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AMPc
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BDO
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HPA
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NADPH
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PCR
PDO
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PEP
PHB
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PTT
r.p.m.
RNA
TCA
Tet
Tris
UsP
uv
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Anélisis de componentes principales
Adenosin monofosfato ciclico

Ampicilina

1,4-butanodiol

Butanol

Carbon catabolite repression

Cloranfenicol

Coeficiente de variacion

Desvio estandar relativo

Dihidroxiacetona

Acido desoxirribonucleico

Densidad optica/densidad optica medida a < =600 nm
Acido etilendiaminotetracético

Especies reactivas del oxigeno

Etanol

Fructosa bifosfato

Formiato deshidrogenasa

Fructosa 1-fosfato

Glicerol deshidrogenasa

Protén

3-hidroxipropionaldehido

International Council for Harmonisation of Technical Requirements
for Registration of pharmaceuticals for Human Use
Isopropil-1-D-tiogalactopiranosido
Kanamicina

Limit of detection

Limit of quantification
Nicotidamida-Adenina-Dinucleétido oxidada
Nicotidamida-Adenina-Dinucleétido reducida
Nicotidamida-Adenina-Dinucleétido-fosfato reducida
Oxalacetato

Piruvato carboxiguinasa

Reaccion en cadena de la polimerasa
1,3-propanodiol

PDO oxidorreductasa

Fosfoenolpiruvato

Polihidroxibutirato

Fosfoenolpiruvato carboxilasa
Phosphotransferase system
Politrimetilentereftalato

Revoluciones por minuto

Acido ribonucleico

Tricarboxilic acids cycle

tetraciclina
2-Amino-2-hidroximetil-aminometano
United States Pharmacopeia

Ultravioleta

Volumen

Rendimiento de A respecto del pardmetro B
Velocidad especifica (maxima) de crecimiento
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Manipulacion de reguladores globales en Escherichia coli: su
efecto sobre el metabolismo central y la sintesis de compuestos

de interés biotecnoldgico

Resumen

La manipulacion de reguladores globales es una de las estrategias utilizadas para la construccién de
cepas bacterianas adecuadas para la sintesis de bioproductos, debido a que este tipo de reguladores
controlan, de forma conjunta, los flujos de carbono y poder reductor. Sin embargo, los efectos
pleiotrépicos de estos reguladores pueden variar en diferentes condiciones y a menudo dependen
de la cepa de trabajo. En este estudio se analizaron los efectos de ArcA, CreC, Cra y Rob usando
mutantes de delecién Unica de la cepa BW25113 de Escherichia coli (E. coli), la cual esta bien
caracterizada y completamente secuenciada. La comparacién de los efectos de cada regulador sobre
la sintesis de los principales metabolitos extracelulares, la tolerancia a varios compuestos vy la
sintesis de bioproductos nativos y no nativos en diferentes condiciones de crecimiento permitié la
discriminacién de los fenotipos particulares que se pueden atribuir a las mutantes individuales, y
destaco a las mutantes ncra y parcA, en las que se observaron los efectos mds importantes sobre el
metabolismo bacteriano. A partir de estos datos, en una prueba de concepto para analizar si sus
contextos metabdlicos eran adecuados para la sintesis de los biocompuestos reducidos, se utilizaron
estas cepas como plataformas para la sintesis de succinato y 1,3-propanodiol (PDO). La mutante
ncra se modificé adicionalmente para potenciar la sintesis de succinato mediante la adicién de
enzimas que aumentan la disponibilidad de NADH y CO,, logrando un aumento del 80% en
comparacién con la cepa salvaje. La produccion de PDO en la mutante parcA se optimizé mediante
la sobreexpresién de la proteina PhaP, que permitié un aumento del 230% en la sintesis del diol en
comparacién con la cepa salvaje. En un medio semidefinido, usando glicerol como fuente de
carbono, los cultivos en biorreactor de esta cepa alcanzaron 24 g.L'! de PDO después de 48 h, con

una productividad volumétrica de 0,5 gL *h™L.

Palabras clave: reguladores globales, ArcA, Cra, PhaP, 1,3-propanodiol, Escherichia coli
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Manipulation of global regulators in Escherichia coli: its effect on
the central metabolism and the synthesis of compounds of

biotechnological interest

Abstract

Manipulation of global regulators is one of the strategies used for the construction of bacterial
strains suitable for the synthesis of bioproducts. However, the pleiotropic effects of these regulators
can vary in different conditions and are often strain dependent.

In this study analyzed the effects of ArcA, CreC, Cra and Rob using single deletion mutants of the
well characterized and completely sequenced Escherichia coli (E. coli) strain BW25113. Comparison
of the effects of each regulator on the synthesis of major extracellular metabolites, tolerance to
several compounds and synthesis of native and non-native bioproducts in different growth
conditions allowed the discrimination of the particular phenotypes that can be attributed to the
individual mutants, and singled out Cra and ArcA as the regulators with the most important effects
on bacterial metabolism. These data were used to identify the most suitable backgrounds for the
synthesis of the reduced bioproducts succinate and 1,3-propanediol (PDO). The ncra mutant was
further modified to enhance succinate synthesis by the addition of enzymes that increase NADH and
CO; availability, achieving an 80% increase compared to the parental strain. Production of PDO in
the parcA mutant was optimized by overexpression of PhaP, which increased more than twice the
amount of the diol compared to the wild type in a semi-defined medium using glycerol, resulting in

24 gL't of PDO after 48 h, with a volumetric productivity of 0.5 g.L-1h,

Key words: global regulators, ArcA, Cra, PhaP, 1,3-propanediol, Escherichia coli
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INTRODUCCION.

Regulacion génica en Escherichia coli

Los organismos deben poder adaptarse al medio que los rodea para poder sobrevivir. En particular
deben poder sensar y responder a los cambios a los cuales estan sometidos. Estos cambios pueden
estar relacionados a factores indispensables para la vida, como la disponibilidad de los nutrientes C,
N, P, O, (Kivisaar 2003). Las bacterias, a pesar de ser organismos simples desde el punto genético,
poseen en su genoma miles de genes, cuya activacidén debe ser orquestada de forma adecuada para
sensar y responder a dichos cambios ambientales lo mas rapido posible. La regulacidn génica, es el
mecanismo principal, mediante el cual un organismo puede adaptarse al medio que lo circunda. En
las bacterias, existen diferentes tipos de regulacién dependiendo del nivel donde se produzca el
control, que va desde la estructura del cromosoma hasta la estabilidad proteinica. La regulacién
transcripcional es el tipo de regulacién mas comun y mejor estudiada en estos organismos, y esta
controlada a través de los reguladores transcripcionales, que al unirse a una secuencia de DNA
pueden activar o reprimir la expresion de sus genes diana (Snyder 2013). La mayoria de las
respuestas a estrés o cambios ambientales implican diversas redes metabdlicas, distintos niveles
regulatorios y una bateria de reguladores que incluyen la mayoria de los reguladores Ilamados
globales. Estos ultimos son reguladores jerarquicos que controlan, directa o indirectamente,

numerosos genes y operones simultaneamente (Snyder 2013).

Regulacion global en Escherichia coli

La velocidad de respuesta a estimulos es muy importante. Muchas veces las condiciones del
ambiente no sélo son variables, sino que cambian abruptamente. Las bacterias deben ajustar
rapidamente la sintesis de sus componentes celulares, la tasa de crecimiento dependiendo de las
fuentes de carbono y energia disponibles, la sintesis de macromoléculas y un sinfin de funciones
qgue hacen a la viabilidad de la célula (Pollack 2002). Esta interaccién implica, como dijimos mas
arriba, una compleja red de transportadores, mecanismos de transduccién de sefiales y la expresién
de genes, operones, incluso regulones y estimulones (Schaechter 2001). La posibilidad de responder
a muchas sefiales simultdneas, necesaria para ajustarse a las condiciones del medio, se logra
mediante la accién concertada de multiples reguladores que actuan a diferentes niveles jerarquicos.

