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Resumen  

Escherichia  coli  (E.  coli)  es  el  microorganismo  más  estudiado,  ya  que  se  conoce  su  genoma  

completo,  así  como  su  proteoma  y  transcriptoma,   lo  que   lo  ha  posicionado  como  uno  de   los  

microorganismos  más  utilizados  con  fines  biotecnológicos  y  como  modelo  de  investigación  [1].  

Además  de  por  el  gran  conocimiento  que  se  posee  sobre  este  organismo,  E.  coli  se  utiliza  en  

gran  medida  porque  presenta  una  serie  de  ventajas  como  su  alta  tasa  de  crecimiento,  su  bajo  

nivel  de  riesgo,  la  posibilidad  de  crecer  en  multitud  de  medios  de  cultivo  y  su  capacidad  para  

producir  y  almacenar  una  gran  concentración  de  proteínas  heterólogas.  Así,  hoy  en  día  cerca  del  

30%  de   las  proteínas  aprobadas   como  biofármacos   se  producen  en  esta  bacteria   [2]-­‐[4].   Sin  

embargo,  el   uso  de  E.   coli  como  organismo  huésped  para  producir  proteínas   recombinantes  

puede  conllevar  una  serie  de   inconvenientes,   como   la   formación  de  cuerpos  de   inclusión,   la  

carga  metabólica,  el  desbordamiento  de  acetato  y  el  conocimiento  limitado  de  algunas  de  sus  

modificaciones  postraduccionales,  como  la  acetilación  de  lisinas  [5]-­‐[8].    

La  carga  metabólica  es  una  consecuencia  del  desequilibrio  celular  debido  a  la  expresión  

de  un  gen  heterólogo  que  requiere  un  alto  nivel  de  energía  y  precursores  esenciales,  por  lo  que  

la  carga  metabólica  dependerá  principalmente  del  sistema  de  expresión  empleado,  y  también  

del  estado  metabólico  y  energético  de  la  célula  [8],  [9].  El  desbordamiento  del  acetato  es  uno  

de  los  principales  inconvenientes  derivados  del  empleo  de  E.  coli  en  bioprocesos.  Este  fenómeno  

también  depende  del  estado  metabólico  de  la  bacteria,  ya  que  se  produce  cuando  E.  coli  crece  

rápidamente   en   un   medio   con   una   alta   concentración   de   nutrientes,   lo   que   provoca   un  

desequilibrio   entre   el   catabolismo   de   los   nutrientes   y   la   respiración   celular   que   causa   la  

acumulación  de  acetil-­‐Coenzima  A  (acetil-­‐CoA).  El  acetil-­‐CoA  se  transforma  en  acetato,  que  se  

excreta  al  medio  extracelular,  para  reincorporarse  posteriormente  al  metabolismo,  en  un  ciclo  

fútil  que  provoca  una  pérdida  de  carbonos  y  energía  [6],  [10].  El  desbordamiento  del  acetato,  

por  tanto,  implica  una  disminución  del  crecimiento  celular  y  una  reducción  del  rendimiento  en  

los  procesos  de  producción,  por  lo  que  se  han  desarrollado  multitud  de  estrategias  para  eliminar  

o  reducir  este  inconveniente  [5],  [11],  [12].      

-­‐acetilación  de  las  lisinas  es  una  modificación  postraduccional  que  está  relacionada  

con  el  metabolismo  del  acetato  a  través  de  los  intermediarios  acetil-­‐CoA  y  acetil-­‐fosfato  (acetil-­‐

P),   que   actúan   como   dadores   de   grupos   acetilos   [6],   [13].   Esta  modificación   se   produce   en  

muchas   enzimas   del  metabolismo   central   y   está   implicada   en   la   regulación   de   los   procesos  

metabólicos,   los  procesos  de   traducción,   la   virulencia  bacteriana,   la   localización   celular  y   las  

interacciones   de   las   proteínas   con   otras   moléculas   [14],   [15].   Puede   producirse   de   forma  
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enzimática,  por   la  acción  de   las  acetiltransferasas,  o  no  enzimática,  en  cuyo  caso  el  nivel  de  

acetilación  depende  de  la  reactividad  de  la  lisina  y  de  la  concentración  de  los  dadores  de  acetilo  

[15].  Además,  esta  modificación  puede  ser  revertida  por  la  acción  de  las  desacetilasas,  siendo  

CobB  la  única  conocida  en  E.  coli  [16].  

Todos  estos  procesos,  que  implican  limitaciones  a  la  hora  de  utilizar  E.coli  como  huésped  

para  la  ingeniería  metabólica,  dependen  en  mayor  o  menor  medida  del  metabolismo  central  de  

la  bacteria  y  sus  flujos,  por  lo  que  el  estudio  del  metabolismo  central  y  su  regulación  es  la  clave  

del   éxito   de   la   optimización   celular.   Los   flujos   a   través   del  metabolismo   central   pueden   ser  

modulados  según  las  condiciones  de  cultivo  empleadas  [17].  Así,  E.  coli  puede  crecer  utilizando  

diferentes  fuentes  de  carbono,  pero  prefiere  las  que  provocan  una  mayor  tasa  de  crecimiento,  

las  cuales  son  transportadas  por  el  Sistema  de  Fosfoenolpiruvato  Fosfotransferasa  (sistema  PTS).  

El  consumo  de  este  tipo  de  fuente  de  carbono  suprime  el  consumo  de  otras  fuentes  de  carbono  

no  PTS  por  un  mecanismo  conocido  como  Represión  Catabólica  del  Carbono  [18].  En  cuanto  a  la  

fuente  de  nitrógeno,  E.  coli  consume  preferentemente  las  basadas  en  amonio  inorgánico  que  

las  basadas  en  otros  compuestos  como  péptidos,  aminoácidos  o  nucleótidos  [19].  

El  objetivo  principal  de  esta  Tesis  Doctoral  fue  comprender  el  papel  de  la  regulación  de  la  

acetilación  de  lisinas  en  el  control  de  las  redes  bioquímicas  del  metabolismo  central  de  E.  coli  

para   mejorar   sus   capacidades   biotecnológicas.   Este   objetivo   puede   dividirse   en   varios  

subobjetivos:   1)   Optimizar   la   producción   de   proteínas   recombinantes   en   E.   coli   utilizando  

diferentes   condiciones   de   cultivo   y   empleando   cepas   deficientes   genes   del  metabolismo  del  

acetato  y  la  acetilación  de  la  lisina.  2)  Conocer  las  implicaciones  derivadas  del  uso  de  diferentes  

sistemas   de   expresión   de   proteínas   recombinantes   en   la   carga   metabólica   y   en   el   nivel   de  

expresión  proteica   final.  3)  Conocer  si   la   ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  de  novo  en  E.  coli  

puede  ser  regulada  por  la  acetilación  de  lisina.  4)  Estudiar  las  implicaciones  del  uso  de  diferentes  

fuentes  de  nitrógeno  y  carbono  en  el  acetiloma  y  el  proteoma  de  E.  coli.    

Los  principales  resultados  obtenidos  se  enumeran  a  continuación:  

Los  Capítulos  3  y  4  están  dedicados  al  estudio  y  optimización  de  la  expresión  de  proteínas  

recombinantes  en  E.  coli  BL21.  En  el  capítulo  3  nos  centramos  en  cómo  la  acetilación  de  lisinas  

y  los  flujos  a  través  del  metabolismo  del  acetato  podrían  estar  implicados  en  los  procesos  de  

producción  de  proteínas  recombinantes  en  esta  bacteria,  y  qué  estrategias  podrían  desarrollarse  

para  aumentar  el  rendimiento  del  proceso.  Para  ello,  se  utilizó  la  proteína  reportera  GFP,  cuya  

expresión  se  estudió  mediante  dos  enfoques  simultáneos:  el  uso  de  la  cepa  silvestre  y  de  cepas  

deficientes  en  la  acetilación  de  lisinas  ( patZ   cobB)  y  en  el   acs,  
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ackA   pta),   y   la  evaluación  de  diferentes  medios  de   cultivo.   Se  utilizaron  dos   fuentes  de  

nitrógeno,   una  basada   en  amonio   inorgánico,   el  medio  MM9,   y  otra   basada   en   péptidos,   el  

medio  TB7,  que  se  complementaron  con  una  fuente  de  carbono  PTS,  la  glucosa,  o  una  fuente  de  

carbono   no   PTS,   el   glicerol.   Bajo   estas   condiciones,   se   analizaron   los   parámetros  

estequiométricos,  la  concentración  extracelular  de  acetato  y  el  nivel  de  expresión  de  GFP  y  su  

grado  de  acetilación.  Los  resultados  mostraron  que  la  composición  del  cultivo  y  la  cepa  huésped  

afectaban  al  nivel  de  acetilación  de  la  proteína  recombinante.  En  cuanto  a  la  producción  de  la  

proteína,  el  uso  de  un  medio  complejo,  TB7,  suplementado  con  glicerol  aumentó  la  producción  

de   la   proteína   recombinante,   a   pesar   de   excretar   una   cantidad   no   despreciable   de   acetato.  

ackA,  en  la  que  

se  encontró  un  aumento  de  4  a  5  veces  en  la  producción  de  GFP  con  respecto  a  la  cepa  silvestre,  

siendo  este   aumento  mayor  cuando  se  empleó  TB7-­‐glicerol.   Por  último,   la   concentración  de  

acetato  en  esta  cepa  era   insignificante,  por   lo  que  una  baja  pérdida  de  carbono  puede  ser   la  

responsable  de  la  redirección  óptima  de  los  flujos  de  carbono  hacia  la  producción  de  proteínas  

recombinantes.  

En  el  capítulo  4  se  analizó  y  optimizó  la  producción  de  proteínas  recombinantes  en  E.  coli  

BL21.  El  origen  de  replicación  junto  con  el  sistema  promotor  son   los  principales  factores  que  

influyen  en  el  nivel  de  expresión  de  la  proteína.  En  este  capítulo,  se  utilizó  el  mismo  vector  para  

construir  diferentes  plásmidos  combinando  dos  orígenes  de  replicación,  de  alto  (pMB1')  y  bajo  

(p15A)  número  de  copias,  y  4  promotores  de  diferente  fuerza  (PT7lac,  Ptrc,  Ptac,  y  PBAD).  El  nivel  de  

expresión  proteica  se  estudió  utilizando  la  proteína  reportera  YFP.  Además,  se  emplearon  dos  

cepas,  E.  coli  BL21  silvestre  y  E.  coli   ackA,   la  cual  dio  lugar  a  una  mayor  producción  de  

proteínas  en  el   Capítulo  3,   y   se  analizó   la  expresión  en  medio   complejo,   TB7,   con  glucosa  o  

glicerol   como   fuente   de   carbono.   Los   resultados  mostraron,   en   general,   un  mayor   nivel   de  

expresión  de   la  proteína   recombinante  derivado  del  uso  de   los   vectores  de  bajo  número  de  

copias,  concretamente,  el  mayor  nivel  de  expresión  resultó  del  empleo  del  origen  p15A  y  del  

promotor  Ptrc.  Además,  se  observó  que  el  nivel  de  expresión  de  la  proteína  depende  de  la  carga  

metabólica  derivada  de  la  replicación  del  vector  y  de  la  expresión  de  la  proteína,  y  que  cuanto  

mayor  es  la  expresión  de  la  proteína,  mayor  es  el  nivel  de  proteína  insoluble.  En  este  sentido,  

no  encontramos  una  clara  dependencia  del  uso  de  las  diferentes  fuentes  de  carbono  con  el  nivel  

ackA  cuando  se  empleó  

el  vector  de  alto  número  de  copias,  probablemente  debido  a  un  mayor  nivel  de  carga  metabólica  

en  esta  cepa.  Por  lo  tanto,  es  importante  analizar  los  vectores  de  expresión  utilizados,  ya  que  la  
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combinación   entre   el   número   de   copias   y   la   fuerza   del   promotor   determinará   la   carga  

metabólica  producida  y,  en  consecuencia,  el  nivel  de  proteína  soluble  expresada.  

Los  Capítulos  5  y  6  están  dedicados  al  estudio  de   la  acetilación  de   lisinas  en  E.  coli.  En  

particular,  el  capítulo  5  se  centra  en  el  estudio  de  la  regulación  por  acetilación  de  lisinas  de  la  

ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  de  novo.  Para   investigar  qué  puntos  de   la   ruta  podrían  ser  

bloqueados  o  activados  por  esta  modificación,  se  llevó  a  cabo  un  análisis  de  los  metabolitos  de  

la  ruta  a  nivel  intracelular  y  extracelular  en  la  cepa  silvestre   cobB.  La  deleción  de  

CobB,   la   única   desacetilasa   conocida   en   E.   coli,   conduce   a   un   aumento   del   nivel   global   de  

acetilación.   Los   resultados  mostraron   un   posible   bloqueo   de   la   enzima  OPRTasa   en   la   cepa  

cobB.  La  enzima  OPRTasa  es  la  quinta  enzima  de  la  vía  de  biosíntesis  de  pirimidinas  de  novo,  y  

forma   OMP   a   partir   de   orotato   y   PRPP.   Para   estudiar   la   regulación   de   la   acetilación   de   la  

OPRTasa,  se  llevó  a  cabo  la  acetilación  in  vitro  de  la  enzima,  y  se  utilizó  la  técnica  basada  en  la  

expansión   del   código   genético   para   purificar   la   OPRTasa   con   lisinas   permanentemente  

acetiladas  en  las  posiciones  26  y  103.  La  acetilación  dio  lugar  a  una  disminución  de  la  actividad,  

especialmente  en  el  caso  de  la  OPRTasa  acetilada  en  la  K103,  cuya  actividad  fue  insignificante.  

Además,  esta  disminución  de  la  actividad  se  revirtió  mediante  la  desacetilación  con  CobB.  Para  

determinar  el  posible  efecto  de   la  acetilación  de   la  OPRTasa   in  vivo,   se   realizó  un  ensayo  de  

pyrE  con  enzimas  acetiladas,  que  presentó  un  perfil  similar  al  de  

pyrE.  Por   tanto,   los   resultados  mostraron   la   regulación  de   la   ruta  de  biosíntesis  de  

pirimidinas  de  novo  por  la  acetilación  de  la  OPRTasa  en  E.  coli,  lo  que  puede  tener  importantes  

consecuencias  debido  a  la  relevancia  de  la  vía  y  a  lo  altamente  conservada  que  está  esta  enzima.  

En  el  Capítulo  6,  se   llevó  a  cabo  un  estudio  de  proteómica  cuantitativa  sin  marcaje  del  

acetiloma   de   E.   coli   creciendo   en   diferentes   condiciones   de   cultivo.   Se   cultivó   E.   coli   K12  

empleando  dos  fuentes  de  carbono  diferentes,  glucosa  o  glicerol,  y  dos  fuentes  de  nitrógeno,  

TB7  o  MM9,  y  se  tomaron  muestras  en  fase  de  crecimiento  exponencial  y  estacionaria.  Así,  se  

analizó   la   implicación   de   tres   variables,   fuente   de   carbono,   fuente   de   nitrógeno   y   fase   de  

crecimiento,   en   el   nivel   de   acetilación   de   esta   bacteria.   Las   muestras   derivadas   del  

enriquecimiento  mediante  anticuerpos  anti-­‐acetil-­‐lisina  (acetiloma)  y  las  muestras  del  proteoma  

total   se   sometieron   a   un   ensayo   de   espectrometría   de   masas   y   se   analizaron   mediante  

cuantificación  sin  marcaje.  Los  resultados  mostraron  las  mayores  diferencias  en  el  proteoma  con  

el  uso  de  diferentes  fuentes  de  nitrógeno,  mientras  que  el  uso  de  diferentes  fuentes  de  carbono  

no   produjo   cambios   importantes   en   la   abundancia   de   proteínas.   En   cuanto   al   acetiloma,   el  

mayor  nivel  de  acetilación  se  relacionó  con  el  uso  del  medio  complejo,  TB7,  y  en  menor  medida  

con  la  fase  estacionaria  y  el  uso  de  glucosa  como  fuente  de  carbono.  Además,  estos  resultados  
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coincidieron   con   el   nivel   de   acetato   extracelular  medido,   por   lo   que   el   desbordamiento   de  

acetato  es  determinante  para  el  nivel  de  acetilación.  Por   su  parte,   la   identidad  de   las   lisinas  

acetiladas  dependió  de  las  condiciones  de  cultivo  en  las  que  se  habían  identificado.  Asimismo,  

se  observó   que   un   gran   número  de   enzimas   pertenecientes   al  metabolismo  central   estaban  

acetiladas  con  diferencias  entre  las  condiciones,  lo  que  sugiere  que  están  reguladas  de  forma  

diferente  en  cada  condición  estudiada,  y  que  los  flujos  a  través  del  metabolismo  central  pueden  

variar.   Por   tanto,   las   distintas   condiciones   de   cultivo,   especialmente   la   fuente   de   nitrógeno  

utilizada,  pueden  determinar   tanto  el   nivel   de  acetilación  como   la   identidad  de   los  péptidos  

acetilados.  

Por  último,  las  principales  conclusiones  a  las  que  se  ha  llegado  a  partir  de  los  resultados  

de   esta   Tesis   Doctoral   son:   1)   La   producción   de   proteínas   recombinantes   se   ve   favorecida  

utilizando  un  medio  complejo  y  glicerol  como  fuente  de  carbono.  2)  La  utilización  de   la  cepa  

ackA  puede  suponer  un  aumento  de  5  veces  en   la  producción  de  proteínas   recombinantes  

cuando   se   emplea  el   sistema  de  expresión   óptimo.  3)   La   carga  metabólica   producida   por   la  

transcripción  de  vectores  heterólogos  conduce  a  una  disminución  de  la  producción  de  proteínas  

recombinantes   cuando   se   emplean   sistemas   de   expresión   de   alto   número   de   copias   con  

promotores   fuertes.   4)   La   ruta   de   biosíntesis   de   pirimidinas   de   novo   es   regulada   por   la  

acetilación  de  lisinas  en  la  enzima  OPRTasa.  La  acetilación  de  la  OPRTasa  en  las  lisinas  26  y  103  

produce  una  disminución  de  la  actividad  que  puede  ser  revertida  por  la  desacetilasa  CobB.  5)  La  

abundancia  relativa  de  proteínas  en  E.  coli  depende  de  las  condiciones  de  cultivo,  y  la  identidad  

y  el  número  de  lisinas  acetiladas  depende  de  la  presencia  y  abundancia  de  las  proteínas.  6)  El  

nivel  de  acetilación  en  E.  coli  depende  principalmente  del  desbordamiento  de  acetato,  siendo  

mayor  en  medio  complejo.  7)  Se  han  encontrado  lisinas  con  diferencias  en  su  nivel  de  acetilación  

entre   las   distintas   condiciones   de   cultivo   en   el   ciclo   del   glioxilato,   el   ciclo   de   los   ácidos  

tricarboxílicos  y  la  asimilación  del  nitrógeno,  por  lo  que  estas  vías  podrían  estar  reguladas  por  

acetilación.  
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Summary    

Escherichia   coli   (E.   coli)   is   the  most  widely   studied  microorganism,   since   its   complete  

genome  is  known,  as  well  as  its  proteome  and  transcriptome,  which  has  positioned  it  as  one  of  

the  most  widely  used  microorganisms  for  biotechnology  purposes  and  as  a  model  for  research  

[1].  In  addition  to  the  great  knowledge  of  this  organism,  E.  coli  is  largely  used  because  it  presents  

a  series  of  advantages  such  as  its  high  growth  rate,  its  low  risk  level,  the  possibility  of  growing  in  

a  multitude  of   culture  media  and   its   capacity   to  produce  and   store  a   large  concentration  of  

heterologous   proteins.   Thus,   nowadays   about   30%   of   the   proteins   approved   as  

biopharmaceuticals  are  produced  in  this  bacterium  [2] [4].  However,  the  use  of  E.  coli  as  a  host  

organism   to  produce   recombinant  proteins  can   involve  a  number  of  drawbacks,   such  as   the  

formation   of   inclusion   bodies,   the  metabolic   burden,   the   acetate   overflow   and   the   limited  

knowledge  of  some  postranslational  modifications  such  as  lysine  acetylation  [5] [8].    

Metabolic   burden   is   a   consequence   of   cellular   imbalance   due   to   the   expression   of   a  

heterologous  gene  that  requires  a  high  level  of  energy  and  essential  precursors,  therefore  the  

metabolic   burden  will   depend  mainly   on   the   expression   system   employed,   and   also   on   the  

metabolic  and  energetic  state  of  the  cell  [8],  [9].  As  the  acetate  overflow,  it  is  one  of  the  main  

drawbacks  derived  from  the  use  of  E.  coli  in  bioprocesses.  Acetate  overflow  also  depends  on  the  

metabolic  state  of  the  bacteria,  as  it  occurs  when  E.  coli  grows  rapidly  in  a  medium  with  a  high  

concentration  of  nutrients,   leading  to  an  imbalance  between  nutrient  catabolism  and  cellular  

respiration,   which   causes   acetyl-­‐Coenzyme   A   (acetyl-­‐CoA)   accumulation.   Acetyl-­‐CoA   is  

transformed  into  acetate,  which  is  excreted  into  the  extracellular  medium,  to  be  subsequently  

reincorporated  into  the  metabolism,  in  a  futile  cycle  that  causes  a  loss  of  carbons  and  energy  

[6],  [10].  The  overflow  of  acetate,  therefore,  implies  a  decrease  in  cell  growth  and  a  reduction  

of  the  yield  in  the  production  processes,  so  a  multitude  of  strategies  have  been  developed  to  

eliminate  or  reduce  this  disadvantage  [5],  [11],  [12].      

-­‐acetylation   of   lysines   is   a   postranslational   modification   that   is   related   to   acetate  

metabolism   through   acetyl-­‐CoA   and   acetyl-­‐phosphate   (acetyl-­‐P)   intermediates,  which   act   as  

acetyl  group  donors  [6],  [13].  This  modification  occurs  in  many  enzymes  of  central  metabolism  

and   is   involved   in   the   regulation   of   metabolic   processes,   translational   processes,   bacterial  

virulence,  cellular  localization  and  interactions  of  proteins  with  other  molecules  [14],  [15].  It  can  

occur  enzymatically,  by  the  action  of  acetyltransferases,  or  non-­‐enzymatically,  in  which  case  the  

level  of  acetylation  depends  on  the  reactivity  of  the  lysine  and  the  concentration  of  the  acetyl  
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donors  [15].  Furthermore,  this  modification  can  be  reverted  by  the  action  of  deacetylases,  CobB  

being  the  only  known  in  E.  coli  [16].  

All  these  processes,  which  imply  limitations  when  using  E.  coli  as  the  host  for  metabolic  

engineering,  depend  to  a  greater  or  lesser  extent  on  the  central  metabolism  of  the  bacterium  

and  the  fluxes  through  it,  therefore  the  study  of  the  central  metabolism  and  its  regulation  is  the  

key   to   successful   cell   optimization.   The   fluxes   through   the   central   metabolism   may   be  

modulated  according  to  the  culture  conditions  employed  [17].  E.  coli  can  grow  using  different  

carbon  sources,  but  prefers  those  that  cause  a  higher  growth  rate,  which  are  transported  by  the  

Phosphoenolpyruvate  Phosphotransferase  System  (PTS  system).  The  consumption  of  this  type  

of  carbon  source  suppresses  the  consumption  of  other  non-­‐PTS  carbon  sources  by  a  mechanism  

known  as  Catabolic  Carbon  Repression   [18].  As   for   the  nitrogen  source,  E.   coli  preferentially  

consumes  those  based  on  inorganic  ammonium  than  those  based  on  other  compounds  such  as  

peptides,  amino  acids  or  nucleotides  [19].    

The  main  objective  of   this  PhD  Thesis  was   to  understand  the  role  of   lysine  acetylation  

regulation  in  the  control  of  biochemical  networks  of  E.  coli  central  metabolism  to  enhance  its  

biotechnological   capabilities.   This  objective   can  be  divided   into   several   sub-­‐objectives:  1)   To  

optimize  the  production  of  recombinant  proteins  in  E.  coli  by  using  different  culture  conditions  

and  by  employing  strains  deficient   in  acetate  metabolism  and   lysine  acetylation  genes.  2)  To  

know  the  implications  derived  from  the  use  of  different  recombinant  protein  expression  systems  

in  the  metabolic  burden  and  in  the  level  of  final  protein  expression.  3)  To  know  if  the  de  novo  

pyrimidine  biosynthesis  pathway  in  E.  coli  can  be  regulated  by  lysine  acetylation.  4)  To  study  the  

implications  of  the  use  of  different  nitrogen  and  carbon  sources  in  the  acetylome  and  proteome  

of  E.  coli.    

The  main  results  obtained  are  listed  below:    

Chapters  3  and  4  are  dedicated   to   the  study  and  optimization  of   recombinant  protein  

expression   in  E.   coli  BL21.   In  Chapter  3  we   focused  on  how   lysine  acetylation  and   the   fluxes  

through  acetate  metabolism  could  be  involved  in  recombinant  protein  production  processes  in  

this  bacterium,  and  what  strategies  could  be  developed  to  increase  the  yield  of  the  process.  To  

this   end,   the   GFP   reporter   protein   was   used,   and   its   expression   was   studied   using   two  

approaches   simultaneously:   the   use   of   the   wild-­‐type   strain   and   strains   deficient   in   lysine  

acetylation  ( patZ   cobB acs ackA   pta)  genes,  and  the  

evaluation  of  different  culture  media.  Two  nitrogen  sources  were  used,  one  based  on  inorganic  

ammonium,   MM9   medium,   and   the   other   based   on   peptides,   TB7   medium,   which   were  
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supplemented  with  a  PTS  carbon  source,  glucose,  or  a  non-­‐PTS  carbon  source,  glycerol.  Under  

these  conditions,  the  stoichiometric  parameters,  the  extracellular  concentration  of  acetate,  and  

the  level  of  GFP  expression  and  its  degree  of  acetylation  were  analysed.  The  results  showed  that  

the  composition  of  culture  and  host  strain  affected  the  level  of  acetylation  of  the  recombinant  

protein.  Regarding  protein  production,  the  use  of  complex  medium,  TB7,  supplemented  with  

glycerol   increased  the  production  of   recombinant  protein,  despite  producing  a  not  negligible  

amount   of   acetate.  Moreover,   the   highest   recombinant   protein   production   occurred   in   the  

ackA  strain,  in  which  a  4-­‐  to  5-­‐fold  increase  in  GFP  production  was  found  with  respect  to  the  

wild-­‐type  strain,  this  increase  being  the  greatest  when  TB7-­‐glycerol  was  employed.  Finally,  the  

acetate  concentration  in  this  strain  was  negligible,  so  a  low  carbon  loss  may  be  responsible  for  

optimal  redirection  of  carbon  fluxes  to  recombinant  protein  production.    

