagaccecgctagttcgettagtaccagacttticgegtaaatictagtacgtgetctaatggecgaggtttecttctaaagtageaccgactagt

BlazerYPF
668 652 TeR 720 748
BspEI
BstYI
BspEI BamHI Alwl FokI
Msll ApalLl BsaWl Alwl| BsaWl BtsCI

cacccagatgaataccccgattggcggtggccetgtgeacgttecggaatateateacctgaccgtotggacgagetteggtaaggatccggatgacgacgaaaccy
gtgggtctacttatggepctaaccgecaccgggacacgtgcaaggecttatagtagtggactggcagacctgetegaagecat tectaggectactgotgetttgge
BlazerYPF

768 78@ Bee g2e 48

BstNL

PspGL

Btsal

BtsI

BsmB1

BsmAl

Be¢oDI
Avall BpmI Eco01@91 Smll

accacctgaacatcgtagaggttatcaaageagtggacctggagacgtatcgetaatactagagcataaccecttggggectotaaacgggtctigagggetttttt
tggtegacttptageatctecaatagtttegteacctgpacctetgeatagegattatgatetegtat tgegpaaccecggagatttgeccagaacteocccaaaasa

BlazerYPF I Terminador [TF
T
B68 880 588 528 348 382
BspCNI Blpl
Mmel BpuEl Pfol MspAll EcoRV

gggagagegaatcatagcgtcggaat tocgggaaaaccgctgagcgaagaagt tcaggaagtgctggaagaacgcEatatcgctecactcaaaggcggtaat
ccctetcecttagtatcgeagect taaggcccttttggcgactcgettcttcaagtect tecacgacct tettgegetatagcgagtgagtttecgecatta

b 1D [ Regién Hombloga arol EX

378 388 538 1,808 1,818 1,828 1,838 1,848 1,858 1,868

50



23 de abril de 2016 5:17:44 p.m. GMT-5

aroL:pkyF (920 bp)

Aatll Bmr L
Zral Xmnl
HpyCH4IV Rsal EcoRl Eco01@91
BsaHI EcoRY CviQl Bsrl Nsil

tgccacctgacgtctaagaagatatcggtttcactactgacctgtctgttggeaacaccgtactgggaattctttctggegatgatggcgatgcataaccecttggg
acggtggactgeagattctictatagccaaagtgatgactggacagacaaccgt tgtggeatgaccet taagaaagaccgctactaccgetacgtattggggaacce

EX N Regidn Homdloga pkyF 1 0 T
28 a8 e ae 1%e
Rsal Batl Bpll
CviQI Hpy16611 Nhel BstYI Bpll
smlI Tatl BpuEl  Nhel AvrII BspCNI = Bmtl BamHI HpyAV

gcctoctaaacgggtcttgageggttttttgtactagagt ttacggctagetcagtcctaggtatagtgoctagetactagagggatcctectccttcaaaaaaaaaaaa
Cggagatttgcccagaactccccaaaaaacatgatctcaaatgccgatcgagtcaggatccatatcacgatcgatgatctocctaggagaggaagtttttttttttt

2 Trerminador | | Promotor constitutivo = | TR US TF3
120 140 162 180 200
Nlalll Mme [
CviALI BsoBI TFil
Fatl Aval BsiEl Hinfl

aaaazaaaaassaaalaazaaggagatatacccatgacacaacctotttttctgatcgggcctoggggctgtgetaaaacaacggtcggaatggcccttgecgatte
tttttttttttttetttttttocctoctatatgggtactgtgttggagaaaaagactagcccggagocccgacaccattitgttgccagocttaccgggaacggctaag

E TR US ] arol
220 249 6@ 288 320 2e
BtsIMutI
TspRI
BsaBI TscAl BsiEI Earl Faul

gcttaaccgteggtttptegataccgatcagtggttgecaatcacagetcaatatgacggtcgcggagatcgtcgaaaggpgaagagtgggcgggatttcgegecagag
cgaattggcagccaaacagetatggctagtcaccaacgt tagtgtcgagt tatactgccagcgoctctageagetttcccttetcacccgcoctaaagegeggtete
arol

3149 kL] 380 k] 429

NlallI
FatI
Haell Sfcl Tsp45I |CviAIl

aaacggcggcpctpgaageggtaactgcgecatccaccgttategetacaggcggcggcat tattctgacggaatt taatcgtcacttecatgecaaaataacgggate
tttgccgccgegaccttecgecattgacgcggtaggtggcaatagcgatgtccgccgccgtaataagactgocttaaattagcagtgaagtacgttttattgocctag
arol