La mayoria de los reguladores son a su vez regulados por los de nivel jerarquico superior, y regulan
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a otros de nivel jerarquico inferior. Los reguladores de mayor nivel se denominan reguladores
globales, y son los que afectan de manera directa o indirecta a todos los genes de un organismo
(Figura 1). Estos reguladores fueron definidos por sus fenotipos pleiotrépicos sobre el metabolismo
y la fisiologia bacteriana. Estos factores de transcripcion regulan de forma simultanea un gran
numero de genes que pueden pertenecer a diferentes operones y grupos funcionales (Gottesman
1984). En E. coli, la bacteria mas estudiada hasta el presente y cuya red de regulacién transcripcional
es la mds conocida, 7 reguladores globales (ArcA, Crp, Fis, Fnr, Ihf, Lrp, y NarL) controlan mas de la
mitad de todos los genes (Martinez-Antonio y Collado-Vides 2003). Numerosos trabajos revelan que
gran parte del orquestado de la respuesta celular tiene que ver con la regulacidn ejercida por estos
reguladores globales, poniendo en evidencia la compleja interrelacién de factores que se pone en
funcionamiento para dar respuesta a estimulos ambientales (Keren 2013, Kochanowski 2017). En
particular, la regulacién global es clave en el funcionamiento del metabolismo central, siendo los

principales efectores los reguladores globales ArcA, Cra y Crp (Perrenoud 2005, Kochanowski 2017).
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Figura 1. Red regulatoria de E. coli.

Reguladores globales: circulos azules. Factores de transcripcion: circulos verdes. Genes regulados: circulos

amarillos. Las lineas verdes indican activacion y las rojas, represion. Las lineas negras indicar regulacion dual.
Tomado de Agustino Martinez-Antonio y Julio Collado-Vides 2003.
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ArcAB: regulacion de la respuesta de adaptacion metabdlica a la
disponibilidad de oxigeno en E. coli

Generalidades

Dado que la atmosfera primitiva carecia de O, molecular, la fermentaciéon pudo haber sido la mas
antigua (o una de las mas antiguas) forma de obtener energia por parte de las células (Walker 1980).
Todas las células experimentan cambios significativos cuando pasan de un ambiente aerdbico a uno
anaerdbico o viceversa. Los organismos capaces de adaptarse a ambientes con diferente
disponibilidad de O, como los aerobios facultativos, experimentan un cambio adaptativo tanto en
su metabolismo como en la expresidn génica. Esto tiene sentido en pos de asegurar una coherencia
entre la demanda y la disponibilidad de O,. Existen otros ejemplos de adaptacién a cambios en la
disponibilidad de O, como el desarrollo de patégenos luego de la invasion de tejidos al disminuir la
concentracién de este gas (Mahan 1996) o la iniciacidn de la fotosintesis en bacterias purpura del

azufre (Cohen-Bazire 1957).

Percepcidn de la disponibilidad de oxigeno en Enterobacteriaceae

Por lo menos ocho proteinas (SoxR, OxyR, Hmp, Aer, DsbB, Dos, Fnr, y ArcB) controlan las complejas
respuestas moleculares y fisioldgicas que se inducen en E. coli como consecuencia a cambios en la
disponibilidad de oxigeno, permitiendo a esta bacteria aerobia facultativa optimizar su
metabolismo. Muchos de ellos modulan la respuesta al estrés oxidativo que tiene lugar durante el
metabolismo aerdbico, el cual genera especies reactivas del O, (ERO) (Hengge-Aronis 2000). Tanto
SoxRS como OxyR regulan este fendmeno de proteccidn a nivel transcripcional en E. coli (Aslund
1999).

Sin embargo, existe una adaptacién mucho mas compleja en el metabolismo bacteriano como
consecuencia del consumo de oxigeno del medio circundante durante el crecimiento celular (Smith
y Neidhardt 1983 a, b). El metabolismo catabdlico de E. coli en condiciones aerdbicas o anaerdbicas
indudablemente requiere de distintas vias metabdlicas. Las enzimas involucradas en cada via
metabdlica estan reguladas a nivel transcripcional y a nivel enzimatico. Alrededor de 30 operones
(alcanzando 70 genes) son modulados por el regulador Fnr (fumarate and nitrate respiration) (Lynch
y Lin 1996 a) y, al menos 40 operones son controlados transcripcionalmente por accion del sistema

de dos componentes ArcAB (por anaerobic redox control). Estos dos reguladores globales son los
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efectores mas importantes del control de la expresién de genes catabdlicos, y en muchos casos
operan en forma coordinada para lograr una regulacion fina del catabolismo en respuesta a las
condiciones redox y la disponibilidad de oxigeno en el medio (Green y Paget 2004).

ArcAB pertenece a la numerosa familia de sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes
en bacterias (Parkinson y Kofoid 1992), un tipo de control muy difundido en bacterias, en los cuales
la tarea de detectar la sefal y dar una respuesta estan asignadas a cada uno de dichos componentes.
Las proteinas del primer componente, en este caso ArcB, actian como el sensor de la sefal, y
pertenecen a una extensa familia de histidina quinasas que se autofosforilan cuando son activadas
por la sefial apropiada (Figura 2). El segundo elemento es el regulador de la respuesta, ArcA en este
ejemplo, y es generalmente un miembro de la familia de los factores de transcripcidn, el cual se ve
activado por la fosforilaciéon de un residuo de aspartato con un fosfato donado por la fosfohistidina
del sensor de la sefial y son capaces de unirse al DNA para modular la transcripcién génica (Stock
1990) (Figura 2, Figura 3). En general, ArcAB reprime las funciones asociadas a la respiracion
aerobica, asi como la expresidn génica de varias enzimas del ciclo de acidos tricarboxilicos (TCA).
ArcA y ArcB controlan la expresion de al menos 135 genes (Lynch y Lin 1996a), aunque estudios
recientes muestran que dicho nimero podria incrementarse a mas de 1400 genes regulados directa
e indirectamente (Salmon 2005), la mayoria de los cuales estan involucrados en el catabolismo

aerdbico y anaerdbico.

= Figura 2. Mecanismo de accion de los
f// sistemas de dos componentes.
. e Tomado de Hansen J et al. 2014,
- Transplantation of prokaryotic two-
- component signaling pathways into
mammalian cells. Proc Natl Acad Sci USA
) @ 111 (44):15705-15710.
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El sensor de membrana ArcB

Como ya dijismos, en E. coli existen numerosas proteinas cuya actividad responde a variaciones en

el nivel de oxigeno y que no requieren de co-factores, entre ellas ArcB. Actualmente se cuenta con
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informacidn experimental suficiente para explicar el mecanismo de accidn del sistema ArcAB en
respuesta a cambios en la concentracidén de oxigeno (Malpica 2006). La evidencia experimental
muestra que el nivel de oxigeno seria detectado a través de cambios en la relacidn que existe entre
qguinonas oxidadas y reducidas (como en la forma quinol) (Georgellis 2001, Malpica 2004). Cabe
destacar que existe, ademas, evidencia molecular y fisioldgica que indica que el sistema Arc es capaz
de responder a mas de un estimulo (Alexeeva 2000); entre otros, puede citarse la disponibilidad de
poder reductor NADPH. Una vez percibido el estimulo, ArcB se autofosforila y luego trans-fosforila
al regulador ArcA (generando ArcA-P (Figura 3) (Georgellis 1997). Este es el motivo por el cual ArcAB

ejerce un efecto importante en condiciones microaerdbicas de crecimiento.