Regarding  Chapter  4,  the  production  of  recombinant  proteins  in  E.  coli  BL21  was  analysed  

and  optimized.  The  origin  of  replication  together  with  the  promoter  system  are  the  main  factors  

influencing  the  protein  expression  level.  In  this  chapter,  the  same  vector  backbone  was  used,  to  

build  different  plasmids  by  combining  two  replication  origins,  high  (pMB1´)  and  low  (p15A)  copy  

number,  and  4  promoters  of  different  strength  (PT7lac,  Ptrc,  Ptac,  and  PBAD).  The  level  of  protein  

expression  was  studied  using  the  YFP  reporter  protein.  In  addition,  two  strains  were  employed,  

E.  coli  BL21  wild-­‐type  and  E.  coli  BL21   ackA,  which  led  to  higher  protein  production  in  Chapter  

3,  and  expression  was  analysed   in  complex  medium,  TB7,  with  glucose  or  glycerol  as  carbon  

source.  The  results  showed,  in  general,  a  higher  level  of  recombinant  protein  expression  derived  

from   the   use   of   the   low   copy   number   vectors,   specifically,   the   highest   level   of   expression  

resulted  from  the  employ  of  the  p15A  origin  and  the  Ptrc  promoter.  In  addition,  it  was  observed  

that   the   level   of   protein   expression   depends   on   the   metabolic   burden   derived   from   the  

replication   of   the   vector   and   the   expression  of   the  protein,   and   that   the   higher   the   protein  

expression,   the   higher   the   level   of   insoluble   protein.   In   this   sense,   we   did   not   find   a   clear  

dependence  of   the  use  of   the  different   carbon   sources  with   the   level  of   expression,  but  we  

observed  a  lower  level  of  expression  in  the   ackA  strain  when  the  high  copy  number  vector  was  

employed,  probably  due   to  a  higher   level  of  metabolic  burden   in   this   strain.   Therefore,   it   is  

important  to  analyse  the  expression  vectors  used,  since  the  combination  between  the  number  

of  copies  and  the  strength  of  the  promoter  will  determine  the  metabolic  burden  produced,  and  

consequently  the  level  of  soluble  protein  expressed.  

Chapters  5  and  6  are  dedicated  to  the  study  of  lysine  acetylation  in  E.  coli.  In  particular,  

Chapter   5   is   focused   on   the   study   of   the   regulation   by   lysine   acetylation   of   the   de   novo  

pyrimidine  biosynthesis  pathway.  To  investigate  which  points  of  the  pathway  might  be  blocked  
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or  further  activated  by  this  modification,  an  analysis  of  the  metabolites  of  the  pathway  at  the  

intracellular   and   extracellular   level  was   carried  out   in   the  wild-­‐type   strain   and   in   the   cobB  

strain.  Deletion  of  CobB,  the  only  known  deacetylase  in  E.  coli,  leads  to  an  increase  in  the  overall  

acetylation   level.   The   results   showed   a   possible   blockage   of   OPRTase   enzyme   in   the   cobB  

strain.  OPRTase  enzyme  is  the  fifth  enzyme  of  the  de  novo  pyrimidine  biosynthesis  pathway,  and  

forms  OMP   from  orotate  and  PRPP.   To   study   the  acetylation   regulation  of  OPRTase,   in   vitro  

acetylation  of  the  enzyme  was  carried  out,  and  the  technique  based  on  the  expansion  of  the  

genetic  code  was  used  to  purify  OPRTase  with  permanently  acetylated  lysines  at  positions  26  

and  103.  Acetylation  resulted  in  a  decrease  in  activity,  especially  for  OPRTase  acetylated  at  K103,  

whose  activity  was  negligible.  Moreover,  this  decrease  in  activity  was  reverted  by  deacetylation  

with   CobB.   In   order   to   determine   the   possible   effect   of   OPRTase   acetylation   in   vivo,   a  

complementation   assay   of   the   pyrE   strain  with   acetylated   enzymes  was   performed,  which  

presented  a  similar  profile  to  the   pyrE  strain.  Therefore,  the  results  showed  the  regulation  of  

the  de  novo  pyrimidine  biosynthesis  pathway  by  OPRTase  acetylation  in  E.  coli,  which  may  have  

important  consequences  due  to  the  relevance  of  the  pathway  and  to  the  highly  conserved  that  

this  enzyme  is.  

In   Chapter   6,   a   study   of   E.   coli   label-­‐free   quantitative   proteomics   of   lysine   acetylome  

growing  under  different  culture  conditions  was  carried  out.  E.  coli  K12  was  grown  employing  

two  different  carbon  sources,  glucose  and  glycerol,  and  two  nitrogen  sources,  TB7  and  MM9,  

simultaneously,  and  samples  were  taken  in  exponential  and  stationary  growth  phase.  Therefore,  

we   analysed   the   implication   of   three   variables,   carbon   source,   nitrogen   source   and   growth  

phase,  on  the  level  of  acetylation  in  this  bacterium.  The  samples  derived  from  the  enrichment  

using   anti-­‐acetyl-­‐lysine   antibodies   (acetylome)   and   the   samples   of   the   total   proteome  were  

subjected   to  mass   spectrometry   assay   and   analysed  by   label   free   quantification.   The   results  

showed   the   greatest   differences   at   the   proteome   level   with   the   use   of   different   nitrogen  

sources,  while   the   use   of  different   carbon   sources   did   not   lead   to  major   changes   in   protein  

abundance.   As   for   the   acetylome,   the   highest   level  of   acetylation  was   related   to   the   use  of  

complex  medium,  TB7,  and  to  a  lesser  extent  to  the  stationary  phase  and  the  use  of  glucose  as  

a  carbon  source.  Furthermore,  these  results  were  in  agreement  with  the  level  of  extracellular  

acetate  measured,  so  the  acetate  overflow  is  critical   for  the  acetylation   level.  The   identity  of  

acetylated   lysines   depended   on   the   culture   conditions   under   which   it   has   been   identified.  

Similarly,  a  large  number  of  enzymes  belonging  to  the  central  metabolism  were  observed  to  be  

acetylated   with   differences   between   conditions   which   suggests   that   they   are   regulated  

differently   in  each  condition  studied,  and  that  the  fluxes  through  the  central  metabolism  are  
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different.  Therefore,  the  different  culture  conditions,  especially  the  nitrogen  source  used,  can  

determine  both  the  level  of  acetylation  and  the  identity  of  the  acetylated  peptides.  

Finally,  the  main  conclusions  reached  from  the  results  of  this  thesis  are:  1)  The  production  

of  recombinant  proteins  is  favoured  using  complex  medium  and  glycerol  as  a  carbon  source.  2)  

The   utilization   of   the   ackA   strain   can   result   in   a   5-­‐fold   increase   in   recombinant   protein  

production  when  the  optimal  expression  system  is  employed.  3)  The  metabolic  burden  produced  

by   the   transcription   of   heterologous   vectors   leads   to   a   decrease   in   recombinant   protein  

production  when  high  copy  number  expression  systems  with  strong  promoters  are  employed.  

4)   The   de   novo   pyrimidine   biosynthesis   pathway   is   regulated   by   lysine   acetylation   of   the  

OPRTase  enzyme.  Acetylation  of  OPRTase  at  lysines  26  and  103  results  in  decreased  activity  that  

can  be  reversed  by  CobB  deacetylase.  5)  The  relative  abundance  of  proteins  in  E.  coli  depends  

on   culture   conditions,   and   the   identity   and   number   of   acetylated   lysines   depends   on   the  

presence  and  abundance  of  proteins.  6)  The  level  of  acetylation  in  E.  coli  depends,  mainly,  on  

acetate   overflow,   being   higher   in   complex   medium.   7)   Lysines   with   differences   in   their  

acetylation   level   between   culture   conditions   have   been   found   in   the   glyoxylate   cycle,   the  

tricarboxylic   acid   cycle   and   nitrogen   assimilation,   so   these   pathways   could   be   regulated   by  

acetylation.  

  

References  

[1]   F.  R.  Blattner  et  al. Escherichia  coli  K-­‐ Science  
(80-­‐.  ).,  vol.  277,  no.  5331,  pp.  1453 1462,  1997,  doi:  10.1126/science.277.5331.1453.  

[2]   ed  potential  of  E.   coli Elife,   vol.   4,   pp.  1 12,  2015,  doi:  
10.7554/eLife.05826.  

[3]   M.  N.  Baeshen  et  al. E.  coli :  Current  Scenario  and  
J.  Microbiol.   Biotechnol.,   vol.   25,  no.  7,   pp.  953 962,  2015,  doi:  

10.4014/jmb.1412.12079.  

[4]  
Escherichia  coli   J.  Ind.  Microbiol.  Biotechnol.,  vol.  39,  no.  
3,  pp.  383 399,  2012,  doi:  10.1007/s10295-­‐011-­‐1082-­‐9.  

[5]  
formation  in  E.  coli   J.  Ind.  Microbiol.  Biotechnol.,  vol.  34,  no.  11,  pp.  689
700,  2007,  doi:  10.1007/s10295-­‐007-­‐0244-­‐2.  

[6]   V.   Bernal,   S.   Castaño-­‐
Escherichia   coli Appl.   Microbiol.  
Biotechnol.,  vol.  100,  no.  21,  pp.  8985 9001,  2016,  doi:  10.1007/s00253-­‐016-­‐7832-­‐x.  

[7]   F.  Baig,  L.  P.  Fernando,  
transcriptional   response   of   Escherichia   coli   Biotechnol.  



Summary  

xiv  
  

Bioeng.,  vol.  111,  no.  5,  pp.  980 999,  2014,  doi:  10.1002/bit.25169.  

[8]   J.   Mairhofer,   T.   Scharl,   K.   Marisch,   M.   Cserjan-­‐puschmann,   and   G.   Striedner,  
-­‐Depth   Characterization   of   Plasmid-­‐Based  

and   Plasmid-­‐Free   Escherichia   coli  
Appl.  Environ.  Microbiol.,  vol.  79,  no.  12,  pp.  3802 3812,  2013,  doi:  10.1128/AEM.00365-­‐
13.  

[9]   -­‐associated   metabolic   burden  

Biotechnol.  Bioeng.,  vol.  118,  no.  1,  pp.  94 105,  2021,  doi:  10.1002/bit.27553.  

[10]   Microbiol.  Mol.  Biol.  Rev.,  vol.  69,  no.  1,  pp.  12 50,  
2005,  doi:  10.1128/MMBR.69.1.12.  

[11]   S.   Castaño-­‐ egulation   of  
acetate   metabolism   in   Escherichia   coli   BL21   by   protein   Ne-­‐ Appl.  
Microbiol.   Biotechnol.,   vol.   99,  no.   8,   pp.   3533 3545,  2015,  doi:   10.1007/s00253-­‐014-­‐
6280-­‐8.  

[12]   Escherichia   coli   recombinant  
Trends   Biotechnol.,   vol.   24,   no.   11,   pp.   530 536,   2006,   doi:  

10.1016/j.tibtech.2006.09.001.  

[13]   M.  L.  Kuhn  et  al. characterization  of  acetyl  phosphate-­‐
PLoS  One,  vol.  9,  no.  4,  pp.  1 26,  2014,  doi:  

10.1371/journal.pone.0094816.  

[14]  
Biotechnol.  Adv.,  vol.  53,  no.  107842,  

pp.  1 12,  2021,  doi:  10.1016/j.biotechadv.2021.107842.  

[15]   D.  G.  Christensen  et  al.
MBio,  vol.  10,  no.  2,  pp.  1 20,  Mar.  2019,  doi:  10.1128/mBio.02708-­‐18.  

[16]   J.  Gallego-­‐Jara,  Á.  Ortega,  G.  Lozano  Terol,  R.  A.  Sola  Martínez,  M.  Cánovas  Díaz,  and  T.  
Front.  

Microbiol.,  vol.  12,  pp.  1 15,  2021,  doi:  10.3389/fmicb.2021.744416.  

[17]   M.  Mori  et  al. Escherichia  coli  proteome  under  diverse  
growth   co Mol.   Syst.   Biol.,   vol.   17,   no.   e9536,   pp.   1 23,   2021,   doi:  
10.15252/msb.20209536.  

[18]   Curr.  Opin.  
Microbiol.,  vol.  11,  no.  2,  pp.  87 93,  2008,  doi:  10.1016/j.mib.2008.02.007.  

[19]   Escherichia  coli Annu.  Rev.  
Microbiol.,  vol.  57,  pp.  155 176,  2003,  doi:  10.1146/annurev.micro.57.030502.090820.  

  



  

xv  

Índice  de  abreviaturas  

 µmax:  velocidad  de  crecimiento  
específico    

 -­‐KG:   -­‐cetoglutarato  
 2PG:  2-­‐fosfoglicerato  
 3PG:  3-­‐fosfoglicerato  
 6PGLN:  6-­‐fosfoglucono-­‐ -­‐lactona    
 6PGNT:  6-­‐fogluconato    
 AceA:  isocitrato  liasa  
 AceK:  isocitrato  deshidrogenasa  

quinasa/isocitrato  deshidrogenasa  
fosfatasa    

 acetil-­‐CoA:  acetil-­‐Coenzima  A  
 acetil-­‐P:  acetil-­‐fosfato  
 AckA:  acetato  quinasa    
 AcKRS3:  aminoacil-­‐ARNt  sintetasa  

modificada    
 Acs:  acetil-­‐CoA  sintetasa    
 ActP:  transportador  del  acetato    
 ADNc:  ADN  complementario  
 ADP:  adenosina  5-­‐difosfato  
 AlaRS:  alanil-­‐tARN-­‐sintetasa    
 AMPc:  Adenosín  monofosfato  

cíclico  
 AmtB:  transportador  de  amonio  
 ArcA:  proteína  de  control  de  la  

respiración  aeróbica    
 ARNm:  ARN  mensajero  
 ARNr:  ARN  ribosómico  
 ARNt:  ARN  de  transferencia  
 ATCasa:  aspartato  

carbamoiltransferasa    
 ATP:  adenosina  5-­‐trifosfato  
 BSA:  seroalbúmina  bovina    
 CASP:  N-­‐carbamoil-­‐L-­‐aspartato    
 ciclo  TCA:  ciclo  de  los  ácidos  

tricarboxílicos  
 CIT:  citrato    
 CoASH:  coenzima  A  
 CP:  carbamoil  fosfato    
 CPSasa:  carbamoil  fosfato  sintetasa    
 Cra:  el  activador  represor  de  

catabolitos    
 Crp:  proteína  receptora  de  AMPc  
 CTP:  citidina  5-­‐trifosfato  
 CyaA:  adenilato  ciclasa    

 DHAP:  dihidroxiacetona-­‐fosfato    
 DHO:  dihidroorotato    
 DHOasa:  dihidroorotasa  
 DHODH:  dihidroorotato  

deshidrogenasa    
 DnaA:  proteína  iniciadora  de  la  

replicación  cromosomal    
 DNS:  ácido  dinitrosalicílico    
 DO600:  densidad  óptica  medida  a  

600  nm  
 DPG:  1,3-­‐bifosfoglicerato  
 E.  coli:  Escherichia  coli  
 E4P:  eritrosa-­‐4-­‐fosfato    
 EI:  enzima  I    
 EII:  enzima  II  (dominio  

intermembrana  (EIIBC);  dominio  
citoplasmático  (EIIA))  

 F1P:  fructosa-­‐1-­‐fosfato    
 F6P:  fructosa-­‐6-­‐fosfato    
 FBP:  fructosa-­‐1,6-­‐bifosfato    
 FCh:  fold  change    
 FDA:  Administración  de  alimentos  

y  medicamentos  de  Estados  Unidos  
 FDR:  tasa  de  falsos  

descubrimientos  
 Fnr:  regulador  transcripcional  de  la  

transición  de  condiciones  aerobias  
a  anaerobias    

 FUM:  fumarato  
 G6P:  glucosa-­‐6-­‐fosfato    
 GAP:  gliceraldehído  3-­‐fosfato  
 GapA:  gliceraldehído-­‐3-­‐fosfato  

deshidrogenasa  
 Gdh:  glutamato  deshidrogenasa    
 GFP:  proteína  verde  fluorescente  
 GlpD:  glicerol-­‐3-­‐fosfato  

deshidrogenasa  
 GlpF:  transportador  del  glicerol    
 GlpK:  glicerol  quinasa    
 GltA:  citrato  sintetasa    
 Gly:  glicerol  
 Gly3P:  glicerol-­‐3-­‐fosfato  
 GNAT:  N-­‐acetiltransferasas  

relacionadas  con  Gcn5  
 GoGat:  glutamato  sintetasa    
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 GOX:  glioxilato    
 GpmA:  fosfoglicerato  mutasa  

dependiente  de  2,3-­‐
bifosfoglicerato  

 Gs:  glutamina  sintetasa    
 HDACs:  histonas  desacetilasas  
 HPr:  proteína  portadora  de  

histidina  
 IcdA:  isocitrato  deshidrogenasa  
 ICT:  isocitrato    
 IPTG:  Isopropil-­‐ -­‐D-­‐1-­‐

tiogalactopiranósido  
 KATs:  enzimas  lisín-­‐

acetiltransferasas    
 KDACs:  desacetilasas  
 KDPGNT:  2-­‐ceto-­‐3-­‐deoxi-­‐D-­‐

gluconato-­‐6-­‐fosfato    
 KM:  constante  de  Michaelis  
 LacI:  proteína  represora  del  

promotor  lac  
 LC-­‐MS/MS:  cromatografía  liquida  

acoplada  a  espectrometría  de  
masas  

 MAL:  malato    
 MCC:  metabolismo  central  del  

carbono  
 Mdh:  malato  deshidrogenasa  
 MPT:  modificación  postraduccional  
 MUS:  MM9-­‐glucosa-­‐estacionaria    
 MUX:  MM9-­‐glucosa-­‐exponencial    
 MYS:  MM9-­‐glicerol-­‐estacionaria  
 MYST:  llamado  así  por  los  

miembros  MOZ,  Ybf2/  Sas3,  Sas2  y  
Tip60  

 MYX:  MM9-­‐glicerol-­‐exponencial  
 NAD+:  nicotinamida  adenina  

dinucleótido  
 NADPH:  nicotinamida  adenina  

dinucleótido  fosfato  
 NAM:  nicotinamida    
 NAMPT:  nicotinamida  

fosforibosiltransferasa    
 NAT:  N-­‐acetiltransferasas    
 Ntr:  respuesta  regulada  por  

nitrógeno    
 OAA:  oxaloacetato  
 OMP:  orotidina  5'-­‐monofosfato    

 OMPDC:  orotidina  5'-­‐fosfato  
descarboxilasa    

 OPRTasa:  orotato  
fosforribosiltransferasa  

 OPRTasa-­‐103AcK:  orotato  
fosforribosiltransferasa  con  la  K103  
permanentemente  acetilada  

 OPRTasa-­‐26AcK:  orotato  
fosforribosiltransferasa  con  la  K26  
permanentemente  acetilada  

 ori:  origen  de  replicación  
 p300/CBP:  proteína  de  unión  a  E1A  

p300  /proteína  de  unión  al  
elemento  de  respuesta  al  AMP  
cíclico  (CREB)  

 pb:  pares  de  bases  
 PBS:  tampón  fosfato  salino  (del  

inglés  phosphate-­‐buffered  saline)  
 PCA:  análisis  de  componentes  

principales    
 PckA:  fosfoenolpiruvato  

carboxiquinasa    
 Pdh:  piruvato  deshidrogenasa  
 PEP:  fosfoenolpiruvato  
 Pgk:  fosfoglicerato  quinasa    
 Pi:  fosfato  inorgánico  
 PoxB:  piruvato  oxidasa  
 Ppc:  fosfoenolpiruvato  carboxilasa  
 PPi:  pirofosfato  
 PRPP:  5-­‐fosfo-­‐D-­‐ribosil-­‐ -­‐1-­‐

pirofosfato    
 PRPP:  5-­‐fosfo-­‐ -­‐D-­‐ribosa  1-­‐

difosfato    
 PRTasas:  fosforibosiltransferasas  
 Pta:  fosfotransacetilasa    
 PVDF:  fluoruro  de  polivinilideno    
 PykAF:  piruvato  quinasa  
 PYR:  piruvato    
 qRT-­‐PCR:  PCR  cuantitativa  a  

tiempo  real    
 qs:  velocidad  específica  de  

consumo  de  carbono    
 R5P:  ribosa-­‐5-­‐fosfato    
 RCC:  Represión  Catabólica  por  

Carbono  
 RFU:  unidades  de  fluorescencia  

relativa  



  

xvii  

 rpm:  revoluciones  por  minuto  
 RpoD:  factor  sigma  de  la  ARN  

polimerasa  
 RpoS:  factor  sigma  de  la  ARN  

polimerasa  
 RU5P:  ribulosa-­‐5-­‐fosfato    
 S7P:  seudoheptulosa-­‐7-­‐fosfato    
 sARN:  pequeño  ARN  no  codificante  
 SatP:  simportador  del  acetato  y  

succinato  
 SD:  Shine-­‐Dalgarno    
 SDC:  desoxicolato  de  sodio  
 Sir2:  Regulador  Silencioso  de  la  

Información  2  
 Sistema  PTS:  Sistema  

Fosfoenolpiruvato  Fosfotransferasa  
 SLIC:  clonación  independiente  de  

secuencia  y  ligación  
 SRC:  coactivador  de  receptores  de  

esteroides  
 SUC:  succinato    
 SucAB:   -­‐cetoglutarato  

deshidrogenasa    
 SUC-­‐CoA:  succinil-­‐coenzima  A    
 TAFII:  factores  asociados  a  la  TBP  
 TktAB:  transketolasa    
 TopA:  topoisomesara  I    
 TpiA:  triosa-­‐fosfato  isomerasa    
 TUS:  TB7-­‐glucosa-­‐estacionaria    
 TUX:  TB7-­‐glucosa-­‐exponencial    
 TYS:  TB7-­‐glicerol-­‐estacionaria    
 TYX:  TB7-­‐glicerol-­‐exponencial    
 UMP:  uridina  5-­‐monofosfato    
 UTP:  uridina  5-­‐trifosfato  
 VHb:  hemoglobina  de  Vitreoscilla  

stercoraria  
 wt:  cepa  silvestre  
 X5P:  xilulosa-­‐5-­‐fosfato    
 YFP:  proteína  amarilla  fluorescente  

Kringle  
 YX/S:  rendimiento  en  biomasa    
 Zwf:  glucosa-­‐6-­‐fosfato  

deshidrogenasa    
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Escherichia  coli  y  su  importancia  como  organismo  modelo  

Escherichia  coli,  E.  coli,  es  un  bacilo  anaerobio  facultativo  de  tipo  Gram-­‐negativo,  cuyas  

dimensiones  son  1  x  0,35  µm,  aproximadamente.  Esta  bacteria  puede  presentar  flagelos  y  fibras  

amiloides,  denominadas  curli,  que  emplea  para  su  movimiento  y  para  su  adhesión  a  superficies  

u   otras   bacterias.   E.   coli   fue   descubierta   en   1885   por   el   microbiólogo   y   pediatra   Theodor  

Escherich  en  heces  de  lactantes,  y  fue  denominada  inicialmente  Bacterium  coli  commune  [1].  

Filogenéticamente,   E.   coli   es   miembro   de   la   familia   Enterobacteriaceae,   a   la   cual   también  

pertenecen  bacterias  de  los  géneros  Salmonella,  Enterobacter,  Klebsiella  y  Serratia,  entre  otros,  

y   cuyo  hábitat   natural   es   el   tracto   intestinal   de   algunas   especies   de   animales.   Así,  E.   coli   se  

encuentra   principalmente   formando   parte   del   microbioma   intestinal   de   mamíferos,   aves,  

reptiles  y  peces,  aunque  también  puede  adaptarse  para  sobrevivir  fuera  de  este  entorno,  y  está  

presente  en  agua,  suelos  y  plantas  [2].    