448 468 458 5@ 520
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aroL:pkyF (920 bp) (from 536-920 bp) 23 de abril de 2016 5:17:44 p.m. GMT-5

Hpy1661I1
Hinell Hpall
Hpal BsaWl
BbvI ApeK1 MspAll
Bsrl Bsgl Tsel Mspl Eael BspCNI BlpI Xmnl

gtgptttatttgtgtgegecagtateagtectggttaaccgact geaagetgeaccggaagaagat ttacggecaacct taacgggaasaccgctgagcgaagaagt
caccaaataaacacacgcggtcatagtcaggaccaattggctgacgttogacgtggecttcttctaaatgecggttggaattgeccttttggcgactegettcttea

arol
548 568 580 [ 620 648
ApeKI
Tsel
Nrul Fspl Hgal BseYI Hphl | Haell

tcaggaagtgctggaagaacgcgatgcgctatatcgegaagttgcgeatattatcatcgacgoaacaaacgaacccagccaggtgatttctgaaattcgeagegeoe
agtccttcacgaccttcttgecgetacgogatatagegettcaacgegtataatagtagetgcgttgtttgcttggEteggtoccactasagactttaagegtcgcgee

arol
Eé& [1-1] Tee 729 748
Neil
Hinfl Mspl
TFil Hpall
BpuEl Pfol
BbvI Mfel Eco01@91 Smll Mmel Hgal EcoRI

tggcacagacgatcaattgttgatactagagcataaccocttggggcctctaaacgggtct tgagEEgt titttgEgagagggaatcatagcgtcggaat tcccgga
accgtgtctgetagttaacaactatgatctecgtattggggaaccecggagatttgeccagaactocccaaaaaacccteteccttagtatecgeagect taagggect

arol . Terminader 0 | I
| :
768 788 g2 g2e 848
TspRI
BtsIMutl
BstXI TscAI EcoRV

tgccaccatcctggcactgaccaccaacgaaaaaacgggatatcgetcactcaaaggcggtaat
acggtggtaggaccgtgactggtggttgcttttttgccctatagegagtgagtttecgecatta
© Regidn Homologa pkyF EX ]

I I I I
68 B7e ] 830 389 1@ aze
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23 de abril de 2016 5:18:24 p.m. GMT-5

TT:aroK (260 bp)

Ddel Xmnl
Aatll CvikI-1 Hpall Tsp5@91
Zral Haelll Mspl MluCl BtgZl
HpyCHA4TIV Phol N1laIV EcoR1 SfaNI  HpyCH4Y
BsaHI EcoRV Mboll Say961 Banl Apol Becl Mwol Nsil

tgccacctgacgtctaagaagatatecgeaatatetttetggttgggcctatgggtgccggaaaaageactattggggaattctttetggcgatgatggcgatgeat
acggtggactgecagattctictataggegttatagaaagaccaacccggatacccacggecttiticgtgataaccecttaagaaagaccgetactaccgetacgta

EX p| Regidn Homdloga arok I D [uf
T
29 42 [ ] B 120
CviKI-1
aelll Tsp5@91
Eco01091 MluCI Hpy991
Sau961 BpuEl EcoRI Tsp45L
BtgZl Mme [ HinfI Apal Faul BmgBI
Bsall| Phol Hpy188IIL Bfal TFil Hpy1881 Earl HpyCH4IV
*tyl NlaIlv Bsll Smll Spel Hgal Hpy991  MspAll Mboll

aaccccttggpgectctasacgggtettgaggegttttttgactagtggagagegaatcatagegtcggaattoccgetgtatgaagagat tgccgacgtgaccatt
ttggegaaccecggagatttgcccagaactccccasaasactgatcaccteteccttagtatcgcagect taagggcgacatact tetetaacggctgeactggtaa

a0 Terminador i ! Regién Homéloga aroK =

18e 200

12@ 148 168

DpnI
Saudal
Dpnll EcoRY

fuCl BstUI
Rsal Mbol Hhal
CviQl Bell HinP1I
cglactgatgatcasagcgcgatategetcactcasaggcggtaat
geatgactactagtttcgegetatagcgagtgagtitccgecatta
a | 4 EX |

229 3@ 249 58 260
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5.2. Construccion de cepa

Como evidencia de la construccién de la cepa con las piezas disenadas tenemos el gel de elec-
troforesis de la extraccién de DNA plasmidico (Figura 5.2)—en el cual podemos constatar la

integridad de los plasmidos integrados en FEscherichia coli.

pPKMZ208 TEE arolL arok

Figura 5.2: Gel de electroforesis al 0.8 % de agarosa tenido con GelRed 6x (GenScript). En esta figura se
aprecian las conformaciones del DNA plasmidico y la de los pldsmidos: pKM208, pUC57-YFP, pUC57-aroL
y pUCH7-aroK.