ArcA, regulador de la respuesta

Gl . .
i Figura 3. Sistema de dos
e componentes ArcAB.
| NADP* NADPH |
P - ArcB  sensa a
disponibilidad de Oz en
F6P ‘7"\—‘5"\ funcion de los niveles
4 A D . .
va de quinonas reducidas,
v Ase m,/ se autofosf_orllayluego
GAP GAP transfosforila a ArcA.
t ArcA-P  puede luego
- unirse al DNA y
ArCA w— ArcA A
4 Aigiivesisiiseesavis ArcB <€+ ArcB-P modular la eXpreSIon
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I, ........ ArcA-P respiracion celular. Q:
......... |l uinonas  oxidadas,
Y
..... 1 .
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......................................................................................... E

El regulador citoplasmatico ArcA (codificado por el gen arcA, también conocido como dye, sfrA, fexA,
msp, 0 seg) posee un efecto pleiotrépico sobre numerosas funciones celulares (luchiy Lin 1988). En
respuesta a cambios en la disponibilidad de oxigeno, ArcA modula la expresidn génica de varios

genes cuyos productos estan involucrados en el catabolismo (Lynch y Lin 1996a), genes de
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resistencia a colorantes redox (por ejemplo: azul de metileno y azul de toluidina) (Roeder y
Somerville 1979) y la expresion de los genes de transferencia de DNA (genes tra) del plasmido F
(Buxton y Drury, 1983). Mas tarde el regulén de ArcAB continud extendiéndose y se sabe que
modula negativamente o positivamente la expresiéon de numerosos genes en E. coli, que codifican,
entre muchas otras proteinas, varias deshidrogenasas de tipo flavoproteina, los complejos
citocromo-oxidasas terminales Cyo y Cyd, las enzimas del ciclo TCA, de la via del glioxilato, y enzimas
involucradas en la degradacion de acidos grasos (luchi 1990, Salmon 2005).

ArcA posee un dominio C-terminal hélice-giro-hélice (HTH) de unién al DNAy, aunque no posee una
secuencia consenso estricta de unién, se ha postulado que una posible secuencia seria 5'-
[A/TIGTTAATTA[A/T]-3’ (Lynch y Lin 1996b). Los sitios de unidén de ArcA estan localizados tanto rio
arriba como rio abajo de los promotores blanco, y exhiben diferentes grados de afinidad para la

forma fosforilada y no fosforilada de ArcA in vitro (Shen y Gunsalus 1997).

El regulador global CreCB

Mecanismo de accion

Originalmente se designd a CreC como PhoM, del cual se sabia que era capaz de actuar como dador
de fosfato a PhoB, un regulador que controla la expresién del regulén pho, relacionado con la
homeostasis del fosfato y cuyo control estd ejercido por el sistema de dos componentes PhoBR
(Wanner 1996). En mutantes nulas del gen phoR, la activacion del regulén pho depende de CreC, el
cual no responde a las concentraciones de fosfatos inorgdnicos intracelulares, sino a la fuente de
carbono en el medio de cultivo.

En base a estos hallazgos, se sugirié que la funcién normal de CreC es la de monitorear cambios en
la presencia de carbono y debido a que sdlo regula a PhoB en ausencia de PhoR, su funcidn se
considerd superflua en cepas salvajes (Wanner 1996). En estudios posteriores Cariss y col. 2008,
intentaron determinar el ligando de activacién de CreC con mayor precision. Estudiando la actividad
del gen creD como gen reportero en ensayos de B-galactosidasa, observaron que en presencia de
medio minimo suplementado con piruvato, formiato y malato (en mayor medida), o con lactato y
acetato (de forma mas moderada), la expresion de CreD aumentaba significativamente en
condiciones aerdbicas de crecimiento (Cariss 2008). No sucedia lo mismo cuando la fuente de
carbono era arabinosa, fructosa, gluconato, o glucosa, aunque esta Ultima si era capaz de inducir la

expresion de creD en condiciones microaerdbicas. El efecto de la glucosa tiene que ver,
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probablemente, con la fermentacion que da lugar a la formacién de los acidos organicos. Como
conclusidn, los autores de este trabajo sugieren que el ligando responsable de la activacién de CreC
es un metabolito intermediario presente en altas concentraciones durante la fermentacién de la
glucosa y durante el crecimiento en fuentes de carbono gluconeogénicas. Por otro lado, deja
establecido que la delecidn de creC reprime la activacion del operdn cre en condiciones aerdbicas
utilizando piruvato como la tUnica fuente de carbono o bajo condiciones anaerébicas y glucosa como
fuente de carbono.

Por su parte, CreB es un activador transcripcional que actua reclutando a la RNA polimerasa de
forma similar a la de otras proteinas con dominio winged-helix, como sucede con los los reguladores

de respuesta PhoB y ArcB.

Regulon cre y su efecto sobre el metabolismo

Por muchos anos luego del descubrimiento de CreBC, no hubo ningun hallazgo respecto de la
identificacion de los genes del reguldn cre. La clave para la deteccidn de algunos miembros de este
reguldn fue provista por la observacion de que existia alta similitud de secuencia entre el sistema
CreBC de E. coli y el sistema de transduccién de sefiales de dos componentes BIrAB de Aeromonas
hydrophyla (Avison 2001). Avison y col. encontraron que el nivel de expresion de cepH, imiH y ampH
era dependiente de CreBC cuando los tres genes se clonaban junto a sus secuencias regulatorias en
E. coli DH5a. De esta manera fue posible definir la secuencia de reconocimiento cre/blr
TTCACnnnnnnTTCAC localizada en posicidn -60 respecto del sitio de inicio de la transcripcién. Una
busqueda bioinformatica reveld que existen 8 unidades transcripcionales en el genoma de E. coli
gue contienen esta secuencia en su zona promotora. A la fecha, los genes en los que se ha visto
activacion por parte de este regulador global son ackA-pta (codifican las enzimas acetato quinasa y
fosfotransacetilasa), talA (transaldolasa A, enzima de la via no oxidativa del ciclo de las pentosas
fosfato), radC (cuyo producto estd involucrado en la reparacidn del DNA dependiente de RecA), trgB
(una ADP-ribosa pirofosforilasa), yiel, yidS (ambas sin funcion asignada) y creD. La expresion de
malE, cuyo producto es un componente del transportador de maltosa, es reprimida por CreBC.
Ademas, hay evidencias sobre la regulacion de los genes cbrA y cbrB (Avison 2001). Estos genes
estan potencialmente relacionados a resistencia a colicina, entre otros antibiéticos. Estudios mas
recientes, realizados mediante microarreglos de DNA, revelaron que CreBC afecta la expresion de
los genes: cbrC, también relacionado a la resistencia a colicina; E2mokB, un péptido regulatorio; y

los genes mppA, ynal, yafU y yafE, cuya funcién no se conoce (Cariss 2010).
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Sumado a los genes controlados por CreBC relacionados con el metabolismo intermedio del
carbono, debe mencionarse un estudio muy reciente en nuestro laboratorio que mostrdé que
mutantes nONJS/ de E. coli K1060 mostraron un perfil metabdlico diferente con respecto a la cepa
salvaje, con aumentos en varios acidos orgdnicos y en particular, acido succinico cuando las cepas
fueron crecidas en medio minimo y glucosa en diferentes condiciones de aireacidon (Godoy 2016).
Ademas, estos estudios arrojaron evidencias del control de este regulador sobre la actividad de Ldh
y Ack, las cuales eran mayores en condiciones de O; limitado, con respecto a la cepa salvaje. En
2009, Nikel y col. demostraron, mediante analisis de flujo de carbono en cultivo continuo bajo
limitacion de O, y glucosa (como Unica fuente de carbono), que mutantes ncreB tenian una
disminucién del flujo de carbono en la via de las pentosas fosfato, el ciclo de Krebs y la parte baja
de la glucdlisis. En particular CreB junto con ArcA parecian modular en conjunto la actividad de las

enzimas Pfl, PDHc, Ldh y Ack (Nikel 2009).