La  presencia  de  esta  bacteria  en  multitud  de  nichos  y  su  fácil  aislamiento  y  manejo  han  

hecho  que  sea  uno  de   los  microorganismos  más  ampliamente  estudiados,   siendo  uno  de   los  

primeros  en  los  que  se  ha  secuenciado  su  genoma  completo  [3].  Además,  presenta  una  serie  de  

características  que  han  permitido  su  implantación  como  organismo  modelo  en  los  ámbitos  de  la  

genética,   biología   molecular   y   la   biotecnología.   Entre   estas   características   destacan   su  

consideración   como   microorganismo   de   bajo   riesgo   (nivel   de   bioseguridad   1),   su   elevada  

velocidad  de  crecimiento  en  multitud  de  medios  de  cultivo  sin  requerimientos  especialmente  

costosos,  la  posibilidad  de  escalado  de  los  procesos  en  los  que  se  emplea,  la  alta  capacidad  para  

la   expresión   de   proteínas   y   otros   compuestos,   el   conocimiento   completo   de   su   genoma,   la  

disponibilidad  de  una  gran  multitud  de  herramientas  para  su  manipulación  genética,  el  amplio  

conocimiento  de  su  transcriptoma,  proteoma  y  metaboloma,  y  la  elevada  plasticidad  genómica,  

que  le  permite  adaptarse  a  distintas  condiciones  [4].  Por  todas  estas  razones,  esta  bacteria  es  

uno  de  los  hospedadores  microbianos  más  ampliamente  utilizados  como  vector  de  expresión  

para   la   producción   de   proteínas   recombinantes,  DNA  plasmídico  o   biofármacos,   tanto   en   el  

ámbito  de  la  investigación  como  en  el  campo  de  la  biotecnología  industrial  [4] [6].  

Además,   en   los   últimos   años,   el   estudio   de   la   microbiota,   en   la   que   E.   coli   es  

predominante,  y  su  interacción  con  las  células  del  huésped  ha  suscitado  un  gran  interés,  ya  que  

se   ha   identificado   una   relación   entre   el   desequilibrio   microbiano   y   enfermedades   como   la  

inflamación   intestinal  crónica  y  el  cáncer  colorrectal.  Además,   también  se  ha  comprobado   la  

influencia   del  microbioma   sobre   el  metabolismo,   la   eficacia   y   la   toxicidad   de   determinados  

fármacos  [7],  [8].    
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Por  todo  lo  anterior,  el  estudio  del  metabolismo  de  E.  coli,  de  sus  factores  de  virulencia  y  

de   su   regulación,   es   esencial   para   el   control,   la   optimización   y   la   adecuación   de   esta   para  

distintos  fines.    

  

Metabolismo  central  de  E.  coli  

El   metabolismo   central   es   un   proceso   bioquímico   fundamental   que   convierte   los  

nutrientes  en   energía   y   precursores   elementales,   lo  que   permite   a   las   células  mantener   sus  

estructuras,  crecer  y  responder  a  los  cambios  de  su  entorno  [9] [11].  Por  ello,  es  importante  un  

conocimiento  profundo  del  metabolismo  central  del  carbono  y  de  la  asimilación  del  nitrógeno,  

así  como  la  regulación  de  los  mismos,  para  comprender   los  mecanismos  de  adaptación  de   la  

bacteria  y  poder  maximizar  los  flujos  encaminados  a  la  producción  de  compuestos  industriales  

por  su  parte.    

  

   Metabolismo  central  del  carbono  (MCC)  en  E.  coli  y  su  regulación  

El  metabolismo  central  del  carbono  (MCC)  está  implicado  en  el  transporte  al  interior  de  

la  célula  de  las  principales  fuentes  de  carbono  y  su  oxidación  [12].  Los  principales  metabolitos  

producidos  por  E.  coli  son  derivados  de  intermediarios  o  cofactores  de  las  rutas  del  MCC,  por  lo  

que  su  estudio  es  esencial  en  ingeniería  metabólica  [12],  [13].  Además,  el  MCC  juega  un  papel  

importante  en   la   coordinación  entre   la  disponibilidad  de  nutrientes   y   la  progresión  del   ciclo  

celular  [14] [16].  Las  principales  rutas  del  MCC  son  la  glicólisis,  la  gluconeogénesis,  el  ciclo  de  

los   ácidos   tricarboxilicos   (ciclo   TCA),   el   ciclo   del   glioxilato,   el   metabolismo   del   acetato,   las  

reacciones   anapleróticas,   la   ruta   de   las   pentosas   fosfato   y   el   Sistema   Fosfoenolpiruvato  

Fosfotransferasa  (PTS)  (Figura  1)  [9],  [12].  Las  distintas  fuentes  de  carbono  pueden  entrar  por  

diversos  nodos  a  la  ruta  de  la  glicólisis  para  ser  metabolizadas.  En  la  segunda  parte  de  la  glicólisis,  

el  fosfoenolpiruvato  (PEP)  puede  ser  convertido  a  piruvato  mediante  la  piruvato  quinasa  (PykAF)  

o   puede   pasar   a   oxalacetato   mediante   la   reacción   anaplerótica   de   la   fosfoenolpiruvato  

carboxilasa  (Ppc),  conectando  directamente  la  ruta  con  el  TCA.  El  PEP  también  está  implicado  en  

la  cascada  de  fosforilación  para  el  transporte  de  azúcares,  conectando  la  ruta  glicolítica  con  la  

disponibilidad  del  azúcar,  como  se  explicará  más  adelante.  El  último  producto  de  la  glicólisis,  el  

piruvato,   es   oxidado   a   acetil-­‐CoA   (acetil-­‐Coenzima   A)   mediante   la   piruvato   deshidrogenasa  

(Pdh).  El  acetil-­‐CoA  participa  en  distintos  tipos  de  reacciones  e  interconecta  la  glicólisis  con  el  

metabolismo  de  lípidos,  el  metabolismo  del  acetato,  el  ciclo  TCA  y  el  ciclo  del  glioxilato.  Por  lo  
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tanto,  los  productos  finales  de  la  glicólisis,  PEP  y  piruvato,  pueden  entrar  al  ciclo  TCA  a  través  

del  acetil-­‐CoA  o  mediante  reacciones  anapleróticas.  Las  denominadas  reacciones  anapleróticas  

reponen   los   intermedios   del   ciclo   TCA   que   fueron   utilizados   con   fines   anabólicos.   Así,   en  

condiciones  gluconeogénicas,  los  intermedios  del  ciclo  TCA,  oxalacetato  o  malato,  se  convierten  

en   piruvato   y   PEP   por   descarboxilación,   y   de   esta   forma   el   nodo   PEP-­‐piruvato-­‐oxalacetato  

proporciona  los  precursores  para  la  gluconeogénesis.  Por  lo  tanto,  el  enlace  metabólico  entre  la  

glicólisis,   la   gluconeogénesis   y   el   ciclo   TCA   está   representado   por   el   nodo   PEP-­‐piruvato-­‐

oxalacetato.  En  cuanto  al  ciclo  de   las  pentosas  fosfato,   la  rama  oxidativa  de   la  vía  suministra  

energía  reductora  para  los  procesos  biosintéticos  celulares,  pues  genera  NADPH  (nicotinamida  

adenina  dinucleótido  fosfato)  a  través  de  la  oxidación  de  la  glucosa-­‐6-­‐fosfato  (G6P)  por  la  G6P  

deshidrogenasa  (Zwf)  (Figura  1)  [12],  [17] [19].    
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Figura  1:  Rutas  principales  del  metabolismo  central  del  carbono  de  E.  coli.  Enzimas  marcadas  en  colores  
por   rutas:   glicólisis   (azul),   incorporación   de   glicerol   (amarillo),   ruta   de   las   pentosas   fosfato   (naranja),  
metabolismo  del   acetato   (rojo),   ciclo   TCA   (verde),   ciclo   del   glioxilato   (verde   oscuro),   gluconeogénesis  
(morado)  y  asimilación  de  nitrógeno  (gris).  Se  muestra  el  sistema  de  transporte  de  fuentes  de  carbono  de  
tipo   PTS,   como   la   glucosa,   el   transportador   del   acetato   (ActP)   y   el   transportador   del   glicerol   (GlpF).  
Abreviaturas   de   los   metabolitos:   Gly,   glicerol;   Gly3P,   glicerol-­‐3-­‐fosfato;   G6P,   glucosa-­‐6-­‐fosfato;   F6P,  
fructosa-­‐6-­‐fosfato;   FBP,   fructosa-­‐1,6-­‐bifosfato;   DHAP,   dihidroxiacetona-­‐fosfato;   GAP,   gliceraldehído   3-­‐
fosfato;  DPG,  1,3-­‐bifosfoglicerato;  3PG,  3-­‐fosfoglicerato;  2PG,  2-­‐fosfoglicerato;  PEP,   fosfoenolpiruvato;  
PYR,   piruvato;  6PGLN,   6-­‐fosfoglucono-­‐ -­‐lactona;   6PGNT,   6-­‐fogluconato;  RU5P,   ribulosa-­‐5-­‐fosfato;  R5P,  
ribosa-­‐5-­‐fosfato;  X5P,  xilulosa-­‐5-­‐fosfato;  S7P,  seudoheptulosa-­‐7-­‐fosfato;  E4P,  eritrosa-­‐4-­‐fosfato;  KDPGNT,  
2-­‐ceto-­‐3-­‐deoxi-­‐D-­‐gluconato-­‐6-­‐fosfato;   PRPP,   5-­‐fosfo-­‐D-­‐ribosil-­‐ -­‐1-­‐pirofosfato;   Acetil-­‐CoA,   acetil  
coenzima  A;  Acetil-­‐ -­‐ -­‐cetoglutarato;  
SUC-­‐CoA,  succinil-­‐coenzima  A;  SUC,  succinato;  FUM,  fumarato;  MAL,  malato;  OAA,  oxalacetato.  

  

E.  coli  es  capaz  de  consumir  una  gran  variedad  de  fuentes  de  carbono,  aunque  prefiere  

aquellas   a   partir   de   las   cuales   se   obtiene  mayor   energía   y   velocidad   de   crecimiento,   lo   que  
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permite  una  mejor  supervivencia  en  el  medio.  Así,   la  presencia  de  estas   fuentes  de  carbono  

(como   la   glucosa,   fuente   de   carbono   preferente)   inhibe   la   utilización   de   otras   fuentes   de  

carbonos  secundarias,  en  un  fenómeno  conocido  como  Represión  Catabólica  por  Carbono  (RCC),  

a   través   del   cual   se   reprime   o   se   previene   la   transcripción   de   los   genes   necesarios   para   el  

consumo  de  la  fuente  secundaria  [20].  La  RCC  regula  entre  el  5  y  el  10%  de  los  genes  del  genoma  

de   E.   coli,   y   el   sistema   de   transporte   PTS   juega   el   principal   papel   en   la   regulación   de   esta  

respuesta  [10],  [21].    

El   sistema  PTS  puede   transportar  más  de  20  carbohidratos  distintos  al   interior   celular,  

como  glucosa,  manosa  o  fructosa,  por  lo  que  se  distingue  entre  fuentes  de  carbono  PTS,  que  se  

consumen   preferencialmente,   y   fuentes   de   carbono   no   PTS   que   no   utilizan   este   sistema.   El  

sistema  PTS  involucra  enzimas  de  la  membrana  y  del  citoplasma  que  participan  en  la  cascada  de  

fosforilación  para  la  transferencia  del  grupo  fosforilo  del  PEP  al  azúcar  importado  (Figura  2)  [21],  

[22].  Las  enzimas  comunes  a  todos  los  sistemas  PTS  son  la  enzima  I  (EI)  y  la  proteína  portadora  

de  histidina  (HPr),  mientras  que  la  enzima  II  (EII)  es  específica  del  sustrato  y  está  formada  por  

dos  dominios,  el  dominio  intermembrana  (EIIBC)  y  el  dominio  citoplasmático  (EIIA)  [17],  [21].  

Por  lo  tanto,  cuando  se  transporta  un  carbohidrato  PTS,  el  estado  de  fosforilación  de  las  enzimas  

PTS  cambia,  reflejando  la  disponibilidad  de  carbohidratos  y  el  estado  energético  de  la  célula.  Así,  

la  regulación  de  la  RCC  se  produce  por  la  modulación  del  estado  de  fosforilación  de  la  EIIA.  En  

presencia   de   sustratos   rápidamente   metabolizables   de   tipo   PTS,   EIIA   se   encuentra  

principalmente   desfosforilada,   pues   el   fosfato   se   transfiere   hacia   el   azúcar   [23].   EIIA  

desfosforilada  puede  interactuar  con  las  permeasas  de  multitud  de  fuentes  de  carbono  no  PTS  

como   la   lactosa,   la   melibiosa   y   la   maltosa,   inhibiendo   su   transporte   y   la   utilización   de  

carbohidratos  no  PTS.  En  esta  línea,  EIIA  desfosforilada  también  puede  interactuar  con  la  enzima  

glicerol  quinasa  inhibiendo  su  actividad,  y  por  ende  el  empleo  de  glicerol  como  sustrato.  Este  

mecanismo,  que  evita  que  la  célula  reciba  los  inductores  (azúcares  no  PTS)  requeridos  para  la  

expresión  de  los  operones  catabólicos,  se  denomina  exclusión  de  inductores  [21],  [24].  Por  su  

parte,   el   -­‐KG   regula   el   consumo  de   fuentes   de   carbono  de   tipo  PTS  mediante   la   inhibición  

alostérica  de  la  EI  [25].  El  estado  de  fosforilación  de  EIIA,  está  implicado  en  otro  mecanismo  de  

regulación  de  la  RCC,  pues  cuando  EIIA  se  encuentra  mayoritariamente  fosforilada,  porque  no  

hay  glucosa  presente,  activa   la  adenilato  ciclasa  (CyaA)  y  conduce  a  un  aumento  del  nivel  de  

AMPc  (adenosín  monofosfato  cíclico)  intracelular  [21],  [24],  [26].  El  AMPc  se  une  y  activa  a  Crp  

(proteína  receptora  de  AMPc),  el  cual  es  un  factor  de  transcripción  global  de  E.  coli  que  regula  

la  transcripción  de  una  gran  cantidad  de  genes.  Así,  la  formación  del  complejo  Crp-­‐AMPc  activa  
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la  transcripción  de  genes  que  permiten  la  utilización  y  metabolización  de  fuentes  de  carbono  de  

tipo  no  PTS  (Figura  2)  [17],  [24].  

  

Figura  2:  Sistema  PTS  en  E.  coli  con  la  cascada  de  fosforilación.  Círculo  rojo  con  P  indica  fosforilación.  Se  
muestra   la   regulación  por  parte  de  EIIA  desfosforilada   (exclusión  de   inductores),   y   la   activación  de   la  
expresión  de  genes  controlados  por  Crp  derivada  de  la  acción  de  EIIA  fosforilada.    

  

Las  vías  metabólicas  centrales  de  E.  coli  están  controladas  por  una  serie  de  factores  de  

transcripción  globales  que  dependen  de  las  fuentes  de  carbono  disponibles  y  de  las  condiciones  

de   cultivo,   y   que   tienen   un   impacto   simultáneo   en   el   equilibrio   del  metabolismo   central,   la  

respiración  y  la  eficiencia  del  crecimiento.  Los  factores  de  transcripción  predominantes  son  Crp,  

el   activador   represor   de   catabolitos   (Cra   o   FruR)   y   la   proteína   de   control   de   la   respiración  

aeróbica  (ArcA),  los  cuales  regulan  la  expresión  de  los  genes  de  la  glicólisis,  la  gluconeogénesis,  

del  complejo  piruvato  deshidrogenasa,  el  metabolismo  del  acetato,  el  ciclo  del  TCA  y  el  ciclo  del  

glioxilato.  Se  sabe  que  estos  factores  de  transcripción  globales  tienen  efectos  opuestos  en   la  

expresión  de  los  genes  de  las  vías  metabólicas  [27],  [28].  Así,  ArcA  actúa  sobre  los  genes  del  ciclo  

TCA  y  del  ciclo  del  glioxilato,  y  su  actividad  depende  del  estado  redox  de  las  quinonas.  Un  alto  

nivel  de  quinonas  oxidadas  impide  la  fosforilación  de  ArcA,  lo  que  a  su  vez,  alivia  la  represión  de  

los  genes  del  ciclo  del  TCA  y  del  glioxilato,  mientras  que  un  alto  nivel  de  quinonas  reducidas  

conduce  a  la  fosforilación  de  ArcA  y  a  la  represión  resultante  de  estos  genes  [29].  En  cuanto  a  

Crp,   este   es   el   principal   factor   de   transcripción   en   la   RCC,   por   lo   que   está   implicado   en   la  

activación  de  la  expresión  de  los  genes  para  la  asimilación  de  distintas  fuentes  de  carbono,  y  
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además,  activa  también  los  genes  de  la  piruvato  deshidrogenasa  y  el  ciclo  TCA  [17].  Cra  provoca  

la  represión  de   la  mayoría  de   los  genes  de   la  glicólisis,  de   la  ruta  de   las  pentosas  fosfato,  así  

como  de  los  genes  del  complejo  piruvato  deshidrogenasa,  mientras  que  activa  la  transcripción  

de  los  genes  del  ciclo  TCA,  del  ciclo  del  glioxilato,  de  la  vía  gluconeogénica  y  de  la  transferencia  

de   electrones   [27],   [30].   Además,   Cra   se   inactiva   por   su   unión   a   fructosa-­‐1-­‐fosfato   (F1P)   o  

fructosa-­‐1,6-­‐bifosfato  (FBP).  Estos  catabolitos  están  presentes  en  altas  concentraciones  durante  

el  crecimiento  en  presencia  de  azúcares,  pero  en  baja  concentración  durante  el  crecimiento  en  

presencia  de  sustancias  gluconeogénicas.  Por  lo  tanto,  Cra  permite  un  crecimiento  bacteriano  

óptimo   en   fuentes   de   carbono   pobres,   redirigiendo   y   reprimiendo   el   flujo   de   la   glicólisis,  

activando  el  ciclo  del  glioxilato  y  activando  la  vía  respiratoria  [27],  [31].  Así,  en  E.  coli,  el  AMPc,  

la  FBP  y  la  F1P  pueden  explicar  por  sí  solos  la  mayor  parte  de  la  regulación  transcripcional  del  

metabolismo  central,  a  través  de  su  interacción  con  los  dos  principales  factores  de  transcripción  

Crp   y   Cra   [32].  Mientras   que   el   complejo   Crp-­‐AMPc   controla   principalmente   el   inicio   de   la  

utilización  de  la  fuente  de  carbono  y  la  activación  del  ciclo  TCA,  Cra  influye  en  la  dirección  del  

flujo  de  carbono  reprimiendo  la  glicólisis  [27],  [33].    

  

   Metabolismo  de  la  glucosa  

La   glucosa   es   considerada   la   mejor   fuente   de   carbono   para   E.   coli   por   su   alto   valor  

metabolizable,  y  es  consumida  preferentemente  debido  a  que  es  transportada  por  el  sistema  

PTS.  El  consumo  de  glucosa  por  parte  de  la  bacteria  provoca  unos  flujos  elevados  a  través  de  la  

glicólisis   que   se   traducen   en   altas   tasas   de   crecimiento,   y   dan   lugar   a   un   bajo   grado   de  

fosforilación  de  la  EIIA.  Todo  ello  conlleva  una  inhibición  de  los  sistemas  de  transporte  de  otras  

fuentes  de  carbono  y  unos  niveles  de  AMPc  muy  bajos,  que  impiden  la  activación  de  Crp,  y  por  

tanto,   la   activación   de   la   expresión   de   genes   para   el   metabolismo   de   fuentes   de   carbono  

alternativas  (Figura  2)  [17],  [26].  

El  metabolismo  de   la  glucosa  comienza  con  su  captación  a  través  del  sistema  PTS  y  es  

metabolizada   para   obtener   energía,   poder   reductor   y  metabolitos   precursores   esenciales   a  

través   de   la   glicólisis.   Así,   tal   y   como   se   ha   indicado  previamente,   la   glucosa   participa   en  el  

metabolismo  en  varias  vías  interconectadas  del  MCC  entre  las  que  se  encuentran  la  glicólisis,  la  

gluconeogénesis,   la   vía   de   las   pentosas   fosfato,   el   ciclo   TCA,   la   desviación   del   glioxilato,   las  

reacciones  anapleróticas  y  la  producción  y  asimilación  de  acetato  (Figura  1)  [12].    

Cuando   la  bacteria  crece  empleando  glucosa  en  condiciones  aerobias,  el   rápido   flujo  a  

través  de  la  glicólisis  conlleva  un  desequilibrio  entre  el  catabolismo  de  la  glucosa  y  la  respiración  
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celular,  lo  que  provoca  un  cuello  de  botella  en  el  nodo  del  piruvato,  la  acumulación  de  acetil-­‐

CoA   y   su   consiguiente   conversión   en   acetato.   El   acetato   es   excretado   al  medio   extracelular  

mediante  un  mecanismo  que   se   conoce   como  desbordamiento  de  acetato,  en  el   cual  E.   coli  

puede   convertir   hasta   el   50%   de   la   glucosa   en   acetato   en   condiciones   de   abundancia   de  

nutrientes  [34].  La  fermentación  del  acetato  es  ineficaz,  ya  que  produce  unos  14  ATP  (adenosina  

5-­‐trifosfato)  menos  por  glucosa  consumida  que  la  fosforilación  oxidativa  [35].  A  pesar  de  ello,  el  

metabolismo  de  desbordamiento  es  fundamental  para  maximizar  el  flujo  glicolítico,  y  para  que  

en  condiciones  de  riqueza  de  nutrientes,  E.  coli  aumente  la  tasa  de  crecimiento  a  expensas  del  

rendimiento  en  biomasa  y  el  ATP  [14],  [26].  Por  tanto,  la  optimización  de  estas  vías  es  objeto  de  

estudio  en  ingeniería  metabólica  para  conseguir  un  uso  más  eficiente  de  la  glucosa  como  fuente  

de   carbono   en   el   desarrollo   de   bioprocesos   cuando   se   utiliza  E.   coli   como  hospedador.   Esta  

desviación  del  flujo  de  carbono  al  metabolismo  del  acetato  será  explicada  más  detalladamente  

en  el  apartado  de  metabolismo  del  acetato  por  su  particularidad  en  E.  coli.  

  

   Metabolismo  del  glicerol  

El  glicerol  es  una  fuente  de  carbono  de  tipo  no  PTS  que  tiene  relevancia  desde  el  punto  

de  vista  biotecnológico  debido  a  que  es  un  compuesto  fácilmente  disponible  y  barato,  pues  se  

genera  como  subproducto  durante  los  procesos  de  producción  de  biodiésel  y  bioetanol.  Por  lo  

tanto,  su  empleo  para  la  conversión  en  productos  de  valor  añadido  es  de  gran  interés  [36].  En  E.  

coli  el  glicerol  entra  al  interior  celular  por  el  transportador  GlpF,  y  es  incorporado  al  metabolismo  

central  como  dihidroxiacetona-­‐fosfato  (DHAP),  un  metabolito  que  puede  participar  tanto  en  los  

procesos  gluconeogénicos  como  en  los  glicolíticos.  El  glicerol  se  convierte  en  DHAP  mediante  su  

fosforilación  por   la   glicerol  quinasa   (GlpK),   para  dar   glicerol-­‐3-­‐fosfato   (Gly3P),   y   su  posterior  

deshidrogenación  por  la  glicerol-­‐3-­‐fosfato  deshidrogenasa  (GlpD)  (Figura  1).  Además,  el  Gly3P  

es   un   metabolito   clave   que   participa   en   varias   vías,   incluidas   las   vías   glicolíticas,   la   de   las  

pentosas  fosfato  y  la  biosíntesis  de  fosfolípidos  [24],  [37].    

Las  proteínas  implicadas  en  el  metabolismo  del  glicerol  están  codificadas  por  los  genes  

del  regulón  glp.  Este  está  controlado  positivamente  por  Crp-­‐AMPc,  por  lo  que  la  expresión  de  

estos  genes  está  sujeta  a  RCC.  Además,  la  actividad  de  la  enzima  GlpK,  como  se  ha  mencionado  

en  el  apartado  anterior,  está  regulada  por  la  exclusión  de  inductores  mediada  por  la  RCC  (Figura  

2).  Así,  GlpK  es  inhibida  por  la  FBP  (intermedio  de  la  glicólisis)  y  por  el  EIIA  desfosforilado,  los  

cuales  se  encuentran  en  altas  concentraciones  cuando  el  flujo  a  través  de  la  glicólisis  es  elevado  

por  la  utilización  de  una  fuente  de  carbono  de  tipo  PTS  [24],  [37] [39].  
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El   glicerol   es   considerado   una   fuente   de   carbono   de   baja   energía,   pues   durante   su  

metabolización  se  produce  una  menor  cantidad  de  ATP  que  cuando  se  emplean  otras  fuentes  

de  carbono  como  la  glucosa  [35],  [39].  Es  ampliamente  conocido  que  E.  coli  desarrolla  respuestas  

de  estrés  calórico  cuando  crece  bajo  la  limitación  de  carbono,  y  que  estas  respuestas  forman  

parte  de  la  respuesta  general  al  estrés  que  implican  varios  cambios  en  la  fisiología  celular  [39].  

Por  tanto,  cuando  se  utiliza  el  glicerol  como  única  fuente  de  carbono  se  produce  una  respuesta  

de  estrés  que  incluye  una  activación  del  proceso  gluconeogénico  de  reciclaje  de  carbono.  Así,  se  

ha   observado   un   aumento   de   la   sobreexpresión   de   los   genes   y   las   proteínas   de   las   rutas  

gluconeogénicas,  del  ciclo  del  glioxilato,  de  la  parte  alta  del  ciclo  TCA  y  de  la  reincorporación  del  

acetato  [39] [41].  Esto  provoca  una  disminución  relevante  de   la  acumulación  de  acetato  y  el  

flujo  de  carbono  se  redirige  a  través  de  la  sección  inferior  del  ciclo  TCA,  permitiendo  el  reciclaje  

gluconeogénico  de  carbono  a  través  de  la  derivación  de  glioxilato  [39],  [41].  

