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Abreviaciones

Simbolo Definiciéon Unidades
(P)PPGPP Tetrafosfato + Pentafosfato de guanosina
v Velocidad de crecimiento h-1
AMP Adenosin monofosfato
Amp Ampicilina
AmMpR Resistencia a ampicilina
ATP Adenosin trifostfato
CCR Represion catabdlica por carbono
DksA Factor de transcripcion
DNA Acido desoxirribonucleico
DNS Acido 3,5 dinitrosalicilico
E. coli Escherichia coli
Obwc/QOs g de biomasa en peso seco / g sustrato
LI Limite inferior
LS Limite superior
M9 Medio minimo de cultivo bacteriano
MRNA Acido ribonucleico mensajero
oD Densidad éptica nm
Operdén de rmn Operdn de RNA ribosomall
ori Origen de replicaciéon
P Promotor
pP15A ori Pl&dsmido usado como vector de clonacion
PBR322 ori Pl&dsmido usado como vector de clonacion
PKK3535 Pldsmido de rRNA
pprGpp Tetrafosfato de guanosina
pprpPrGpp Pentafosfato de guanosina
PTC Centro peptidiltransferasa
PtRNAG7 Pldsmido de tRNA
as Tasa/ velocidad de consumo de sustrato 9/gopwe/h
RelA Enzima, ppGpp sintetasal
RNA Acido ribonucleico
RNAP RNA Polimerasa
rRNA Acido ribonucleico ribosomal
S Svedbergs




Abreviaciones (Continuacion)

Sitio A

Sitio E

Sitio P

Spc

SpcR

SpoT bifuncional
SQ

T
TRNA
TS

uv
Yx/s

Sitio aminoacilo

Sitio de salida

Sitio peptidil

Espectinomicina

Resistencia a espectinomicina
Enzima, ppGpp sintetasa ll

Nomenclatura para las cepas con
eliminacién de los operones de rrn
Terminador

Acido ribonucleico de transferencia

Espacios transcritos

Ultra violeta visible nm
Rendimiento biomasa/sustrato gpwc/gs

Eliminacion de genes




1. Resumen

Es de interés contar con nuevos organismos cuyos componentes celulares sean los minimos
necesarios y que permitan simplificar el estudio de diferentes funciones en la célula, ya que
al contener sdélo la informacidén esencial son mds faciles de entender y de manipular en

comparacién a los organismos silvestres.

Las bacterias suelen contar con mds de un operdn de RNA ribosomal (rrn), los cuales influyen
en la disponibilidad de ribosomas y por ende en la sintesis de proteinas. En particular
Escherichia coli (E. coli) cuenta con siete copias de operones de rrn, no obstante aidn no se
conoce la contribucién real de cada uno de. Las cepas con eliminaciones de esta clase

de operones pueden ser Utiles para estudios relacionados con la magquinaria de traduccion.

Previamente se caracterizé la dindmica de crecimiento de cepas con modificaciones en
los operones de rrn, se encontrd que en medios ricos un mayor nUmero de operones implica
una la velocidad de crecimiento mayor, no obstante, en medio minimo la tendencia no se
mantiene. Con base en los datos reportados se planted la pregunta, slas cepas de E. coli
con modificaciones en la maquinaria de traduccién son mds aptas para el crecimiento en
medio minimo al expresar una menor cantidad de RNA ribosomal2, para contestar esta
inferrogante se evaluaron cepas con diferentes eliminaciones de operones de rrn en medio

minimo con glucosa, glicerol y arabinosa como fuentes de carbono.

Mediante cinéticas de crecimiento en matraz se determind la velocidad de crecimiento
(M), tasa de consumo de sustrato (gs), asi como la relacidon RNA/Proteina de las cepas antes
mencionadas, con la finalidad de describir su crecimiento en diferentes ambientes. Los
datos obtenidos se caracterizaron con la teoria de particion del proteoma, de particular
interés fueron los resultados de las cepas mutantes con genotipos ArrnGBAD y ArrnGADE
(SQ53 y SQ78 respectivamente).

Se observd que las cepas SQ53 y SQ78 contaron con una velocidad de crecimiento mayor
en relacion a la cepa silvestre (MG1655), por su parte, la tasa de consumo de sustrato
también fue mayor para estas cepas en arabinosa como fuente de carbono. Finalmente
se encontrd que para la cepa MG1655 en diferentes ambientes la cantidad de RNA vy la
relacidn RNA/Proteina presenta una tendencia lineal directa respecto a la velocidad de
crecimiento, no obstante esta tendencia no se halld para las cepas con eliminaciones en
glucosa como fuente de carbono. El comportamiento de las cepas mutantes puede ser

justificado como una compensacion celular por la capacidad de traduccién reducida.



2. Antecedentes

La sintesis de proteinas depende directamente del contenido de ribosomas en la célula,
este proceso es altamente costoso [1], y para que se lleve a cabo es necesario que se
cuente con ribosomas funcionales, es decir, una fraccién de ribosomas que participan
activamente en el alargamiento de la cadena peptidica. La existencia de ribosomas
activos e inactivos, resulta benéfico en las condiciones variantes de la naturaleza. Sin
embargo, desde un punto de vista prdctico, es poco oportuno contar con ribosomas
inactivos ya que la produccién de estos consume una gran cantidad de recursos que
podrian aprovecharse para otfras funciones como la produccién de metabolitos de interés,

proteinas sintéticas, generacién de nuevas funciones biolégicas, entre otros [2] [3].

La tasa de sintesis de proteinas por ribosoma se puede calcular a partir de la relacidon RNA/
proteina a una tasa de crecimiento dada. Dennis & Bremer [4] determinaron la
dependencia de la tasa de crecimiento con el contenido de RNA y de proteinas utilizando
una cepa de E. coli B/r cultivada en medio minimo suplementado. Entre otros datos,
encontraron una tendencia lineal directa entre la relacion RNA/ Proteina y la tasa de
crecimiento. Se menciona que a menores tasas de crecimiento, el contenido de proteina
disminuye mds rdpido que el contenido de RNA. Ademds se sugiere que en células de
rdpido crecimiento el aumento de RNA refleja una acumulacion de ribosomas debido a
gue se requiere una mayor cantidad de estos para apoyar una tasa de sintesis de proteinas
alta. Por lo que con el aumento de la tasa de crecimiento, la relacion RNA/ Proteina
aumenta indicando una proporcionalidad, no obstante, es inversamente proporcional ala
eficiencia del ribosoma, ya que cuanto mayor es la eficiencia de los ribosomas, menos de

ellos se necesitan para lograr una fasa de crecimiento determinada [1] [4].

Debido a que la mayor parte del RNA es RNA ribosdémico la relacion RNA/ Proteina es un
indicativo del nUmero de ribosomas por proteina en la célula. Esta relacién aumenta
conforme se inhibe la tfraduccién y cuando esta se reduce a cero, la particidén de recursos
celulares se inclina a la sintesis de ribosomas [2] reflejando de esta forma la asignacion de
recursos celulares. Este y ofros procesos como la dindmica de crecimiento se pueden

explicar considerando una particion del proteoma celular [2] [3].

Segun los estudios realizados por Scott, et al. [2], el modelo mds simple de la teoria de
particidon del proteoma, indica que éste se constituye por tres sectores, las proteinas de la

fraccion R, asociadas a los ribosomas, la fraccién Q que es invariable y la fraccién P o



metabdlica. La suma de estas fracciones debe sumar la unidad, de tal forma que la
inhibicién traduccional da como resultado un aumento de las proteinas del sector R,

disminuyendo de este modo la fraccién de las proteinas del sector P.

Estas observaciones surgieron a partir de pruebas realizadas a diferentes cultivos de E. coli
en crecimiento exponencial. Se encontré que la relacién RNA/ Proteina se relaciona
linealmente con la tasa de crecimiento. Dicho comportamiento se observé en medios de
cultivo minimos asi como en cepas mutantes con traduccion lenta y en cultivos con
antibiéticos inhibidores de la traduccién. Los datos encontrados concordaron con lo
mencionado anteriormente por Dennis & Bremer [4]. No obstante, notaron que cuando la
fraduccion se veia afectada, la relacién mostraba pendientes mds pronunciadas que la

cepa silvestre (Anexo A) [2].

Existen ademds, otros trabajos en donde se han generado y probado cepas de E. coli con
operones inactivos o agregados. Tal es el caso de Condon et al. [5] que determinaron el
nUmero de operones de rrn necesarios para obtener tiempos de crecimiento dptimos, para
ello utilizaron antibidticos para inactivar hasta cuatro operones. Para simular las condiciones
variables naturales de los nutrientes, las cepas se cultivaron en medio minimo durante la
fase exponencial, cambidndolas posteriormente a un medio rico. Encontraron que en
condiciones altas de nutrientes sélo son hecesarios cinco de los siete operones de rrn para
que la cepa muestre un crecimiento similar al de una cepa silvestre. Se menciona que la
expresion de las copias activas puede aumentar compensando a los operones inactivos.
No obstante, fueron necesarios siete operones de rrn para que las células se adaptaran
rédpidamente a cambios en la concentracidon de nutrientes. Esto se derivd a partir de la
observacion de tiempos extremadamente largos de adaptacion al nuevo medio a medida
que disminuia el nUmero de operones activos sugiriendo que la funcién de los siete

operones de rrn es permitir una adaptacién rdpida de una condicién a otra.

De igual forma, Gyorfy et al. [6] trabaron analizando el nUmero éptimo de operones de rrn
en E. coli mediante la construccion de cepas que contenian de 5-10 copias. Las cepas se
generaron a partir de E. coli MG1655 y MDS42 mediante la delecién o insercidén de operones
de rmn. Los efectos se analizaron midiendo el contenido de RNA, proteinas, y pardmetros de
crecimienfo como tiempo de duplicacion y tiempo para alcanzar el crecimiento
exponencial. Se midieron con las cepas bajo dos condiciones: flujo periddico rico en

nutrientes y en un flujo estable de pocos nutrientes.



Se encontrd que relacidn RNA/ Proteina de las células se mantuvo constante
independientemente del nimero de operones de rn sugiriendo este resultado como una
consecuencia de la homeostasis celular. Los valores obtenidos reflejan el nUmero de
operones 6ptimos en cada caso ya que al aumentar el nUmero de operones, se observd
un aumento en el contenido de RNA y proteinas por célula. El cambio de esta relacion fue
significativo con 5 a 7 operones, pero disminuyd para los operones adicionales. Finalmente,
se encontrd que el niUmero éptimo de copias de los operones rrn estd determinado por las
ventajas del ajuste rdpido a la disponibilidad de nutrientes y por la capacidad de
crecimiento rdpido ya que en los ambientes con condiciones nutricionales limitantes pero
estables el nUmero 6ptimo de operones se encuentra por debajo de 7 operones. Por otro
lado, las cepas con 7 y 8 operones fueron mds aptas en condiciones fluctuantes y ricas en
nutrientes reflejando el estilo de vida natural, de la bacteria, sin embargo, se menciona que
diferentes nUmeros de copias pueden ser éptimos para E. coli en condiciones nutricionales

controladas artificialmente [6].

Por otfro lado, Asai, et al. [3] publicaron un trabajo en donde inactivaron secuencialmente
los siete operones de rrn, con el séptimo las células se compensaron mediante un pldsmido
multicopia con un solo operdn de rrn. Los cultivos se realizaron en medio rico y encontraron
una reduccién similar de la tasa de crecimiento y la relacidon RNA/ Proteina en las cepas a
las cuales se les elimind los dos primeros operones. Cuando el nUmero de eliminaciones se
extendid hasta seis, se observd una disminucion en la tasa de crecimiento ligeramente
mayor que la disminucién en la relacién RNA/ proteina, estos resultados sugirieron una
eficiencia baja del ribosomas debido una disminucién en la fraccién de ribosomas activos.
Finalmente, cuando se inactivd el séptimo operdn, la relacidon RNA/ Proteina se restaurd a
los niveles de la cepa silvestre, pero la tasa de crecimiento mantuvo los niveles bajos, por lo
gue se dedujo que la tasa de crecimiento reducida no se debe simplemente a la reduccién
de las concentraciones de ribosomas. Se propuso que la concentracion vy la eficiencia de

los ribosomass son limitantes del crecimiento en cualquier célula.

En particular Quan, et al. [7] construyeron un conjunto de cepas con eliminaciones
secuenciales de rrn a partir de E. coli MG1655, las cepas generadas fueron; SQ37, SQ88,
SQ2203, SQ110 y SQI171. Las células fueron probadas en un medio de cultivo rico,
encontrando que la eliminacion de tres operones de rrn no alterd significativamente el
tiempo de duplicacién de las cepas, no obstante se observd un crecimiento mas lento al

inactivar la cuarta copia, debido a la expresidn limitante de los RNA de transferencia, de



igual forma, la eliminacion de la sexta copia de rr condujo a una tasa de crecimiento

reducida debido al contenido ribosomal.