Regulacidn global del flujo de carbono: Cray Crp

Uno de los sistemas regulatorios mas importantes en bacterias es el que coordina la expresion de
genes involucrados en la utilizacién de fuentes de carbono y energia, dado que todas las células los
necesitan para generar ATP y moléculas mds pequefias que sirvan como bloques de construccion

para la sintesis de componentes celulares (Snyder 2013).

Represion catabdlica

La mayoria de las bacterias pueden utilizar varias fuentes de carbono y energia diferentes. Cuando
el crecimiento se da en un medio que tiene mas de una fuente de carbono, estas pueden ser
cometabolizadas o utilizarse de manera preferencial. Un claro ejemplo de esto son las curvas de
diauxia descriptas hace ya muchos afios por Monod con respecto al crecimiento de E. coli en
presencia de una mezcla de glucosa y lactosa (Monod 1942). Se ha visto que este mecanismo es
muy comun en bacterias y generalmente implica que la fuente de carbono que se utiliza primero es
aquella que es mas accesible por parte de la célula y permite un crecimiento rapido por su
rendimiento energético superior. Esta fuente de carbono preferida, que suele ser la glucosa, impide
la utilizacion de sustratos secundarios o0 mas pobres en cuanto a su rendimiento. Este efecto se
conoce como represion catabdlica o CCR (por las siglas en ingles de carbon catabolite repression)

(Magasanik 1961). En una definicion mas amplia, la CCR es entendida como la represién de operones
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y genes necesarios para la degradacién de fuentes de carbono secundarias y la disminucién de la
actividad de enzimas que tienen que ver con estas funciones en presencia de una fuente de carbono
preferida.

La CCR es una de las redes regulatorias mds importantes en las bacterias, ya que en muchas especies
bacterianas se ha observado que del 5 al 10% de todos los genes de son afectados por este
mecanismo de represidn (Gorke 2008). En la naturaleza uno de los factores determinantes del éxito
con que un organismo puede adaptarse y establecerse en un nicho es la velocidad con la que puede
crecer, estrechamente relacionada con la capacidad de utilizar sustratos carbonados. Esto pone de
manifiesto la importancia de la CCR. La necesidad de crecer de la forma mas eficiente es justamente
el motor evolutivo de este sistema regulatorio. La mayoria de las bacterias heterotrdficas poseen
CCR, incluyendo a bacterias autotroéficas facultativas que interrumpen la fijacion de CO; en presencia
de fuentes de carbono preferidas. Sin embargo, existen bacterias que no poseen CCR, como algunas
bacterias patdgenas. Otras como Corynebacterium glutamicun pueden cometabolizar azlcares y
otras exhiben una CCR reversa, donde la glucosa es una fuente alternativa de carbono, como sucede

en Pseudomonas aeruginosa (Gorke 2008).

Mecanismo de accién

Mientras que la existencia de la CCR es general, los mecanismos que llevan a la represién pueden
ser bastante distintos. La presencia de una fuente de carbono preferida puede resultar en bajas
concentraciones de los inductores de vias catabdlicas alternativas, en la actividad alterada de
reguladores especificos, o en la activacidon de proteinas regulatorias globales. La principal causa del
uso preferencial de azlcares se da al impedir la induccién especifica de los genes catabdlicos.
Mediante procesos como la exclusién del inductor, expulsion del inductor o el control de la actividad
de reguladores a través de la fosforilacidn, la presencia de azucares preferidos va en detrimento de
la expresidn de rutas alternativas de utilizacién de sustratos secundarios (Briickner y Titgemeyer
2002).

Una de las consecuencias mejor estudiadas de la disponibilidad de hidratos de carbono es la
activacion de sistemas de control transcripcionales globales, los cuales son mecanisticamente
diferentes en bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Mientras que en las bacterias entéricas se
detona un mecanismo de activacién que usa a la proteina CAP o CRP (por cyclic AMP receptor
protein), en bacterias Gram-positivas existe una regulacidn negativa mediada por CcpA (Briickner y

Titgemeyer 2002).

26



Sistema PTS

La forma en la que los hidratos de carbonoson incorporados por la bacteria, clave en la CCR, puede
diferir mucho dependiendo de las proteinas involucradas en el transporte. La mayoria de los
hidratos de carbono entran a la célula en la forma fosforilada. El transporte y consecuente
fosforilacién se realizan mediante componentes del sistema de fosfotransferasas de carbohidratos
(PTS) dependiente de fosfoenolpiruvato (PEP) (Postma 1993). Este sistema consiste en permeasas
de azlcares, también denominadas como enzimas Il (Ell), y dos proteinas generales, enzima | (El) y
la histidin-proteina (HPr), que participan en la fosforilacion de todos los hidratos de carbono
transportados por el PTS (Figura 4). Las permeasas especificas estan compuestas por hasta cuatro
dominios (EllA, B, C, D), de los cuales al menos uno estd unido a membrana. Estos dominios proteicos
pueden estar separados o juntos como una sola cadena polipeptidica. La permeasa de glucosa de E.
coli, la cual consiste en una proteina unida a membrana (EIICBglc) y una citoplasmatica (EllAglc) es
quizds la permeasa del PTS mejor conocida. La cadena de fosforiltransferasa del PTS comienza con
Ely PEP, sigue via HPr, Ell y EIIB hasta el azlcar, el cual es transportado por EIIC, y se transforma en
un azucar fosforilado el cual debe ser metabolizado inmediatamente. En cambio, los hidratos de
carbono que son interiorizados en una forma no fosforilada, independiente del PTS, necesitan ser

fosforilados por una quinasa previamente a ser catabolizados.

Figura 4. Sistema PTS de bacterias.

Los azlcares son transportados hacia el
citoplasma a través de las sucesivas
fosforilaciones de las proteinas del PTS
utilizando P-EP como sustrato. P-EP:
fosfoenolpiruvato. Tomado de Gorke et al
2008.

Cell membrane
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Represidn catabdlica en E. coli

En E. coli, los componentes principales del sistema de represién catabdlica son el regulador global

CRP, el AMP ciclico (AMPc) y el componente Ell A o Crr del sistema PTS (Gorke 2008). La regulacién
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del sistema se da en principio por la modulacién del estado de fosforilacidn de Ell A. Cuando esta
proteina estd fosforilada es capaz de activar a la enzima de membrana Adenilato ciclasa, la cual
convierte el ATP en AMPc. Este ultimo se une a CRP, el cual sufre un cambio alostérico, se une al
DNA y recluta a la RNA polimerasa, induciendo la expresién de los genes catabdlicos de la bacteria.
CRP activa la transcripcion de mas de 100 promotores y esta, en algunos casos, involucrado en la
represion (Gorke 2008). CRP esta directamente involucrada en la modulacién de un gran nimero de

otros procesos celulares que exceden la regulacién del uso de hidratos de carbono (Figura 5).

Figura 5. Sistema PTS de E. coli.

El dominio EIIA del transportador de glucosa se
fosforila y activa a la adenilato ciclasa, la cual
sintetiza AMP ciclico. Altas concentraciones de
AMPc activan a CRP y éste activa los operones
catabdlicos. En presencia de glucosa, EIIA no
esta fosforilada, no se forma AMPc y Crp
permanece inactivo. Ademas, esta forma de
EllA es capaz unirse e inactivar transportadores
de sustratos secundarios como LacY (permeasa
de lactosa) o GIpK (la quinasa de glicerol).
Tomado de Gorke y col 2008.