  

   Metabolismo  del  acetato  

El  acetato  se  encuentra  de  forma  ubicua  en  los  entornos  naturales  y  es  uno  de  los  ácidos  

grasos  de  cadena  corta  con  mayor  disponibilidad  en  el   intestino.  Este  compuesto,  por   tanto,  

puede  ser  empleado  como  fuente  de  carbono  para  las  Enterobaterias  presentes,  así  como  para  

otras  bacterias  de  la  microbiota  intestinal  [42].  Desde  el  punto  de  vista  biotecnológico,  se  están  

dedicando   grandes   esfuerzos   de   ingeniería   de   bioprocesos   para   permitir   la   producción  

sostenible  de  productos  químicos  de  valor  añadido  empleando  acetato  como  fuente  de  carbono  

[35].  En  E.  coli  y  otros  microorganismos,  el  acetato  está  implicado  en  la  regulación  de  procesos  

funcionales,  como  la  formación  de  biofilms,  la  motilidad,  la  respuesta  a  estrés,  las  respuestas  

fisiopatológicas  y  la  colonización  de  entornos  [34],  [43],  [44].  

Como   se   ha   mencionada,   cuando   E.   coli   crece   en   un   exceso   de   fuente   de   carbono,  

principalmente  glucosa,  excreta  acetato  al  medio  extracelular  (desbordamiento  de  acetato)  y  

posteriormente  lo  reincorpora  para  metabolizarlo  cuando  la  glucosa  ya  es  limitante  en  el  medio.  

La  acumulación  y  excreción  de  acetato  es  debida  al  desequilibrio  entre  el  catabolismo  de   las  

fuentes  de  carbono  y   la  respiración  celular  para   la  producción  de  energía   [34].  Así,   la  mayor  

parte   del   carbono   entra   al   ciclo   TCA   para   su  metabolismo,   pero   cuando   hay   un   exceso   de  

glucosa,  el  ciclo  TCA  está   limitado  y   la  acumulación  del  acetil-­‐CoA  conduce  a  su  excreción  en  

forma  de  acetato  [34],  [45],  [46].  Esta  excreción  de  acetato  se  debe  a  la  necesidad  de  reponer  

Coenzima  A  (CoASH),  y  constituye  una  respuesta  celular  global  que  permite  equilibrar  un  rápido  

crecimiento   celular   con   la   síntesis  de  biomasa   [19],   [47],   [48].   El   acetato  es   reincorporado  y  
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consumido  por  la  bacteria  como  una  fuente  de  carbono  de  tipo  no  PTS.  Aunque  esta  molécula  

puede  atravesar  libremente  la  membrana,  su  difusión  puede  verse  saturada,  por  lo  que  existen  

dos  transportadores  específicos  de  acetato,  el  ActP  y  el  simportador  de  acetato/succinato  SatP  

[47],  [49].  La  actividad  del  simportador  SatP  está  ligada  a  la  fase  de  crecimiento  exponencial,  

mientras  que  la  permeasa  ActP  es  más  activa  en  la  fase  estacionaria  [50],  [51],  lo  que  sugiere  

que  el  transporte  transmembrana  facilitado  es  el  principal  mecanismo  de  captación  de  acetato  

en  E.  coli.  

El  desbordamiento  de  acetato  es  uno  de  los  mayores  inconvenientes  en  el  desarrollo  de  

procesos  biotecnológicos  que  emplean  esta  bacteria  como  organismo  hospedador,  pues  inhibe  

el  crecimiento  celular  al  reducir  el  pH  del  medio  y  disminuye  el  rendimiento  de  los  productos  al  

consumir   equivalentes   de   carbono.   Por   tanto,   este   fenómeno   compromete   la   formación   de  

compuestos  de  pequeño  peso  molecular,  la  transcripción  de  ADN  plasmídico  y  la  producción  de  

proteínas   recombinantes   [34],   [52],   [53].   En   este   sentido,   se   han   desarrollado   multitud   de  

estrategias  para  eliminar   los  efectos   adversos  producidos  por  el   desbordamiento  de  acetato  

[52],  [53].  Las  vías  responsables  del  desbordamiento  de  acetato  en  E.  coli  son  la  vía  Pta-­‐AckA,  la  

de  Acs  y  la  de  PoxB.    

La   vía   Pta-­‐AckA   convierte   el   acetil-­‐CoA   en   acetato   en   dos   pasos.   La   enzima  

fosfotransacetilasa  (Pta)  convierte  el  acetil-­‐CoA  y  el   fosfato   inorgánico   (Pi)  en  acetil-­‐P  (acetil-­‐

fosfato)   y   CoASH,   y   la   enzima   acetato   quinasa   (AckA)   utiliza   el   acetil-­‐P   y   ADP   (adenosina   5-­‐

difosfato)  para  formar  acetato  y  ATP  [47],  [54].  Esta  vía  es  la  principal  productora  de  acetato  en  

la  fase  exponencial  de  crecimiento  [55],  y  acopla  el  metabolismo  energético  con  los  del  carbono  

y  el  fósforo,  por  lo  que  tiene  un  importante  papel  catabólico,  excretando  acetato  y  generando  

ATP  [47].  Esta  ruta  es  reversible,  puede  operar  en  ambas  direcciones  reincorporando  el  acetato  

al  metabolismo  central,  y  se  considera  una  ruta  de  alta  capacidad  debido  al  elevado  nivel  en  el  

que   están   presentes   estas   enzimas   [19],   [54].   Sin   embargo,   se   considera   una   ruta   de   baja  

afinidad  (constante  de  Michaelis,  KM,  de  7-­‐10  mM),  por  lo  que  consume  el  acetato  cuando  este  

se  encuentra  a  concentraciones  elevadas  en  el  medio  extracelular  (>8mM)  [47],  [54] [56].  Los  

genes   codificantes   para   estas   enzimas   forman   el   operón   pta-­‐ackA,   y   su   transcripción   está  

regulada  por  el  regulador  transcripcional  de  la  transición  de  condiciones  aerobias  a  anaerobias  

(Fnr),  por  ArcA  y   forma  parte  del   regulón  del   sistema  de  dos  componentes  CreBC   [28],   [34].  

Además,   un   estudio   reciente   ha   mostrado   la   regulación   negativa   de   la   expresión   de   ackA  

mediante   un   sARN   (pequeño   ARN   no   codificante)   que   se   produce   por   el   procesamiento   del  

operón  sdhCDABsucABCD,  el  cual  codifica  para  las  enzimas  del  ciclo  TCA  [57]  (Figura  3).  
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La  otra  vía  de  producción  del  acetato  es  catalizada  por  la  enzima  piruvato  oxidasa,  PoxB  

de  manera  unidireccional.  Esta  ruta  es  de  menor  importancia  que  la  vía  Pta-­‐AckA  y  se  encuentra  

menos  expresada,  aunque  es  la  dominante  en  la  fase  estacionaria  de  crecimiento  [55],  [58].  PoxB  

es   una   proteína   de   membrana   que   produce   acetato   y   CO2   directamente   a   partir   de   la  

descarboxilación   oxidativa   del   piruvato,   acoplando   la   oxidación   del   sustrato   a   la   cadena   de  

transporte  de  electrones  a  través  de  la  ubiquinona  [59].  La  expresión  de  poxB  depende  del  factor  

sigma  RpoS,  que  es  necesario  para  la  transcripción  de  gran  número  de  genes  inducidos  en  la  fase  

estacionaria,  y  se  ve  activada  bajo  condiciones  de  estrés  o   limitación  de  glucosa  [39],  [60].  A  

pesar   de   su   escasa   función   en   la   formación   de   acetato,   se   cree   que   PoxB   puede   actuar  

disminuyendo  el  estrés  oxidativo,  preservando  la  reserva  de  CoASH,  proporcionando  energía  y  

contribuyendo  a  la  eficiencia  metabólica  de  E.  coli  [47],  [59]  (Figura  3).  

La  principal  ruta  de  asimilación  de  acetato  durante  la  fase  estacionaria  es  llevada  a  cabo  

de  forma  irreversible  por  la  enzima  acetil-­‐CoA  sintetasa  (Acs).  Acs  convierte  el  acetato  y  el  ATP  

en  el  intermedio  acetil-­‐AMP,  produciendo  PPi,  tras  ello  el  acetil-­‐AMP  reacciona  con  CoASH  para  

formar  acetil-­‐CoA,  liberando  AMP.  Acs  es  una  enzima  de  alta  afinidad  (KM  200   )  adecuada  

para   metabolizar   el   acetato   cuando   se   encuentra   a   bajas   concentraciones   en   el   medio  

extracelular  (<8mM)  [61],  [62].  El  gen  acs  forma  parte  del  operón  acs-­‐yfcH-­‐actP,  junto  con  otros  

dos  genes:  yjcH,  que  codifica  para  una  proteína  de  la  membrana  interna  de  función  desconocida,  

y  actP,  que  codifica  la  permeasa  [19],  [50].  La  expresión  de  acs  está  fuertemente  controlada  por  

muchos  factores,  y  se  ve  afectada  por  la  limitación  de  carbono  y  la  baja  presión  de  oxígeno  [63].  

Así,  la  expresión  de  acs  está  regulada  por  los  factores  sigma  RpoS  y  RpoD,  por  el  regulador  de  

oxígeno  Fnr,  por  RCC  (Crp-­‐AMPc)  y  por  las  proteínas  nucleoides  Fis  y  IHF  [63],  [64].  Fis  regula  

negativamente  la  expresión  de  acs  durante  la  fase  exponencial  de  crecimiento  y  Crp-­‐AMPc  la  

regula  positivamente  durante  la  fase  estacionaria  [47],  [63].  En  consecuencia,  la  expresión  de  

este   sistema   es   alta   en   la   fase   estacionaria,   cuando   se   ha   consumido   la   fuente   de   carbono  

principal,  permitiendo  el  consumo  del  acetato  como  fuente  de  carbono  de  tipo  no  PTS.  Además,  

Acs  está  regulada  postraduccionalmente  por  acetilación  de  lisinas  en  un  mecanismo  conservado  

para  todas  las  acil-­‐CoA  sintetasas  formadoras  de  AMP  [34],  [65].  La  actividad  de  Acs  en  E.  coli  se  

ve  reducida  por  acetilación  en  el  residuo  K609  a  través  de  la  acetiltranferasa  PatZ  y  su  efecto  

puede  ser  revertido  por  la  desacetilada  CobB  [66],  [67]  (Figura  3).  
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Figura   3:  Metabolismo   del   acetato   en   E.   coli.  Rutas   de   producción,   PoxB   y   Pta-­‐AckA,   y   consumo   de  
acetato,  Acs  y  Pta-­‐AckA,  en  E.  coli.  Se  indica  la  regulación  de  Acs  por  acetilación  de  lisinas,  mediante  las  
enzimas  PatZ  y  CobB.    

  

Atendiendo  a  las  distintas  vías,  se  ha  sugerido  que  la  acumulación  de  acetato  a  elevadas  

velocidades  de  crecimiento  se  produce,  principalmente,  como  resultado  de  la  reducción  de  la  

capacidad  de  asimilación  debido  a  la  regulación  a  la  baja  de  Acs  por  RCC  [46].  Esto  provocaría  

que  el  acetato  no  se  asimilara  hasta  que  no  se  ha  consumido  la  fuente  de  carbono  de  tipo  PTS.  

Este  consumo  diaúxico  o  secuencial  de  sustratos,  se  ha  mantenido  durante  mucho  tiempo,  sin  

embargo,  en  estudios  recientes  se  ha  demostrado  que  E.  coli  puede  consumir  glucosa  y  acetato  

simultáneamente  en  un  medio  con  exceso  de  glucosa  [56].  En  este  estudio  se  muestra  que  la  vía  

Pta-­‐AckA  por  sí  sola  puede  realizar  tanto  la  producción  como  el  consumo  de  acetato  en  caso  de  

exceso  de  glucosa.  Así,  cuando  la  concentración  externa  de  acetato  está  por  debajo  de  un  valor  

umbral  de  8  mM  se  produce  acetato,  y  cuando  está  por  encima  de  este  valor  umbral,  el  acetato  

se   consume,   permitiendo   un   ajuste   fino   del   metabolismo   del   acetato   en   función   de   su  

disponibilidad.  La  vía  Pta-­‐AckA  resulta  ser  central  para  ambas  direcciones  de  flujo,  mientras  que  

las  rutas  alternativas  (Acs  o  PoxB)  no  desempeñan  prácticamente  ningún  papel  [56].    

La  importancia  del  metabolismo  del  acetato  también  se  debe  a  la  gran  relevancia  de  sus  

intermedios  acetil-­‐P,  acetil-­‐CoA  y  acetil-­‐AMP.  El  acetil-­‐CoA  conecta  las  vías  de  la  glicólisis  con  el  

metabolismo  del  acetato  y  el  ciclo  TCA,  y  participa  en  multitud  de  reacciones  [19].  Además,  estos  

metabolitos   actúan   como   dadores   de   acetilo   en   el   proceso   de   acetilación   de   lisinas   que   se  

detallará  más  adelante.  Por  su  parte  el  acetil-­‐P  actúa  también  como  agente  fosforilador  en  la  

regulación  de  muchas  proteínas.  Por  ejemplo,  el  acetil-­‐P  fosforila  proteínas  relacionadas  con  las  

vías  de  transducción  de  señales,  como  CheY-­‐CheA  y  reguladores  globales  de  la  concentración  de  
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fosfato,  como  PhoP-­‐PhoQ,  [68],  [69].  También  se  ha  demostrado  que  la  síntesis  de  acetil-­‐P  es  

vital  para  la  regulación  de  las  porinas  de  la  membrana  externa,  la  patogénesis,  la  degradación  

de  proteínas  dañadas  y  la  regulación  de  varios  factores  de  virulencia  [46].  

  

Metabolismo  del  nitrógeno  

El  nitrógeno  es  un  elemento  esencial  para   todos   los  organismos,  pues   forma  parte  de  

muchos  metabolitos  intracelulares.  E.  coli  es  capaz  de  asimilar  una  gran  variedad  de  fuentes  de  

nitrógeno   como   aminoácidos,   nucleobases   y   sus   derivados,   nitratos   y   otros   compuestos  

nitrogenados,   aunque   el   amonio   es   considerado   la   fuente   de   nitrógeno   preferente   en   esta  

bacteria,  pues  sustenta  la  mayor  velocidad  de  crecimiento  [70],  [71].  Así,  el  uso  de  fuentes  de  

nitrógeno  distintas   al   amonio   requiere   de   su   transformación  en  este   para   ser   asimiladas.   La  

asimilación  del  nitrógeno  a  partir  del  amonio  es  un  proceso  esencial  que  da  como  productos  la  

glutamina   y   el   glutamato   [70].   Por   lo   tanto,   la   glutamina   y   el   glutamato   proporcionan   el  

nitrógeno   para   las   transaminasas,   la   formación   del   resto   de   aminoácidos,   la   síntesis   de  

nucleótidos  de  purina  y  pirimidina,  y  la  gran  mayoría  de  los  compuestos  que  contienen  nitrógeno  

[70],  [72],  [73].  El  proceso  de  asimilación  del  amonio  comienza  con  su  entrada  al  interior  celular.  

Este   puede   difundir   a   través   de   la   membrana   celular   o   ser   transportado   por   la   proteína  

transportadora  AmtB  [74].  Tras  la  entrada  al  interior  celular,  E.  coli  convierte  el  esqueleto  de  

carbono   del   -­‐KG   y   el   amonio   en   glutamato   y   glutamina,   a   través   de   dos   vías   alternativas  

formadas   por   la   glutamato   deshidrogenasa   (Gdh),   y   por   la   glutamina   sintetasa   (Gs)   y   la  

glutamato  sintetasa  (GoGat).  La  vía  de  la  Gdh   -­‐KG  y  el  amonio  directamente  en  

glutamato.  La  vía  Gs-­‐GoGat  implica  las  actividades  combinadas  de  la  Gs,  que  amina  el  glutamato  

para  formar  glutamina,  y  la  GoGat,  que  transfiere  el  grupo  amida  de  la  glutamina  al   -­‐KG  para  

producir  dos  moléculas  de  glutamato  (Figura  4)  [70],  [73].  La  vía  de  la  Gdh  no  consume  ATP,  pero  

presenta  una  menor  afinidad  por  el  amonio  que  la  Gs.  Por  lo  tanto,  se  encarga  de  la  asimilación  

del   nitrógeno   durante   el   crecimiento   en  medios   con   alto   contenido   de   amonio   y   bajo   nivel  

energético.  Sin  embargo,  la  vía  Gs-­‐GoGat  funciona  durante  el  crecimiento  en  medios  con  bajo  

contenido  de  amonio  y  alto  nivel  energético  [70],  [71].  
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Figura  4:  Reacciones  de  asimilación  del  amonio  en  E.  coli.  Vía  de  asimilación  de  la  Gdh  (arriba)  y  vía  de  
asimilación  Gs-­‐GoGat  (abajo).  

  

Debido  a  que  el  nitrógeno  forma  parte  de  muchos  componentes  esenciales  de  la  célula,  

la  asimilación  y  utilización  de  este  se  encuentran  ampliamente  reguladas.  Así  pues,  la  limitación  

del  nitrógeno  en  E.  coli  supone  la  puesta  en  marcha  de  la  respuesta  regulada  por  nitrógeno  (Ntr),  

que  conlleva  la  expresión  de  unos  100  genes,  entre  los  que  destaca  el  gen  glnA,  el  cual  codifica  

para   la   enzima   Gs   [70].   La   Gs   constituye   el   punto   preferente   de   regulación   de   las   vías   de  

asimilación,  pues   la   transcripción  y   la  actividad  catalítica  de  esta  enzima  están  controladas  y  

dependen  de   -­‐KG  [72].  La  concentración  de  

glutamina   es   el   principal   indicador   del   nivel   de   nitrógeno   intracelular,   así,   las   altas  

concentraciones   de   glutamina   indican   suficiencia   de   nitrógeno,   mientras   que   las   bajas  

concentraciones  de  glutamina  indican  limitación  de  nitrógeno  y  la  puesta  en  marcha  la  Ntr  [75],  

[76].    

Asimismo,  el  metabolismo  y  asimilación  del  nitrógeno  se  encuentran  relacionados  con  el  

metabolismo  del  carbono  mediante  el   -­‐KG  [77].  El   -­‐KG  es  una  molécula  clave  en  la  señalización  

del  equilibrio  entre  el  metabolismo  del  carbono  y  del  nitrógeno,  pues  es  un  intermediario  del  

TCA  y  aporta  el  esqueleto  carbonado  en  la  asimilación  del  amonio  [70],  [78].  Así,  en  condiciones  

de  limitación  de  nitrógeno  se  reduce   -­‐ -­‐KG  

aumentan,  lo  que  lleva  a  la  represión  de  la  captación  de  glucosa  y  a  la  inhibición  de  la  síntesis  de  

AMPc  por  la  adenilato  ciclasa,  proporcionando  circuitos  de  coordinación  entre  la  asimilación  de  

carbono   y   nitrógeno   [25],   [77],   [79].   Además   de   esta   conexión,   existen   otros   vínculos   que  

relacionan   ambos  metabolismos.  Así,   Crp   regula   la  expresión   de   genes   de   la   asimilación   del  

nitrógeno   [80]  y   existe  un   sistema   similar   al   sistema  PTS  pero   relacionado   con  el   nitrógeno,  

PTSNtr,  que  es  inhibido  por  glutamina  y  estimulado   -­‐KG.  [77].    

  

-­‐KG  +  NH3 +  NADPH Glutamato  +  NADP+
Gdh

Glutamato  +  NH3 +  ATP Glutamina  +  ADP  +  PO4
-­‐2

Gs

-­‐KG  +  Glutamina  +  NADPH 2  Glutamato  +  NADP+
GoGat
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Regulación  postraduccional  por   -­‐acetilación  de  lisinas  

Las  proteínas  se  sintetizan  a  partir  de  un  conjunto  de  20  aminoácidos,  y  una  vez  que  han  

sido  sintetizadas  pueden  ser  modificadas  mediante  la  unión  covalente  de  grupos  químicos  a  la  

cadena   lateral  o   al  esqueleto  peptídico,   lo  que  aumenta   la  complejidad  y  variabilidad  de   las  

proteínas  sintetizadas  [81] [83].  La  mayoría  de  estas  modificaciones  se  dan  tras  la  síntesis  de  la  

cadena  polipeptídica,  por  lo  que  se  denominan  modificaciones  postraduccionales  (MPTs),  y  los  

grupos  que  se  unen  van  desde  pequeños  grupos  químicos,  como  metilo  o  fosfato,  hasta  cadenas  

polipeptídicas  u  otras  estructuras  complejas  [81].  Estas  modificaciones  pueden  repercutir  en  las  

propiedades  químicas  de  los  residuos  a  los  que  se  unen  o  de  las  regiones  adyacentes,  influyendo  

en  la  carga  neta  de  la  proteína,  sus  propiedades  de  unión,  su  conformación  y  su  función.  De  este  

modo,   las  MPTs   desempeñan  un  papel   crucial   en   la   respuesta   a   cambios   en   las   condiciones  

extracelulares   e   intracelulares,   actuando   como   sensores,   influyendo   en   las   interacciones  

proteicas,  la  localización  celular,  la  síntesis  y  el  recambio  proteico,  el  ciclo  celular,  la  virulencia  

de  ciertos  organismos,  y  las  interacciones  entre  proteínas,  entre  otros  efectos  [82],  [84],  [85].  

Además,   estas  modificaciones   pueden   ser   revertidas   por   enzimas   especializadas,   lo   que   les  

confiere  una  mayor  capacidad  reguladora  [81],  [84].    

Las  MPTs  se  encuentran  conservadas  y  actualmente  se  conocen  más  de  200  tipos,  entre  

los   que   se   encuentran   la   fosforilación,   la   acetilación,   la   succinilación,   la   glicosilación,   la  

ubiquitinación,  la  lipidación  y  la  metilación,  entre  otras  [81],  [86].  La  fosforilación  de  proteínas  

es  considerada  una  de  las  MPTs  más  importantes,  y  ha  sido  ampliamente  estudiada  en  muchos  

organismos.  Sin  embargo,  en  los  últimos  años,  el  avance  en  las  técnicas  de  proteómica  y  en  las  

herramientas  bioinformáticas  ha  permitido  ahondar  en  el  conocimiento  de  otras   importantes  

MPTs  y  en  las  implicaciones  de  estas  en  el  metabolismo  de  los  organismos  [81],  [83],  [87].    

La  acetilación  de  proteínas  es  una  MPT  que  está  siendo  objeto  de  muchos  estudios  en  la  

actualidad,  debido  a  su  capacidad  reguladora,  su  alta  prevalencia  y  a  su  conservación  en  todos  

los  dominios  de   la  vida   [88],   [89].  La  acetilación  de   las  proteínas  se  produce  a  través  de  una  

reacción  de  sustitución  acil  nucleófila  entre  un  nucleófilo  y  un  grupo  acetilo  activado,  que  suele  

estar  en  forma  de  acetil-­‐CoA  o  acetil-­‐P  [90].  

La  acetilación  de  proteínas  puede  ser  de  dos  tipos  dependiendo  de  donde  se  dé.  Así,  la  

-­‐acetilación  se  da  en  el  grupo  amino  alfa  de  los  aminoácidos  terminales  de  las  proteínas  y  la  

-­‐acetilación  se  da  en  el  grupo  épsilon  amino  de  las  lisinas  internas  de  las  proteínas  [89],  [91].  

-­‐acetilación   es   una   MPT   irreversible   catalizada   por   N-­‐acetiltransferasas   (NAT)   que  

transfieren   el   grupo   acetilo   del   acetil-­‐CoA   al   residuo   N-­‐terminal   de   la   proteína   [92].   -­‐
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acetilación  está  implicada  en  la  estabilidad,  la  actividad,  la  localización  celular  y  puede,  incluso,  

marcar  proteínas  para  su  degradación  [93].  Esta  modificación  es  muy  frecuente  en  arqueas  y  

eucariotas,  se  estima  que  en  mamíferos  el  80%  de  las  proteínas  se  encuentran  acetiladas.  Sin  

embargo,  en  bacterias  esta  modificación  se  considera  poco  frecuente,  estimándose  en  E.  coli  

que  puede  afectar  a  un  1%  del  proteoma  [89].    

La  lisina  es  un  aminoácido  que  contiene  un  grupo   -­‐amino  cargado  positivamente  a  pH  

fisiológico  en  el  extremo  de  la  cadena  lateral  [94].  Así  pues,  la  N -­‐acetilación  altera  la  carga  de  

la  cadena  lateral,  incrementa  el  tamaño  de  la  proteína  y  le  confiere  una  mayor  hidrofobicidad,  

lo  que  puede  afectar  a  la  estabilidad,  la  conformación,  la  localización,  la  actividad  y  la  interacción  

de   las   proteínas  modificadas   con   otras   moléculas,   regulando   los   flujos   metabólicos   y   otros  

procesos   fisiológicos   [88],   [89],   [95],   [96].   Esta   modificación   es   abundante   y   se   encuentra  

ampliamente  distribuida  por  todos  los  dominios  de  la  vida.  Así,  la  N -­‐acetilación  fue  descubierta  

en  histonas  en  1968  [97],  y  desde  ese  momento  se  han  llevado  a  cabo  multitud  de  estudios  sobre  

la  implicación  de  la  acetilación  en  las  histonas  y  la  consiguiente  regulación  de  la  expresión  génica  

[89],  [98].  Además  de  la  acetilación  de  histonas,  se  ha  demostrado  que  la  N -­‐acetilación  puede  

actuar  sobre  proteínas  de  un  gran  número  de  rutas  distintas  en  diferentes  organismos,  y  que  

esta  MPT  está  relacionada  con  el  desarrollo  de  enfermedades  como  el  cáncer,  enfermedades  

neurodegenerativas   y   cardiovasculares   [95],   [99],   [100].   Por   otro   lado,   la   N -­‐acetilación   en  

procariotas  ha  sido  menos  estudiada,  fue  descubierta  en  bacterias  en  1992  en  la  proteína  CheY  

[101],  y  tras  ello  ha  sido  ampliamente  estudiada,  identificando  su  abundancia  y  su  implicación  

en  la  regulación  de  procesos  biológicos  [94].    