Por otro lado, en el estudio realizado por Dai, et al. [8] se caracterizd la dependencia entre
el contenido de ribosomas (relacién RNA/ proteina) y la tasa de elongacién de la
traduccidn para diferentes tasas de crecimiento, para lo cual se cultivaron cepas de E. coli
silvestres y de crecimiento lento en medio rico adicionado con glucosa y en medio minimo
tamponado suplementado con diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, ademds
utilizaron antibidticos inhibitorios de la traduccion. Los valores obtenidos mostraron una
relacién lineal directa con la tasa de crecimiento al igual que en los trabajos anteriormente
mencionados. Sin embargo, esta relacion no se cumplié con las cepas de crecimiento lento
ya gue se observa una curva ascendente. Se encontré ademds que las células bacterianas
mantienen su velocidad de elongacién al reducir la fraccién de ribosomas activos,

elevando la expresidn de mecanismos de traduccidn.

Finalmente, en el laboratorio de Biologia de Sistemas y Biologia Sintética del Centro de
Ciencias Gendmicas de la UNAM, como parte del proyecto de tesis doctoral de David
Hidalgo (en proceso, 2019) se ha trabajado con las cepas MG 1655, SQ37, SQ40, SQ49, SQS53,
SQ78,5Q88, SQ110, SQ141 y SQ171, caracterizando la dindmica de crecimiento en medios
ricos y en medios minimos con diferentes fuentes de carbono. Se ha observado que, en
medios ricos, a mayor nimero de operones de RNA ribosomal, mayor es la velocidad de
crecimiento, siendo la cepa silvestre la mds veloz. No obstante, en medio minimo la
tendencia no se mantiene. En su lugar, se ha observado que algunas cepas con menor
nUmero de operones de rrn son capaces de crecer a una velocidad mayor a la cepa
silvestre. Hasta ahora, la caracterizacidon del crecimiento de las cepas se ha realizado
solamente midiendo la densidad optica en cinéticas realizadas en placas de 96 pozos. Sin
embargo, se debe de considerar la teoria de particidn del proteoma, siendo necesario
conocer la relacién existente entre la cantidad total de RNA y de proteina, ya que con ello
es posible explicar la capacidad de algunas cepas con eliminacidn de operones de rrn

para crecer a una velocidad mayor que la cepa silvestre.

Con base a datos reportados, se llega a la pregunta slas cepas de E. coli que fienen
modificaciones en la maquinaria de traduccidon son mds aptas para el crecimiento en

medio minimo al expresar una menor cantidad de RNA ribosomal?



3. Marco Tedrico

3.1 Biologia Sintética

En biotecnologia, el conocimiento sobre los organismos generalmente se emplea para
realizar modificaciones y mejoras de los sistemas bioldgicos, con el objetivo de producir
alguna molécula de interés comercial [9]. Sin embargo, la gran diversidad de variables
bioldgicas que maneja la biotecnologia cldsica limita la capacidad de disefo racional de
sistemas y la prediccion de su comportamiento. Bajo este enfoque, es deseable contar con
un numero limitado de objetos bien caracterizados, obteniendo asi una vision mayormente

empleada por la biologia sintética [10].

La biologia sintética es un campo que hace uso de las ciencias biolégicas, ingenieriles y
modelos computacionales con la finalidad de disefar nuevos sistemas bioldégicos que no se
hallan en la naturaleza. La evolucién de las técnicas empleadas por la biologia sintética
hace posible modelar organismos altamente eficientes y con caracteristicas acorde a las
necesidades de cada investigacién [11]. En general, los sistemas sintéticos se alejan cada
vez mds del sistema natural, no obstante, los organismos modificados dependen de

interruptores metabdlicos controlados por el hombre para sobrevivir [9].

Es asi que el objetivo final de la biologia sintética es combinar partes bdsicas y construir
sistemas Utiles con propiedades predecibles con una complejidad cada vez mayor
pudiendo modificarlos y aun asi predecir de manera confiable el comportamiento de los
sistemnas compuestos, asi pues, la comprensidn de enfoques para sintetizar biomoléculas,
desarrollar andlogos sintéticos y aplicarlos en el marco de los sistemas biolégicos es parte
también de las aplicaciones de esta disciplina y solo han sido posibles con el uso de
métodos eficientes de sintesis de DNA (dcido desoxirribonucleico) que permiten el disefio
sin restricciones de partes y que por lo tanto, van mds alld de lo que se encuentra en la

naturaleza [10].

Los avances en esta disciplina permiten la expansiéon de las redes de genes a programas
bioldgicos mds grandes, que son prometedores para una amplia gama de aplicaciones
prdcticas, incluyendo biosensores, moléculas terapéuticas y la produccion de
biocombustibles, productos farmacéuticos y biomateriales. Por ejemplo, las contribuciones
de la biologia sintética con fines terapéuticos incluyen: redes y organismos disehados para
la elucidacién del mecanismo de la enfermedad, la identificacion del objetivo del fdrmaco,

el suministro terapéutico y la produccién y el acceso al fdrmaco. En la produccién



microbiana de biocombustibles y productos farmacéuticos, la biologia sintética ha
complementado los esfuerzos tradicionales de ingenieria genética y metabdlica ayudando

a la construccién de rutas biosintéticas optimizadas [12].

La comprension de los componentes celulares es uno de los enfoques principales de la
biologia sintética por lo que se ha recurrido a la creaciéon y al estudio de células minimas,
las cuales contienen un nUmero esencial de genes para que la célula pueda subsistir, esta
clase de sistemas pueden ser utilizadas para infroducir nuevas funciones y con ello
desarrollar o hacer mds eficiente un proceso, no obstante, los genomas minimos conducen
también a la creacidon de cromosomas sintéticos, los cuales al contener solo la informacién
esencial son mds fdciles de entender y de manipular en comparacién a los cromosomas

naturales [11].

De particular interés son las investigaciones relacionados con el nUmero de copias de
operones de RNA ribosomal (rrn) presentes en los genomas bacterianos, l1os cuales influyen
en la disponibilidad de rRNA (dcido ribonucleico ribosomal), determinando el nUmero de
ribosomas, y por ende la sintesis de proteinas. No obstante no ha sido posible descifrar la
contribucion real del nUmero de copias de operones de rrn en una célula bacteriana. Al
identificar correctamente el aporte de cada una de las copias de operones de rrn y
mediante la manipulacién de estos podria ser posible el disefio de células mejoradas con
genomas funcionales que, por ejemplo, tengan un crecimiento mds rdpido en

comparacién a las cepas silvestres [4].

3.2 Operones de rrn

El metabolismo altamente regulado de los procariotas, como E. coli, les permite vivir con
recursos limitados y adaptarse a un entorno dindmico. La sintesis oportuna de cada
molécula sélo cuando es necesaria evita el desperdicio de energia. Esta cualidad se hace
posible a nivel genético, en donde el control de los genes inducibles a menudo estd a cargo
de operones (Figura 1). Un operdn es un grupo de genes estructurales y reguladores los
cuales se asocian a un mismo operador el cual es una secuencia reguladora que se une a

proteinas represoras o activadoras especificas que modulan la expresion génica [13].

Las proteinas activadoras promueven que la RNA polimerasa (RNAP) se una al promotor y

que desencadene la transcripcién, por ofra parte, las proteinas represoras se unen al



operador evitando que la RNAP llegue hasta esta secuencia, las cuales son generalmente

cortas y, a menudo, son palindromos [14].

La RNAP se conforma por diferentes subunidades, 2 subunidades idénticas que ayudan a
ensamblar a la enzima, reconociendo al promotor y uniendo moléculas activadoras. La
subunidad p que forma el enlace fosfodiéster en el centro catalitico, por otra parte, la
subunidad B’ sirve de unidon al DNA molde. Finalmente, el factor o que brinda la

especificidad al promotor [15].

P1
B
TS TS TS TS tt
e e - — —
168 tANA 238 58
rRNA rBNA

Figura 1. Estructura del operdn de rrn de E. coli. Se seialan con flechas los dos promotores, el promotor mayor P1y
el promotor menor P2. Los genes que codifican para 16S, tRNA (dcido ribonucleico de transferencia), 23S y 55 estdn
indicadas enrosa. Los espaciadores transcritos (TS) se muestran en verde. Los dos terminadores (t) estdn al final del

operdn [14].

En procariotas la redundancia de genes normalmente es eliminada, sin embargo, es comun
gue en los cromosomas bacterianos existan copias multiples de cada gen que codifica
rRNA. El nUmero de copias de operones de rrn por genoma bacteriano variacde 1 a 15y se
ha estipulado que se requieren multiples copias de estos operones para lograr altas tasas
de crecimiento ya que permiten sintetizar ribosomas y responder a variaciones en el medio.
Sin embargo, se han observado tasas de crecimiento éptimas y un tiempo de duplicacion
corto para ciertas bacterias con un solo operdn de rrn [16]. Ademds, se ha observado que
los nUmeros de copia de los operones de rrn mds altos tienden a ocurrir en organismos de
rdpido crecimiento, y en aqguellos con genomas mds grandes, los cuales tienen la
capacidad de codificar multiples vias para la absorcidn y utilizacién de nutrientes, mientras
que las bacterias que viven en ambientes acudticos poco cambiantes y bajos en nutrientes
tienden a mostrar solo algunas copias de los operones de mn ademds de tener genomas

mds pequenos [6].



3.3 E. coli como organismo modelo

E. coli es una bacteria Gram negativa con forma de bacilo cuyo hdbitat generalmente es
el tracto digestivo de vertebrados siendo un microorganismo comensal mutualista, sin
embargo, también existen cepas que pueden ser patdégenas. Gracias a que cuentan con
una amplia plasticidad ecoldgica puede adaptarse rdpidamente a vivir en diferentes
ambientes pasando a ser microorganismos de vida libre, esta caracteristica es en parte
debido a que son anaerobios facultativos. Al igual que el resto de las bacterias, cuenta con
un cromosoma circular Unico formado por una sola molécula de DNA asociado a diversas

proteinas [17] [18].

Esta bacteria es un organismo modelo para multiples investigaciones debido al hecho de
gue se cuenta con cepas que estdn muy bien caracterizadas en términos de genética y
fisiologia, ademds de que existen multiples herramientas disponibles para la edicién del
genoma asi como herramientas de expresidon génica, por ejemplo, pldsmidos, promotores

y terminadores [19].

En particular la cepa de laboratorio MG1655, contiene 4, 639, 221 pares de bases de DNA
circular de doble cadena. El 87.8% de este genoma codifica para proteinas, el 0.8% codifica
para RNAs estables y 0.7% consiste en DNA repetido que no tiene funcidn conocida,

finalmente alrededor del 11% del genoma tiene funciones de regulacion [18].

Los pldsmidos, los cuales son elementos circulares de DNA extracromosdmicos pueden estar
presentes o no en este microorganismo ya que esta bacteria puede sobrevivir sin ninguno
de ellos o bien, tener un buen porcentaje de su genoma total. ElnUmero y tipo de pldsmidos
se regula por el nUmero de réplicas de estos dentro una bacteria y por la entrada de nuevos

pldsmidos por conjugacion o trasformacién [18].

En la naturaleza, el entorno de las células de E. coli puede estar en constante cambio. En
un hospedero, cuentan con una gran cantidad de nutrientes, mientras que, en un medio
acudtico, se pueden encontrar en condiciones de inanicion. Debido a esto, han
desarrollado mecanismos de control de la expresion del rRNA que estdn altamente
relacionados con los requisitos de crecimiento celular. La mayor parte de esta regulacion
se produce al nivel del inicio de la transcripcién, por lo que si el microorganismo se
encuentra en un entorno nutricional rico, posee mecanismos para aumentar rdpidamente

su sintesis de rRNA para utilizar los nutrientes disponibles y elevar sus tasas de sintesis de



proteinas y de crecimiento. Por otro lado, si el suministro de nutrientes baja, existen

estrategias que reducen rdpidamente la sintesis de rRNA [20].

Debido a que el control del contenido de ribosomas se relaciona con la transcripcion de
los siete operones de rrn presentes en el genoma de E. coli, el nUmero de ribosomas por
célula varia en proporcion a la tasa de crecimiento para satisfacer la demanda cambiante
de sintesis de proteinas. En tiempos de duplicacién de alrededor de 20 minutos, hay hasta
70,000 ribosomas por célula bacteriana, mientras que a tasas de crecimiento mds bajas
puede haber solo 20,000 ribosomas. Cuando los ribosomas son menos abundantes, la

acumulacién de biomasa decrece y las tasas de crecimiento disminuyen [5].

Los siete operones ribosomales (rrnA, rrnB, mrnC, rnD, rrnE, mrnG y rnH) que sintetizan el rRNA
en E. coli son altamente conservados y se encuentran ubicados en varios sitios no contiguos
en la mitad del cromosoma circular, centrados alrededor del origen de la replicacion (oriC)
(Figura 2). Los operones de rrn se transcriben en la misma direcciéon en que se replica el
cromosoma con la finalidad de prevenir colisiones entre las polimerasas de RNA y DNA. A
partir de estos operones se sintetfizan los RNAs ribosomales (rRNA) 16S, 23S y 5S. Las regiones
espaciadoras que existen entre 16S Y 23S estdn ocupadas por varios genes de tRNA 16S y
23S. Aungue estos operones tienen una organizacién similar, la estructura general de los
operones no es idéntica ya que contienen heterogeneidades de secuencia dentro de los
propios genes y dentro de las regiones espaciadoras y de control por lo que es posible que
puedan existir algunas diferencias en la funcién de los RNA producidos. Sin embargo, en

general se asume que todos los operones rrn son esencialmente equivalentes [20].