A partir del DNA plasmidico se realiz6 una PCR de extraccién (PCR dirigida a la regién EX)
con el fin de obtener una cantidad suficiente de fragmentos lineales para poder posteriormen-
te realizar la integracion. Como resultado de dicha PCR, se obtuvo un gel de electroforesis
(Figura 5.3), en donde las bandas correspondieron a los tamanos tedricos esperados al com-
pararlas con el marcador "PCR plus”’de la marca GenScript—el cual cuenta con bandas en

un rango de 100pb a 3kpb.

Como resultado de la integracién de los fragmentos lineales de YFP, aroL y aroK por medio de
electroporacién a una cepa de E. coli DH5o—la cual contenia el plasmido pKM208—obtuvimos

una cepa que emite una fluorescencia amarilla, las cuales son resultantes de la expresion del
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1064pb  920pb 260pb
YPF  aroL aroK

3000bp
2000bp
1500bp

1000bp
750pb
500pb

250pb
100pb

Figura 5.3: Gel de electroforesis al 1.5 % de agarosa tenido con GelRed 6x (GenScript). PCR de extraccién:
en el primer carril tenemos el marcador de peso molecular " PCR plus”de la marca GenScript, y en los carriles
3,4 y 7 tenemos los amplicones de las piezas YPF, aroL y aroK respectivamente.

gen YFP integrado en el genoma (Figura 5.4). De igual forma se obtuvo como evidencia el
gel de electroforesis de la extraccion de DNA genémico (Figura 5.5) y una PCR de identi-
ficacién (dirigido a las regiones ID) para cerciorarse que los fragmentos se hayan integrado
correctamente, la cual se evidencio con un gel de electroforesis (Fig. 5.6) en donde las ban-
das correspondieron a los tamanos tedricos esperados al compararlas con el marcador " PCR

plus”de la marca GenScript.

Figura 5.4: Comparacién de cepa silvestre de Escherichia coli (izquierda) contra cepa transformada (dere-
cha)—la cual contiene el gen de la proteina amarillo fluorescente—irradiadas con luz UV en transiluminador.
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Control + YPF arolL arok

e

Figura 5.5: Gel de electroforesis al 0.8% de agarosa tenido con GelRed 6x (GenScript). En dicho gel se
puede observar la integridad del DNA gendémico.

3000bp
2000bp
1500bp

1000bp
750pb
500pb

250pb
100pb

— YPF 1064pb
- arol 920pb

+—— aroK 260pb

Figura 5.6: Gel de electroforesis al 1.5% de agarosa tenido con GelRed 6x (GenScript). PCR de identifi-
cacién: en el primer carril tenemos el marcador de peso molecular "PCR plus”de la marca GenScript, y en

el segundo carril tenemos tres bandas correspondientes a los amplicones provenientes de la PCR de DNA
genémico (YFP, aroL y aroK integrados al genoma).
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5.3. Produccién y deteccién de acido shikimico

De la fase de produccion de shikimato tanto en la cepa control, como la cepa modificada
genéticamente obtuvimos los siguientes datos (Tabla 5.2): en la fase de produccién de bio-
masa a 37°C observamos un mayor aumento en la densidad 6ptica (ODgo) por parte de la
cepa modificada a comparacion de la cepa control, 4 y 2 respectivamente—lo cual sugerimos
que pudo ser causado por el cambio de promotores regulables por los aminoacidos aromaticos
(cepa silvestre), por los promotores constitutivos (cepa modificada)—, y con un consumo de
glucosa similar, 93 % y 98 % respectivamente, empero, en la fase de produccién de shikimato
a 25°C la cepa control aumento en densidad éptica hasta 3.1 con un consumo de 68 %. El
aumento de la densidad 6ptica de la cepa modificada en esta etapa solo fue de 0.4 unidades
mds a comparacién de la hora 20, haciendo uso de un 86 % de la glucosa disponible, con
lo que podemos sugerir que la fuente de carbono puede ser dirigida para la produccién del

metabolito de interés.