  

   -­‐acetilación  de  lisinas:  acetilación  enzimática    

En  la  N -­‐acetilación,   la  transferencia  del  grupo  acetilo  desde  el  dador  a   la   lisina  puede  

darse  a  través  de  enzimas  o  sin  la  implicación  de  estas.  La  acetilación  enzimática  de  lisinas  se  da  

por   medio   de   las   enzimas   lisín-­‐acetiltransferasas   (KATs),   también   conocidas   como   histonas  

acetiltransferasas,  debido  a  su  descubrimiento  en  la  acetilación  de  histonas  [88].  Las  KATs  son  

un   gran   grupo   de   enzimas   que   pertenecen   a   distintas   familias:   MYST   (llamado   así   por   los  

miembros  MOZ,  Ybf2/Sas3,  Sas2  y  Tip60),  p300/CBP  (proteína  de  unión  a  E1A  p300  /proteína  de  

unión  al  elemento  de  respuesta  al  AMP  cíclico   (CREB)),  N-­‐acetiltransferasas  relacionadas  con  

Gcn5  (GNAT),  TAFII  (factores  asociados  a  la  TBP)  y  SRC  (coactivador  de  receptores  de  esteroides)  

[94],   [102] [105].  La  mayoría  de   las  enzimas  de  estas   familias  están  presentes  solamente  en  

eucariotas,   siendo   GNAT   la   familia   predominante   en   procariotas   [106].   Estas   familias   no  
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presentan  homología  de  secuencia,  pero  sí  una  región  conservada  de  unión  al  acetil-­‐CoA  [107].  

El  mecanismo  general   -­‐acetilación  mediada  por  KATs  consiste  en   la   formación  de  un  

grupo   -­‐amino   neutro   por   desprotonación   que   ataca   al   carbono   carbonilo   del   acetil-­‐CoA  

donante,  lo  que  conduce  a  la  acetilación  de  la  lisina  y  a  la  liberación  de  CoASH  [108]  (Figura  5).  

En  bacterias,  la  KAT  mejor  caracterizada  es  PatZ  (también  conocida  como  YfiQ,  Pat  o  Pka)  que  

pertenece   a   la   familia   GNAT   y   fue   descubierta   en   Salmonella   enterica   (S.   enterica)   [65],  

presentando   homólogos   en   multitud   de   bacterias   [89].   En   E.   coli,   PatZ   es   la   KAT   mejor  

caracterizada,   aunque   existen   otras   acetiltransferasas   descubiertas   recientemente,   entre   las  

que  destaca  YiaC  [109].  

  

   -­‐acetilación  de  lisinas:  acetilación  no  enzimática  o  química  

En  eucariotas,  especialmente  en  las  mitocondrias,  el  acetil-­‐CoA  puede  actuar  como  dador  

de  grupos  acetilo  y  acetilar  proteínas  sin  la  necesidad  de  la  implicación  de  las  KATs  [110].  Esta  

acetilación  no  enzimática  se  descubrió  en  histonas  en  1970  [111],  y  gracias  al  desarrollo  de  las  

técnicas  de  espectrometría  de  masas   se  ha   revelado   la   importancia   y   la   abundancia  de  esta  

acetilación  química  en  multitud  de  proteínas  [112],  [113].  La  acetilación  no  enzimática  también  

ha  sido  detectada  en  procariotas,  siendo  en  este  caso  el  principal  dador  de  acetilos  el  acetil-­‐P  

(Figura   5)   [114] [117].   Recientemente   se   ha   descubierto   que,   en   procariotas,   el   número   de  

lisinas  acetiladas  por  este  proceso  es  superior  a  las  acetiladas  mediante  acetilación  enzimática  

[114],   [115].   A   diferencia   de   la   acetilación   enzimática,   en   la   que   las   KATs   reconocen  

específicamente  las  proteínas  y  residuos  a  acetilar,  la  acetilación  no  enzimática  depende  de  la  

reactividad  de  la  lisina.  Una  lisina  susceptible  de  ser  acetilada  químicamente  está  determinada  

por  el  microambiente  en  el  que  se  encuentra,   su  pKa,   la  accesibilidad  debida  a   la  estructura  

tridimensional   y   la   concentración   de   los   dadores   de   acetilo   [89],   [115].   El   proceso   de   la  

acetilación  química  comienza  con  la  desprotonación  de  la  lisina  objetivo,  que  puede  darse  por  

la  presencia  de  un  aminoácido  cercano  cargado  negativamente  o  por  una  molécula  de  agua,  por  

lo  que  el  pKa  de  la  lisina  y  el  pH  del  medio  son  factores  importantes.  Tras  ello,  la  lisina  activada  

incorpora  el  grupo  acetilo  del  acetil-­‐P  mediante  un  ataque  nucleofílico  mediado  por  aminoácidos  

cercanos  cargados  positivamente  o,  dependiendo  del  pH,  por  el  grupo   -­‐amino  de  la  lisina  [115],  

[118],  [119].  La  concentración  de  los  dadores  de  acetilo  acetil-­‐CoA  y  acetil-­‐P,  también  factores  

determinantes  en  la  acetilación  de  lisinas,  depende  de  la  ruta  Pta-­‐AckA  (Figura  3),  por  lo  que  

cualquier  perturbación  del  flujo  a  través  de  esta  ruta  puede  influir  en  la  formación  y  consumo  

de  estos  metabolitos,  y  por  tanto  en  el  nivel  de  acetilación  [94],  [114],  [115].    
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   Desacetilación  de  lisinas  

La  N -­‐acetilación  puede  ser  revertida  por  las  desacetilasas  (KDACs)  inicialmente  conocidas  

como   histonas   desacetilasas   (HDACs).   Estas   enzimas   se   dividen   en   dos   familias,   la   familia  

Rpd3/Hda1  dependiente  de  zinc,  que  a  su  vez  se  divide  en  Clase  I,  Clase  II  y  Clase  IV,  y  la  familia  

de  sirtuínas  dependientes  de  NAD+  (nicotinamida  adenina  dinucleótido),  que  forman  la  Clase  III  

[88],   [120],   [121].   La  primera   familia  de  enzimas   lleva  a  cabo   la  desacetilación  de   lisinas  por  

medio  de  una  hidrólisis,   liberando  el  grupo  acetilo  en  forma  de  acetato.  Las  enzimas  de  esta  

familia  están  implicadas  en  la  regulación  de  la  transcripción  de  determinados  procesos  celulares  

y   en   la   transducción   de   señales   [121].   Por   su   parte,   las   sirtuínas   utilizan   el   NAD+   como   co-­‐

sustrato,  transfiriendo  el  grupo  acetilo  de  la  lisina  a  la  ribosa  del  NAD+,  dando  como  productos  

una  molécula  de  nicotinamida  (NAM),  la  lisina  desacetilada  y  2´-­‐O-­‐acetil-­‐ADP-­‐ribosa  (Figura  5)  

[122].  Estas  enzimas  se  encuentran  muy  conservadas  en  todos  los  dominios  de  la  vida.  Así,  en  el  

año   2000,   se   identificó   en   la   levadura   Saccharomyces   cerevisiae   (S.   cerevisiae),   la   primera  

sirtuína,   conocida   como   sirtuína   Sir2   (Regulador   Silencioso   de   la   Información   2)   [123].   En  

humanos  las  sirtuínas  se  clasifican  en  siete  tipos,  de  Sirt1  a  Sirt7  [120],  y  están  implicadas  en  la  

regulación  de  procesos  de  transcripción  y  metabolismo,  y  también  actúan  como  supresores  de  

tumores,  así  como  en  el  proceso  de  envejecimiento  celular  [124].  Además,  se  ha  demostrado  

que  estas  sirtuínas  son  capaces  de  eliminar  otros  grupos  acilo  que  varían  en  longitud  de  carbono,  

saturación  y  diversidad  química  [125].  En  bacterias,  la  sirtuína  CobB,  identificada  inicialmente  

en  S.  enterica,  es  la  más  estudiada  y  ampliamente  distribuida,  con  homólogos  en  multitud  de  

especies  [94],  [120].  Curiosamente,  esta  sirtuína  no  parece  mostrar  preferencia  por  las  lisinas  

acetiladas  vía  enzimática  o  no  enzimática,  pudiendo  desacetilar  ambas.  Aunque  no  se  tiene  claro  

el  mecanismo  de  especificidad  de  CobB  frente  a  sus  sustratos,  se  piensa  que  puede  depender  

de  la  accesibilidad  a  los  mismos  [126].  Además,  CobB  también  es  capaz  de  eliminar  otros  grupos  

como  succinilo,  propionilo  o  lipoilo  [89],  [120],  [127].  
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Figura   5:   Mecanismos   de   la   -­‐acetilación   y   desacetilación.   Aparecen   los   procesos   de   acetilación  
enzimática,  acetilación  no  enzimática  y  desacetilación.    

  

Importancia  de  la   -­‐acetilación  en  E.  coli  

La   -­‐acetilación  en  E.  coli  es  un  mecanismo  que  está  siendo  ampliamente  estudiado  en  

los  últimos  años  debido  a  que  se  ha  demostrado  que   regula  multitud  de  procesos  celulares,  

aunque   todavía   se   desconocen  muchos   de   sus   efectos.   Además,   se   han   detectado   un   gran  

número  de  proteínas  acetiladas  bajo  distintas  condiciones  de  cultivo  y/o  fases  de  crecimiento  

celular   [89],   [94],   [116].   Por   lo   tanto,   se   necesitan  mayores   esfuerzos   para   caracterizar   los  

factores   que   modulan   la   dinámica   del   acetiloma   en   E.   coli,   que   influyen   en   su   plasticidad  

fenotípica  y  que,  a  su  vez,  pueden  afectar  a  su  uso  biotecnológico.    

En  E.  coli  la  KAT  más  caracterizada  es  PatZ,  pero  en  un  estudio  reciente  se  ha  demostrado  

que   existen  otras   KATs,   como   YiaC   [109].   El   sustrato  más   estudiado   de   PatZ   es   Acs,   que   es  

acetilada  en  su  residuo  609,  lo  que  inhibe  su  actividad,  y  por  tanto,  bloquea  la  reincorporación  

del   acetato   mediante   esta   ruta   [65],   [128].   Además,   PatZ   es   capaz   de   autoacetilarse,  

promoviendo  la  formación  de  un  octámero  activo,  regulando  así  su  actividad  y  estabilidad  [67].  

En   cuanto   a   la   acetilación   no   enzimática,   se   ha   demostrado   que   en   E.   coli   este   tipo   de  

modificación   es   responsable   de   la  mayoría   de   las   acetilaciones   encontradas   en   estudios   de  

acetiloma  [114],  [115].  Como  se  ha  comentado,  esta  acetilación  depende  de  la  concentración  de  

dadores  de  acetilo,  acetil-­‐CoA  y  acetil-­‐P,  la  cual  depende  a  su  vez  de  la  ruta  Pta-­‐AckA.  Diversos  

estudios  han  demostrado  que  la  deleción  de  ackA  o  pta  provoca  un  aumento  o  una  disminución,  

respectivamente,  del  nivel  de  acetilación  general   [114],  [115].  Del  mismo  modo,  una  elevada  

concentración  de  fuente  de  carbono  puede  conllevar  un  aumento  de  la  concentración  de  estos  

dadores  de  acetilo,  y  por  tanto  del  nivel  de  acetilación  global  [129],  [130].      
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Muchas   enzimas   del  metabolismo   central   de   E.   coli   son   reguladas   por   esta  MPT.   Así,  

además   de   Acs,   recientemente   se   ha   demostrado   que   enzimas   tales   como   la   malato  

deshidrogenasa,   la  citrato  sintasa  y   la   isocitrato  deshidrogenasa  se  encuentran  reguladas  por  

acetilación,  ajustándose  de  este  modo  el  flujo  a  través  del  ciclo  TCA  [131] [133].  En  E.  coli,  al  

igual   que   en   otros   organismos,   la   acetilación   de   CheY   de   forma   no   enzimática   aumenta   su  

actividad  y  regula  la  quimiotaxis  bacteriana.  Por  otro  lado,  se  ha  demostrado  que  la  acetilación  

también   puede   regular   la   síntesis   de   proteínas,   pues   la   actividad   de   la   alanil-­‐tARN-­‐sintetasa  

(AlaRS)  implicada  en  este  proceso,  se  ve  reducida  por  la  acetilación  [134].  Del  mismo  modo  en  

esta   bacteria,   la   acetilación   también   se   da   en   los   sistemas   de   dos   componentes,   pues   la  

acetilación  de   la  diguanilato  ciclasa   reduce   su  actividad,   lo  que   tiene   consecuencias   sobre   la  

producción  de  c-­‐di-­‐GMP  [135].  Por  último,  la  acetilación  también  está  implicada  en  los  procesos  

de  replicación,  transcripción  y  recombinación  del  ADN.  Así,  la  acetilación  inhibe  la  actividad  de  

la   proteína   iniciadora   de   la   replicación   cromosomal   (DnaA)   y   de   la   topoisomesara   I   (TopA),  

regulando  la  iniciación  de  la  replicación  y  el  estado  de  enrollamiento  del  ADN,  respectivamente  

[136],   [137].   Además,   la   acetilación   de   los   factores   de   transcripción   RcsB   y   Crp   regula   la  

movilidad  celular,  la  respuesta  al  estrés  y  la  transcripción  de  una  gran  cantidad  de  genes  de  los  

promotores  de  tipo  II  [66],  [138].  

  

-­‐acetilación    

Debido  a  la  gran  importancia  de  esta  y  otras  MPTs,  se  necesitan  técnicas  sofisticadas  y  

sensibles   que   permitan   avanzar   en   el   estudio   de   la   complejidad   de   los   procesos   biológicos  

mediados   por   -­‐acetilación   en   los   distintos   organismos.   Los   recientes   avances   en   la  

proteómica  basada  en  la  espectrometría  de  masas  permiten  la  identificación  y  cuantificación  de  

miles   de   sitios   de   MPTs   en   un   solo   experimento.   Esto   es   consecuencia   del   desarrollo   de  

estrategias  de  enriquecimiento  de  la  muestra,  de  nuevos  instrumentos  de  alto  rendimiento  y  de  

algoritmos  bioinformáticos  con  rigurosas  estrategias  de  búsqueda  y  asignación  [89],  [139].  La  

espectrometría   de   masas   puede   emplearse   para   estudiar   las   MPTs   de   forma   específica   e  

identificar   sitios   de   acetilación   de   proteínas   concretas,   o   de   forma   global,   para   caracterizar  

cuantitativamente  el  acetiloma  y  determinar  cómo  las  abundancias  relativas  de  acetilación  de  

proteínas  cambian  dinámicamente  bajo  diversas  condiciones  [140].    

Para   llevar   a   cabo   estos   estudios   es   importante   el   flujo   de   trabajo   y   las   condiciones  

seleccionadas.  Habitualmente,   las  proteínas  y  péptidos   son  marcados  para   su  detección   y   la  

comparación   de   la   abundancia   relativa   entre   las   distintas   condiciones.   El   marcaje   isotópico  
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estable   con   aminoácidos  marcados   en   el  medio   de   cultivo   (SILAC)   implica   que   las   proteínas  

formadas  quedan  marcadas,  tras  lo  cual  son  extraídas,  digeridas,  y  las  muestras  de  las  diferentes  

condiciones  se  mezclan  a  cantidades  iguales  para  su  posterior  análisis  [141].  Otro  método  de  

marcaje  es  el  empleo  de  etiquetas  con  masas  idénticas  (isotópicas),  que  varían  en  términos  de  

distribución  de  isótopos  pesados,  sobre  los  péptidos  una  vez  digeridos  (TMT  o  iTRAQ),  por  lo  

que  cuando  son  marcados  pueden  mezclarse  para  ser  analizados  [142],  [143].  Sin  embargo,  los  

enfoques  de  cuantificación  sin   -­‐ cada  vez  más  empleados,  pues  

suponen  una  reducción  en  el  número  de  pasos  del  flujo  de  trabajo,  lo  que  implica  una  menor  

variabilidad  derivada  del  manejo  de  la  técnica  entre  las  muestras,  y  también  un  menor  coste  de  

reactivos  [144].  Además,  debido  a  la  baja  estequiometria  de  los  sitios  de  acetilación,  las  técnicas  

de   enriquecimiento   especificas   empleando   anticuerpos   anti-­‐acetil-­‐lisina   son   esenciales   para  

lograr  la  detección  y  caracterización  de  estos  sitios,  por  lo  que  es  recomendable  su  empleo  tras  

la   digestión   proteica   [89].   Una   vez   realizado   el   enriquecimiento,   las   muestras   pasan   a   ser  

analizadas  en  el  equipo  LC-­‐MS/MS  para,  posteriormente,  llevar  a  cabo  el  estudio  de  las  mismas  

con  herramientas  bioinformáticas  (Figura  6).  

  

Figura  6:  Esquema  del  flujo  de  trabajo  en  un  estudio  del  acetiloma  por  LC-­‐MS/MS.  En  la  figura  aparecen,  
de  forma  esquemática,  las  distintas  opciones  de  marcaje,  el  enriquecimiento,  el  análisis  por  LC-­‐MS/MS  y  
el  posterior  análisis  bioinformático.  

  

Esta   técnica   ha   sido  empleada  en  E.   coli  para   conocer,   tanto   la   acetilación  enzimática  

como  no  enzimática,  así  como  la  implicación  de  distintos  factores  que  influyen  en  los  niveles  de  

acetilación.   El   primer   acetiloma   analizado   en   E.   coli   se   realizó   en   2008   [145],   y   desde   ese  

momento   se   han   estudiado   los   sitios   regulados   por   CobB   y   PatZ,   la   existencia   de   otras  

acetiltransferasas,  el  efecto  de  la  deleción  de  ackA  y  pta,  y  el  empleo  de  distintas  fuentes  de  

SILAC

Digestión  
y  mezclaExtracción

TMT  o  iTRAQ

DigestiónExtracción
Marcaje  y  
mezcla

Sin  marcaje

DigestiónExtracción

Enriquecimiento

LC-­‐MS/MS

Análisis  
Bioinformático



Capítulo  1  

24  

carbono  en  los  niveles  de  acetilación  globales  [66],  [109],  [114],  [115],  [127],  [129],  [130],  [146],  

[147].  

Por  otro  lado,  para  conocer  el  efecto  de  la  acetilación  de  una  lisina  en  concreto  en  una  

proteína   se  ha  usado  normalmente   la   sustitución  de  esta  por  una  arginina,  que  mimetiza  el  

estado  no  acetilado,  y  por  una  glutamina,  que  mimetiza  el  acetilado  [89],  pero  estas  estrategias  

suelen  ser  bastante  inexactas  para  conocer  el  impacto  real  de  la  acetilación  de  la  lisina  a  nivel  

molecular.   Sin   embargo,   recientemente   se   ha   desarrollado   una   técnica   que   permite   la  

introducción   de   una   lisina   acetilada   en   la   posición   deseada,   empleando   el   concepto   de  

expansión  del  código  genético,  el  cual  ha  sido  empleado  para  estudiar  otras  MPTs  y  para  crear  

proteínas  con  fines  biotecnológicos.  Esta  técnica  consiste  en  la  mutación  génica  del  codón  de  la  

lisina  a  modificar  por  la  secuencia  del  codón  de  terminación  TAG  denominado  ámbar.  Dentro  

del  mismo  plásmido  que  contiene  la  secuencia  modificada  de  la  proteína,  o  en  otro  plásmido,  se  

encuentra   la   secuencia   del   ARNt   supresor   (MbARNtCUA),   que   reconoce   el   codón   ámbar,   y  

también  una  aminoacil-­‐ARNt  sintetasa  modificada  (AcKRS3)  que  cargará  una  acetil-­‐lisina  en  el  

ARNt  supresor  con  el  consumo  de  una  molécula  de  ATP  (Figura  7)  [116],  [148].  De  este  modo,  el  

estudio   de   las   implicaciones   de   la   acetilación   de   una   lisina   específica   se   realiza   sobre   una  

proteína  con  esa  lisina  permanentemente  acetilada  en  todos  los  casos,  lo  que  supone  un  gran  

avance  para  conocer  el  impacto  real  de  la  acetilación  de  la  lisina  a  nivel  molecular,  además  de  

poder  generar  proteínas  a  la  carta  en  el  campo  biotecnológico.  

  

Figura  7:  Introducción  de  una  lisina  acetilada  en  una  posición  concreta  mediante  la  técnica  basada  en  
la  expansión  del  código  genético.  Unión  de  la  lisina  acetilada  al  ARNt  supresor  (MbARNtCUA)  por  la  AcKRS-­‐
3  y  proceso  de  traducción.  
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Producción  de  proteínas  recombinantes  en  E.  coli  

El  uso  de  proteínas  en  los  campos  de  la  medicina,  la  nutrición,  los  detergentes,  los  textiles,  

el  papel,  los  polímeros  y  los  plásticos,  entre  otros,  es  de  gran  interés  desde  hace  décadas.  En  los  

inicios  de  la  biotecnología,  estas  proteínas  eran  extraídas  de  sus  fuentes  naturales,  animales  o  

plantas,  lo  que  suponía  un  bajo  rendimiento  del  proceso  y  precios  muy  elevados  del  producto  

final.  Con  el  desarrollo  de  la  tecnología  del  ADN  recombinante  durante  las  últimas  décadas  del  

pasado   siglo,   surgió   el   empleo   de   organismos   hospedadores   capaces   de   producir   proteínas  

recombinantes  en  grandes  cantidades  [149] [151].  La  primera  proteína  recombinante  aprobada  

por   la   FDA   (Administración  de   alimentos  y  medicamentos  de  Estados  Unidos)   fue   la   insulina  

humana  producida  en  E.  coli  en  el  año  1982  [152].  A  partir  de  este  momento,  el  uso  de  esta  

técnica  se  ha  generalizado,  pues  la  capacidad  de  expresar  y  purificar  la  proteína  recombinante  

deseada  en  gran  cantidad  permite  su  caracterización  bioquímica,  su  uso  en  procesos  industriales  

y  el  desarrollo  de  productos  comerciales  como  biofármacos.  Además,  el  coste  del  producto  final  

es   más   bajo,   y   puede   ser   manipulado   genéticamente   para   mejorar   las   cualidades   y  

características  de  las  proteínas  producidas,  y  por  tanto  su  función  posterior  [150],  [153],  [154].  

  

   Selección  del  hospedador  y  del  vector  de  expresión  para  optimizar  la  producción  de  

proteínas  recombinantes  

Antes  de  llevar  a  cabo  la  producción  de  una  proteína  recombinante  es  necesario  evaluar  

y   seleccionar   cada   una   de   las   variables   y   factores   determinantes,   pues   influirán   en   el  

rendimiento  final  de  la  expresión  de  la  misma  [153].  Entre  todos,  lo  primero  a  seleccionar  es  el  

organismo  hospedador.  Se  han  empleado  gran  número  de  organismos  para   la  producción  de  

proteínas  recombinantes,  entre  los  que  se  encuentran  bacterias,  levaduras,  hongos,  células  de  

insectos,  células  de  mamífero,  plantas  y  animales  [150].    

Entre  los  huéspedes  de  expresión  recombinante  más  utilizados,  E.  coli  es,  con  diferencia,  

el  organismo  más  usado,  debido  a  su  extraordinaria  trazabilidad  genética,  su  relativa  facilidad  

de  cultivo  y  el  bajo  costo  de  este,  su  elevada  capacidad  para  expresar  y  almacenar  proteínas  

exógenas,  y  la  amplia  caracterización  de  su  genoma  y  transcriptoma  [3],  [4],  [151].  Además,  en  

la   actualidad   hay   disponibles   una   gran   variedad   de   herramientas,   tales   como   vectores   de  

expresión,  diferentes  cepas,  promotores,  técnicas  de  modificación  genética,  etc,  para  su  uso  en  

este  microorganismo,  por  lo  que  alrededor  del  30%  de  las  proteínas  recombinantes  usadas  como  

biofármacos  se  producen  en  él   [6],   [151],   [155].  No  obstante,   la  ausencia  de  una  maquinaria  

adecuada  para  llevar  a  cabo  algunas  modificaciones  postraduccionales,  como  la  glicosilación,  la  
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baja   formación  de  puentes  disulfuro,   el   distinto  procesamiento  proteolítico,   la   formación  de  

cuerpos  de  inclusión,  y  el  uso  de  codones  distintos  supone  que  algunas  proteínas  de  organismos  

eucariotas  no  puedan  ser  producidas  en  E.  coli   con  una  elevada  efectividad   [6],   [149],   [150],  

[155].  Sin  embargo,  se  han  desarrollado  distintas  estrategias  para  solventar  estos  problemas,  y  

poder  producir  proteínas  glicosiladas  o  con  puentes  disulfuro  en  E.  coli  [149],  [156],  [157].  No  

obstante,  existen  otros  organismos  empleados  para  la  producción  de  proteínas  recombinantes  

que   pueden   realizar   estas  modificaciones.   Entre   ellos   destacan   las   levaduras   y   hongos,   que  

presentan  el   inconveniente  de  que  poseen  un  elevado  número  de  proteasas,  y   las  células  de  

insecto   y   de   mamífero,   que   aunque   pueden   llevar   a   cabo   MPTs   complejas,   dan   lugar   a  

rendimientos  más  bajos  [150],  [158].  Por  tanto,  el  uso  de  E.  coli  como  organismo  hospedador  es  

ventajoso,  siempre  que  no  se  requieran  MPTs  complejas  [150],  [159].  Además,  recientemente  

se  está  estudiando  el   empleo  de   sistemas   libres  de  células  basados  en  E.   coli,   lo  que  puede  

suponer  ventajas  en  la  eficiencia  del  proceso  de  producción  [160].  