MG1655

Figura 2. Ubicacién de los operones rRNA (rrn) en el cromosoma de E. coli. Las puntas de flecha blancas indican
la posicién gendmica y la direccidn de transcripcion. También se indican el origen (Ori) y el término de la

replicacién del DNA [6].



3.4 Control de transcripcion de rRNA

Los ribosomas son complejos macromoleculares cataliticos encargados de la sintesis de
proteinas mediante el ensamblaje de aminodcidos, son estructuras no membranosas
compuestas principalmente por hasta 80 proteinas ribosdémicas y diferentes moléculas de
rRNA, las moléculas de rRNA componen de un 50-60% de la estructura terciaria de un
ribosoma y constituyen del 80-90% del RNA total en una célula. Las proteinas ribosémicas y
el rRNA se autoensamblan Unicamente al inicio del proceso de traduccidn. La estructura
ribosomal ensamblada contiene tres sitios para la unidén del tRNA: el sitio A (aminoacilo), que
se une al nuevo aminodacil-tRNA; el sitio P (peptidil), que se une al péptido en crecimiento y

el sitio E (salida) que contiene tRNA desasociado [15].

En células procariotas, los ribosomas tienen un coeficiente de sedimentacion de 70S
(Svedbergs). La estructura del ribosoma consta de dos subunidades de ribonucleoproteinas
(Figura 3), la subunidad menor (30S) se conforma por una molécula de rRNA (16S) y 21
proteinas, su funcién es mediar las interacciones entre los anticodones de los tRNA vy los
codones en el mMRNA que se traducen con la finalidad de determinar el orden de los
aminodcidos en la proteina que se estd sintetizando. Por su parte, la subunidad mayor (50S)
contiene dos moléculas de rRNA (55 y 23S) y 34 proteinas asociadas, debido a la presencia
de un centro peptidiltransferasa (PTC) esta subunidad se encarga de la formacién de

enlaces peptidicos de la proteina en crecimiento [21].
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Figura 3. Estructura de los ribosomas en células procariontes [21].

Las bacterias han evolucionado para maximizar su crecimiento al fiempo que minimizan su

ajuste a las condiciones dindmicas del medio, el gjuste rdpido para aumentar el suministro



de nutrientes requiere la disponibilidad los ribosomas la cual depende principalmente de la
cantidad de rRNA, que regula la expresidon de las proteinas ribosémicas. Particularmente en
las células de E. coli, hasta el 85% del RNA total puede ser rRNA. Para solventar el suministro
de rRNA, los genomas bacterianos suelen incluir varias copias de operones de rrn en su
genoma y con altas tasas de crecimiento la mayoria de las moléculas de RNA polimerasa

estdn asignadas a la transcripcidon de estos operones [4].

El nivel primario de control de la transcripcion es el control del crecimiento. Mientras que las
bacterias tengan una cantidad suficiente de ATP (Adenosin trifosfato), las células

contfinuardn dividiéndose.

Cada divisiéon requiere una duplicacion de los ribosomas vy, por tanto, de rRNA y tRNA que
al fratarse de RNAs estables, sélo deben formarse cuando la célula estd en crecimiento, es
asi que el nivel primario de control de la transcripcidon de los RNA estables depende del
suministro de ATP [14].

No obstante, la sintesis de rRNA puede cambiar en respuesta a estimulos extra e
infracelulares, los cambios medioambientales que sufre un microorganismo repercuten en
la produccion de rRNA y por lo tanto en la de las proteinas necesarias para el crecimiento
celular. Debido a los cambios nutricionales por los que puede atravesar una célula, los
microorganismos deben de ser capaces de adaptarse, por lo que han desarrollado
mecanismos de control asociados a sus requerimientos nutricionales por lo que cuando las
bacterias se encuentran en condiciones de crecimiento deficientes y carecen de un
suministro suficiente de aminodcidos para mantener la fraduccidén, minimizan diversas
actividades, la bacteria conserva sus recursos al participar solo en el minimo de actividades

y enfocdndose principalmente en la sintesis de aminodcidos [5] [14].

E. coli por ejemplo, puede habitar diferentes organismos en donde el ambiente cuenta con
una gran cantidad de nutrientes por lo que aumenta rdpidamente la sintesis de rRNA, sin
embargo, también puede sobrevivir en ambientes acuosos en donde hay escasez de
nufrientes, en este caso se reduce drdsticamente la sintesis de rRNA hasta obtener los

recursos minimos necesarios [5] [20].

A pesar de lo anterior, la sintesis de ribosomas es un proceso energéticamente costoso para
la célula por lo que la fabricaciéon de ribosomas de una forma excesiva podria resultar en
un crecimiento poco 6ptimo. Por lo tanto, la expresion de los operones de rrn estd

estrechamente regulada y se ajusta répidamente a las necesidades celulares mediante



mecanismos moleculares de regulacién por retroalimentacién, existiendo entonces un

segundo nivel de control de la transcripcién de los RNA estables [6] [14].

Los mecanismos moleculares los cuales implican la modulacién de la expresidon del rRNA en
bacterias, le permiten al microorganismo ajustar su velocidad de crecimiento en relacién
con la disponibilidad de recursos celulares. Se han examinado diferentes mecanismos
relacionados con la expresion del rRNA que se enfocan en la capacidad de su sintesis, entre
ellos destacan la regulacién dependiente de la velocidad de crecimiento vy la respuesta
estricta, la cual es unarespuesta global al estrés debida a factores adversos como limitacion

de nutrientes o incremento en la temperatura de cultivo [9] [5].

3.5 Respuesta estricta

La respuesta estricta es un mecanismo de control realizado por células procariotas como
método de adaptacion a la falta repentina de aminodcidos esenciales en el medio, asi

como a otras circunstancias que causan la detencién del crecimiento [22].

Las caracteristicas distintivas de este mecanismo son una disminuciéon rdpida de la sintesis
de rRNA y tRNA, ademds la tasa de elongacién de las RNAP que transcriben el mRNA
disminuye. Finalmente, se observa la acumulacion de dos nucléotidos poco frecuentes en
la célula, el tetrafosfato de guanosina (ppGpp) v el pentafosfato de guanosina (pppGprpP)
denominados en conjunto como (p)ppGpp, los cuales son dos nucledtidos con niveles
normalmente bajos, sus concentraciones comienzan a aumentar pocos segundos después
de que inicia la falta de aminodcidos, alcanzando su nivel mdximo después de 5 a 15
minutos para luego disminuir a un nivel estable que es de 10 a 20 veces superior al valor

basal original [5].

En E. coli esta acumulacion utiliza dos vias diferentes para producir ppGpp: las vias
dependientes de RelA y SpoT. En la primera via, la enzima RelA unida a ribosoma (ppGpp
sintetasa l) sintetiza los nucledtidos de (p)ppGprp. este mecanismo se lleva a cabo cuando
RelA se asocia con los ribosomas y produce ppGpp (inicialmente se produce (p)ppGpp v
luego se convierte en ppGpp) en respuesta a tRNA no cargado en el sitio A del ribosoma
durante la falta de aminodcidos. Por otro lado, se piensa que el mecanismo dependiente
de SpoT bifuncional (ppGpp sintetasa ll) es el principal responsable de la acumulacion de
ppGpp enrespuesta ala mayoria de las limitaciones de estrés y nutrientes aparte de la falta

de aminodcidos. Ademds, SpoT exhibe funciones duales ya que también es responsable de
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hidrolizar ppGpp manteniendo asi, los niveles intracelulares adecuados a través de la

degradacién enzimdtica [23] [22].

Una cepa que carece tanto de RelA como de SpoT es completamente incapaz de producir
ppGpp, la respuesta a la inanicién de esta clase de cepas se conoce como respuesta
relajada. La caracteristica principal de la respuesta relajada es una acumulacion continua

de rRNA cuando la falta de nutrientes se hace presente [22].

El ppGpp puede controlar varias reacciones, principalmente la transcripcion. Por una parte
activa la transcripcién en algunos promotores, los cuales estdn involucrados en la biosintesis
de aminodcidos y recientemente se ha descubierto que la ppGpp también es importante
para regular diferentes rasgos de virulencia en muchas bacterias diferentes, no obstante, su

funcion principal es inhibir la sintesis de los operones de rRNA y t1RNA estables [22] [14].

La secuencia del promotor principal de los genes de rRNA de E. coli da como resultado un
complejo abierto potencialmente inestable con la RNA polimerasa durante el inicio de la
transcripcion y se colapsard si la concentracién de ATP es demasiado baja. Esta clase de
promotor también requiere la actividad de un factor de transcripcion (DksA), para unirse a
la RNA polimerasa para efectuar la respuesta estricta ya que ppGpp compite con el ATP
por el primer nucledtido para estimular el colapso, inhibiendo efectivamente la

transcripcion de rRNA [14].

Las moléculas de ppGpp disminuyen la vida media del complejo abierto en la mayoria de
los promotores, el resultado fisioldgico es la fuerte regulacién a la baja de los promotores
con vidas medias intrinsecamente cortas, como es el caso de los promotores de los genes
de RNAs estables. Dado que la expresidn de los genes de la proteina ribosomal estd
controlada por los niveles de rRNA, la respuesta estricta incluye una regulacion

descendente a gran escala del aparato de traduccidn [24].

La privacion de cualquier aminodcido o una mutacion que desactive cualquier aminoacil
tRNA sintetasa es suficiente para iniciar la respuesta estricta, esta respuesta causa una
reduccién masiva en la sintesis de rRNA y de tRNA. Lo cual es suficiente para reducir la
cantidad total de sintesis de RNA de un 5-10%. Ademds, la tasa de degradacion de
proteinas aumenta y se producen muchos ajustes metabdlicos, tales como la reduccién de

la sintesis de nucledtidos, carbohidratos vy lipidos [14].

El mecanismo comienza cuando las bajas concentraciones de aminodcidos conducen a

una disminucién de la carga de los tRNAs correspondientes. Los tRNAs no aminoacilados
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(descargado) no pueden unirse de forma inmediata a los factores de elongacion por lo
que no entran al sitio aceptor en el ribosoma, cuando no hay tRNAs aminoacilados
suficientes en la célula para satisfacer una sintesis de proteinas optima, se produce un
blogueo transitorio del ribosoma. Debido a esto el alargamiento de la cadena polipeptidica
se detiene cuando un tRNA no cargado con el aminodcido correspondiente se une al
ribosoma. Si la detencién del ribosoma se prolonga demasiado, el tRNA no cargado es
capaz de unirse directamente al sitio A sin el factor de elongacion EF-Tu, comenzando la
sintesis de (p)ppGpp. la cual se produce sin ningUn movimiento del ribosoma en el momento

de la elongacién [23] [5].

Esto se debe a que cuando el tRNA no cargado se une al ribosoma se estimula a la proteina
RelA, la cual es activada en presencia de la proteina ribosdémica L11, catalizando la sintesis

de nucledtidos de (p)ppGpp.

(5') ppG + ATP ——— > (5') ppGpp (3') + AMP (1)

La mayoria de los reguladores transcripcionales actian uniéndose a las regiones de ADN
en o cerca de un promotor para afectar la unidn o exclusion de RNAP. Por el contrario,
ppGpp se une cerca del sitio activo de RNAP, interactuando con las subunidades By B” vy
parece afectar la capacidad de unién de los factores sigma a la RNA polimerasa central

inhibiendo la transcripcion de operones de RNA estables [5] [22] [23].

DksA también se une a la RNA polimerasa y aumenta la regulacion (p) ppGpp al inicio de
la franscripcidn en ciertos promotores dependientes de ¢70, funcionando tanto como
reguladores negativos como positivos. Estos reguladores cambian la expresion génica
disminuyendo la actividad de transcripcion de genes involucrados en la traduccidn vy
aumentando la transcripcidon de los operones relacionados con el estrés y los genes que

codifican las enzimas necesarias para la sintesis y el tfransporte de aminodcidos [23].

Cuando las condiciones del medio regresan a tener concentraciones de nutrientes
suficientes, el gen spoT codifica una enzima cuya actividad cataliza la degradacion de
ppGpp. Cuando comienza la degradacidén de esta molécula su vida media es de
aproximadamente 20 segundos, por lo que la respuesta estricta se revierte rdpidamente

cuando la sintesis de (p)ppGpp se ve interrumpida [14].
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Como se ha descrito, cuando los nutrientes se vuelven limitantes para el crecimiento, E. coli
ajusta su programa de expresion génica de uno que apoya el crecimiento celular a uno
que permita una supervivencia prolongada en la fase estacionaria. Debido a que en un
estado libre de estrés celular la concentracion de (p)ppGpp es baja, las células bacterianas
producen ribosomas suficientes, ademds de otros factores, lo cual da lugar a un
crecimiento mds rdpido. En medios pobres o limitantes, aumenta la concentracién de
(P)PPGCGpp por lo que se detiene la sintesis de RNA ribosomal y las células crecen
lentamente. Se entiende entonces, que cuando hay suficientes nutrientes, estos se utilizardn
para el crecimiento. Esto tiene un gran impacto sobre la composicion celular y

particularmente sobre la distribucién del proteoma [24] [25].