Para la cuantificacién de azucares reductores fue realizada una curva de calibracién la cual

es mostrada en la figura 5.7.

Hora 0 (37°C) Hora 20 (Cambio de 37°C a 25°C) | Hora 40 (25°C)

Densidad Consumo Densidad Consumo Densidad Consumo
Optica de glucosa | Optica de glucosa Optica de glucosa
(OD600) (%) (OD600) (%) (OD600) (%)

Cepa 0.05 0 2 98 3.1 68

silvestre

Cepa modi- | 0.05 0 4 93 4.3 86

ficada

Tabla 5.2: En esta tabla observamos los resultados de la produccién de shikimato en E. coli fraccionada
en 2 fases. Al pasar las 20 horas de produccién a 37°C, la cepa silvestre alcanzé una ODggg de 2, por otro
lado la cepa modificada obtuvo una ODggg de 4. En cuanto al consumo de glucosa de la cepa silvestre es del
98 % y de la cepa modificada del 93 %. En la segunda parte del proceso de 20 horas a 25°C, la cepa silvestre
alcanzé una ODggg de 3.1 y la cepa modificada una ODggy de 4.3. El consumo de glucosa de la cepa Silvestre
en esta etapa es del 68 % y de la cepa modificada del 86 %.
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Curva de calibracién de concentracion de glucosa

y =0.4382x+0.0397
R? =0.99464

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12

Glucosa mg/ml

Figura 5.7: Curva de calibraciéon de concentracion de azicares reductores realizada mediante distintas
concentraciones de glucosa (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mg/mL).

En la cuantificacién por cromatografia obtuvimos un tiempo de retencién del shikimato de
7.5 minutos en ambas cepas, el cual coincide con nuestro estandar auténtico (dcido shikimico
>99 %, Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, MO 63103 USA). De acuerdo con la curva de calibra-
cion realizada (Figura 5.8), los promedios de las dreas obtenidas son de 6690.6 para la cepa
silvestre y de 12679.7 para la cepa modificada, corresponden a una concentraciéon promedio

de 4.25 mg/L y 7.84 mg/mL respectivamente (Figura 5.9).

Curva de Calibracion del acido shikimico
12000
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y=166.71(x)-401.94 R?=0.99394

Figura 5.8: Curva de calibracién de acido shikimico realizada mediante distintas concentraciones de un
estdndar de dcido shikimico (3 ppm,6 ppm, 12 ppm, 20 ppm, 30 ppm y 60 ppm).
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Figura 5.9: Cromatograma de las muestras—cepa silvestre (parte superior) y cepa modificada (parte infe-
rior)—donde podemos observar que el tiempo de retencién es de 7 minutos. Se obtuvo un promedio de drea
de 6690.6 y 12679.7 para la cepa silvestre y la cepa modificada, respectivamente.
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Seguidamente de la normalizacion de las cepas respecto a la ODggg, obtenemos una aumento
en la produccion de shikimato de un 33 % en la cepa modificada con respecto a la cepa control

(Figura 5.10).
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Figura 5.10: Comparacién en la produccién de shikimato entre la cepa silvestre y la cepa modificada. A)
Comparacién del promedio de las dreas bajo la curva del tiempo de retencién reportado entre ambas cepas.
B) Comparacién de la concentracién promedio de acido shikimico obtenido por ambas cepas—tomando como
referencia la curva de calibracién realizada. C) Comparacién de la concentracién promedio de dcido shikimico

después de haber normalizado las muestras a 1 de ODggg. Obteniendo un aumento del 33 % en la produccién
de shikimato por parte de la cepa modificada.

Finalmente, se realiz6 un andlisis de varianza de un factor para comprobar que habia una
diferencia significativa en la produccién de shikimato entre ambas cepas, tomando en cuenta
que ambas siguieron el mismo protocolo de produccién (Figura 5.11), teniendo como resulta-
do una diferencia significativa en la produccién de shikimato entre ambas cepas con un 99 %

de probabilidad, dando sustento a la hipdtesis planteada.
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Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Cepas silvestre 3 4.124216462 1.374738821 0.013942192
Cepa Modificada 3 5.680962577 1.8936541592 0.033109404

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrodos F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.403909745 1 0.403909745 17.168801 0.014335416 7.708647422
Dentro de los grupos 0.094103192 4 0.023525798
Total 0.498012937 5

Figura 5.11: Andlisis de varianza de un factor (ANOVA) de los resultados en la produccién de shikimato
entre la cepa silvestre y la cepa modificada genéticamente. Los resultados muestran una diferencia significativa
entre ambas cepas con una probabilidad del 99 %.