E.   coli   presenta   una   gran   variedad   de   cepas   idóneas   para   la   producción   de   proteína  

recombinante,  con  características  concretas  para  determinados  fines  [6].  Así,  la  cepa  de  E.  coli  

más  empleada  en  la  expresión  de  proteínas  es  la  cepa  BL21.  Esta  cepa  carece  de  las  proteasas  

Lon  y  OmpT,  lo  que  estabiliza  la  expresión  de  algunas  proteínas  recombinantes,  presenta  una  

menor  acumulación  de  acetato  y  una  mayor  permeabilidad  de  la  membrana  [161],  [162].  Dentro  

de  las  cepas  de  tipo  B  (derivadas  de  BL21)  existen  cepas  con  distintas  características,  así  la  BL21  

DE3  expresa  la  ARN  polimerasa  del  fago  T7  bajo  el  control  del  promotor  lacUV5,  la  BL21  plysS  

contienen  un  vector  que  produce  la  lisozima  T7  para  reducir  la  sobreexpresión  basal,  y  la  cepa  

Lemo21  posee  la  lisozima  lysY,  que  también  permite  moldear  la  expresión  [163].  En  cuanto  a  las  

cepas  BL21  C41  y  C43,  presentan  unos  niveles  más  bajos  de  ARN  polimerasa,  lo  que  puede  ser  

beneficioso  para  la  producción  de  proteínas  que  resultan  tóxicas  para  la  célula  [164].  La  cepa  

Turner   posee   una   permeasa   que   permite   la   entrada   uniforme   del   inductor   de   expresión  

isopropil-­‐ -­‐D-­‐1-­‐tiogalactopiranósido  o  IPTG  a  todas  las  células,  lo  que  reduce  la  concentración  

necesaria  de  inductor  [165].  Por  su  parte,  las  cepas  Rosetta  y  CodonPlus,  derivadas  también  de  

BL21,  permiten  la  expresión  de  proteínas  con  codones  poco  frecuentes  en  E.  coli  que  expresan  

los  ARNt  de  estos  codones  [165],  [166].    

Tras   la   elección   de   la   cepa,   un   paso   clave   para   optimizar   la   expresión   de   proteína  

recombinante  es  la  selección  del  vector  de  expresión.  El  vector  de  expresión  debe  contener  las  

unidades  estructurales  básicas  que  permitan  la  expresión  de  proteínas,  como  son  el  origen  de  

replicación,  el  promotor,  el  sitio  de  unión  al  ribosoma,  el  codón  de  inicio,  el  codón  de  parada  y  

un  terminador  [165].  El  origen  de  replicación  (ori)  es  la  secuencia  a  partir  de  la  cual  comienza  la  
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replicación  del  vector,  y  de  ella  depende  el  número  de  copias  de  este  dentro  de  la  célula,  que  

puede  ir  de  un  bajo  (10  copias)  a  un  alto  número  de  copias  (700  copias)  [167].  Entre  los  ori  de  

bajo  número  de  copias  destacan  el  ColE1  (15  a  20  copias/célula),  el  p15A  (18  a  20  copias/célula),  

el  pSC101  (5  copias/célula)  y  el  pMB1  (15  a  20  copias/célula)  [167] [169].  En  cuanto  a  los  de  alto  

número  de  copias,  mutaciones  en  el  ColE1  y  en  el  pMB1  puede  conducir  a  oris  de  hasta  700  

copias  por  célula  [170],  [171].  La  selección  del  número  de  copias  es  crítica  para  el  proceso  de  

expresión,  pues  un  número  de  copias  muy  bajo  puede  conllevar  una  baja  cantidad  de  ARNm,  y  

por   tanto,  de  proteína,  mientras  que  un  número  de  copias  muy  elevado  puede  conllevar  un  

desajuste   metabólico   debido   a   la   necesidad   de   muchos   recursos   celulares   para   su  

mantenimiento  [6],  [172].    

El   ori   y   el   sistema   promotor   son   determinantes   del   nivel   de   expresión   de   la   proteína  

recombinante.  Los  promotores  pueden  ser  fuertes  o  débiles,  siendo  un  promotor  fuerte  aquel  

que  puede  llevar  a  que  la  proteína  recombinante  suponga  entre  un  10-­‐30%  o  más  del  total  de  la  

proteína  celular  [6],  [165].  Además,  el  promotor  debe  estar  finamente  regulado  para  limitar  la  

producción   basal   de   proteína   antes   de   la   inducción,   pues   puede   provocar   un   desajuste  

metabólico  cuando  la  proteína  expresada  es  tóxica  para   la  célula  [173].  Hay  muchos  tipos  de  

promotores  disponibles,  siendo  el  más  estudiado  el  promotor   lac.  Este  promotor  es  inducible  

por   lactosa,   una   fuente   de   carbono   de   tipo   no   PTS,   por   lo   que   está   sujeto   a   RCC   [174].   El  

promotor   mutante   lacUV5   reduce   el   efecto   de   la   RCC,   sin   embargo,   ambos   promotores  

presentan  una  gran  expresión  basal,  debida  a   la  baja  expresión  de   la  proteína   represora  del  

promotor,  LacI.  Para  reducir  la  expresión  basal,  se  emplea  un  promotor  de  lacI  mutado,  el  lacIQ,  

que   aumenta   la   expresión   de   LacI   hasta   en   10   veces   [167].   En   la   actualidad   se   emplean  

promotores  sintéticos  híbridos  de  promotores  lac,  un  ejemplo  de  ellos  son  el  promotor  tac  y  el  

trc.   Estos   promotores   se   consideran   promotores   fuertes   y   están   bien   caracterizados.   El  

promotor   tac   combina   secuencias   de   los   promotores   trp   (triptófano)   y   lac,   y   presenta   una  

eficiencia  10  veces  superior  a  la  de  estos.  El  promotor  trc  es  derivado  del  tac,  pues  presenta  1  

par  de  bases  extra  entre  las  secuencias  consenso  -­‐35  y  -­‐10  con  respecto  al  promotor  tac  [167],  

[175].  Por  otro  lado,  uno  de  los  promotores  más  usados  es  el  promotor  T7.  Los  genes  regulados  

por   el   promotor   T7   son   transcritos   por   la   ARN   polimerasa   del   bacteriófago   T7   presente   en  

algunas  cepas  de  E.  coli,  como  la  BL21  (DE3),  que  lleva  una  copia  cromosómica  de  la  polimerasa  

controlada  por   el   promotor   lacUV5   [161].   Esta   polimerasa  es   cinco   veces  más   rápida   que   la  

polimerasa  de  E.  coli,  por  lo  que  el  T7  se  considera  un  promotor  muy  fuerte  [176],  [177].  Para  

reducir  la  expresión  basal  de  los  genes  controlados  por  el  promotor  T7,  se  emplea  el  promotor  

T7lac,  el  cual  incluye  un  operador  lac,  que  es  reprimido  por  LacI  en  ausencia  del  inductor  [178].  
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Estos  tres  promotores  son  inducibles  por  lactosa  o  por  el  compuesto  no  metabolizable  isopropil-­‐

-­‐D-­‐1-­‐tiogalactopiranósido  (IPTG).  Otros  promotores  presentan  una  regulación  positiva,  como  

por  ejemplo  el  promotor  BAD,  que  conllevan  menor  expresión  basal.  La  proteína  AraC  tiene  la  

doble  función  de  represor/activador  en  este  promotor.  En  ausencia  del  inductor  arabinosa,  AraC  

reprime   la   traducción   al   unirse   al   ADN   bacteriano.   Al   añadir   el   inductor,   AraC   actúa   como  

activador   y   promueve   la   transcripción   desde   el   promotor   BAD,   por   lo   que   la   arabinosa   es  

absolutamente   necesaria   para   la   inducción   [179].   Además,   existen   otro   tipo   de   promotores  

como  los  inducibles  por  temperatura,  pL  o  pR  del  bacteriófago  lambda.  Estos  promotores  están  

reprimidos  por  el  represor  cI857,  sensible  a  la  temperatura,  el  cual  bloquea  la  transcripción  a  

28-­‐37°C  y   se   activa   con  un  aumento  de   la   temperatura  a  42°C  durante  un   corto  periodo  de  

tiempo  [180].  

Por  último,  los  otros  factores  importantes  son  la  secuencia  de  unión  al  ribosoma,  también  

conocida  como  secuencia  Shine-­‐Dalgarno  (SD),  su  distancia  con  el  codón  de  inicio  y  el  codón  de  

terminación.  La  eficiencia  de  la  traducción  depende  de  estos  factores  y  se  ha  demostrado  que  

la  estructura  secundaria  de   la   secuencia   SD  y   su   longitud   son   importantes   [181].  Del  mismo  

modo,   se   ha   comprobado   que   el   codón   de   terminación   TAA   es  más   eficiente   que   los   otros  

codones,  por  lo  que  se  prefiere  su  empleo  [165].    

Además   de   la   elección   del   sistema   de   expresión,   la   producción   de   proteínas  

recombinantes   puede   depender   de   otros   factores   como   el   medio   de   cultivo   empleado,   la  

temperatura,  la  velocidad  de  agitación  o  el  crecimiento  celular.  Así,  la  manipulación  del  medio  

de  cultivo  es  una  manera  rápida  y  poco  costosa  de  aumentar   la  producción  de  proteínas  [6],  

[165].  Normalmente  con  un  medio  complejo  se  obtiene  mayor  expresión  de  proteínas,  aunque  

esta  es  menos  controlada,  por  lo  que  para  la  producción  de  algunos  compuestos  recombinantes  

que  requieren  un  gran  control  se  emplean  medios  definidos  [6],  [182].  

  

Estrategias  para  aumentar  la  producción  de  proteínas  recombinantes  en  E.  coli    

Como   ya   hemos   comentado   con   anterioridad,   el   empleo   de   E.   coli   como   organismo  

hospedador  conlleva  algunas  desventajas,  las  cuales  pueden  ser  subsanadas  mediante  el  empleo  

de  distintas  estrategias.  Así  pues,  la  expresión  del  gen  de  una  proteína  heteróloga  con  codones  

poco  frecuentes  en  E.  coli  puede  verse  obstaculizada  debido  a  la  escasez  de  los  ARNt  de  esos  

codones.  Este  problema  se  puede  solucionar  mediante  la  optimización  de  la  secuencia  del  gen,  

o  mediante  el  empleo  de  cepas  como  Rosetta  o  CodonPlus,  mencionadas  anteriormente  [166],  

[183].  
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Otro  problema  importante  en  la  producción  de  proteínas  recombinantes  utilizando  E.  coli  

es  la  acumulación  de  estas  proteínas,  principalmente  como  agregados  insolubles  en  forma  de  

cuerpos  de  inclusión.  La  extracción  de  las  proteínas  de  esas  formaciones  es  un  proceso  tedioso,  

pues  requiere  en  muchos  casos  la  desnaturalización  y  renaturalización  de  la  proteína  [184].  Para  

reducir   la   formación   de   estos   cuerpos   de   inclusión   se   llevan   a   cabo   estrategias   como   la  

coexpresión   de   chaperonas,   que   ayudan   a   la   solubilización   y   el   correcto   plegamiento   de   las  

proteínas  [151],  [185],  [186].  Además,  para  aumentar  la  solubilidad  de  una  proteína  se  puede  

expresar  fusionada  con  otra.  Entre  estas  proteínas  de  fusión  destacan  la  proteína  de  unión  a  

maltosa  (MBP)  [187],   la  proteína  A  de  sustancia  de  utilización  N  (NusA)  [188],   la  tiorredoxina  

(Trx)   [189],   la   pequeña   etiqueta   modificadora   de   ubiquitina   (SUMO)   [190]   o   la   glutatión-­‐S-­‐

transferasa  (GST)  [191].  Muchas  de  estas  proteínas  pueden  permitir  otras  funciones,  este  es  el  

caso  de  la  MBP,  que  al  igual  que  la  cola  de  polihistindinas,  puede  emplearse  como  proteína  de  

afinidad  para  facilitar  la  purificación  [167],  [187].  La  MBP,  junto  con  la  Trx  y  la  NusA,  son  las  que  

presentan   una  mayor   capacidad   de   solubilización,   además   la   Trx,   incluso   puede   ayudar   a   la  

formación  de  puentes  disulfuro  en  la  proteína  recombinante  [189].    

Por  otro   lado,  se  han  desarrollado  estrategias  de   ingeniería  metabólica  que  dirigen   los  

flujos  del  metabolismo  central,  eliminando  los  cuellos  de  botella  y  aumentando  el  suministro  de  

precursores  para  redirigirlos  hacia  la  producción  de  proteínas  recombinantes.  Se  ha  demostrado  

que  la  síntesis  de  proteínas  recombinantes  consume  aproximadamente  dos  tercios  de  la  energía  

producida  por  E.  coli,  lo  que  se  conoce  como  desajuste  metabólico.  Para  aumentar  la  producción  

de  ATP  se  ha  sobreexpresado  la  fosfoenolpiruvato  carboxiquinasa  (Pck),  lo  que  conduce  a  una  

mayor  producción  de  proteína  recombinante   [192].  Otra   forma  de  aumentar   la  expresión  de  

proteínas   recombinantes   en   E.   coli,   consiste   en   aumentar   la   producción   de   los   precursores  

esenciales  obtenidos  mediante  la  ruta  de  las  pentosas  fosfato,  sobreexpresando  la  glucosa-­‐6-­‐

fosfato  deshidrogenasa  (Zwf)  [193].  Del  mismo  modo,  la  deleción  del  sistema  del  alarmón  ppGpp  

y  del  regulador  global  RpoS  aumenta  la  producción  de  proteína  [194],  [195].  En  esta  línea,  se  ha  

observado  un  aumento  de  la  expresión  de  proteínas  recombinantes  cuando  se  sobreexpresa  el  

gen  glpK  para  el  metabolismo  del  glicerol  [196].  En  general,  la  mayoría  de  las  estrategias  están  

dirigidas  a  la  reducción  de  la  formación  del  acetato,  debido  a  su  gran  impacto  en  la  producción  

de  proteínas  recombinantes.  Así,  la  expresión  de  la  NADH  oxidasa  de  Streptococcus  pneumoniae  

unida  a  la  deleción  del  regulador  ArcA,  supone  una  reducción  de  la  formación  de  acetato  y  un  

aumento  en   la  producción  de  proteínas   [197].  Otra   forma  de   reducir   el   desbordamiento  del  

acetato  es  a  través  del  sistema  PTS,  así,  la  modificación  de  la  secuencia  promotora  del  regulador  

Mlc  del  sistema  PTS  reduce  el  desbordamiento  de  acetato  e  incrementa  la  expresión  de  proteína  
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recombinante   [198].  Del  mismo  modo,   la  deleción  de   los  genes  del   sistema  PTS  supone  una  

disminución  del  desbordamiento  del  acetato  y  un  aumento  de  la  producción  de  proteínas  [199].  

Asimismo,  la  deleción  de  los  reguladores  globales  ArcA  e  IclR  también  conlleva  una  reducción  

del  acetato  producido,  y  por  ende  un  incremento  de  la  expresión  de  proteínas  [52],  al  igual  que  

la   sobreexpresión   de   la   enzima   acetolactato   sintetasa   de   Bacillus   subtilis,   la   cual   redirige   el  

exceso  de  piruvato  a  acetolactato,  impidiendo  el  desbordamiento  de  acetato  [200].  Por  último,  

se  ha  llevado  a  cabo  la  deleción  de  los  genes  del  metabolismo  del  acetato,  pta,  poxB  y  ackA,  

obteniéndose   un   aumento   en   la   producción   de   proteínas   recombinantes   en   todos   los   casos  

[201] [203].       
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Objetivos  

Escherichia  coli  (E.  coli)  es  uno  de  los  microorganismos  más  empleados  para  la  producción  

de  compuestos  de  interés,  principalmente,  proteínas  recombinantes  y  ADN  plasmídico.  El  gran  

conocimiento   que   se   tiene   de   esta   bacteria   y   las   ventajas   que   se   derivan   de   su   uso   han  

convertido  a  E.  coli  en  el  microorganismo  más  utilizado  con  fines  biotecnológicos  y  como  modelo  

celular  en  investigación.  Sin  embargo,  el  empleo  de  esta  bacteria  como  hospedador  conlleva  una  

serie  de  desventajas,  entre  las  que  destaca  el  desbordamiento  del  acetato.  Cuando  E.  coli  crece  

rápidamente  en  un  medio  con  un  elevado  nivel  de  nutrientes,  se  produce   la  acumulación  de  

acetil-­‐Coenzima  A  (acetil-­‐CoA),  el  cual  es  transformado  a  acetato.  El  acetato  se  excreta  al  medio  

extracelular,  y  posteriormente  se  reincorpora  al  metabolismo,  provocando  una  disminución  del  

crecimiento  celular  y  de  la  formación  de  biomasa  que  afecta  al  rendimiento  de  la  expresión  de  

productos   biológicos.   Este   proceso   de   formación   de   acetato   está   relacionado   con   una  

modificación  postraduccional,  la  acetilación  de  lisinas,  por  medio  de  los  intermediarios  acetil-­‐

CoA  y  acetil-­‐fosfato  (acetil-­‐P),  que  actúan  como  dadores  de  acetilo.  La  acetilación  de  lisinas  es  

responsable   de   la   regulación   de   multitud   de   procesos   metabólicos,   y   su   nivel   depende,  

principalmente,  de  la  reactividad  de  las  lisinas  a  las  que  afecta  y  la  concentración  de  acetil-­‐P  y  

acetil-­‐CoA.   Por   lo   tanto,   las   condiciones   de   cultivo   y   la   utilización   de   distintas   fuentes   de  

nutrientes  pueden  determinar  el  estado  energético  celular,  los  flujos  del  metabolismo  central  

de  carbono  y  el  nivel  de  acetilación.  En  este  sentido,  esta  Tesis  Doctoral  tiene  como  finalidad  

comprender   como   la   regulación   por   acetilación   de   lisinas   influye   en   el   control   de   las   redes  

bioquímicas  del  metabolismo  central  de  E.  coli  y  así,  esclarecer  el  impacto  de  las  condiciones  de  

cultivo   sobre   la   dinámica   de   acetilación   de   proteínas   que   la   célula   utiliza   para   aumentar   su  

propia   aptitud.   Este   avance   permitirá   diseñar   estrategias   racionales,   tanto   por   ingeniería   de  

cepas   como   por   la   selección   de   medios   de   cultivo,   para   aumentar   las   capacidades  

biotecnológicas  de  la  bacteria.  Con  este  fin,  los  principales  objetivos  fueron:  

-­‐ Maximizar   la   expresión   de   proteínas   recombinantes   en   E.   coli   BL21   mediante   la  

redirección   del   metabolismo   del   acetato,   empleando   dos   estrategias   de   forma  

simultánea,  la  manipulación  de  la  composición  del  medio  de  cultivo  y  la  eliminación  de  

los  genes  implicados  en  el  metabolismo  del  acetato  y  la  acetilación  de  lisinas  (Capítulo  

3).  

  

-­‐ Analizar  el  efecto  de  distintos  sistemas  de  expresión  sobre  la  producción  de  proteínas  

recombinantes  en  E.  coli  BL21.  Se  estudiarán  dos  factores  determinantes  del  sistema  de  
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expresión,  como  son,  el  origen  de  replicación  y  la  fuerza  del  promotor,  para  reducir  el  

desajuste  metabólico  y  aumentar  la  expresión  de  proteína  recombinante  (Capítulo  4).  

  

-­‐ Estudiar  la  potencial  regulación  de  la  ruta  de  biosíntesis  de  nucleótidos  de  pirimidinas  

de   novo   mediante   N -­‐acetilación   de   lisinas.   Identificar   las   enzimas   reguladas   por  

acetilación   y   las   consecuencias   que   esta  modificación   puede   tener   sobre   su   función  

biológica  y  sobre  el  control  de  la  ruta  (Capítulo  5).  

  

-­‐ Analizar  el  proteoma  y  el  acetiloma  de  E.  coli  en  distintas  condiciones  de  cultivo  (glucosa  

o  glicerol  como  fuente  de  carbono,  y  MM9  o  TB7  como  fuente  de  nitrógeno)  y  fases  de  

crecimiento  (exponencial  y  estacionaria).  Relacionar  las  diferencias  en  la  abundancia  de  

proteínas  y  el  nivel  de  acetilación  con  las  implicaciones  sobre  la  regulación  diferencial  

del   metabolismo   de   E.   coli   creciendo   bajo   estas   diferentes   condiciones   de   cultivo  

(Capítulo  6).  
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Optimización  de  la  producción  de  proteínas  

recombinantes  mediante  la  elección  racional  de  la  

fuente  de  carbono  y  nitrógeno  utilizando  cepas  de  E.  coli  

BL21  deficientes  en  genes  del  metabolismo  del  acetato  
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Resumen    

Escherichia  coli  es  una  bacteria  ampliamente  empleada  en  la  industria  biotecnológica  para  

la  producción  de  bio-­‐productos  de  elevado  interés,  como  son  las  proteínas  recombinantes.  Sin  

embargo,  el  crecimiento  aeróbico  rápido  de  E.  coli  con  glucosa  puede  conllevar  desventajas  que  

afectan  al  bioproceso,  como  el  metabolismo  de  desbordamiento  de  acetato.  La  acumulación  de  

acetato   provoca   una   disminución   de   la   biomasa   celular   y   la   producción   de   la   proteína  

recombinante   deseada,   y   además,   este   proceso   está   relacionado   con   la   modificación  

postraduccional  de  proteínas  por  acetilación  de  lisinas,  la  cual  afecta  a  enzimas  involucradas  en  

la  vía.  El  metabolismo  del  acetato  forma  parte  del  metabolismo  central  de  la  bacteria,  y  este  a  

su  vez  está  influenciado  por  la  fuente  de  carbono  y  nitrógeno  empleadas  para  su  crecimiento.  

Por   lo  tanto,  el  estudio  del  metabolismo  central  de  E.  coli  y  su  regulación  es  esencial  para   la  

optimización  de   la  producción  de  biomasa  y  de  proteínas  recombinantes  en  general.  En  este  

estudio   nuestro   objetivo   fue   encontrar   las   condiciones  más   favorables   para   llevar   a   cabo   la  

producción  de  proteínas  recombinantes  en  E.  coli  BL21  empleando  dos  enfoques  distintos.  Por  

un  lado,  la  manipulación  de  la  composición  del  medio  de  cultivo,  y  por  otro  la  eliminación  de  los  

genes   implicados   en   el   metabolismo   del   acetato   y   la   acetilación   de   lisinas.   Con   este   fin  

evaluamos   la   sobreexpresión  de  proteínas  en  E.   coli  BL21  tanto   silvestre   (wt)   como  en  cinco  

cepas  deficientes  en  genes  implicados  en  el  metabolismo  del  acetato  ( acs,   ackA  and   pta)  y  

de   la   acetilación  de   lisinas   ( patZ  and   cobB),   creciendo  en  medio  mínimo  MM9   (fuente  de  

nitrógeno  basada  en  amonio  inorgánico)  y  medio  complejo  TB7  (fuente  de  nitrógeno  basada  en  

péptidos)  suplementado  con  glucosa  (fuente  de  carbono  PTS)  o  glicerol  (fuente  de  carbono  no  

PTS).   Los   resultados   demuestran   una   dependencia   entre   la   producción   de   proteínas  

recombinantes  y  el  metabolismo  del  acetato  con  la  fuente  de  carbono  y  nitrógeno  empleadas.  

El   uso   de   medio   complejo   suplementado   con   glicerol   como   fuente   de   carbono   indujo   un  

incremento  de  la  producción  de  proteína  recombinante.  Además,  el  uso  de  glicerol  en  lugar  de  

glucosa  supone  una  alternativa  más  eficiente  y  sostenible  de  los  recursos,  pues  el  glicerol  es  el  

subproducto  mayoritario  obtenido  de   la  síntesis  de  biodiesel.  La  eliminación  del  gen  de  ackA  

provocó  un  aumento  de  cinco  veces  en  la  producción  de  proteína  con  respecto  a  la  cepa  wt,  y  

una  reducción  en  la  excreción  de  acetato.  Estos  resultados  mostraron  que  el  empleo  de  distintas  

fuentes  de  carbono  y  nitrógeno  y  de  las  cepas  que  no  presentan  desbordamiento  de  acetato,  

pueden  redirigir  los  flujos  de  carbono  de  E.  coli  para  mejorar  el  rendimiento  final  del  bioproceso  

de  producción  de  las  proteínas  recombinantes  deseadas.    
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Introducción  

Escherichia   coli   (E.   coli)   es   una   bacteria   Gram-­‐negativa   caracterizada   por   su   elevada  

velocidad  de   crecimiento,   la   simplicidad  de   su   genoma,   su   fácil  manejo   y   su   capacidad  para  

crecer  bajo  diferentes   condiciones  de   cultivo.  Por   todas  estas  ventajas,  E.   coli  es  uno  de   los  

organismos  más   estudiados   y   ampliamente   empleado   como  modelo   en  procesos   biológicos,  

biotecnológicos   y   en   multitud   de   industrias   para   la   producción   de   fármacos   y   otros   bio-­‐

productos   de   elevado   interés   [1],   [2].   En   consecuencia,   es   esencial   un   conocimiento   más  

profundo  del  metabolismo  central   de  E.   coli   y  de   su   regulación,  para  optimizar   los  procesos  

industriales  basados  en  el  uso  de  esta  bacteria.  