3.6 Regulacién de la sintesis de rRNA dependiente de la tasa de crecimiento

A medida gue el crecimiento celular en E. coli aumenta, las células producen mds proteinas
por unidad de tiempo, por lo que deben fabricar mds ribosomas por célula para adaptarse
al aumento de la tasa de sintesis de proteinas. En la regulacion dependiente de la tasa de
crecimiento de la sintesis de ribosomas en bacterias de crecimiento moderado a rdpido, los
promotores de los operones de rrn estdn regulados de manera que la sintesis de rRNA por
unidad de proteina aumenta con el cuadrado de la tasa de crecimiento celular, y los
ribosomas, por lo tanto, se acumulan en proporcion a la tasa de crecimiento, es decir que
el nUmero de ribosomas por unidad de proteina celular es proporcional a la tasa de
crecimiento (u) y la tasa de sintesis de ribosomas es proporcional a 2. La finalidad de este
mecanismo es garantizar un suministro suficiente de ribosomas para satisfacer la demanda

de sintesis de proteinas de la célula [26] [5].

Es de importancia destacar que la tasa de rRNA o la sintesis de ribosomas no determinan la
tasa de crecimiento. Mds bien, la tasa de sintesis de ribosomas responde a la tasa de
crecimiento, aunque hay situaciones en las que las alteraciones en la tasa de sintesis de

ribosomas o en la actividad de los ribosomas pueden reducir la tasa de crecimiento [26].

En este mecanismo de control, la sintesis de proteinas ribosdémicas se modula mediante el
control de la sintesis del rRNA, debido a que esta clase de proteinas tienen una fuerte
afinidad de unidn por estas moléculas, por lo que si las proteinas r estdn en exceso respecto
alosrRNAs a los que normalmente se unen durante el proceso de ensamblaje del ribosoma,

estas proteinas se unirdn a sus propios MRNAs, reprimiendo de esta manera la traduccién
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de una forma directa. Existiendo entonces, una competencia directa entre el mRNA y el
rRNA para la unidén de estas proteinas r reguladoras, por lo tanto esta clase de
autoregulacion post transcripcional asegura que la traduccién de las proteinas ribosomales

sea acorde con la transcripcidon del rIRNA [25] [26].

Existen diferentes modelos para explicar la regulacidn dependiente de la tasa de
crecimiento, los cuales, en general se pueden clasificar en dos grupos: los modelos de
ppGpp Yy los modelos de retroalimentacién de ribosomas. Los primeros proponen que la
concentracion intracelular de ppGpp regula directamente el nivel de sintesis de rRNA all
restringir el nUmero de moléculas de RNAP disponibles para iniciar la transcripcién en los
promotores de RNA estables. Los modelos de retroalimentacion ribosoma, por otfro lado,
sugieren que la tasa de sintesis de rRNA se rige por un mecanismo de realimentacion
sensible a la capacidad de traduccion de la célula. Es posible que estos sistemas coexistan

y se complementen [5].

3.7 Reparticion de recursos y particion del proteoma

El proteoma es el total proteinas en un organismo, incluyendo a las que cuentan con
modificaciones postraduccionales, ademds, este término también puede referirse a la
masa proteica total de una célula. Para una célula bacteriana en crecimiento exponencial,
el proteoma es el componente principal de la masa celular seca ya que la célula desvia la

mayor parte de sus nutrientes a la sintesis de proteinas [27].

El crecimiento bacteriano consiste en la conversidn de nutrientes a biomasa y los principales
constituyentes de la biomasa son proteinas. Para aprovechar al mdximo los nutrientes vy
contar con un crecimiento éptimo, es necesario que el protfeoma en la célula se distribuya
en las proporciones correctas. Esto requiere que se asignen los recursos disponibles a la
sintesis de proteinas de manera precisa y oportuna, la concentracion de ribosomas

aumentara con la tasa de crecimiento [9].

En un estado estable los ribosomas representan el 30% del proteoma, lo que significa que el
30% de los ribosomas participan en la produccion de otros ribosomas. En un entorno sin
restricciones, la fraccidon de proteina ribosomal debe establecerse lo mds alta posible para
maximizar la tasa de crecimiento; sin embargo, la restriccion impuesta por la particién de
proteoma da como resulfado una tasa de fraduccién limitada de aminodcidos si la

fraccién de proteina ribosomal se eleva demasiado. Por lo tanto, la expresidn de funciones
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sintéticas (que no se relacionan con el crecimiento) estd siempre limitada por la regulacion

nativa de la célula [25].

Después de la sintesis de proteinas, la cual tiene lugar durante el crecimiento celular, las
bacterias deben asignar de manera éptima todos los recursos del proteoma a diversas
funciones celulares en los diferentes entornos de crecimiento, a nivel fisiolégico, los recursos
de protfeoma asignados a los ribosomas vy la tasa de crecimiento se relacionan mediante
las leyes de crecimiento bacteriano. La relacion existente entre las leyes de crecimiento y
la particién de proteoma puede proporcionar un modelo predictivo de la respuesta de la

bacteria a las perturbaciones fisioldgicas [2].

Las bacterias deben adaptar constantemente su crecimiento a los cambios en la
disponibilidad de nutrientes, las leyes de crecimiento conectan la abundancia de
ribosomas y la tasa de crecimiento, estas leyes surgen de la estrategia reguladora que se

relaciona en el control de la tasa de crecimiento [25].

Las leyes de crecimiento bacteriano mencionan que durante el crecimiento exponencial
equilibrado, la composicién macromolecular de una bacteria se relaciona solo con la tasa
de crecimiento del cultivo independientemente de los nutrientes encontrados en el medio,
por lo que cuando la composicidn del medio es fija y la traduccidén de proteinas se ve
afectada (por ejemplo, con tratamiento de antibidticos), la reduccidn en la tasa de
crecimiento refleja un aumento lineal de la fraccién de proteina ribosomal. Sin embargo en
el cultivo por lotes, la tasa de crecimiento bacteriano se puede modular a través de la
composicidon del medio, variando la calidad de los nutrientes suministrados, en este caso,

la fraccidn de proteinas ribosomal aumenta linealmente con la tasa de crecimiento [25].

Por su parte, la particion del proteoma bacteriano engloba un conjunto de sectores
funcionales, que son grupos de genes conectados por un propdsito comun. En el caso mds
simple, el proteoma total se divide en una fraccidén independiente de la tasa de crecimiento
que puede incluir genes constitutivos autoregulados negativamente, fracciones
dependientes de la tasa de crecimiento, en donde se encuentran las proteinas ribosémicas
y otras proteinas de traduccion, la Ultima fraccidn contiene a las proteinas metabdlicas,
incluidos los transportadores y las enzimas anabdlicas y catabdlicas. Esta particién da como
resultado una restriccidon en la asignacion dependiente del crecimiento de estas fracciones,
es decir si la fraccién de proteina ribosomal aumenta, debe hacerlo a costa de reducir la

fraccidon de proteina metabdlica (Figura 4) [25].
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Dicho de otra forma, el contenido total de proteinas de la célula bacteriana se compone

de tres fracciones:

La fracciéon R es de tamano variable y directamente proporcional a la tasa de crecimiento,
se constituye por todas las proteinas ribosdmicas. La fraccidén P también es de tamano
variable, y estd asociada con la absorcion de nutrientes, esta fraccion se modifica a
expensas de la fraccidon R. Ademds, ejerce un efecto positivo sobre el crecimiento al
proporcionar nutrientes que, en Ultima instancia, alimentan a los precursores para la sintesis
de proteinas en el sector R ya que se forma con proteinas de procesamiento y captacion
de nutrientes. Finalmente las proteinas restantes pertenecen a la fraccion fija Q, la cual es
invariante en proporcidén del proteoma total y se relaciona con el mantenimiento vy la
estructura celular, su proporcion es constante debido a que no se ve afectada por la tasa

de crecimiento [2].

R: Ribosomales y

Q: Fijo afiliadas a ribosoma
¢R Restriccion de particién
('b del proteoma
Q ,
¢ dr + Pp = PrMHK
P

(prmox = 1 - dq

P: Proteinas metabdlicas
(Incluyendo enzimas catabdlicas y anabdlicas)

Figura 4. Particién minima del proteoma. El proteoma consiste en tres fracciones. La fraccién Q independiente de
la tasa de crecimiento, la fraccidén R que incluye las proteinas asociadas al ribosoma y una fraccién metabdlica
P contiene el resto de proteinas [25].

Debido a que las fracciones R y P cambian reciprocamente sus proporciones en funcién de
la tasa de crecimiento celular, la fraccién R alcanza su mayor magnitud en condiciones de
rdpido crecimiento, lo cual coincide con el hecho de que los ribosomas son mds

abundantes en las células de crecimiento mds rdpido [2].

Sin embargo, el crecimiento dptimo requiere una asignacién protedmica equilibrada de los
sectores P y R. Ya que los aumentos en el sector P, debido, por ejemplo, a la necesidad de
una mayor capacidad de absorcidn de nutrientes al sintetizar mds transportadores, se

producen a expensas del sector R dando como resultado una tasa de crecimiento menor
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que si se invirtiera menos en el proteoma. Asi mismo, el tamafo y la composicion de estos
sectores estdn limitados por su codependencia en los recursos finitos de la célula, asi como
por sus respectivos roles metabdlicos en la utilizacién de esos recursos. El conjunto
interdependiente de restricciones en el tamano del sector del proteoma sugiere que la
célula estd sujeta a un principio de austeridad del proteoma. Los ajustes al medio ambiente,
como un cambio en la abundancia o la calidad de las fuentes de carbono y nitrégeno, o
la presencia de drogas, cambiardn la demanda de las funciones de cada sector de
protfeoma. Las células entonces, deben adaptarse a tal cambio en las demandas
metabdlicas cambiando las fracciones de masa del sector, remodelando efectivamente

la distribucidn de recursos en los sectores funcionales del proteoma [2] [27].

Asi pues, el tamano del proteoma puede considerarse como un factor limitante en el
crecimiento microbiano ya que las tasas de crecimiento son linealmente proporcionales al

contenido celular de los ribosomas [2] [25].

4. Métodos Experimentales

Para determinar las cepas de E. coli mds aptas para crecer en medios minimos se
calcularon las velocidades de crecimiento de cada cepa mediante datos obtenidos con
cinéticas de crecimiento bacteriano con base en la medicidon de OD600 (densidad dptica
con longitud de onda de 600 nm), la informacidn se relaciond con la cantidad de RNA y
proteina total, las cuales se determinaron a partir de espectrofotometria de luz UV visible.
También se interpretd la informacién obtenida respecto a las velocidades de consumo de

fuente de carbono mediante el método de colorimétrico DNS.

4.1 Generalidades

Las cepas de E. coli con las que se trabajé se muestran en la tabla 1. Dichas cepas fueron

obtenidas en The Coli Genetic Stock Center.

Como se menciond previamente las cepas silvestres de E. coli tienen un total de 7 operones
de rrn (A, mnB, rrnC, D, mnE, rnG vy rrnH), la letra griega A se utiliza para indicar la
delecion de genes, por lo que una vez que los operones son eliminados se usa la

nomenclatura AA — AH. Para simplificar lo anterior las cepas mutantes se denominan SQ vy
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debido a que cuentan con diferentes operones de rrn eliminados, a partir de A5 y Aé, los
genes de tRNA y rRNA se compensaron con pldsmidos. La cepa SQ88 Unicamente cuenta
con el pldsmido de tRNA ptRNA67 (p15A ori, SpcR), el cual compensa genes de tRNA
mientras que las cepas SQ141 y SQ171 ademds de tener el pldsmido antes mencionado,
también cuentan con el pldsmido de rRNA pKK3535 (pBR322 ori, AmpR), el cual compensa
genes de RNA eliminados. Por otra parte los pldsmidos introducidos generan resistencia a
antibidticos en las cepas correspondientes, por lo que para trabajar con la cepa SQ88 se
utilizé espectinomicina (50 ug/ml), y para SQ141 y SQ171 se usd espectinomicina (50 ug/ml)

mads ampicilina (100 ug/mil).

Tabla 1. Se muestran los genotipos de las cepas de E. coli probadas [3] [28]. Se utiliza A para indicar eliminacion
de operones de rrn.