Cuando hay glucosa u otros azucares dependientes del PTS en el medio, estos son transfosforilados
mediante Ell A. La relacidon PEP/piruvato también determina el estado de fosforilacion de Ell A:
cuando esa relacidn es alta Ell A esta fosforilado y entonces CRP es capaz de activar genes
catabdlicos, como dijimos. Sin embargo, cuando la bacteria crece en presencia de una fuente de
carbono facilmente metabolizable como la glucosa, la concentracién de piruvato se incrementay la
consecuente disminucion de la relacién PEP/piruvato impide la fosforilacién de Ell A, la Adenilato
ciclasa no produce AMPc y finalmente CRP no es activado y los genes catabdlicos permanecen
reprimidos.

En una controversia relativamente reciente sobre la contribucién de diferentes mecanismos de CCR
a la diauxia glucosa-lactosa de E. coli, se ha demostrado que la inhibicién de la permeasa de lactosa
y la subsiguiente falta de induccion es lo que da origen a la represion del operdn lac en la presencia

de ambos azlcares, mas que la represion causada por CRP (Gorke 2008).
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Regulacion global independiente de AMPc: Catabolite repressor/activator Cra

No siempre la represién catabdlica es mediada por el AMPc. De hecho, muchas bacterias Gram-
positivas no tienen AMPc. Incluso en las enterobacterias, donde esta establecida la importancia del
regulador CRP, existe otro mecanismo de represion catabdlica mediado por el regulador Cra (Saier

y Ramseier 1996).

Cra, regulador global del flujo de carbono

Desde las décadas de 1970/80, se tenia conocimiento sobre como la proteina CRP unida a AMPc
controlaba la represiéon catabdlica en bacterias (Briickner y Titgemeyer 2002) y se consideraba ya
qgue el mecanismo de la utilizacidon de fuentes de hidrato de carbono habia sido dilucidado. Sin
embargo, hacia fines de los 80 existia evidencia clara de mecanismos de represién catabdlica
independientes de AMPc en E. coli y, sobre todo en B. subtilis, donde se observaba el fenémeno de
represién aun cuando carecia de AMPc (Dessein 1978).

Uno de estos mecanismos AMPc-independiente es la regulacién ejercida por Cra. Este factor de
transcripcién, miembro de la familia GalR-Lacl, ha sido uno de los mas estudiados desde finales de
la década de los 80. También ha sido denominado FruR, ya que fue descubierto en E. coli y
Salmonella typhimurium, como el represor del operon fru, que codifica para el sistema
fosfotransferasa fructosa-especifico (PTS™) (Chin 1987). En este mismo trabajo, se observé que
mutantes de S. typhimurium, para el gen fruR, mostraban un efecto pleiotrépico al no poder crecer
en fuentes de carbono gluconeogénicas, incluyendo intermediarios del ciclo de Krebs. Este efecto
era el mismo en distintos contextos genéticos de esta cepa de Salmonella y no podia ser revertido
mediante mutaciones en otros genes relacionados al sistema PTS.

Se ha observado la existencia del regulador FruR en otras especies bacterianas como Pseudomonas
putida (Chavarria 2011), Streptococcus gordonii (Loo 2003) y Lactococcus lactis (Barriere 2005).
Trabajos subsiguientes ampliaron el panorama de la red regulatoria comandada por Cra. La
evidencia sobre el cambio de expresidén génica en mutantes fruR, dejaba ver que FruR era un
regulador importante en el control de varios genes involucrados en el metabolismo del carbono y la
produccién de energia (Chin 1989). Poco mas tarde, se hallaron evidencias experimentales sobre la
unidn de FruR a varios operones relacionados al catabolismo del carbono, entre ellos pps, ace, pts,

icd (Ramseier 1993, Negre 1998). Ademads, se observé que este regulador reprimia la sintesis de
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genes que codifican enzimas del metabolismo central, entre ellos, pfkA, pykA, pykF, acnB, edd, eda,
mtIADR y gapB (Ow 2007, Sarkar 2008) (Figura 6).

La fructosa es considera una fuente de carbono importante en cuanto a la evolucion de las vias
metabdlicas de degradacién en bacterias debido a varias cuestiones: i) existe un sistema PTS
especifico para fructosa en E. coli, el cual posee una HrP especifica codificada en el operon fru, ii) es
el Unico azlcar que ingresa directamente a la glucdlisis sin modificaciones iii) muchos géneros de
bacterias poseen un PTS™ mientras que son incapaces de fosforilar otros azlcares. A partir de estos
estudios se comenzé a postular que FruR podria ser capaz de regular el flujo de carbono,
considerando a la glucdlisis de forma minimalista como una via catabdlica de fructosa. Ademas, por
regular positivamente genes involucrados en el ciclo de Krebs, la via del glioxilato y reprimir genes
glucoliticos de varios operones, se lo denominé Catabolite Repressor/Activator (Cra) (Saier y

Ramseier 1996).

Figura 6. Actividad
regulatoria de Cra en el
metabolismo central en E.
coli.

El efector de Cra es la fructosa-
1-fosfato (F1P), la cual puede
interconvertirse con la
fructosa  bifosfato  (FBP).
Cuando el regulador esta
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Mecanismo de accién

En ausencia de un efector el regulador Cra se comporta como un represor o activador, uniéndose al

DNA, activando o reprimiendo la transcripcién de los genes que son parte del reguldn. La busqueda
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de los posibles efectores dié lugar a varios trabajos, incluyendo algunos muy recientes, y no pocas
controversias. Al principio, la bibliografia indicaba que la unién de Cra a las regiones regulatorias de
los operones ppsA, icd y pts podia revertirse mediante la presencia de cantidades micromolares de
fructosa 1-fosfato (F1P) y concentraciones milimolares de fructosa 1,6-bifosfato (FBP) en
experimentos de cambio de movilidad electroforética (Ramseier 1993). Lo cierto es que los autores
indicaron la posibilidad de que la FBP utilizada en los ensayos podria estar contaminada con
pequefias cantidades de F1P. Esto fue curioso, ya que esta salvedad no fue tenida en cuenta y se dio
por sentado que estos 2 compuestos eran los efectores de Cra. De hecho, el modelado metabdlico
de Cra y varios trabajos que estudiaron los efectos de Cra sobre el metabolismo central, en
particular, algunos que postulan a Cra como un sensor de flujo de carbono a través del metabolito
sefial del flujo, la FBP, se han servido de este postulado. Esto no carece de sentido, ya que la FBP es
considerada como metabolito sefializador de flujo de carbono y correlaciona con el flujo de carbono
a través de la glucdlisis en E. coli y B. subtilis (Litsios 2018).