E.  coli  es  ampliamente  empleada  como  organismo  huésped  en  la  producción  de  proteínas  

recombinantes  con  interés  industrial  y  farmacéutico  [3].  Para  conseguir  este  objetivo  de  la  forma  

más   eficiente   es   importante   mantener   un   equilibrio   energético   entre   el   metabolismo   del  

huésped  y  la  producción  de  las  proteínas  recombinantes  deseadas.  A  pesar  de  todas  las  ventajas  

que  ofrece  esta  bacteria,  el  uso  de  E.  coli  puede  conllevar  la  producción  de  subproductos  como  

el   acetato,   el   cual   implica   una   disminución   de   la   biomasa   y   de   la   producción   de   proteínas  

recombinantes  [4],  [5].  Por  esta  razón,  se  han  desarrollado  diversas  estrategias  para  limitar  la  

acumulación   y   el   desbordamiento   de   acetato,   como   son   el   uso   de   diferentes   medios   y  

condiciones  de  cultivo  [6] [8],  el  empleo  de  la  ingeniería  genética  para  limitar  la  acumulación  

de  este  compuesto  y  la  expresión  de  sARNs  (pequeños  ARNs  no  codificantes)  o  la  potenciación  

de  la  actividad  respiratoria  [9] [15].  Otra  alternativa  es  la  selección  de  la  cepa  más  adecuada,  ya  

que  a  pesar  de  que  la  cepa  K12  (cepa  de  tipo  K)  es  la  cepa  de  E.  coli  más  estudiada,  E.  coli  BL12  

(cepa  de  tipo  B)  es   la  más  empleada  para   la  producción  de  proteínas  recombinantes,  porque  

entre  otras  diferencias,  carece  de  algunas  proteasas,  alcanza  un  mayor  rendimiento  en  biomasa  

y  produce  menos  acetato  que  E.  coli  K12,  incluso  en  un  medio  con  exceso  de  glucosa  [13],  [16].  

E.   coli   es   capaz   de   crecer   empleando   distintas   fuentes   de   carbono,   aunque   muestra  

preferencia  por  algunas  de  ellas  a  través  de  un  mecanismo  conocido  como  Represión  Catabólica  

por  Carbono   (RCC).   La   fuente   preferida  por   la  bacteria  es   la   glucosa  por   ser  de  mayor  valor  

metabólico.   Las   fuentes   de   carbono   preferentes   (glucosa,   fructosa   o   galactosa)   son   las  

reconocidas  por  el  Sistema  de  transporte  Fosfoenolpiruvato  Fosfotransferasa  (sistema  PTS),  por  

lo  que  son  conocidas  como  fuentes  de  tipo  PTS,  frente  a  las  fuentes  de  carbono  de  tipo  no  PTS,  

(glicerol  y  acetato),  cuyo  transporte  al  interior  celular  no  depende  de  este  sistema.  Desde  un  

punto  de  vista  biotecnológico  el  glicerol  es  ampliamente  utilizado  como  fuente  de  carbono  por  

ser  una  alternativa  más  barata,  ya  que  es  un  subproducto  de   la  síntesis  de  biodiesel   [17].  En  
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cuanto  a  las  fuentes  de  nitrógeno,  E.  coli  es  capaz  de  usar  distintas  compuestos  de  nitrógeno  

para   crecer,   pero   preferentemente   consume   amonio   inorgánico   [18].   Además,   se   ha  

demostrado  una  conexión  entre  el  metabolismo  del  carbono  y  el  del  nitrógeno  a  través  del   -­‐

cetoglutarato,   -­‐KG,  un  intermediario  clave  del  ciclo  de  los  ácidos  tricarboxílicos  (ciclo  TCA),  que  

es  requerido  para  la  conversión  del  amonio  en  glutamato  [19],  [20].  

El  metabolismo  del  acetato  ha  sido  muy  estudiado  en  E.  coli.  Este  metabolito  es  excretado  

y   posteriormente   reincorporado   (desbordamiento   del   acetato)   al   interior   celular,  

principalmente  cuando  se  emplea  glucosa  como  fuente  de  carbono  [5].  Tres  rutas  catalizadas  

por  las  enzimas  Pta-­‐AckA,  Acs  y  PoxB  son  las  responsables  del  desbordamiento  de  acetato  en  E.  

coli.  La  ruta  Pta-­‐AckA  está  formada  por  las  enzimas  fosfotransacetilasa  (Pta)  y  acetato  quinasa  

(AckA),  encargadas  de  la  conversión  reversible  de  acetato  en  acetil-­‐CoA  (acetil-­‐Coenzima  A)  a  

través  del  intermedio  acetil-­‐P  (acetil-­‐fosfato)  [21],  [22].  Por  su  parte,  la  acetil-­‐CoA  sintetasa  (Acs)  

cataliza  la  conversión  de  acetato  en  acetil-­‐CoA  a  través  de  un  intermedio  acetil-­‐AMP  de  forma  

irreversible.  Además,  esta  ruta  es  de  alta  afinidad  y  se  encuentra  altamente  regulada,  mientras  

que  la  ruta  Pta-­‐AckA  es  de  baja  afinidad  [23] [25].  Por  último,  PoxB  (piruvato  oxidasa)  cataliza  

una  ruta  de  producción  de  acetato  a  través  de  la  descarboxilación  de  piruvato  (Figura  1).  

La  N -­‐acetilación  de  lisinas  es  una  modificación  postraduccional  que  está  relacionada  con  

el  metabolismo  del  acetato  y  los  flujos  de  carbono  a  través  de  los  metabolitos  intermedios  acetil-­‐

P  y  acetil-­‐CoA  [26],  [27].  Esta  modificación  puede  alterar  la  actividad  y  conformación  de  algunas  

proteínas,   induciendo   su   agregación   [28],   y   está   implicada   en   múltiples   procesos   como   el  

metabolismo   celular,   las   interacciones   proteína-­‐proteína   o   proteína-­‐DNA,   y   la   localización  

celular   [13],   [29],   [30].   Así   pues,   su   regulación   y   abundancia   son   factores   relevantes   en   la  

producción   de   proteínas   recombinantes.   La   N -­‐acetilación   puede   ocurrir   mediante   un  

mecanismo  químico  empleando  los  metabolitos  acetil-­‐CoA  y  acetil-­‐P  como  dadores  de  acetilo,  

o  a  través  de  un  mecanismo  enzimático  con  el  empleo  de  acetiltransferasas  y  desacetilasas  [31].  

PatZ  es  la  acetilatransferasa  mejor  caracterizada  en  E.  coli  y  pertenece  a  la  familia  de  las  GNATs  

[32].  En  cuanto  a  la  reversibilidad  de  este  proceso,  CobB  es  la  única  desacetilasa  conocida  en  E.  

coli  y  pertenece  a  la  familia  de  las  sirtuínas  [31],  [33]  (Figura  1).    
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Figura   1:  Metabolismo   del   acetato   de   E.   coli.   En  morado   se  muestran   las   enzimas   responsables   del  
metabolismo  del  acetato,  PoxB,  Pta,  AckA  y  Acs.  En  verde  se  muestran  las  enzimas  relacionadas  con  la  
acetilación  de  lisinas  PatZ  y  CobB.  La  regulación  por  acetilación  de  Acs  se  muestra  indicándola  con  una  
lisina  en  rojo.  

  

El  principal  objetivo  de  este  estudio  fue  redirigir  el  metabolismo  del  acetato  a  través  del  

empleo   de   distintas   fuentes   de   carbono   y   nitrógeno   para   optimizar   la   sobreexpresión   de  

proteínas  recombinantes  producidas  en  E.  coli  y  determinar  el  nivel  de  acetilación  de  estas.  Para  

alcanzar   este   objetivo   empleamos   la   Proteína   Verde   Fluorescente   (GFP)   como   modelo   y  

reportera  para  monitorizar   la  sobreexpresión  de   la  proteína  mediante   la  medida  del  nivel  de  

fluorescencia   generada.   En   el   presente   estudio,   E.   coli   BL21   wt   y   cinco   cepas   mutantes  

implicadas  en  el  metabolismo  del   acetato   ( acs,   ackA   y   pta)   y  en   la   acetilación  de   lisinas  

( patZ  y   cobB)  fueron  crecidas  en  medio  mínimo  MM9  (fuente  de  nitrógeno  basada  en  amonio  

inorgánico)  y  en  medio  complejo  TB7  (fuente  de  carbono  basada  en  péptidos),  suplementado  

con   glucosa   (fuente   de   carbono   PTS)   o   glicerol   (fuente   de   carbono   no   PTS).   Bajo   estas  

condiciones  han  sido  evaluados  la  velocidad  de  crecimiento,  los  parámetros  estequiométricos  

de   crecimiento,   la   concentración   de   los   ácidos   orgánicos   extracelulares,   los   niveles   de  

sobreexpresión  de  la  proteína  recombinante  GFP  y  su  nivel  de  acetilación.  Así,  la  optimización  

del   bioproceso   se   reduce   tanto   a   seleccionar   la   combinación   adecuada   de   condiciones   de  

crecimiento  como  a  generar  los  factores  genéticos  que  den  lugar  al  mayor  rendimiento  en  la  

producción  de  las  proteínas  deseadas.  
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Materiales  y  Métodos  

Plásmidos  y  cepas  

Las  cepas  de  E.  coli,  los  plásmidos  y  los  cebadores  empleados  en  este  estudio  se  muestran  

en  la  Tabla  S1  del  Anexo.  La  cepa  E.  coli  BL21  (DE3)  se  adquirió  en  Sigma-­‐Aldrich,  y  las  cepas  

deficientes  en  determinados  genes  del  metabolismo  del  acetato  y  la  acetilación  de  lisinas  fueron  

construidas  empleando  el  método  de  la  recombinasa  Red  del  fago  lambda  [34].  El  plásmido  de  

sobreexpresión  pRSETA-­‐EmGFP  (cuya  expresión  del  gen  recombinante  está  controlada  por  el  

promotor  PT7)  fue  adquirido  de  Invitrogen.  

  

Análisis  del  crecimiento  celular  y  estudio  de  los  metabolitos  por  HPLC  

Las   células   quimiocompetentes   E.   coli   BL21   (DE3)   wt   y   las   cepas   deficientes   fueron  

transformadas  por  choque  térmico  a  42  °C  con  el  plásmido  pRSETA-­‐GFP  y  fueron  crecidas  en  

medio  mínimo  MM9  (10  mM  de  (NH4)2SO4,  8,5  mM  de  NaCl,  40  mM  de  Na2HPO4,  20  mM  de  

KH2PO4,  185   M  de  FeCl3,  175   M  de  EDTA,  7   M  de  ZnSO4,  7   M  de  CuSO4 2O,  7   M  de  

MnSO4,  7   M  de  CoCl2,  1  mM  de  MgSO4,  ,0,1  mM  de  CaCl2  y  1   M  de  tiamina ,  pH  7,4)  o  en  

medio  complejo  TB7  (10  g/L  de  triptona  tamponada  a  pH  7  con  100  mM  de  fosfato  potásico)  

suplementado  con  glucosa  (20  mM)  o  glicerol  (40  mM)  como  fuente  de  carbono.  Los  cultivos  

fueron   inoculados   a   una   densidad   óptica   determinada   a      (DO600)   inicial   de   0,05  

unidades  a  partir  precultivos  crecidos.  Se  determinó  la  velocidad  especifica  de  crecimiento  [35],  

y  se  calcularon  los  parámetros  cinéticos  y  estequiométricos  tal  y  como  se  indica  por  Martínez-­‐

Gómez  et  al.  [36].  

Para  cuantificar  los  metabolitos  extracelulares,  se  tomó  una  muestra  de  1  mL  del  cultivo  

en  diferentes  fases  de  crecimiento,  las  células  fueron  aisladas  por  centrifugación,  y  se  preservó  

el  sobrenadante.  Los  metabolitos  extracelulares  fueron  analizados  mediante  un  HPLC  equipado  

con  un  refractómetro  diferencial  y  detectores  UV  (Shimadzu  Scientific  Instruments)  empleando  

una  columna  de  exclusión  iónica  (ICSep  Coregel  87H3,  Transgenomic).  La  fase  móvil  fue  H2SO4  5  

mM  que  fluyó  a  0,5  mL  min-­‐1  y  65  °C.  El  consumo  de  glucosa  se  determinó  por  el  método  del  

ácido  dinitrosalicílico  (DNS)  [37].  Se  llevó  a  cabo  un  estudio  estadístico  empleando  el  software  

analítico  Prism  v7  (GraphPad).  
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PCR  cuantitativa  a  tiempo  real  (qRT-­‐PCR)  

La  cepa  E.  coli  BL21  (DE3)  wt  creció  en  medio  mínimo  MM9  suplementado  con  glucosa  

(20   mM)   o   glicerol   (40   mM)   como   fuente   de   carbono.   Las   células   fueron   aisladas   por  

centrifugación  en  fase  exponencial  de  crecimiento,  cuando  la  DO600  alcanzó  un  valor  de  1,  y  se  

preservaron  a   -­‐80  °C  hasta  que  se  produjo   la  extracción  del  ARN.  El  ARN  total   fue  purificado  

empleando   el   kit   comercial   VantageTM   Total   RNA   Purification   Kit   (Origene)   siguiendo   las  

instrucciones   del   fabricante.   El   ADN   residual   fue   eliminado   usando   el   producto   RNase-­‐Free  

DNase   Set   (Qiagen),   y   la   concentración  y   la  pureza  del  ARN   fue  determinada  empleando   un  

espectrofotómetro   Nano-­‐Drop   2000   (Thermo   Fisher   Scientific).   Los   ADNc   (ADN  

complementario)  fueron  sintetizados  a  partir  de  1  µg  de  ARN  empleando  el  producto  TaqManTM  

Reverse  Transcription  Reagents  (Applied  Biosystems),  siguiendo  el  protocolo  del  fabricante.  Los  

experimentos  de  qRT-­‐PCR  se  llevaron  a  cabo  en  el  QuantStudioTM  5  Flex  (Applied  Biosystems)  

utilizando  Power  SYBRTM  Green  PCR  Master  Mix  (Invitrogen)  según  el  protocolo  del  fabricante.  

Las  condiciones  de  amplificación  fueron  de  2  min  a  50°C  y  luego  10  min  a  95°C,  seguidos  de  40  

ciclos  de  2  pasos  a  95°C  durante  15  s  y  60°C  durante  1  min,  y  un  ciclo  de  disociación  final  de  95°C  

durante   15   s,   60°C   durante   1   min   y   95°C   durante   15   s.   Las   secuencias   de   los   cebadores  

empleadas  en  este  estudio  se  muestran  en   la  Tabla  S1  del  Anexo.  Se  eligió  el  rrs  del  gen  16S  

rRNA  como  control  interno  para  normalizar  los  datos,  y  se  empleó  el  método  2-­‐   para  analizar  

los  resultados  [38].  Los  valores  relativos  de  transcripción  de  determinados  genes  de  E.  coli  BL21  

wt  creciendo  en  glicerol  como  fuente  de  carbono  se  expresaron  en  comparación  con  los  valores  

de   la  misma  cepa  creciendo  en  glucosa  como  fuente  de  carbono.  Todos   los  experimentos  se  

realizaron  a  partir  de  al  menos  3  ADNc  diferentes  de  cada  condición  de  crecimiento,  y  se  realizó  

un  triplicado  de  cada  gen  estudiado.  

  

Análisis  de  la  sobreexpresión  de  GFP  

Las  células  quimiocompetentes  E.  coli  BL21  (DE3)  wt  y  las  cepas  deficientes  transformadas  

con   el   vector   de   expresión   pRSETA-­‐GFP   crecieron   en   placas  multipocillo,   y   se  monitorizaron  

simultáneamente  el  crecimiento  celular  a  DO600  y   la  fluorescencia  a  una   longitud  de  onda  de  

excitación  de  487  nm  y  de  emisión  de  509  nm  empleando  un  lector  de  placas  (Synergy  H1  Hybrid  

Multi-­‐Mode  Reader).  Para  ello,  s

de  medio  mínimo  MM9  o  medio  complejo  TB7  suplementado  con  glucosa  (20  mM)  o  glicerol  (40  

mM)  como  fuente  de  carbono.  Los  cultivos  se  inocularon  a  una  OD600  inicial  de  0,05  unidades  

con   precultivos   en   fase   de   crecimiento   exponencial,   y   se   indujeron   con   0,1   mM   de   IPTG  
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(Isopropil-­‐ -­‐D-­‐1-­‐tiogalactopiranósido)  a  una  OD600  de  0,5  unidades.  Las  placas  de  96  pocillos  se  

cubrieron  con  una  lámina  adhesiva  permeable  al  gas  (Sigma-­‐Aldrich)  para  evitar  la  evaporación  

y  permitir  la  aireación.  Los  cultivos  se  realizaron  por  quintuplicado  con  agitación  orbital  doble  a  

37  °C  durante  24  h.  Se  registraron  los  datos  de  fluorescencia  correspondientes  con  la  expresión  

de  GFP  durante  el  crecimiento,  y  los  valores  máximos  de  fluorescencia,  pertenecientes  a  la  fase  

estacionaria  de  crecimiento,  se  normalizaron  con  respecto  a  los  valores  de  DO600  (fluorescencia  

relativa).   Los   datos   resultantes   se   expresaron   como  el   nivel   de   expresión   en   relación   con  el  

obtenido  para  la  cepa  wt.  Se  realizó  un  análisis  estadístico  de  los  datos  utilizando  el  software  

analítico  Prism  v7  (GraphPad  Software,  Inc.).  

  

Purificación  de  la  proteína  

Las   células   quimiocompetentes   E.   coli   BL21   (DE3)   wt   y   las   cepas   defectivas   fueron  

transformadas  mediante  un  choque  térmico  a  42  °C  con  el  vector  de  expresión  pRSETA-­‐GFP.  Los  

cultivos  crecieron  toda   la  noche  a  30   °C  con  agitación  orbital   (250   rpm).  El  medio  de  cultivo  

empleado  fue  medio  mínimo  MM9  o  medio  complejo  TB7  suplementado  con  glucosa  (20  mM)  

o  glicerol  (40  mM)  como  fuente  de  carbono.  Los  cultivos  fueron  inoculados  a  una  DO600  inicial  

de  0,05  unidades  con  precultivos  en  fase  de  crecimiento  exponencial,  y  cuando  alcanzaron  una  

DO600  de  0,5  unidades,  fueron  inducidos  con  0,1  mM  de  IPTG.  Las  células  fueron  aisladas  por  

centrifugación  (20  min;  4500  x  g),  y  tras  ello,  resuspendidas  en  tampón  de  unión  (50  mM  de  

fosfato  de  potasio,  500  mM  de  NaCl,  25  mM  de  imidazol  a  pH  8).  Posteriormente  se  lisaron  por  

sonicación   durante   2   min   (20   s   cada   ciclo)   empleando   un   sonicador   Vibra   Cell   sonicator  

(Sonicator  Sonics  &  Materials).  Los  lisados  se  centrifugaron  a  14000  x  g  durante  30  min  a  4  °C.  

Los   sobrenadantes   se   introdujeron   en   una   columna   de   níquel   de   5   mL   His-­‐Trap   HP   (GE  

Heathcare),   que   fue   previamente   equilibrada   en   tampón   de   unión.   Las   proteínas   eluyeron  

utilizando  un  gradiente  lineal  de  imidazol  de  0  a  500  mM  a  una  velocidad  de  flujo  de  5  mL  min-­‐

1.  A  continuación,  se  cambió  el  tampón  de  proteínas  por  el  tampón  A  (fosfato  potásico  50  mM,  

pH  7,5)  utilizando  una  columna  de  desalado   a  velocidad  de  

flujo  de  9  mL  min-­‐1.  

  

Análisis  por  Western  blot  

El   nivel   de   acetilación   de   la   proteína   GFP   fue   analizado  mediante   inmunoensayo   por  

Western   blot.   La   cantidad   de   proteína   estudiada   fue   normalizada   tras   la   medida   de   la  
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concentración  de  proteína  purificada.   Las  muestras   fueron  separadas  por  electroforesis  SDS-­‐

PAGE,  y  tras  ello,  transferidas  a  una  membrana  de  fluoruro  de  polivinilideno  (PVDF)  empleando  

un   sistema   de   transferencia   semiseca   (Trans-­‐Blot®   SD   Semi-­‐Dry   Transfer   Cell,   Bio-­‐Rad).   Las  

membranas  fueron  bloqueadas  con  1%  (m/v)  de  seroalbúmina  bovina  (BSA)  en  TBST  (50  mM  de  

Tris-­‐HCl,  150  mM  de  NaCl,  0,05%  Tween-­‐20,  pH  7,5)  durante  1  h.  A  continuación,  las  muestras  

se   incubaron   con   un   anticuerpo   primario   monoclonal   de   conejo   contra   la   acetil-­‐lisina  

(InmuneChem)  a  una  dilución  de  1:2000  durante  toda  la  noche  a  4  °C.  La  membrana  se  lavó  3  

veces  durante  10  min,  cada  una,  con  TBST  y  luego  se  incubó  con  un  anticuerpo  secundario  anti-­‐

conejo   de   cabra   conjugado   con   HRP   (Santa   Cruz   Biotechnology)   a   una   dilución   de   1:15000  

durante  1  h  a  temperatura  ambiente.  La  membrana  se  lavó  6  veces  durante  5  min  cada  vez  con  

TBST.  Finalmente,  la  membrana  se  incubó  durante  10  min  con  el  sustrato  quimioluminiscente  

Fisher  Scientific)  y  se  reveló  con  un  Amersham  Imager  600  (GE  

Healthcare).  Se  utilizó  el  software  ImageJ  Gel  Analyzer  para  la  cuantificación  densitométrica.  Se  

llevó  a  cabo  un  protocolo  para  eliminar  los  anticuerpos  de  las  membranas,  y  se  incubaron  con  

un  anticuerpo  primario  monoclonal  de  ratón  anti-­‐Xpress  a  una  dilución  de  1:3000  (Invitrogen)  

para  emplearlo  como  control  de  carga,  mientras  que  el  anticuerpo  secundario  fue  un  anticuerpo  

de  cabra  anti-­‐ratón  conjugado  con  HRP  (Invitrogen)  a  una  dilución  de  1:15.000.  

  

Resultados  

Caracterización  fisiológica  de  las  cepas  sobreexpresando  el  vector  pRSETA-­‐GFP  

Para  determinar  la  velocidad  de  crecimiento  específica  (µmax),  el  rendimiento  en  biomasa  

(YX/S)  y  la  velocidad  específica  de  consumo  de  carbono  (qs)  de  los  cultivos  de  E.  coli  BL21  wt  y  las  

cepas  mutantes   ( patZ,   cobB,   acs,   ackA   y   pta)   sobreexpresando  pRSETA-­‐GFP,   todas   las  

cepas  fueron  crecidas  en  medio  mínimo  MM9  o  complejo  TB7  suplementado  con  glucosa  20  

mM  o  glicerol  40  mM.  Las  velocidades  específicas  de  crecimiento  se  muestran  en  la  Tabla  1,  y  el  

rendimiento   en   biomasa   y   la   velocidad   específica   de   consumo   de   carbono   en   la   Tabla   2.   El  

crecimiento  celular,  determinado  por  DO600,  y  la  concentración  extracelular  de  acetato,  glucosa  

y  glicerol  de  los  cultivos  se  muestran  en  el  Anexo  (Figura  S1  a  S6).  
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Tabla  1:  Velocidades  específicas  de  crecimiento  para  las  cepas  de  E.  coli  BL21  creciendo  en  las  diferentes  
condiciones  de  cultivo.  

   µmax  (h
-­‐1
)  

     TB7-­‐Glucosa     TB7-­‐Glicerol     MM9-­‐Glucosa     MM9-­‐Glicerol    

wt   0,99  ±  0,09   1,00  ±  0,11   0,45  ±  0,03   0,38  ±  0,02  
patZ   0,86  ±  0,01   0,74  ±  0,02   0,49  ±  0,01   0,43  ±  0,01  
cobB   0,78  ±  0,03   0,72  ±  0,01   0,43  ±  0,04   0,32  ±  0,01  
acs   0,99  ±  0,06   1,05  ±  0,06   0,53  ±  0,03   0,43  ±  0,01  
ackA   0,62  ±  0,01   0,58  ±  0,02   0,47  ±  0,01   0,40  ±  0,02  
pta   0,80  ±  0,04   0,44  ±  0,06   0,14  ±  0,01   0,26  ±  0,03  

  

Se  observaron  diferencias  en  los  valores  de  velocidad  especifica  entre  medios  de  cultivo.  

En  general,  se  obtuvo  una  mayor  µmax  en  TB7  que  en  MM9,  con  un  incremento  del  30-­‐60%  en  

TB7,  dependiendo  de  la  cepa.  Mientras  que  se  obtuvo  una  menor  µmax  empleando  glicerol  que  

con  el  empleo  de  glucosa,  aunque  en  este  caso,  las  diferencias  fueron  marcadamente  menos  

pronunciadas.  Los  valores  más  elevados  de  µmax  en  medio  complejo  fueron  obtenidos  para  las  

cepas   wt   y   acs.   Las   cepas   mutantes   asociadas   a   la   acetilación   de   lisinas,   patZ   y   cobB,  

mostraron  un  perfil  similar  a  la  cepa  wt,  pero  un  valor  de  µmax  inferior  en  medio  TB7.  Las  mayores  

diferencias  con  respecto  a  la  cepa  silvestre  fueron  observadas  para  las  cepas  mutantes   pta  y  

ackA.  En  medio  mínimo,  la  velocidad  específica  de  crecimiento  de  la  cepa   ackA  fue  similar  a  

la  de  la  wt,  mientras  que  en  medio  complejo  TB7,  este  valor  disminuyó  en  un  39%  con  respecto  

al  valor  de  la  cepa  silvestre.  La  deleción  del  gen  pta  afectó  en  gran  medida  el  crecimiento  celular  

en  todas  las  condiciones,  y  la  µmax  se  redujo  entre  un  40  y  un  70%  en  comparación  con  la  cepa  

wt,  excepto  en  medio  TB7  con  glucosa  (Tabla  1).  