) Operonesderrn  Operones de rrn
Cepa Genotipo o
en cromosoma agregados con plasmido

MG1655 WT 7 ABCDEGH -
SQ37 ArmE 6 ABCDGH -
SQ40 ArmEG 5 ABCDH -
SQ49 ArrnGBA 4 CDEH -
SQ53 ArrnGBAD 3 CEH -
SQ78 ArrnGADE 3 BCH -
SQ88 ArrnGADEH (ptRNAé67) 2BC -
SQ141 ArrnGADEHB(pKK3535, ptRNA67)  1C B
SQI171 ArrnGADEHBC (pKK3535,ptRNA67) 0 B

Para cada cepa se utilizd M9 como medio minimo, el cual es un medio de crecimiento
liquido que se usa tipicamente para brindar las necesidades nutricionales de bacterias de
cepas mutantes que puedan tener requisitos nutricionales especificos ya que estd
formulado para poder adicionar suplementos como aminodcidos u otros nutrientes. La
composicién de las sales minimas de M9 incluye un buffer, fuente de nitrégeno y los iones

necesarios para completar el medio [29]. El M9 requiere de una fuente de carbono para el
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cultivo microbiano. En este las fuentes de carbono adicionadas por separado al medio de
cultivo fueron, glucosa, glicerol y arabinosa. Todas las cepas se probaron con glucosa, solo
las cepas MG1655, SQ53 y SQ78 fueron probadas con glicerol y arabinosa debido a que en
experimentos anteriores realizados en microplaca, con medio minimo y diferentes fuentes
de carbono se encontrd que a diferencia del resto de las cepas mutantes, la SQ53 contd
con una velocidad de crecimiento mayor o similar a la cepa silvestre, por su parte fambién
se decidid probar a la cepa SQ78 debido a que al igual que la SQ53 cuenta con cuatro
eliminaciones de los operones de rrn. Como puntos de control, la cepa MG1655 se cultivd

en LB como medio rico, en M9 con galactosa y con glucosa mds casaminodcidos.

Las metodologias que se mencionan a continuacién se realizaron con cada una de las

condiciones y cepas senaladas anteriormente.

Para realizar la cuantificacién de RNA, proteina y azucares reductores se utilizd un lector de
placas BioTek Synergy H1 el cual cuenta con un sistema basado en monocromadores, que
tiene sondas superiores e inferiores, se utiliza para la absorbancia, la fluorescencia vy la
luminiscencia. En particular las mediciones de absorbancia se realizan utilizando la éptica
del monocromador que junto con la ldmpara de xendn permite mediciones de luz UV visible
[30].

4.2 Cinéticas de crecimiento

El crecimiento celular bacteriano, requiere de una serie de procesos para duplicar todo el
contenido de la célula, este proceso culmina cuando se llega a la etapa de divisidn, en
donde una célula se divide para dar paso a dos células hijas, ocurriendo de esta forma un
aumento en la masa poblacional. Los tiempos de generacidén para que este proceso se
lleve a cabo varian ampliamente entre los distintos microorganismos, ademds, dependen
del medio de cultivo, asi como de las condiciones ambientales [31]. Las cinéticas de
crecimientfo microbiano son una herramienta clave que permite estudiar la tasa de
crecimiento especifica de una poblacién de microorganismos en relacién a la
concentracién y tipo de sustrato mediante elementos como la densidad dptica, debido a
que la turbidez de un medio de cultivo liquido es proporcional a la cantidad de bacterias

cuando estas estdn presentes en una proporcion mayor a 107células / mL [32] [33].
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Para llevar a cabo las cinéticas de crecimiento se realizaron cultivos en lote. Inicialmente,
de cada una de las cepas se tomaron de 10-30 uL de células criopreservadas en glicerol a
-20°C en un congelador ThermoScientific (Ferma FFGL2330A), posteriormente, la muestra
celular se estrid con una aza bacterioldgica en medio LB sdélido adicionado con los
antfibidticos correspondientes, se mantuvieron en una incubadora estdtica de
ThermoScientific (Heratherm) durante la noche a 37°C. Las colonias aisladas se inocularon
en matraces con 25 mL de M9 enriquecido con la fuente de carbono a probar y con los
antibidticos correspondientes. Dependiendo de la cepa y la fuente de carbono, los
preindculos se mantuvieron en una incubadora agitada NewBrunswick (Excella) 25 a 37°C

con agitacién a 220 rom durante 16-21 h.

Los cultivos con los que se llevaron a cabo las cinéticas se obtuvieron midiendo la
absorbancia a 600 nm de los preindculos en crecimiento exponencial en un
espectrofotémetro BIO-RAD (SmartSpec 3000), se calculd el volumen necesario para
obtener una OD600 inicial de 0.05 unidades y por triplicado se inocularon matraces de 250
mL con un volumen inicial de 70 mL del medio de cultivo correspondiente. Los matraces se
incubaron en un bano de agua a 37°C, la aireacién se obtuvo mediante agitadores
magnéticos.

Finalmente, se monitorearon los cultivos midiendo la OD600 y obteniendo muestras para
cuantificar RNA y Proteina total asi como los Azucares Reductores. El tiempo de muestreo y
el tiempo total de las cinéticas dependieron de la fuente de carbono y del tiempo de

duplicacién de cada cepa.

4.3 Cuantificacion de RNA total

La extraccion de RNA total se determind siguiendo la metodologia con modificaciones de
You et al. [34]. La extraccién de RNA mediante hidrdlisis alcalina requiere de un agente
alcalino que pueda ser neutralizado facilmente una vez terminada la reaccidn y que facilite
la remocién selectiva del RNA. La cuantificacion mediante absorcion de luz UV, mide la
interaccion de las moléculas con la radiacion electromagnética utilizando la energia de la
luz para llevar a los electrones deslocalizados de las bases nitrogenadas de los dcidos
nucleicos de un estado base a un estado excitado. Cada una de las bases tiene su propio
y Unico espectro de absorcidén y a un pH neutro el rango de absorcién mdéximo varia de 253

nm a 271 nmy, por lo que existe absorbancia alta cerca de 260 nm [35].
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Las muestras para redlizar la cuantificacién de RNA total se obtuvieron a partir de las
cinéticas de crecimiento. En tubos de microcentrifuga se colectaron 1.8 mL de cultivo para
cada condiciéon y en diferentes puntos del crecimiento, este volumen se centrifugd a 0 °C
con 14000 rpm durante dos minutos en una cetrifuga refrigerada Eppendorf (5418R), se
retird el sobrenadante y el pellet obtenido se congelo en hielo con etanol, posteriormente
fue almacenado a -80°C en un ulfracongelador Nuaire (NU-929728G) hasta realizar la

extraccion de RNA.

El pellet se descongelo a temperatura ambiente y se lavd con 0.6 mL de agua destilada,
posteriormente se lavé por duplicado con 0.6 mL de HCIO4 0.1 M. A continuacion se digirié
con 0.3 mL de KOH 0.3 M durante 60 min a 37° C en una incubadora agitada NewBrunswick
(Excella25). El extracto celular se neutralizd con 0.1 ml de HCIO4 3M y se centrifugo a 13 000
rom durante 5 minutos en una centrifuga de mesa Eppendorf (5415C). El sobrenadante se
colecto en un tubo de microcentrifuga nuevo, y el precipitado se lavé por duplicado con
0.55 mL de HCIO 0.5 M, obteniendo un volumen final de 1.5 mL. Para eliminar cualquier
contaminante el sobrenadante se centrifugo nuevamente a 13, 000 rom durante 5 minutos.
La concentracién de RNA se midié mediante espectrofotometria de UV visible en un lector

de placas BioTek Synergy (H1) con un plato para micro volumen Take 3.

4.4 Cuantificacion de proteina total

Para la extraccién y cuantificacion de proteinas se siguid el método de Biuret con
modificaciones. El método consiste en una reaccién colorimétrica que se basa en la
formacién de un complejo formado entre el ion Cu?* y los grupos NH de los enlaces

peptidicos de las proteinas en un medio alcalino [34].

Las muestras se obtuvieron a partir de las cinéticas de crecimiento. En tubos de
microcentrifuga se colectaron 1.8 mL de cultivo para cada condicién y en diferentes puntos
del crecimiento, este volumen se centrifugd a 0 °C con 14000 rpm en una cetrifuga
refrigerada Eppendorf (5418R) durante dos minutos, se retird el sobrenadante y el pellet
obtenido se congelo en hielo con etanol, posteriormente fue almacenado a -80°C en un

ultracongelador Nuaire (NU-99728G) hasta realizar la cuantificacién de proteinas.

Los pellets se descongelaron y se lavaron con 0.6 mL de agua destilada, se centrifugo a

14000 rom a temperatura ambiente durante 2 minutos en una centrifuga de mesa
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Eppendorf (5415C), el sobrenadante fue eliminado y el pellet resuspendié en 100 uL de agua
destilada, posteriormente se homogeneizé con 50 yL de NaOH éM, las muestras se
incubaron a 99°C durante 5 minutos en un fthermomixer Eppendorf (Comfort), a
continuacién se dejaron enfriar en un banfo de agua a temperatura ambiente y se
agregaron 50 uL de CuSOsal 3.2%, se resuspendié e incubo durante 5 minutos, al final de

este lapso se centrifugaron a 14000 rom a temperatura ambiente durante 2 minutos.

Se tomaron 150 uL del sobrenadante de cada muestra y se colocaron en una placa de 96
pozos, se midid la absorbancia de las muestras en un lector de placas BioTek Synergy (H1)
a 555 nm.

Los estdndares empleados para determinar la concentracion de proteina total se trataron
bajo la misma metodologia utilizando 100 yL de albumina de suero bovino (BSA) con

diferentes concentraciones de 0.05 a 20 mg/mL a partir de un stock de 40 mg/mL.

4.5 Cuantificacién de azicares reductores

El consumo de fuente de carbono se llevé acabo con una variacidén del método de
AzUcares reductores DNS de Miller, 1959. La reaccidn se lleva a cabo en un medio alcalino
en el que el acido 3,5 dinitrosalicilico es reducido a dcido 3-amino-5-nitrosalicilico, al tiempo
que los grupos carbonilos libres del azicar presente en la muestra son oxidados [37], debido
a que la reaccién produce un cambio de color de amarillo a naranja, la saturacion del

color es proporcional a la concentracién de azucares reductores presentes en la muestra.

Las muestras se obtuvieron a partir de las cinéticas de crecimiento, el sobrenadante
resultante del muestreo para llevar los ensayos de RNA/ proteina se recuperd en tubos de
microcentrifuga, se congelaron en etanol con agua y posteriormente se almacenaron

-80°C en un ulfracongelador Nuaire (NU-99728G) hasta el momento del ensayo.

Para llevar a cabo la reaccién de azucares reductores, los sobrenadante se descongelaron
a temperatura ambiente, posteriormente se homogenizo y se centrifugd a 14 000 rpm
durante dos minutos en una centrifuga de mesa Eppendorf (5415C). Se tomaron 25 uL del
sobrenadante y se agregaron 200 ul de reactivo DNS, se calentd a 99° C durante 10 min en

un thermomixer Eppendorf (Comfort). Terminado el tiempo de reaccion se enfrié en un baio
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de agua temperatura ambiente. Se colocaron 150 UL de cada reaccién en una placa de

96 pozos y se midid la absorbancia a 570 nm en un lector de placas BioTek Synergy (H1).

Para obtener las concentraciones de la fuente de carbono empleada, la metodologia se

aplicd sobre un grupo de estdndares de glucosa y arabinosa de 0-5 g/L.

La velocidad especifica de consumo de sustrato se calculd durante la fase de crecimiento

exponencial mediante:

as=VYxs *u (2)

Yyss = (X2-X1)/ (S2-S1) (3)

En donde:
Yxss = rendimiento biomasa/sustrato (gowc/gs*)

u = velocidad de crecimiento (h1)

4.6 Andlisis Estadistico

Las pruebas estadisticas se realizaron en el software Statgraphics Centurion XVII mediante
un andlisis de varianza mediante la prueba de ANOVA, por lo que se utilizd un estadistico F

para determinar las diferencias entre las medias de la cepa silvestre y de las mutantes.

Debido a que existieron diferencias significativas con un valor de p< 0.05, se aplicé una
prueba multiple de rangos para realizar comparaciones entre los pares de medias entre
cada una de las cepas, se usd el método de la diferencia menos significativa (LSD) de Fisher
ya que construye un intervalo de confianza para cada par de medias. Con este método se
usa el estadistico t con un nivel de confianza del 95% por lo que sdlo existe un riesgo del 5%

al decir que cada par de medias es estadisticamente diferente [38].

La distribucion t es simétrica alrededor de una media cero, por ello hipdtesis nula establece
que todas las medias de la poblacion son iguales mientras que la hipdtesis alternativa

establece que al menos una es diferente [39] (Anexo B), es decir:

Ho : ui=pjcontra Hr : ui #

* g de biomasa en peso seco / g sustrato 33



Si la diferencia entre los pares de medias del estadistico obtuvieron valores dentro de la
region critica establecida para cada caso por el limite superior (LS) vy el limite inferior (LI), se

rechazd Hoy se determind que ese par de medias son significativamente diferentes.

5. Presentacion y discusion de resultados

5.1 Velocidades de crecimiento

Con los datos obtenidos mediante las cinéticas se graficaron curvas de crecimiento (Anexo
1A -1C) de las diferentes cepas con las fres fuentes de carbono, a partir de ellas se
determinaron las tasas de crecimiento (Figura 5-7). Se encontrd que en el medio de cultivo
adicionado con glucosa, salvo para la cepa MG1655 contra la SQ37 existen diferencias
significativas entre las velocidades de crecimiento de todas las cepas en comparacion con

la tipo silvestre (Figura 5).