Sin embargo, mas tarde experimentos en P. putida revelaron que la FBP contenia F1P debido a que
al estudiar cristales purificados de Cra, encontraban que la F1P era el azlcar que co-cristalizaba con
la proteina. Estudios de dinamica molecular, geles de retardo de movilidad electroforética y
actividad in vivo de promotores arribaron a la misma conclusién (Chavarria 2011 y 2014).
Finalmente, un trabajo muy reciente realizado en E. coli y utilizando FBP ultrapura, mostro, a través
de una variedad de analisis, que Cra no puede interactuar con este compuesto mientras que si lo
hace con F1P (Bley-Folly 2018). Esto pone de manifiesto la necesidad de revisar trabajos previos
basados en la interaccién de Cra con la FBP. Por otro lado, y mas importante, queda la pregunta de
como es que Cra ejerce su efecto respondiendo a F1P. Existen algunos posibles indicios que pueden
dar luz a esta cuestion, como por ejemplo que las concentraciones de F1P y FBP estan
correlacionadas en el metabolismo celular bacteriano. Ademas, Kochanowski y col. de 2017
obtuvieron evidencia experimental que indica que la F1P esta presente en las células aun cuando E.
coli crece en ausencia de fructosa, y observaron que la correlacion entre estos 2 azlcares se
mantiene en diferentes condiciones de crecimiento (Kochanowski 2017). Finalmente, la F1P puede
ser producida a partir de FBP por la enzima FruK, la cual ademas interactda con Cra in vivo (Singh

2017).
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Regulon cra

Los primeros estudios mecanisticos revelaron que Cra es capaz de unirse en forma tetramérica
directamente al DNA de los operones que controla (Ramseier 1993, Prost 1999). En base a la
secuencia de los genes que pertenecian a su reguldn, se obtuvo una secuencia de consenso de unién
al DNA, con una clara disposicion de los operadores en cuanto a la activacién o represién de los
genes diana. Especificamente, Cra se une a secuencia palindrémica imperfecta de 14 bases
nucleotidicas: 5-GCTGAAACGTTTCA-3' (Negre 1996).

A partir de las evidencias que indicaban que Cra no era meramente el regulador del operon fructosa,
sino que era un regulador global que afectaba la mayoria de los operones involucrados en la
glucdlisis y el ciclo de Krebs, se comenzé a rastrear otros posibles genes diana de este factor de
transcripcién. En 2007 mediante protedmica por espectrometria de masas y PCR en tiempo real, Ow
y col. determinaron cambios en la expresion de genes en mutantes icra en E. coli, la mayoria
involucrados en el catabolismo de azucares, pero también genes relacionados con la respuesta a

estrés y otros factores de transcripcién y genes del metabolismo de aminoacidos (Ow 2007).

T Figura 7. Factores de
Transcription Factor Network (Cra) transcripeion regulados por

Cra.
Verde:  reguladores  del
metabolismo del carbono.
Rojo: reguladores globales del
metabolismo del carbono.
Violeta: reguladores de la
respuesta a estrés. Azul:
reguladores de reparacion del
DNA. Naranja: reguladores
del metabolismo de No.
Negro: sin funcion conocida.
Tomado de Shimada y col.
2011.
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Poco después, de la mano de una técnica de evolucidn de unién a ligando se determinaron los sitios

de unidn de Cra al DNA a lo largo del genoma, logrando extender considerablemente el reguldn de
Cra (Figura 7). Una vez mas, se identificaron genes relacionados a la respuesta a estrés, factores de

transcripcidn y el metabolismo del nitrégeno (Shimada 2011). Se establecié ademas una secuencia
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consenso basada en mas de 160 secuencias en genes diana, y la mayoria de los genes identificados
fueron confirmados por fusiones transcripcionales al gen lacZ (Shimada 2011).

Ademas, se sabe que la presencia de Cra es necesaria para la formaciéon de lesiones en los
enterocitos por parte E. coli enterohemorragica. Se demostrd que este regulador media la activacion
de la expresién de la isla de patogenicidad en esta bacteria, uniéndose directamente al promotor
del gen ler, el regulador de esta isla. Ademas, se vio que mutantes icra no pueden infectar
efectivamente y destruir enterocitos (Ngoroje 2012).

Quizas un hecho que eleva la jerarquia de Cra en E. coli sea que aparentemente puede regular la
transcripcién de CRP, en si mismo un regulador global. En 2014, Zhang y col. encontraron un sitio
de unién a Cra en la regidn promotora del gen crp. Fusiones transcripcionales del promotor de este
gen en mutantes cra y la cuantificacion de CRP en bacterias salvajes y mutantes mostré que la
activacion de CRP estaria modulada de forma conjunta por CRP y Cra (Zhang 2014). Hace muy poco
tiempo, Kim y col elucidaron varias cuestiones con respecto al sistema regulatorio de Cra. Mediante
experimentos de inmunoprecipitacion de la cromatina y secuenciacidon de RNA de cultivos de E. coli
salvaje y su mutante cra, crecidos en diferentes fuentes de carbono, lograron establecer que en
condiciones donde CRP y Cra estan activos, la expresion de los genes involucrados en el
metabolismo central del carbono adopta un patrén que concuerda con la modulacion regulatoria
ejercida por Cra mas que por CRP (Kim 2018). Esto fue ademas reafirmado mediante modelado
metabdlico y experimentos de flujo de carbono in silico. El mecanismo por el cual Cra estd un escaldn
mas arriba que Crp en la jerarquia de reguladores estaria dada por el solapamiento de las regiones
operadoras de ambas proteinas y el hecho de que Cra se une mas fuertemente al DNA disminuyendo

el efecto de CRP (Kim 2018).

Rob, regulacion del metabolismo intermedio y de la tolerancia a compuestos
toxicos

El regulon MarA/SoxS/Rob

Este reguldn es activado por cada uno de los factores de transcripcién homadlogos MarA, SoxS y Rob,
los cuales son reguladores de la familia AraC, subfamilia de los reguladores involucrados en la
respuesta a estrés. La activacion de este reguldn le confiere a E. coli un nivel basal de resistencia a
un amplio rango de antibidticos, oxidantes y solventes organicos (Barbosa y Levy 1997). El gen marA
es reprimido por MarA en un feedback negativo y su expresidon se pone en curso cuando este

regulador interacciona con compuestos fendlicos. El gen soxS es inducido por la forma oxidada de
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SoxR (esta oxidacion se da por el crecimiento de la célula en presencia de Paraquat y otros
oxidantes) (Demple 1996). La actividad de Rob es incrementada por tratamiento con 2,2- o 4,4-
dipiridil, lo cual es mediado por la interaccidn de este compuesto con el dominio carboxilo terminal
de este regulador (Rosner 2002).

La evidencia in vitro muestra que los monémeros de cada uno de los reguladores se une a una
secuencia consenso asimétrica y degenerada de 20 pares de bases: AYNGCACNNWNNRYYAAAYN
donde N es cualquier base (Martin 1999). La diferencia cuantitativa del efecto de cada uno de los
reguladores sobre la induccion del reguldn estaria dada, basicamente, por la diferencia de afinidad
de unién a la secuencia consenso de cada uno de los factores de transcripciéon (Martin 2000). Los
primeros trabajos que trataron de identificar el reguldn asociado a estos 3 factores de transcripcion
indicaban que 17 genes estaban bajo activacién transcripcional directa (Martin 1999). Sin embargo,
trabajos posteriores utilizando microarreglos de DNA evidenciaron el aumento en los niveles de
mMRNA de mas 150 genes, comparando E. coli salvaje con una mutante que carecia de MarA (Barbosa
y Levy 2000) o comparando niveles de transcripcidon génica en células tratadas con paraquat o
salicilato (Pomposiello 2001). Los datos originados en estos trabajos fueron utilizados para
determinar cudles de los genes identificados eran directamente activados por los reguladores. De
los mds de 150 genes, solo pudo determinarse una regulacion directa para 7 genes mediante
fusiones transcripcionales a lacZ e induccidon con los compuestos que inducen la expresidén de MarA,
SoxS y Rob. Estos blancos, sumados a los anteriormente determinados (Martin 1999) indicarian que
alrededor de 40 genes son controlados por estos 3 reguladores de forma directa (Martin y Rosner
2003). Estos genes estan relacionados con un amplio rango de funciones, entre ellas, el metabolismo
intermedio del carbono, la sintesis de pared celular y la resistencia a antibidticos, acidos y solventes

(Benik 2000).