Actualmente, no se ha encontrado en la literatura consultada ningtn trabajo que haya podido
controlar el flujo metabdlico de manera extrinseca y reversible, la cual es el mayor aporte de
esta investigacion. Esta tecnologia abre las puertas a mas investigacion en el area, esperando
que en un futuro, al combinar las técnicas moleculares ya existentes haya un mejor control y un
aumento considerable en la produccién de metabolitos de de alto valor, en comparacién a los
datos ya existentes (Chen et al., 2012; Escalante et al., 2010). En este trabajo se construyé una
cepa con secuencias disenadas para esté fin, las cuales examinando las evidencias moleculares
(presencia de fluorescencia en la cepa resultante y geles de electroforesis de extracciones de
DNA y PCRs dirigidos especificamente para las regiones disenadas de la cepa construida por
medio de primers especificos), evidencian la correcta construccién de la antes mencionada.
En el 2009 Nuepert y colaboradores, comprobaron en su trabajo que la presencia de el
termorregulador U6 era el encargado de la sobre expresién de la proteina verde fluorescente
a la que regulaba. En este trabajo se realizaron retrotrancripcién y PCR dirigida al RNA de
dicho gen, obteniendo como resultado la misma cantidad de RNA mensajero. De esta forma
concluyeron que los cambios de temperatura no influia en la cantidad de proteina producida,
siendo el termorregulador el unico responsable. Gracias a esta antecedente, aunado con el
aumento significativo de la produccién de shikimato en la cepa transformada y regulada con
el termorregulador de RNA, nosotros atribuimos el cambio en la produccion a este fenémeno.

Teniendo un control del flujo metabdlico para la produccién de shikimato.
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Capitulo 6

Conclusiones

En el presente trabajo se establecié una estrategia para el redireccionamiento del flujo me-
tabdlico, en la cual se puede controlar la fuente de carbono para la produccién de biomasa y
de shikimato. Para lograr esto, se realizé el diseno de los genes sintéticos, los cuales, fueron

utiles para la regulacion del flujo metabdlico Fscherichia coli DH5x.

Mediante la transformacién con las secuencias sintéticas disenadas previamente, se obtuvo

una cepa recombinante de Fscherichia coli DHbx, la cual fue indentificada y aislada con éxito.
Ya disenada y construida nuestra cepa recombinante de Escherichia coli DH5x se detecto y
midié la produccién de shikimato, obteniendo como resultado un aumento en la produccion

de shikimato mediante el uso de termorreguladores de RNA que controlan el flujo metabdlico.

Por ltimo, debido a las evidencias presentadas podemos concluir que fue posible control en

el flujo metabdlico mediado por el uso de termorreguladores de RNA.
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Anexos

Medio GYT

10% (v/v) de glicerol.

0.125% (m/v) de extracto de levadura.

0.25% (m/v) de triptona.

Esterilizar por filtracién (Sambrook et al., 2012).

Medio LB

Para un litro (usar agua desionizada):

10g de triptona.

5g de extracto de levadura.

10g de NaCl.

Esterilizar en autoclave (Sambrook et al., 2012).

Medio M9

1X de sales MO:

**5X de sales M9 para un litro contiene:
_64g Nap,HPO,.7H,0

—]_5g KHQPO4

-2.5g NaCl

_5g NH,CI

0.1mM CaCl,

0.4 % de fuente de carbono.

Agua estéril.

Esterilizar sales en autoclave y el resto por filtracién (Sambrook et al., 2012).

Soluciones para extraccién de DNA plasmidico (lisis alcalina)
Solucién I (200mL)

5mL de Tris HCI 1M (pH 8.0)

4mL de EDTA 0.5M (pH 8.0)

Aforar con agua destilada a 200mL
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Solucién II (200mL)

4ml de NaOH 10N

2.0g SDS

Aforar con agua destilada a 200mL

Solucién III (200mL)

58.8g de acetato de potasio
23.0mL de acido acético

Aforar con agua destilada a 200mL

TAE buffer (1L a 10X)
48.4g de Tris base

11.4mL de acido acético glaciar
3.7¢ de EDTA

Jugo azul 1X

3 ml Glicerol absoluto (Concentracién final, 30 %)

25 mg Azul de Bromofenol (Concentracién final 0.25 %)
25 mg Xilencianol (Concentracién final 0.25 %)

H20 destilada hasta 10mL
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