1.01 Em MG1655 (WT)
Bl $5Q37 (A1)
0.8- Bl 5Q40 (A2)
T EE 5Q49 (A3)
~ 0.6-
e Em 5Q53 (Ad )
2 0.44 == SQ78 (A4 b)
Em SQ88 (A5)
0.2 Em SQ141 (A6.1)
0.0, B3 SQi71 (A7)

Figura 5. Tasas de crecimiento con glucosa como fuente de carbono. Se observa que la cepa SQ53 tiene una
velocidad de crecimiento mayor al resto de las cepas, incluida la tipo silvestre.

En particular, se encontrd que la tasa de crecimiento de la cepa MG1655 en glucosa fue
de 0.69 £0.006 h1, dicha velocidad es comparable a lo hallado por LaCroix, et al. [40], quien
bajo condiciones similares encontré una tasa de crecimiento de 0.69 + 0.02 h-!, por otfra
parte la velocidad de crecimiento reportada por Towbin, et al. [41] fue de 0.64 £0.02 h'!, no
obstante la fuente de carbono se adiciond a una concentracién menor a la empleada en

este tfrabagjo.

Cabe destacar las observaciones realizadas entre la cepa MG165 confra la SQ53 y SQ78,
entre las cuales ademds de existir una diferencia significativa entre las velocidades de

crecimiento con un nivel de confianza del 95% (prueba multiple de rangos) (Tabla 2), se
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observa un crecimiento similar a la tipo silvestre en el caso de la cepa SQ78, por otra parte
la velocidad de crecimiento de la SQ53 a es incluso mayor a la cepa MG1655. Lo anterior,
se aprecia ademds en la magnitud de cambio de las cepas mutantes respecto a la cepa

silvestre (Tabla 2)

Tabla 2 Tasas de crecimiento y Magnitud de cambio en medio M9 adicionado con glucosa como
fuente de carbono.

Cepa/ Velocidad de Magnitud de Diferencia
Comparacién Crecimiento (h) cambio (%) Limites= +/- 0.3

MG1655 (WT) 0.69 £0.01 1000 -
SQ37 (A1) - WT 0.68 £0.02 98.9+0.04 0.01
SQ40 (A2) - WT 0.58+0.02 83.9+0.04 0.11*
SQ49 (A3) - WT 0.66+0.03 94.9+0.05 0.03*
SQ53 (A4 a) - WT - - -0.06*
SQ53 (A4 a) - SQ78 0.76%+0.02 109.3+0.03 0.10*
SQ53 (A4 a)- SQ88 - - 0.20*
SQ78 (A4 b) - WT 0.65 £0.02 94.5+0.03 0.04*
SQ88 (A5) - WT 0.56+0.02 81.1£0.03 0.13*
SQ141 (A6.1) - WT 0.42+0.003 6120.01 0.27*
SQ171 (A7) - WT 0.30+0.001 43.4%0.002 0.39*

* Indica una diferencia estadisticamente significativa. LI: -0.03/ LS: +0.03

En los medios de cultivo adicionados con glicerol y arabinosa como fuente de carbono
Unicamente se probaron las cepas MG1655, SQ53 Y SQ78. En el medio con glicerol, se
observd que la cepa SQ53 sigue manteniendo una velocidad de crecimiento mayor que la
tipo silvestre, al igual que en glucosa como fuente de carbono, no obstante la cepa SQ78
mostré una velocidad de crecimiento menor (Figura 6). De igual manera, existe una
diferencia significativa entre las velocidades de crecimiento con un nivel de confianza del

95% (prueba multiple de rangos) (Tabla 3).
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Figura 6. Tasas de crecimiento con glicerol como fuente de carbono. Se observa que la cepa SQ53 sigue
manteniendo una velocidad de crecimiento respecto a la cepa silvestre.

Se encontré que, con dlicerol, la velocidad de crecimiento de la cepa MG1655 fue de
0.3720.01 h! (Tabla 3), esta velocidad es similar a la reportada por Towbin, ef al. [41] quienes
en condiciones experimentales diferentes encontraron una velocidad de crecimiento de
0.38 £ 0.01 h'. Por ofra parte, Trinh, ef al. [42], encontraron una velocidad de crecimiento
de 0.27 £ 0.06 h1, sin embargo la cepa contenia el pldsmido pLOI297 relacionado con la

produccion de proteinas exdgenas, lo que pudo afectar el crecimiento de la cepa.

Tabla 3. Tasas de crecimiento y Magnitud de cambio en medio M9 adicionado con glicerol como fuente de
carbono.

Cepa/ Velocidad de Magnitud de Diferencia
Comparacién Crecimiento (h1) cambio (%) Limites= +/- 0.04
MG1655 (WT) 0.370.01 1000 -
SQ53 (A4 a) - WT 0.47+0.02 127.5+0.02 -0.05*
SQ53 (A4 a) -SQ78 - - 0.17*
SQ78 (A4 b) - WT 0.25+0.02 68.1£0.09 0.12*

* Indica una diferencia estadisticamente significativa. LI: -0.04/ LS: +0.04

Finalmente la tasa de crecimiento de las cepas SQ53 y SQ78 en arabinosa como fuente de
carbono fueron superiores a los de la cepa MG1655 (Figura 6) existiendo una diferencia
significativa entre las velocidades de crecimiento con un nivel de confianza del 95%

(prueba multiple de rangos) respecto a la cepa silvestre, no obstante no se encontraron
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diferencias significativas entre las velocidades de crecimiento de las cepas SQ53 y SQ78
con un nivel de confianza del 95% (prueba mdultiple de rangos) (Tabla 4). Ademds, la
magnitud de cambio de las cepas SQ53 y SQ78 fue de 122.5+0.06 y 119.2+0.03

respectivamente (Tabla 4).

0.8

Bl MG1655 (WT)
E= SQ53 (A4 a)
E=1 SQ78 (Ad b)

n(h

0.0-

Figura 6. Tasas de crecimiento con arabinosa como fuente de carbono. Se observa que la cepa SQ53 mantiene
una velocidad de crecimiento mayor al resto de las cepas, por su parte la cepa SQ78 también muestra una
velocidad de crecimiento a la fipo silvestre.

La tasa de crecimiento de la cepa MG1655 con arabinosa en el medio fue de 0.54+0.01,
por su parte, Towbin, et al. [41] con el medio de cultivo con condiciones saturantes de
nitrbgeno y con cinéticas de crecimiento realizadas en placa reportaron una velocidad de

crecimiento de 0.50 + 0.06 h-'.

Tabla 4 Significancia Estadistica, Tasas de crecimiento y Magnitud de cambio en medio M9 adicionado con
arabinosa como fuente de carbono.

Cepa/ Velocidad de Magnitud de Diferencia
Comparacion Crecimiento (h-) cambio (%) Limites= +/- 0.4
MG1655 (WT) 0.54%0.01 1000 -
SQ53 (A4 a) - WT 0.660.03 122.5+0.06 -0.12*
SQ53 (A4 a) - SQ78 - - 0.02
SQ78 (A4 b) - WT 0.64+0.01 119.2+0.03 -0.10*

* Indica una diferencia estadisticamente significativa. LI: -0.04/ LS: +0.04
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En general se observd que en las tres fuentes de carbono probadas la velocidad de
crecimiento de la cepa SQS53 fue superior que la de la cepa silvestre ya que presento una
tasa de crecimiento mayor, adn con la eliminacion de cuatro los operones que codifican
para rrnGBAD. Por su parte la cepa SQ78, la cual también cuenta con cuatro eliminaciones
de operones que codifican para mtnGADE, mostré un comportamiento errdtico ya que su
velocidad de crecimiento respecto ala cepa MG1655 fue mayor en arabinosa y en glucosa
como fuente de carbono la velocidad de crecimiento fue cercana, no obstante, en glicerol
la tasa de duplicacion estuvo por debajo de los valores mostrados por la cepa silvestre. En

ninguno de los casos la cepa SQ78 logrd superar a la cepa SQ53.

ComuUnmente se asume que todos los operones rrn son esencialmente equivalentes, a pesar
de que su estructura general no es idéntica [20], con base en el enunciado anterior y en las
diferencias de velocidades obtenidas entre las cepas mutantes es posible que la funcién

de los RNA producidos por cada operdn sean diferentes.

Ademds, se menciona que la tasa de crecimiento se determina por la velocidad a la que
los nutrientes pueden convertirse en proteinas, la tasa de crecimiento es méxima si la tasa
de suministro como el consumo son mdximas [25] por lo que se asume, que en este caso la

cepa SQ53 tiene una tasa de suministro de nutrientes mayor.

Los ensayos realizados confiman que en medio minimo cepas con menor nUmero de
operones de rrn son capaces de crecer a una velocidad mayor a la cepa silvestre, siendo
asi mds hdbiles en el uso de recursos, estd es una caracteristica Util en laboratorio, cuando
las condiciones de cultivo son contfroladas, no obstante en la naturaleza el microorganismo
puede sufrir modificaciones drdsticas en el suministro de nutrientes, por lo que deberian
adaptarse rapidamente al cambio, Gyorfy, et al. [6] observaron que las cepas con
inserciones o eliminacidén de los operones de rrn  no se adaptan rdpidamente a esta
situacion mostrando una limitacién con los cambios de ambiente, solamente las cepas con
siete operones, es decir la tipo silvestre pudo adaptarse rdpidamente a esta situacion por

lo que se puede decir que esta clase de cepas son mucho mds aptas en un entorno natural.

Por otra parte se ha sugerido que la variacién en las tasas de crecimiento en cepas con
eliminaciones no se debe Unicamente al contenido total de ribosomas, Asai, et al. [3]
propusieron que ademds de la concentraciéon de ribosomas, la eficiencia de estos también
es limitante del crecimiento por lo que las tasas de crecimiento mayores en las cepas
mutantes en parte se pueden atribuir un aumento de la eficiencia de ribosomal, la cual estd

determinada por la fraccién de ribosomas activos. En E. coli, la fraccion de ribosomas
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activos es de ~80% y se mantiene constante en diferentes de tasas de crecimiento, sin
embargo, este valor puede no aplicarse a las cepas con eliminaciones de rrn, por lo que la
velocidad de crecimiento reducida o aumentada que se observa en las cepas mutantes

puede deberse a una disminucidn o aumento de la fraccidn de ribosomas activos [3].

5.2 Tasa especifica de consumo de sustrato (gs)

La glucosa es la fuente de carbono preferida para E. coli, ya que permite un crecimiento
mds rdpido en comparacidén con ofros azicares, no obstante, impide el uso de otras
fuentes de carbono, este fendmeno se denomina represion catabdlica por carbono
(CCR), se cree que el uso preferencial de glucosa es importante en ambientes naturales

para permitir que las bacterias maximicen su tasa de crecimiento [43].

Se esperaria que el consumo de fuentes de carbono preferenciales y no preferenciales
fuera mayor para la cepa MG1655, por lo que se cuantificd la tasa de consumo de sustrato
para las cinéticas de crecimiento cuya fuente de carbono fueron azucares reductores. Se
encontrd que tanto las cepas mutantes con eliminaciones MNGBAD y rrnGADE como la
silvestre consumieron gradualmente la glucosa durante la cinética de crecimiento en

tiempos aparentemente similares (Figura 7).
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Figura 7. Consumo de glucosa de la cepa MG1655, SQ53 y SQ78.

No obstante, se observa que para la glucosa como fuente de carbono, la cepa silvestre

tuvo la tasa especifica de consumo mds alta con un valor de 4.42 + 0.09 g/gowc/h respecto
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a las cepas mutantes (Tabla 5). A continuaciéon la cepa con mayor gs fue la SQ88, la cuall
Unicamente contiene los operones mnBC, ademds del pldsmido de tRNA ptRNA47
obteniendo una magnitud de cambio del 88.4% respecto a la velocidad de consumo
observada por la cepa MG1655, por su parte las cepas SQ53 y SQ78 obtuvieron alrededor
del 50% a pesar de contar con un menor nimero de eliminaciones de operones de rrn. El
rmnC no se encuentra en las cepas SQ53 y SQ88, por lo que se podria pensar que este operdn
tiene una contribucion importante respecto al consumo de glucosa, sin embargo como se

ha mencionado aun no se sabe el aporte real de cada uno de los operones de rrn.

Por otfra parte, con arabinosa como fuente de carbono, grdficamente se observa que las
cepas mutantes consumieron el sustrato en un fiempo menor que la cepa silvestre, siendo

la SQ53 la que presenta la tasa mds alta en términos de consumo de fuente de carbono
(Figura 8).
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Figura 8. Consumo de arabinosa de la cepa silvestre, SQ53 y SQ78.