Funciones a asociadas a Rob

Rob fue inicialmente descubierto por su capacidad de unirse al brazo derecho del origen de
replicacion cromosomal (Skarstad 1993). Su localizacion gendmica es adyacente al operdn creABCD,
cercano a su vez a arcAB. Rob esta constitutivamente activado en E. coli, llegando a 5000 moléculas
por célula (Levy 2000). Se ha propuesto que este regulador activa la expresion del operén marRAB,
relacionado a la resistencia a distintos antibiéticos (Martin y Rosner 1997) y se sabe que mutantes
nulas de Rob muestran un aumento en la sensibilidad a estrés inducido por solventes organicos

(Skarstad 1993).
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En el 2000, Benik y col. determinaron, mediante una biblioteca de inserciones introduciendo
fusiones cromosomales a lacZ, que Rob activa la transcripcidon de 7 genes: inaA, marR, aslB, ybaO,
mdlA, yfhD y ybiS. Ademas, pudieron evidenciar la represion del gen galT. Estos resultados fueron
confirmados en ese mismo trabajo por ensayos de cambio de movilidad electroforética. Ademas,
demostraron que la expresién de micF era significativamente mayor en la cepa salvaje comparada
con la mutante nli2b. Este RNA antisentido reprime la sintesis de OmpF, una porina de membrana
externa. Otro de los blancos identificados de Rob, inaA, estd relacionado con la resistencia a estrés
inducido por acidos débiles (Ariza 1995). Los genes mdIA y micF también estan involucrados en la
respuesta a estrés ambiental (Benik 2000). Ademads, podemos mencionar que Rob junto con MarA
y SoxS, regulan la expresidn de los genes acrAB, que codifican la bomba de eflujo AcrAB-TolC, la cual
constituye uno de los principales mecanismos de tolerancia a solventes orgdnicos y antibidticos en
E. coli (White 1997). Vale la pena mencionar que los genes aslB, ybaO y ybiS son en si mismo factores
de transcripcion, con lo cual la red regulatoria de Rob podria ser considerablemente mas extensa
de forma indirecta (Benik 2000). A esto podemos agregar que la sobreexpresion in vitro de Rob
activa los genes fumC, inaA, micF y sodA (Ariza 1995); y experimentos in vivo revelaron, ademas, la
regulacidon de fpr, fumC, nfo y zwf (Jair 1996). Los genes zwf y galT estan relacionados con el
metabolismo central e intermedio del carbono, respectivamente. galT es clave en el metabolismo
de galactosa e interviene en la sintesis de glicoproteinas, glicolipidos y pared celular (Frey 1996).
Zwf es la primera enzima de la via de las pentosas fosfato, produce una parte importante del NADPH

intracelular y tiene efectos significativos sobre el flujo de carbono (Nicolas 2007).

Sobreexpresion de Rob en E. coli

Si bien Rob tiene una expresidn basal en E. coli y genera una leve tolerancia a diversos tipos de
estrés, la delecidn de este regulador sélo causa una cierta sensibilidad a solventes orgdnicos. Por el
contrario, la sobreexpresidén de esta proteina tiene consecuencias evidentes sobre el fenotipo de
esta bacteria. La sobreexpresidon de este regulador aumenta significativamente la tolerancia a
solventes orgdnicos como ciclohexano y pentano, a antibidticos y distintos metales pesados
(Nakajima 1995). También se ha observado el incremento de la tolerancia a compuestos como la
fenazina metasulfato, la cual induce estrés oxidativo (Tanaka 1997).

Estos resultados son similares al patréon de tolerancia que se produce cuando MarA o SoxS son
sobreproducidos (Asako 1997). Esto claramente concuerda con el hecho de los regulones de estos

3 factores de transcripcidn estan altamente solapados, como vimos unas secciones mas arriba.
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El incremento de la tolerancia a distintos compuestos téxicos tiene su base bioquimica y genética
en relaciéon a los genes regulados por Rob: i) la regulaciéon de AcrAB, bomba de eflujo que media
resistencia multidroga, ii) el control de la expresidn de sodA y fumC, que confieren proteccion frente
al estrés oxidativo vy iii) la activacién de inaA y micF, que también confieren mayor resistencia a

condiciones ambientales.

Reguladores globales como herramientas biotecnolégicas

Como vimos hasta aqui, la mayor parte de las bacterias son capaces de vivir y adaptarse a numerosas
condiciones ambientales diferentes, desplegando varios grados de flexibilidad metabdlica. Un
ejemplo claro es la capacidad de E. coli de modificar sus vias metabdlicas para optimizar el uso de
distintos aceptores de electrones o fuentes de carbono (Bettenbrock 2014, Shimizu 2015). Las
propiedades termodindmicas y bioquimicas del medio donde las células estan creciendo determinan
gue vias metabdlicas se ponen en funcionamiento (Flamholz 2013). En el caso del metabolismo, por
ejemplo, hay varios tipos de glucélisis. El metabolismo de la glucosa refleja un equilibrio entre la
generacion de ATP y el gasto energético que implica la utilizacion de la maquinaria enzimatica

necesaria para degradarla. Desde este punto de vista, organismos como Zymomonas mobilis y

especies de Pseudomonas, utilizan la via Entner-Doudoroff en lugar de la convencional Embder-

Meyerhof, utilizada mayoritariamente en E. coli, debido al menor requerimiento de enzimas

(Flamholz 2013). En definitiva, mas alla de estas consideraciones, la eleccidn de las vias metabdlicas

mas convenientes reside en la red regulatoria compuesta por factores de transcripcion especificos

y globales (Shimizu 2015).

Recientemente, numerosos hallazgos experimentales y de modelado metabdlico han puesto de

manifiesto la influencia de la regulacion global frente a los estimulos externos por encima de la

regulacidon de factores de transcripcidn especificos de cada unidad transcripcional:

i) experimentos de microchips de DNA y técnicas de secuenciacidn han demostrado que
cambios en las condiciones de cultivo de las bacterias, provocan cambios en la expresion
de una enorme cantidad de genes, incluso cuando esos cambios parecen ser menores
(Costenoble 2011, Tirosh 2011).

ii) Los cambios en la actividad enzimatica de varias proteinas tienen que ver principalmente
con el cambio global en la tasa de crecimiento (Klummp 2009). Un estudio sobre mas de

1800 promotores en E. coli mostré como el cambio en el patrén de expresidn se relacionaba
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con un factor global que era proporcional al cambio en las condiciones de cultivo y no
estaba relacionado a la identidad de cada promotor individual (Keren 2013).

iii) Los mecanismos de transduccion de sefiales estdn asociados a reguladores globales, ya sean
sistemas de 2 componentes como ArcAB y CreBC o sistemas de 1 componente, donde los
factores de transcripcién como CRP y Cra, responden a la concentracién de metabolitos
como F1P, piruvato y PEP (Chubukov 2014)

Para continuar con la comprensién de los mecanismos regulatorios fue necesario entonces intentar

diseccionar la contribucion de los reguladores globales en la regulacién especifica, lo cual no es una

tarea sencilla. En 2013 Gerosa y col. determinaron, mediante reporteros fluorescentes unidos a

promotores cuya regulacidon es especifica o sujetos a regulacién global, que ésta ultima es

importante sobre todo cuando las células crecen en fase exponencial mientras que la regulacion
especifica es mas importante en el estado estacionario. Mas tarde, en 2017, Kochanowski y col.
analizaron la actividad de promotores de diferentes genes a través de 26 condiciones de cultivo
distintas incluyendo diferentes fuentes de carbono, y aplicando biologia de sistemas para modelar
el patrén de expresidn obtuvieron resultados mecanisticamente simples. A pesar de la complejay
densa red regulatoria de E. coli, la accién de los reguladores globales era suficiente para explicar el

70% de los cambios en la actividad de los promotores. Cuando se analizaba los genes relacionados

al metabolismo central del carbono en particular, el 90% de los cambios podian explicarse mediante

la regulacién global ejercida, sobre todo, por los reguladores Cra y CRP.

Por toda la evidencia disponible es posible argumentar que el metabolismo de E. coli es controlado

por regulacién a nivel de actividad enzimatica y transcripcional via factores de transcripcion como:

AMPc—Crp, Cra, Csr, Fis, Pll (GInB), NtrBC, CysB, PhoR/B, SoxR/S, Cra, MarR, ArcA/B, Fnr, NarX/L,

RpoS, v (p)ppGpp, para dar una respuesta especifica. Sumado a esto, los metabolitos intracelulares

actuan como efectores de los reguladores, donde la FBP (o en realidad la F1P por lo descripto por

Bley-Folly y col. en 2018), el PEP y el acetil-CoA juegan roles importantes en la regulacién a nivel de

proteinas, mientras que los a-cetoacidos, como el piruvato y el oxaloacetato, tienen roles

determinantes en la coordinacién entre la tasa de consumo de sustratos carbonados y el consumo
de otros nutrientes como el N, o sulfuros, a través de la modulacién de los niveles de AMPc, via Cya

(Shimizu 2015). La extensiva red regulatoria impuesta por este tipo de factores de transcripcion

mantiene entonces la homeostasis celular controlando simultdneamente el flujo de carbono y poder

reductor (Ruiz 2012).
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Resulta consecuente, entonces, que los reguladores globales hayan sido objeto del desarrollo de
estrategias para manipular el metabolismo del carbono y el balance redox con el objetivo de generar
contextos metabdlicos adecuados para la produccidon de compuestos de interés biotecnoldgico
(Pettinari 2008). Esto representa una estrategia alternativa a la manera tradicional de modificar
microorganismos a través de mutaciones puntuales en genes que codifican pasos enzimaticos

individuales.

Manipulacion de flujos de carbono y poder reductor para la sintesis de compuestos

biotecnoldgicos

En el caso de los bioproductos reducidos, es indispensable modificar el flujo de carbono y energia
para lograr las condiciones necesarias para su sintesis. Es esta razon por la cual los reguladores
globales han sido estudiados y utilizados con el objetivo de redirigir la distribucién de carbono y
NADH hacia metabolitos de interés industrial, como lo establecimos en la seccién anterior.

De nuestros trabajos anteriores en el laboratorio se desprende que el catabolismo central del
carbono es regulado, entre otros factores, en forma conjunta por los sistemas ArcAB y CreBC, en
especial en condiciones de crecimiento con restriccion en la disponibilidad de O,. Hemos utilizado
mutaciones en arcA para aumentar la disponibilidad de poder reductor, incrementando la sintesis
de diferentes compuestos reducidos como etanol (EtOH) y PHB, en condiciones de baja aireacién.
Dobles mutantes parcA creC® (C: expresién constitutiva), tuvieron un incremento en la sintesis de
compuestos reducidos, debido a una mayor tasa respiratoria y generacién de poder reductor
(Pettinari 2008, Ruiz 2012). Mas tarde, la manipulacién de CreC dio lugar a un notable aumento en
la sintesis de acido succinico. Mediante estrategias adicionales en este contexto genético, la cepa
mutante optimizada logrd producir 24 veces mas succinato que la cepa salvaje (Godoy 2016).

En cuanto a Cra y Crp, han sido utilizados para el disefio de bioprocesos para una enorme variedad
de biocompuestos, basado en la vasta regulacion que ejercen en el metabolismo central de E. coliy
otras enterobacterias (Gorke 2008, Shimizu 2015). La manipulacién de CRP ha dado lugar a distintas
cepas de Klebsiella, eficientes para la produccion de dioles a partir de una cometabolizacion de
mezclas de sustratos carbonados (Oh 2013). Por su parte, se observé que la delecion de cra en E.
coli provoca un aumento en la sintesis de metabolitos fermentativos a partir del consumo
simultaneo de diferentes azucares (Yao 2013). En otro trabajo, un aumento en la sintesis de L-

triptofano se atribuyo al co-metabolismo de mezclas de azlcares y el aumento de intermediarios en
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la via de los aminodcidos aromaticos, probablemente por el aumento del flujo de carbono en Ia
glucdlisis y la via de las pentosas, en una mutante [cra (Liu 2016). Por ultimo, una estrategia de
ingenieria de proteinas mostré que un regulador Cra modificado incrementaba la sintesis de
succinato en un 30 % en E. coli (Zhu 2016).

En el caso de Rob, no hay estudios en los cuales se haya manipulado este regulador para modificar
rutas metabdlicas. La eleccion de este regulador global para este trabajo se basa en parte en que su
ubicacién en la misma regidn del cromosoma en que se encuentran los genes que codifican los pares
reguladores ArcAB y CreBC sugirié que podrian tener alguna relacion. Ademas, al ser un regulador
poco estudiado, pero con multiples blancos regulatorios, pensamos que podria resultar interesante

analizar sus posibles efectos sobre el metabolismo.

Identificacion de los efectos derivados de la manipulacion de reguladores globales

Como ya dijimos, la comprensién de los mecanismos regulatorios es esencial para la manipulacion
y redisefio del metabolismo con el objetivo de obtener microorganismos adecuados para la
produccién de biocombustibles y otros biocompuestos. Sin embargo, la determinacion del efecto
puntual de cada regulador global no es una tarea facil de abordar. A la extensidn de los regulones
de cada uno de estos reguladores debemos agregar el fendmeno de co-regulacién génica: el 49% de
los genes de E. coli son corregulados por varios factores de transcripcion que incluyen la regulacion
por mas de 1 regulador global y/o la regulacién conjunta por efectores globales y especificos
(Martinez-Antonio y Collado-Valdez 2003). Cabe destacar que los regulones de algunos reguladores
globales se solapan parcialmente de forma antagdnica (Figura 8). Los casos mas evidentes son los
de Cray Crp en el control del catabolismo de la glucosa y el ciclo de Krebs, sobre todo cuando E. coli
crece utilizando fuentes de carbono no preferenciales, situacién donde ambos estan activos (Kim
2018). Por su parte, Crp y ArcA también afectan de manera opuesta el ciclo de Krebs, el primero

activandolo y el segundo reprimiéndolo, cuando ambos estan activos (Li 2014).
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Aunque gran cantidad de trabajos han analizado el efecto de la manipulaciéon de reguladores
globales sobre el metabolismo y la sintesis de biocompuestos, muchos de ellos han utilizado cepas
de E. coli cuyos genomas no estan secuenciados o al menos no lo estaban al momento de analizar
dichas mutaciones. Nuestros trabajos previos sobre los sistemas de 2 componentes ArcAB y CreCB
se realizaron en la cepa K1060, la cual ha sido ampliamente estudiada, aunque no se conoce la
secuencia de su genoma (Nikel 2009, 2010; Godoy 2016). Por otro lado, muchos trabajos han
descripto la manipulacidn y efecto de los reguladores globales sobre la sintesis de compuestos
biotecnoldgicos pero utilizando bacterias que llevan en su genoma mutaciones adicionales, algunas
de ellas en genes involucrados en el metabolismo central. Entre ellos, se ha descripto la produccién
mejorada de PHB en E. coli LS5218 mediante la eliminacidén de ArcA (Scheel 2016). Sin embargo,
esta cepa no esta secuenciada y posee en su genoma mutaciones en genes relacionados con la
degradacion de acidos grasos, que son justamente la fuente de carbono utilizada en ese trabajo.
Otro ejemplo es el incremento en la sintesis de triptofano en mutantes cra de la cepa FB04, la cual
posee deleciones en varios de los genes que regulan la sintesi