Se encontré que respecto a las magnitudes de cambio se presentd un aumento en la
velocidad de consumo de mds del 171% para la cepa SQ78, mientras que para la cepa
SQ53 hubo un incremento en la velocidad de consumo del sustrato del 428.4% (Tabla 5) en

comparacién a la cepa silvestre con arabinosa en el medio.
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Tabla 5 Tasas especifica de consumo de sustrato para glucosa y arabinosa como fuentes de carbono.

Fuente de Carbono Cepa as (g/gowc/h) Magnitud de cambio (%)
MG1655 (WT) 4,42 +0.09 100 + 0.00
SQ37 (A1) 2.17 £ 0.91 49 +0.21
SQ40 (A2) 1.69 £0.13 38.2+0.03
SQ49 (A3) 2.57 £0.11 58.1+£0.03
SQ53 (A4 q) 2.21 £0.07 50.1+0.02
SQ78 (A4 b) 2.28+0.12 51.7 £0.03
SQ88 (A5) 3.91+£0.07 88.4 +0.01
SQ141 (A6.1) 1.69 £ 0.06 38.2+0.02
SQ171 (A7) 0.99 +0.07 22.6 £ 0.01
Arabinosa MG1655 (WT) 2.17 £0.04 100 + 0.00
SQ53 (A4 q) 9.28+0.10 428.4 +0.07
SQ78 (A4 b) 3.71£0.08 171.3+0.03

La diferencia indicada es alun mayor a la hallada entre las cepas mutantes y la silvestre con
glucosa como fuente de carbono. Por lo que para la velocidad de consumo con esta
fuente de carbono se presentaron diferencias en Ias que las cepas mutantes superaron
significativamente a la cepa MG1655. Este aumento en el consumo de arabinosa por parte
de las cepas con eliminacion de operones de rrn puede indicar que bajo ciertas fuentes de
carbono no preferenciales, como la arabinosa, la eliminacién de operones ribosomales
llega a aumentar drdsticamente la tasa de consumo de sustrato, estos efectos no se
observaron en el uso de glucosa que si es una fuente de carbono preferencial. Es posible
que los operones en las cepas SQ53 (rnCEH) y SQ78 (rnBEH), en particular los rrnEH hagan
que las cepas sean mds aptas para el consumo de arabinosa como una forma de

compensacioén celular por los genes eliminados.

5.3 Relaciéon RNA/Proteina

La relacién RNA/Proteina puede tomarse como una buena aproximacion de la cantidad
de ribosomas en la célula bacteriana en crecimiento exponencial, debido a que el 86% de
RNA total es rRNA [8].

Los datos obtenidos al cuantificar el RNA y la proteina total de cada muestra se
normalizaron respecto a la OD de cada cultivo en el tiempo correspondiente. Como

pardmetro para estandarizar las muestras, estas se tomaron en un momento en el que los
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cultivos se encontraban en una fase de crecimiento exponencial temprana es decir,

alrededor de 0.4 unidades de OD segun los datos experimentales.

El RNA para la cepa silvestre en diferentes ambientes presenta una tendencia lineal directa
en relacién a la velocidad de crecimiento. Particularmente en glucosa como fuente de
carbono se encontré que no existen diferencias estadisticamente significativas entre la
cantidad del RNA/OD de las cepas SQ141 y SQ171 en comparacion a la cepa MG1655 un
nivel de confianza del 95% (prueba multiple de rangos) (Figura 9), no obstante, la cepa
silvestre cuenta con una velocidad de crecimiento mayor, se observa, ademds que esta
cepa cuenta con la menor cantidad de RNA (81£1.995 ug/OD600). A excepcion de las
cepas antes mencionadas, el resto de las cepas mutantes cuentan con una cantfidad
mayor de RNA en comparacién a la MG1655 con un nivel de confianza del 95% (prueba
multiple de rangos), cabe destacar que las cepas SQ78 y SQ88 contienen la mayor
cantidad de RNA/OD, a pesar de ello la cepa SQ53 fue la mds rdpida en términos de

crecimiento en este medio de cultivo.
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Figura 9. Relacidén RNA Total/ODé00 de las cepas MG 1655 y mutantes. Se observa la linea de tendencia formada
por la cepa silvestre en diferentes ambientes, la flecha marca la cepa MG1655 en medio enriquecido con
glucosa, las mutantes también se cultivaron con glucosa.

Se encontré ademds que tanto la cepa silvestre como las mutantes con glicerol como
fuente de carbono (FiguralQ) no contaron con concenfraciones similares de RNA

estadisticamente significativas entre ellas con un nivel de confianza del 95% (prueba
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multiple de rangos), ademds se observa que nuevamente la cepa silvestre cuenta con la

menor cantidad de RNA (77.66+1.80 ug/ODé00) en comparacion a las cepas mutantes, en

este caso la cepa SQSE3 tiene mayor cantidad de RNA (89.86+1.17 ug/ODé400).
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Figura 10. Relacion RNA Total/OD600 de las cepas MG1655, SQ53 y SQ78. Se observa la linea de tendencia

& MG1455
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SQ78 (Ad b)

formada por la cepa silvestre en diferentes ambientes, la flecha marca la cepa MG1655 en medio enriquecido

con dliceral, las mutantes también se cultivaron con esta fuente de carbono.

Por ofra parte, con arabinosa como fuente de carbono, las concentraciones de RNA

tampoco fueron similares entre cepas con un nivel de confianza del 95% (prueba multiple

de rangos), con esta fuente de carbono la cepa con mayor cantidad de RNA fue la SQ78

(100.38+0.95 ug/OD600), mientras que la SQ53 fue la que contd con una menor cantidad

de RNA (78.81£2.92 ug/ODé00), a pesar de las diferencias entre las concentraciones de RNA

entre las cepas mutantes, en términos de crecimiento ambas fueron mds rdpidas que la

cepa silvestre (Figura 11).
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Figura 11. Relacion RNA Total/OD600 de las cepas MG1655, SQ53 y SQ78. Se observa la linea de tendencia
formada por la cepa silvestre en diferentes ambientes, la flecha marca la cepa MG 1655 en medio enriquecido

con arabinosa, las mutantes también se cultivaron con esta fuente de carbono

Finalmente, se observd que entre todas las cepas y con todas las condiciones probadas, la
SQ78 en glucosa fue la que contd con la mayor cantidad de RNA/OD con un valor de
120.92+.097 ug/ODé00, es decir que la fraccidn de proteinas ribosomales (R) aumento para
esta mutante mientras que las cepas SQ53 en arabinosa y MG 1655 en glicerol la fraccién R
fue la mds baja ya que presentaron la menor cantidad de RNA. Se observa ademds que el
RNA de las cepas mutantes con glicerol y arabinosa en el medio siguen la tendencia lineal

directa respecto ala velocidad de crecimiento.

Como se ha mencionado, en culfivos por lotes la tasa de crecimiento depende de la
composicidon del medio, a su vez la composicion macromolecular se relaciona con la tasa
de crecimiento por lo que al variar la calidad de los nutrientes el tiempo de duplicacion
puede variar ampliamente. En este caso la fraccidn de proteina ribosomal aumenta

linealmente con la tasa de crecimiento [8].

En general estos resultados no cumplen con la condicidn de que a mayor contenido de
RNA mayor serd la velocidad de crecimiento, lo cual puede deberse a los diferentes medios
de cultivo empleados en relacidn alas cepas mutantes, o bien a una expresién de proteinas

innecesarias, ya que se ha demostrado que la expresion de esta clase de proteinas
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disminuye efectivamente la fraccion asignable a los sectores metabdlicos y de proteinas

asociadas a ribosomas causando a su vez una disminuciéon en la tasa de crecimiento [2].

Respecto a la cuantificacion de proteina total se encontrdé que de las cepas con glucosa
como fuente de carbono obtuvieron valores entre 226.94+1.81 ug/ODé600 y 304.51+£3.65
ug/OD600 de proteina, dichos valores corresponden a las cepas SQ53 y SQ141
respectivamente, se destaca que a pesar de que la cepa SQ53 cuenta con la menor
cantidad de proteina en comparaciéon al resto de las cepas, es la que cuenta con una
mayor velocidad de crecimiento. Dicho comportamiento concuerda con estudios
anteriores, los cuales han reportado que a una mayor cantidad de proteina la velocidad

de crecimiento disminuye [44].
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Figura 12. Proteina Total/OD de las cepas MG1655 y mutantes. No se encontré una lineal de los datos de
proteina total de la cepa silvestre en diferentes ambientes, la flecha marca la cepa MG1655 en medio
enriquecido con glucosa, las mutantes también se cultivaron con glucosa.

La cantidad de proteina total de las cepas con glucosa (Figural2), salvo para la SQ141, no
existen diferencias estadisticamente significativas entre las cepas mutantes y la MG 1655 con

un nivel de confianza del 95% (prueba multiple de rangos).

En glicerol como fuente de carbono se observa la mayor cantidad de proteina respecto a

las demds condiciones. Particularmente la cepa SQ78 muestra la mayor cantidad de
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proteina con un valor de 380.87+4.35 ug/OD600, mientras que la cepa silvestre cuenta con
la menor cantidad de proteina con un valor de 333.35+3.47 ug/ODé00 (Figura 13). Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las cepas mutantes y la cepa

silvestre con un nivel de confianza del 95% (prueba multiple de rangos).
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Figura 13. Relacion Proteina Total/ODé00 de las cepas MG 1655, SQ53 y SQ78. No se encontré una tendencia
lineal de los datos de proteina de la cepa silvestre en diferentes ambientes, la flecha marca la cepa MG1655 en

medio enriquecido con dglicerol, las mutantes también se cultivaron con esta fuente de carbono

Ademds se encontrd que los valores de proteina entre los cultivos con glucosa y arabinosa
son similares, para el caso de las cepas cultivadas con arabinosa como fuente de carbono
se observd que la MG1655 es la que cuenta con mayor cantidad de proteina con
267.29+19.24 ug/OD600, mientras que la cepa SQS53 es la que cuenta con una menor
cantidad, con un valor de 234.14+£1.92 ug/ODé00 (Figura 14), estos valores indican una
diferencia estadisticamente significativa con un nivel de confianza del 95% (pruelba multiple

de rangos), no obstante no se encontrd diferencias entre la cepa SQ78 v la tipo silvestre.
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Figura 14. Relacion Proteina Total/ODé00 de las cepas MG 1655, SQ53 y SQ78. No se encontré una tendencia
lineal por parte de los valores de proteina de la cepa silvestre en diferentes ambientes, la flecha marca la cepa

MG 1655 en medio enriquecido con arabinosa, las mutantes también se cultivaron con esta fuente de carbono

Finalmente, se observd que la cepa con mayor cantidad de proteina fue la SQ78 con
glicerol como fuente de carbono, mientras que la cepa SQ53 con glucosa como fuente de
carbono presentd una menor cantidad de proteina, se destaca que esta misma cepa, bajo
las condiciones mencionadas cuenta con la mayor velocidad de crecimiento en
comparacioén al resto de condiciones, mientras que la cepa SQ78 con glicerol como fuente
de carbono mostrd la menor velocidad de crecimiento entre todas las cepas en las

diferentes condiciones (Figura 13).

En un estudio Schmidt, et al. [44] probaron tres cepas silvestres de E. coli bajo diferentes
condiciones de cultivo y establecieron los cambios en la cantidad de proteina total por
cepa enconfrando que en cultivos dependientes de la tasa de crecimiento a mayor
velocidad de crecimiento mayor serd la proporcidon de las proteinas asociadas a ribosomas,
por el contrario, a una menor velocidad de crecimiento el sector R se reduciria ddndole
mayor proporcion al sector metabdlico, esta tendencia para el sector P es consistente con
lo observado en las cepas mutantes. Este comportamiento se debe a que cuando las
células bacterianas no cuentan con los aminodcidos necesarios en el medio de cultivo
deben fabricar la maquinaria enzimdtica para la sintesis de estos para finalmente sintetizar

proteinas, disminuyendo asi la velocidad de crecimiento, por el contrario, si la célula
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encuentra suficientes aminodcidos en el medio la fraccion de proteina ribosomal
aumentaria para solventar la demanda de sintesis de proteinas. Se puede decir entonces

que la eficiencia de la traduccidn tiene una dependencia de aminodcidos [25].

En cuanto a la relacion RNA/Proteina esta se determind a partir de los datos mencionados
anteriormente encontrando que las cepas que fueron cultivadas con glucosa y que
cuentan con una relacién menor son la SQ141, SQ171 y MG1655 con valores de 0.28+0.003,
0.32+0.01 y 0.3132£0.005 unidades respectivamente, sin embargo no se encontré una
diferencia estadisticamente significativa entre estos datos con un nivel de confianza del

95% (prueba multiple de rangos).

De igual forma se encontrd que la relacion RNA/Proteina de la cepa silvestre en diferentes
ambientes muestra una relacion lineal directa respecto a la velocidad de crecimiento, las

cepas mutantes con glucosa no presentan la misma tendencia (Figural5).
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Figura 15. Relacion RNA/Proteina de las cepas MG1655 y mutantes. Se observa la linea de tendencia formada la
relacién RNA/Proteina de la cepa silvestre en diferentes ambientes, la flecha marca la cepa MG1655 en medio
enriquecido con glucosa, las mutantes también se cultfivaron con esta fuente de carbono.

Por su parte, las cepas que cuentan con una relacion RNA/Proteina mayor fueron la SQ53

con un valor de 0.48+0.02 unidades y la cepa SQ78 con un valor de 0.51+£0.004. De igual
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forma no se encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre ellas y entre las

cepas SQ40, SQ49 y SQ78.

También se encontré que la relacion de RNA/Proteina fue menor en las cepas cultivadas
con glicerol como fuente de carbono (Figura 16) con valores entre 0.22+0.01 y 0.25+0.01
unidades. Ademds se observa que las cepas mutantes siguen una relacién lineal directa
respecto a la velocidad de crecimiento, la linea de tendencia, se graficé a partir de los
valores de RNA/Proteina de la cepa silvestre cultivada en diferentes ambientes. Por otfra
parte, se encontraron diferencias significativas entre las cepas probadas con esta fuente

de carbono con un nivel de confianza del 95% (prueba mdultiple de rangos).
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Figura 16. Relacion RNA/Proteina de las cepas MG1655, SQ53 y SQ78. Se observa la linea de tendencia graficada
a partir de los valores correspondientes de la cepa silvestre en diferentes ambientes, la flecha marca la cepa
MG1655 en medio enriquecido con glicerol, las mutantes también se cultivaron con esta fuente de carbono.

Se observd ademds que la relacion de RNA/Proteina en las cepas cultivadas con arabinosa
como fuente de carbono (Figura 17) tuvo valores entre 0.33+0.03 y 0.39+0.01. No se
encontraron diferencias significativas entre la cepa MG1655 vy la SQ53, no obstante se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre la relacién RNA/Proteina de la
cepa SQ78 y las cepas antes mencionadas con un nivel de confianza del 95% (prueba
multiple de rangos). Ademds se observa que la relacion es similar con la cepa MG1655

cultivada en glucosa. Finalmente se encontré que entre fuentes de carbono los valores de
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RNA/Proteina de las cepas mutantes cultivadas con glucosa como fuente de carbono

fueron los mas altos.

Como se menciond anteriormente, los valores obtenidos de la relacidn RNA/Proteina se
mantuvieron prdcticamente constantes, excepto para las cepas cultivadas con glicerol
como fuente de carbono y para la SQ78 en arabinosa. Dicho comportamiento también fue
reportado por Gyorfy, et al. [6] quienes trabajaron con cepas de E. coli MG1655 y MDS42
con inserciones y eliminaciéon de operones de rrn. Se menciond ademds, que los valores
constantes en la relacidn RNA/Proteina se mantienen como secuencia de la homeostasis
celular ya que la inactivacién de los operones de rrn conduce a una mayor expresion de
las copias intactas restantes, lo cual también fue mencionado por Asai, et al. [3] ya que en
base a datos experimentales demostraron que cuando el nUmero de eliminaciones de
operones de rrn aumenta en cepas de E. coli se produce un aumento en la cantidad de
tRNA contribuyendo al mantenimiento de un nivel relativamente constante de RNA fotal en

las células.
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Figura 17. Relacion RNA/Proteina de las cepas MG1655, SQ53 y SQ78. Se observa la linea de tendencia de la
cepa silvestre en diferentes ambientes, la flecha marca la cepa MG1655 en medio enriquecido con arabinosa
como fuente de carbono, las mutantes también se cultivaron en esta condicién.

Grdéficamente se observa que con el aumento de la tasa de crecimiento la relacion RNA/

Proteina también aumenta para las cepas SQ53 y SQ78, Dennis & Bremer [4] mencionaron
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que este comportamiento indica una proporcionalidad, ya que el aumento de RNA refleja
una acumulacién de ribosomas debido a que se requiere una mayor cantidad de estos
para apoyar una tasa de sintesis de proteinas alta. Ademds se ha reportado que esta
relaciéon depende del medio de cultivo, por lo que entre mds disponibilidad de nutrientes

tenga, mayor serd la relacidon RNA/Proteina [8].

También se encontré que en conjunto los datos obtenidos de la relacién RNA/Proteina por
la cepa silvestre en los diferentes ambientes muestran una relacién lineal directa respecto
a la tasa de crecimiento, lo anterior fue mencionado por Dennis & Bremer, [4], como una
ley de crecimiento bacteriano en la cual la relacidn RNA/Proteina depende linealmente de
la tasa de crecimiento. Esta tendencia también fue reportada por Scott, et al. [2] quienes
trabajaron con cepas de E. coli NCM3722. No obstante el grupo de trabajo también reportd
la misma tendencia para cepas mutantes con traduccion lenta, dicho comportamiento no
se observd claramente con las cepas mutantes probadas con glucosa, sin embargo las

cepas con glicerol y arabinosa si se apegaron a la tendencia lineal directa.

Cabe senalar que la pendiente hallada es mayor que la reportada, sin embargo, la cepa
y las condiciones de experimentales fueron diferentes, ya que las concentraciones de la
fuente de carbono y nitrégeno del grupo de trabajo mencionado fueron de 0.2 % y 10 mM
respectivamente, mientras que para este trabajo se utilizé 0.4% de fuente de carbono y 19
mM de la fuente de nitrégeno. Lo anterior también puede atribuirse a una cuantificacién

incompleta de RNA y de proteinas.

Por otra parte Dai, et al. [8] reportaron datos de RNA/Proteina en los cuales también se
observa una tendencia lineal directa, no obstante cuando sometieron a las cepas a dosis
de diferentes antibidticos como medio para inhibir la traduccidn, la relaciéon lineal no se

manfuvo, en cambio se observd una curva ascendente.

Las proporciones de RNA y proteina se compararon con los datos obtenidos por Scott, et al.
[2] v pese a que en la relacidn RNA/Proteina de las cepas silvestres con glucosa como
fuente de carbono no hubo diferencias significativas entre lo reportado en la literatura y lo
encontrado en este trabajo con un nivel de confianza del 95% (pruelba multiple de rangos),
se destaca que en la cantidad de proteina como en la de RNA si existieron diferencias
estadisticamente significativas. Lo mismo sucedid con la cepa cultivada con glicerol como
fuente de carbono. Por su parte, para las cepas cultivadas con arabinosa se observd que

si existen diferencias estadisticamente significativas de la proteina y de la relacién
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RNA/Proteina, dicha diferencia no se observd en la cantidad de RNA en esta condicion
(Anexo 2).

6. Conclusiones

No se encontré una tendencia clara entre la perdida secuencial de operones de rrn vy la
cantidad de RNA y proteina, en el caso de glucosa y arabinosa como fuentes de carbono,
la relacién RNA/Proteina fue mayor en las cepas mutantes respecto a la silvestre, dicho
comportamiento no se observé en glicerol, siendo la cepa SQ78 la que contd con una
relacién menor y la cepa SQ53 con una relacion mayor. Cabe senalar que las cepas
mutantes que muestran un aumento de la relacion RNA/Proteina puede ser justificado

como una compensaciéon por la capacidad de traduccion reducida.

En relacién a la velocidad de consumo de sustrato, las cepas mutantes que se probaron en
arabinosa obtuvieron valores superiores a la cepa MG1655, esto no sucedid con glucosa en
el medio, en este caso, la cepa silvestre consumid el sustrajo mds rdpidamente que las
mutantes, lo anterior podria indicar que un nimero reducido de operones de mn
proporciona mayor capacidad a las células de E. coli para el consumo de sustratos no

preferenciales, como lo es la arabinosa.

Los datos encontrados muestran que el hecho de que algunas de las cepas mutantes como
la SQ53 y la SQ78 crezcan mds rdpido que la silvestre en medio minimo no es
necesariamente porque disminuya la sintesis de ribosomas, pudiendo existir entonces una
tendencia a invertir los recursos celulares Unicamente en procesos que ayuden a su
crecimiento como una manera de amortiguar la pérdida de operones de rrn, maximizando
de esta forma la expresidn de los ribosomas activos existentes dentro de la célula, asi como
la capacidad aumentada de las cepas por el consumo de algunas fuentes de carbono, lo

anterior se vio acentuado cuando el ambiente fue mds hostil.

Pese a que no se encontrd una explicacion clara sobre las velocidades de consumo de
arabinosa por parte de las cepas mutantes, los resultados se podrian emplear para la
construccién y uso de cepas de E. coli capaces de generar algiun producto de interés a
partir de biomasa vegetal ya que después de la glucosa, la arabinosa y la xilosa son los
azUcares mds abundantes presentes en la biomasa vegetal [45]. Por lo tanto, seria de
utilidad contar con cepas capaces de fermentar adecuadamente fuentes de carbono

como como la arabinosa.
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Siguiendo con un enfoque prdctico las células de disefo personalizado se utilizan para
propodsitos especificos. Particularmente la caracterizacion y aplicacion de cepas con
eliminacién de operones de rrn puede emplearse como una herramienta Util en una amplia
gama de estudios relacionados con la maquinaria de traduccion, desde andlisis evolutivos
y ensayos in vitro sobre las funciones de los ribosomas, hasta determinar funciones
especificas de rRNA. También es posible explorar los cambios que conducen a la resistencia
de fdrmacos inhibidores de la tfraduccién ya que el panorama general de la maquinaria de

traduccion se ve simplificado en cepas con eliminacion de operones de rrn [3] [6].

7. Perspectivas

e Redlizar cinéticas de crecimiento en medio minimo con mezclas de fuentes de
carbono como glucosa + arabinosa con la finalidad de obtener mds informacién
respecto a las velocidades de consumo de sustrato para las cepas mutantes.

e Caracterizar la tasa consumo de sustrato para glicerol como fuente de carbono
mediante técnicas cromatogrdficas con el fin de encontrar la tendencia que
siguieron las cepas mutantes respecto a la silvestre con esta fuente de carbono.

e Observar el comportamiento de las cepas SQ37, SQ40, SQ49, SQ88, SQ141 y SQ141
con dlicerol y arabinosa como fuente de carbono, asi como los pardmetros

analizados en ese trabajo.
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9. Anexo
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Anexo 1A. Curvas de crecimiento en glicerol como fuente de carbono.
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Anexo 1B. Curvas de crecimiento en glicerol como fuente de carbono.
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Anexo 1A. Curvas de crecimiento en arabinosa como fuente de carbono.
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Anexo 2. Significancia estadistica de los valores de proteina, RNA 'y de la relacién RNA/Proteina de las
condiciones evaluadas

Glucosa RNA/Proteina
Cepas Significancia Diferencia

MG1655 - MG1655p -0.01
MG1655 - MG1655¢ -0.01
MG1655 - NCM3722 0.02
MG1655p - MG1655¢ -0.003
MG1655p - NCM3722 0.03
MG1655¢c - NCM3722 0.03
SQ53 - SQ53p * 0.16
SQ53 - SQb3c * 0.06
SQ53p - SQ53¢ * -0.10

LI:-0.06/ LS: +0.06

Glucosa - RNA

MG1655 - MG1655p * -23.90
MG1655 - MG1655¢ * -18.32
MG1655 - NCM3722 * -16.86
MG1655¢c - NCM3722 1.45
MG1655p0 - MG1655¢ 5.59
MG16550 - NCM3722 7.04

SQS53 - SQ53p -1.45

SQ53 - SQ53c -5.36

SQ53pb - SQ53c -3.91

LI:-10.65/ LS: +10.65

Glucosa - Proteina

MG1655 - MG1655p * -65.99
MG1655 - MG1655¢ * -44.65
MG1655 - NCM3722 * -74.40
MG1655p - MG1655¢ 21.34
MG1655p0 - NCM3722 -8.40
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MG1655¢c - NCM3722 -29.74

Anexo 2 Continuacién. Significancia estadistica de los valores de proteina, RNA y de la relacion RNA/Proteina de

las condiciones evaluadas

SQ53 - SQ53p * -115.34
SQ53 - SQb53c * -54.45
SQ53p - SQ53¢ * 60.89

LI:-38.45/ LS: +38.45

Glicerol RNA/Proteina

Cepas Significancia Diferencia

MG1655 - NCM3722 0.006

LI:-0.009/ LS: +0.009

Glicerol - RNA

MG1655 - NCM3722 * -7.94

LI:-2.88/ LS: +2.88

Glicerol - Proteina

MG1655 - NCM3722 * -43.65

LI:-12.23/ LS: +12.23

Arabinosa
RNA/Proteina
Cepas Significancia Diferencia
MG1655 - NCM3722 * 0.10
LI: -0.03/ LS: +0.03
Glicerol - RNA
MG 1655 - NCM3722 -4.62

LI: -5.43/ LS: +5.43

Glicerol - Proteina

MG 1655 - NCM3722 * -70.81

LI:-19.61/LS: +19.61

* Indica una diferencia estadisticamente significativa
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Anexo A. Relacién RNA/ Proteina contra la tasa de crecimiento. (A) Cepas de E. coli cultivadas en medio
minimo. (B) Cepas mutantes de E. coli con traduccién lenta [2].
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Anexo B. Regidn Critica para el estadistico t. Se muestra sombreada la regién de rechazo de Ho [39].

pg R-protein / pg total protein ¢,
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