Tabla   2:   Parámetros   estequiométricos,   rendimiento   en   biomasa   (YX/S)   y   velocidad   específica   de  
consumo  de  carbono  (qs).    

   YX/S  (g/mmolC)   qs  (mmolC/gh)  

     TB7a  
Glucosa  

TB7a  
Glicerol  

MM9a  
Glucosa  

MM9a  
Glicerol  

TB7a  
Glucosa  

TB7a  
Glicerol  

MM9a  
Glucosa  

MM9a  
Glicerol  

wt   0,013   0,007   0,016   0,009   -­‐34,49   -­‐63,34   -­‐13,20   -­‐18,91  

patZ   0,012   0,006   0,013   0,009   -­‐32,39   -­‐57,28   -­‐17,73   -­‐22,19  

cobB   0,012   0,006   0,010   0,008   -­‐30,62   -­‐52,80   -­‐19,64   -­‐17,84  

acs   0,015   0,008   0,013   0,007   -­‐31,71   -­‐60,96   -­‐18,46   -­‐27,23  

ackA   0,020   0,009   0,018   0,006   -­‐14,64   -­‐31,08   -­‐12,36   -­‐30,96  

pta   0,018   0,002   0,007   0,006   -­‐21,03   -­‐32,62   -­‐9,75   -­‐21,31  
a  Cada  valor  es  la  media  de  tres  experimentos  independientes  con  una  desviación  estándar  inferior  al  10%.  
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En   referencia   al   rendimiento   en  biomasa,   YX/S   fue  mayor   en  medio   suplementado   con  

glucosa  que  con  glicerol,  y  no  se  encontraron  diferencias  entre  medio  mínimo  o  complejo  en  las  

distintas  cepas.  Todas  las  cepas  mostraron  un  comportamiento  similar  con  respecto  a  la  cepa  

wt,  excepto  las  cepas  relacionadas  con  el  metabolismo  del  acetato,   ackA  y   pta.  Los  valores  

más  bajos  de  YX/S  fueron  observados  para  la  cepa  con  la  deleción  en  el  gen  pta,  excepto  en  medio  

TB7  con  glucosa,  donde  el  rendimiento  en  biomasa  fue  superior  al  de  la  cepa  wt.  Sin  embargo,  

la  cepa   ackA  mostró  los  valores  más  elevados  de  YX/S,  excepto  en  medio  MM9  con  glicerol.  Con  

respecto  a  la  velocidad  específica  de  consumo  de  carbono,  obtuvimos  valores  más  elevados  en  

glicerol  que  en  glucosa,  y  en  TB7  que  en  MM9.  Cabe  destacar  que  observamos  diferencias  en  las  

cepas   pta   ackA  con  respecto  al  resto  de  cepas,  ya  que  estas  cepas  mostraron  los  valores  

más  bajos  de  qs  en  medios  complejos  y  medios  mínimos,  respectivamente  (Tabla  2).  

  

Análisis  de  los  ácidos  orgánicos  

Las  concentraciones  extracelulares  de  ácidos  orgánicos  fueron  evaluadas  para  E.  coli  BL21  

wt  y  las  cepas  deficientes  ( patZ,   cobB,   acs,   ackA  y   pta)  sobreexpresando  pRSETA-­‐GFP  en  

medio  mínimo  MM9  o  medio  complejo  TB7,  suplementado  con  glucosa  o  glicerol  como  fuente  

de   carbono.   Las   concentraciones   de   acetato,   piruvato,   lactato,   formiato,   citrato   y   -­‐

cetoglutarato   fueron   analizadas,   pero   solo   se   detectó   acetato.   Las   concentraciones  

extracelulares  de  acetato  se  muestran  en  la  Figura  2  y  la  velocidad  específica  de  producción  y  

consumo  de  acetato  en  la  Tabla  3.    

Tabla  3:  Velocidad  específica  de  producción  y  consumo  de  acetato.    

   Velocidad  específica  de  producción  de  
acetato  (mmol/gh)  

Velocidad  específica  de  consumo  de  
acetato  (mmol/gh)  

     TB7a  
Glucosa  

TB7a  
Glicerol  

MM9a  
Glucosa  

MM9a  
Glicerol  

TB7a  
Glucosa  

TB7a  
Glicerol  

MM9a  
Glucosa  

MM9a  
Glicerol  

wt   13,62     7,80   0,35   0,14   7,02   5,16   0,11   0,11  

   9,79   13,90   0,27   0,16   6,85   6,80   0,13   0,07  

   16,49   11,10   0,54   0,38   1,70   2,04   0,20   0,08  

   11,06   10,54   0,38   0,18   1,70   2,29   0,20   0,02  

   0,12   2,79   0,09   0,11   0,21   1,87   0,11   0,05  

   0,17   3,64   0,08   0,07   0,20   1,41   0,06   0,06  
a  Cada  valor  es  el  promedio  de  tres  experimentos  independientes  con  una  desviación  estándar  menor  al  10%.  
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Figura  2:  Concentraciones  extracelulares  de  acetato,  glucosa  y  glicerol,  y  crecimiento  celular  a  DO600.  
Concentración  extracelular  de  acetato  detectada  para  E.  coli  BL21  wt,   patZ,   cobB,   acs,   ackA  y   pta  
creciendo  en  TB7-­‐glucosa  (A1)  y  TB7-­‐glicerol  (B1).  Concentración  extracelular  de  glucosa  (A2)  y  glicerol  
(B2),  y  crecimiento  celular  en  TB7-­‐glucosa  (A3)  y  TB7-­‐glicerol  (B3)  para  E.  coli  BL21  wt,   patZ,   cobB,   acs,  
ackA  y   pta.  

  

El  acetato  extracelular  se  acumuló  desde  el  inicio  de  la  fase  exponencial  de  crecimiento  y  

fue  reincorporado  al  metabolismo  a  partir  de  la  mitad  de  la  fase  exponencial  en  E.  coli  BL21  wt.  

Sin  embargo,  en  las  cepas   cobB  y   acs  esta  reincorporación  se  alargó  hasta  el  inicio  de  la  fase  

estacionara  de  crecimiento,  siendo  más  lento  que  en  el  resto  en  todas  las  condiciones  de  cultivo  

(Figura  2).   Estos  mutantes  mostraron  una  disminución  de  2,7  y  2,5  veces  en   la   velocidad  de  

consumo  de   acetato   con   respecto   a   la   cepa   silvestre   en   TB7   en   ambas   fuentes   de   carbono,  

respectivamente   (Tabla   3).   Las   velocidades   de   producción   y   consumo   de   acetato   fueron  

superiores   en   el  medio   suplementado   con   glucosa   que   en   el   suplementado   con   glicerol.  No  

obstante,   la  velocidad  de  producción  de  acetato  no  fue  significativamente  diferente  entre  las  
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distintas  cepas,  con  la  excepción  de  las  cepas   ackA  y   pta.  Estas  cepas  mutantes  mostraron  

una   disminución   de   alrededor   de   2,7   veces   tanto   en   la   velocidad   de   producción   como   de  

consumo  de  acetato  con  respecto  a  la  cepa  silvestre  en  TB7-­‐glicerol,  y  en  cambio,  no  se  detectó  

acetato  extracelular  en  TB7-­‐glucosa.  Estos  mutantes  también  mostraron  los  valores  más  bajos  

de   la   velocidad   de   consumo   de   acetato.   La   excreción   de   acetato   en   medio   mínimo   fue  

insignificante   cuando   se   comparó   con   la   obtenida   para  medio   complejo   TB7,   tal   y   como   se  

muestra  en  el  Anexo  (Figuras  S1  a  S6)  y  en  la  Tabla  3.  Las  concentraciones  máximas  de  acetato  

detectadas  en  cada  condición  y  cepa  se  muestran  en  la  Figura  3A,  la  concentración  extracelular  

de  acetato  normalizada  con  respecto  al  valor  máximo  obtenido  para  E.  coli  BL21  wt  se  muestra  

en   la   Figura   3B,   y   la   relación   concentración   extracelular   de   acetato/qs   expresada   como  

porcentaje,   tomando  como  100%   la  relación  en  E.  coli  BL21  wt  creciendo  en  TB7-­‐glucosa,  se  

muestra  en  la  Figura  3C    

  

Figura  3:  Concentraciones  máximas  de  acetato  extracelular.   (A)  Concentraciones  máximas  de  acetato  
extracelular   detectadas   para   E.   coli   BL21   wt   y   las   cepas   mutantes   creciendo   en   medio   MM9   o   TB7  
suplementado  con  glucosa  o  glicerol  como  fuentes  de  carbono.  (B)  Concentraciones  máximas  de  acetato  
extracelular  de  E.  coli  BL21  wt  en  porcentaje  relativo  al  valor  para  E.  coli  BL21  wt  en  TB7-­‐glucosa.  (C)  Ratio  
concentración  extracelular  de  acetato/qs  expresado  como  porcentaje  relativo  al  valor  para  E.  coli  BL21  wt  
en  TB7-­‐glucosa.  Se  emplearon  las  pruebas  estadísticas  ANOVA  de  dos  vías  (A  y  C)  y  ANOVA  de  una  vía  (B)  
para  evaluar  las  diferencias  significativas  entre  las  cepas  mutantes  y  la  cepa  wt  en  cada  condición  (A  y  C),  
y  para  conocer  las  diferencias  significativas  entre  el  valor  en  TB7-­‐glucosa  y  el  resto  de  las  condiciones  para  
la  cepa  wt  (B)  (p-­‐valor  <0.0001  (****),  <0.001  (***),  <0.01  (**),  <0.05(*)).  

Figure  3.
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Se   observaron   diversas   diferencias   en   las   concentraciones   máximas   de   acetato  

extracelulares  dependiendo  del  medio  de  cultivo  y  la  cepa  estudiada  (Figura  3).  Para  E.  coli  wt,  

encontramos   una  mayor   concentración   de   acetato   extracelular   cuando   la   bacteria   crecía  en  

medio  complejo,  de  10,6  a  16  mM  dependiendo  de  la  fuente  de  carbono,  y  una  concentración  

más  baja  cuando   la  bacteria   crecía  en  medio  mínimo,   aproximadamente   0,16  mM  o  valores  

inferiores  (Figura  3A).  Observamos  una  clara  dependencia  de  la  concentración  de  acetato  con  

respecto  a  la  fuente  de  carbono  empleada,  como  se  puede  observar  en  la  Figura  3B,  y  que  la  

relación  concentración  extracelular  de  acetato/qs  mostró  un  patrón  similar  al  observado  para  

las   concentraciones   máximas   de   acetato   extracelular   (Figura   3C).   En   cuando   al   empleo   de  

glicerol,  se  observó  una  reducción  en  la  concentración  de  acetato  de  más  del  30%  con  respecto  

al  empleo  de  glucosa,  y  esta  reducción  fue  más  pronunciada  en  medio  complejo  (Figura  3).  

Del   mismo   modo,   observamos   que   las   concentraciones   extracelulares   de   acetato   se  

vieron  alteradas  en  los  mutantes  relacionados  con  el  metabolismo  del  acetato  y  la  acetilación  

de  lisinas.  Las  mayores  concentraciones  de  acetato  de  todos  los  mutantes  se  obtuvieron  para  

las  cepas   acs  y   cobB,  las  diferencias  entre  estas  cepas  y  el  resto  fueron  más  notables  en  el  

caso   del   empleo   del   medio   mínimo,   en   el   cual   mostraron   unos   valores   de   1   mM  

aproximadamente,  mientras  que  para  el  resto  de  las  cepas  la  concentración  de  acetato  fue  muy  

baja,  en  torno  a  0,16  mM.  En  cuanto  a  las  cepas  en  las  que  se  han  eliminado  los  genes  pta  y  

ackA,   la   concentración   extracelular   de   acetato   fue   casi   imperceptible   en   todos   los  medios,  

excepto  para  TB7-­‐glicerol,  aunque  con  unos  valores   inferiores  al   resto  de  cepas  en  el  mismo  

medio  (Figura  3A).  

Mientras  los  ácidos  orgánicos  extracelulares  eran  analizados,  se  detectó  un  compuesto  

con  una  absorción  a  280  nm  que  fue  identificado  por  LC-­‐MS/MS  como  ácido  orótico.  El  orotato  

es  un  intermediario  de  la  ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  de  novo  que  puede  ser  excretado  

durante  el  crecimiento,  lo  que  podría  suponer  una  menor  eficiencia  en  el  consumo  de  carbono  

limitando  la  formación  de  biomasa  y  macromoléculas  [39],  y  por  tanto,  afectar  a  la  producción  

de  proteínas  recombinantes.  El  orotato  fue  excretado  al  medio  extracelular  durante  la  fase  de  

crecimiento   exponencial,   y   no   fue   totalmente   reincorporado   al   metabolismo   de   la   bacteria  

(Figura  S7  del  Anexo).  Las  concentraciones  máximas  de  orotato  extracelular  se  muestran  en  la  

Figura  4.    



Capítulo  3     

66  

  

Figura   4:   Concentraciones   máximas   de   orotato   extracelular.   Concentraciones   máximas   de   orotato  
extracelular   detectadas   para   E.   coli   BL21   wt   y   las   cepas   mutantes   creciendo   en   medio   MM9   o   TB7  
suplementado  con  glucosa  o  glicerol  como  fuente  de  carbono.    

  

En  general,  se  observó  que  el  orotato  fue  casi  imperceptible  para  las  distintas  cepas  en  

todas  las  condiciones  de  estudio  (aproximadamente  0,02  mM)  sin  grandes  diferencias,  excepto  

para  las  cepas   acs,   cobB  y   pta.  En  la  cepa   pta  no  se  excretó  orotato  durante  su  crecimiento  

empleando  glucosa  como  fuente  de  carbono.  En  cuanto  a  la  cepa   acs,  esta  mostró  diferencias  

con   respecto   a   la   cepa   silvestre   en   TB7,   con   unas   concentraciones   entre   un   40   y   un   60%  

superiores  en  este  medio.  Sin  embargo,  la  cepa  con  las  mayores  concentraciones  de  orotato  fue  

la  cepa   cobB  (de  0,8  a  0,12  mM),  con  un  incremento  de  35  veces  con  respecto  a  la  cepa  wt  en  

TB7-­‐glucosa.   Además,   la   concentración   de   orotato   en   la   cepa   cobB   fue   mayor   en   medio  

complejo  que  en  medio  mínimo  y  en  glucosa  que  en  glicerol  (Figura  4).  

  

Determinación  del  nivel  de  transcripción  relativo  por  qRT-­‐PCR  

El   desequilibrio   entre   el   catabolismo   de   la   fuente   de   carbono   y   el   metabolismo  

respiratorio   en   E.   coli   conlleva   la   acumulación   de   acetil-­‐CoA,   y   consecuentemente,   el  

desbordamiento   del   acetato.   La   Represión   Catabólica   por   Carbono   y   la   regulación   del  

metabolismo  central  del  carbono   juegan  un  rol   importante  en  el  equilibrio  del  metabolismo.  

Bajo   estas   condiciones   los   reguladores   transcripcionales   predominantes   son   la   proteína  

receptora  del  AMPc  (Crp),  el  activador  represor  de  catabolitos  (Cra)  y  la  proteína  de  control  de  

la  respiración  aeróbica  (ArcA)  [5].    

Se  llevó  a  cabo  un  ensayo  qRT-­‐PCR  para  analizar  las  diferencias  en  la  actividad  de  estos  

reguladores   globales   y   su   relación   con   la   redirección   de   los   flujos   de   carbono.   Los   genes  
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analizados  (acs,  aceA,  ppsA,  glpK,  acnB,  aceE,  gapA  y  tpiA)  son  regulados  por  estos  factores  de  

transcripción  y  pertenecen  a  diferentes   rutas  del  metabolismo  central  del   carbono  de  E.   coli  

(Figura  5).  La  transcripción  relativa  de  estos  genes  (Fold  change,  FCh)  se  basó  en  los  niveles  de  

expresión  en  E.  coli  BL21  wt  creciendo  en  glicerol  frente  al  crecimiento  en  glucosa  empleando  

un  medio  definido  (Figura  5).  

  

Figura  5:  Valores  relativos  de  transcripción  génica  en  E.  coli  BL21  wt.  Transcripción  génica  relativa  de  E.  
coli  BL21  wt  creciendo  en  glicerol,  en  comparación  con  E.  coli  Bl21  wt  creciendo  en  glucosa.  (A)  Los  genes  
del  metabolismo  central  estudiados  se  muestran  en  rojo  (menos  expresados  en  glicerol  con  respecto  a  en  
glucosa)   o   en   verde   (sobreexpresados   en   glicerol   con   respecto   a   en   glucosa).   Abreviaturas   de   los  
metabolitos:  Gly3P,  glicerol-­‐3-­‐fosfato;  G6P,  glucosa-­‐6-­‐fosfato;  F6P,  fructosa-­‐6-­‐fosfato;  FBP,  fructosa-­‐1,6-­‐
bifosfato;  DHAP,  dihidroxiacetona  fosfato;  GAP,  gliceraldehído-­‐3-­‐fosfato;  DPG,  1,3-­‐bifosfoglicerato;  3PG,  
3-­‐fosfoglicerato;  2PG,  2-­‐fosfoglicerato;  PEP,  fosfoenolpiruvato;  PYR,  piruvato;  acetil-­‐CoA,  acetil  coenzima  
A;   acetil-­‐P -­‐ -­‐cetoglutarato;   SUC-­‐CoA,  
succinil-­‐coenzima  A;  SUC,  succinato;  FUM,  fumarato;  MAL,  malato;  OAA,  oxalacetato.  (B)  La  tabla  muestra  
los  cambios   (Fold  change)  del  nivel  de   transcripción  de   los  genes   seleccionados  en  el   crecimiento  con  
glicerol  en  comparación  con  el  crecimiento  con  glucosa,   la   ruta  a   la  que  pertenecen  y   los  reguladores  
globales  que  regulan  positiva  (+)  o  negativamente  (-­‐)  su  expresión.  

  

Como  era  de  esperar,  glpk  (gen  que  codifica  para  la  glicerol  quinasa  GlpK)  fue  el  gen  con  

mayor  sobreexpresión  de  los  seleccionados  en  el  crecimiento  con  glicerol.  La  expresión  de  este  

gen  es  activada  por  Crp-­‐AMPc  [36],  y  GlpK  cataliza  el  paso  limitante  de  la  utilización  del  glicerol  

[40].  En  cuanto  a   los  genes  seleccionados  pertenecientes  a   la  glicólisis,   tpiA   (gen  de   la   triosa  
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fosfato-­‐isomerasa)   fue   sobreexpresado  en  glicerol  y  gapA   (gen  de   la  gliceraldehido-­‐3-­‐fosfato  

deshidrogenasa)  fue  sobreexpresado  en  crecimiento  con  glucosa,  pero  el  cambio  en  la  expresión  

no   fue   profundamente   afectado.   La   expresión   de   ambos   genes   es   reprimida   por   Cra,   y   la  

expresión  de  gapA  es  activada  por  Crp-­‐AMPc  [41].  El  gen  aceE,  que  codifica  para   la  piruvato  

deshidrogenasa,  fue  menos  expresado  en  E.  coli  creciendo  en  medio  con  glicerol,  y  su  expresión  

es  activada  por  Crp-­‐AMPc  e  inhibida  por  Cra  y  ArcA  [41].  En  cuanto  a  los  genes  seleccionados  del  

metabolismo  del  acetato,  la  expresión  del  gen  acs,  que  codifica  para  la  acetil-­‐CoA  sintetasa,  fue  

mayor  en  E.  coli  creciendo  en  glicerol,  y  esta  depende  de  la  activación  por  Crp-­‐AMPc  [41].  En  el  

ciclo  TCA,  acnB  (gen  que  codifica  para  la  aconitasa  B)  fue  sobreexpresado  en  crecimiento  con  

glicerol  y  su  expresión  es  regulada  positivamente  por  Crp-­‐AMPc  y  reprimida  por  Cra  y  ArcA  [36],  

[41].  En  cuanto  al   ciclo  del  glioxilato,  estudiamos   la   transcripción   relativa  del  gen  aceA  de   la  

isocitrato  liasa,  cuya  expresión  fue  menor  en  E.  coli  BL21  creciendo  en  glicerol.  La  expresión  de  

este   gen  es   activada  por  Cra   y   regulada  negativamente  por  ArcA  y   Crp-­‐AMPc   [42],   [43].   Por  

último,   el   gen   ppsA   que   codifica   para   la   fosfoenolpiruvato   sintetasa   fue   sobreexpresado   en  

glicerol,  con  un  valor  similar  a  acs  y  acnB,  y  su  expresión  es  activada  por  Cra  [42]  (Figura  5).  

  

Sobreexpresión  de  la  proteína  GFP  

Con  el  fin  de  evaluar  la  producción  de  proteína  recombinante  en  E.  coli  BL21  wt  y  las  cepas  

mutantes  se  empleó  la  proteína  GFP.  E.  coli  BL21  wt  y  las  cepas  defectivas  portando  el  vector  de  

expresión  pRSETA-­‐GFP  crecieron  en  TB7-­‐glicerol,  y  tras  24  h  de  crecimiento,  una  cantidad  igual  

de  células  fue  sembrada  en  LB-­‐agar,  y  se  obtuvieron  las  imágenes  de  la  fluorescencia  en  todos  

los  cultivos  (Figura  S8  del  Anexo).  Se  ha  demostrado  que  la  fluorescencia  de  la  proteína  GFP  solo  

puede   ser   emitida   cuando   la  proteína   tiene   la   correcta  estructura   terciaria   [44],   [45].  Por   lo  

tanto,  asumiendo  que  la  fluorescencia  de  la  GFP  es  un  indicador  de  la  expresión  funcional  de  

proteínas  recombinantes,  la  mayor  producción  funcional  de  GFP  a  las  24h  se  detectó  en  la  cepa  

ackA cobB   pta.  

Las   intensidades   de   fluorescencia   fueron   también   registradas   durante   el   crecimiento  

celular,  y  el  mayor  nivel  de  expresión  de  GFP  fue  observado  cuando  las  bacterias  alcanzaron  la  

fase  estacionaria  de  crecimiento  (Figura  S9  del  Anexo).  Los  efectos  de  las  mutaciones  sobre  los  

niveles  máximos   de   expresión   de  GFP   (en   relación   con   la   cepa   silvestre)   para   cada   cepa   en  

diferentes  medios  de  cultivo  se  muestran  en  la  Figura  6.  



Capítulo  3  

69  

  

Figura  6:  Porcentaje  de  expresión  de  GFP.  Porcentaje  de  expresión  de  GFP  en  relación  con  la  cepa  wt  
para  las  cepas  E.  coli  BL21  wt  y  las  cepas  mutantes  en  cada  medio  de  crecimiento.  Se  realizó  un  análisis  
estadístico  de  tipo  ANOVA  de  dos  vías  para  evaluar  las  diferencias  significativas  entre  los  mutantes  y  la  
cepa  wt  en  cada  condición  (p-­‐valor  <0,0001  (****),  <0,05(*)).  

  

Los   perfiles   de   sobreexpresión   de   proteínas   siguieron   un   patrón   similar   en   todas   las  

condiciones  de  cultivo.  La  mayor  expresión  de  GFP  fue  observada  para  la  cepa   ackA  (p-­‐valor  

<0.0001)  en  todos  los  medios  de  cultivo,  con  un  incremento  en  la  expresión  de  4  a  5  veces  con  

respecto  a  la  cepa  silvestre.  La  cepa   acs,  por  su  parte,  mostró  los  niveles  más  bajos  de  expresión  

de  GFP,  aunque  en  este  caso  no  se  observaron  diferencias  significativas  con  respecto  a  la  cepa  

wt.  El  mutante   pta  obtuvo  un  incremento  de  1,6  veces  en  la  expresión  de  GFP  con  respecto  a  

wt  en  TB7,  con  un  p-­‐valor  <0,05,  mientras  que  no  se  observaron  diferencias  significativas  en  la  

expresión  de  este  mutante  en  medio  mínimo.  Finalmente,  la  expresión  de  GFP  en  la  cepa   cobB  

también  conllevó  un  incremento  en  comparación  con  la  cepa  wt  en  todos  los  medios  de  cultivo,  

siendo   significativamente   superior   a   la   cepa   silvestre   en   TB7-­‐glicerol   y   MM9-­‐glucosa   (p-­‐

valor<0,05)  (Figura  6).  

Para  concretar  el  efecto  de  la  composición  de  los  distintos  medios  de  cultivo  en  los  niveles  

de  expresión  de  GFP,   los  resultados  de   la  Figura  6  se  separaron  en  distintas  figuras  por  cada  

cepa,   y   el   nivel   de   expresión   de   GFP   se   indicó   como   intensidad   de   fluorescencia   relativa  

normalizada  a  los  valores  de  DO600  (Figura  7).  
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Figura  7:  Intensidad  de  fluorescencia  relativa  para  cada  cepa  creciendo  en  las  diferentes  condiciones  de  
cultivo.  E.  coli  BL21  wt   patZ   cobB   acs   ackA   pta  (F)).  
TB7-­‐glucosa   (1)   TB7-­‐glicerol   (2),  MM9-­‐glucosa   (3)  y  MM9-­‐glicerol   (4).   Se   realizó  un  análisis  estadístico  
mediante  ANOVA  de  dos  vías  comparando  la  fluorescencia  relativa  entre  los  medios  de  cultivo  de  cada  
cepa  (p-­‐valor  <0,0001  (****),  <0,001  (***),  <0,01  (**),  <0,05(*)).  

  

E.  coli  wt  mostró  mayores  niveles  de  sobreexpresión  de  GFP  en  medio  complejo  que  en  

medio   mínimo   (Figura   7).   Sin   embargo,   no   observamos   diferencias   significativas   cuando  

comparamos  entre  las  fuentes  de  carbono.  Por  el  contrario,  las  cepas   cobB  y   ackA  mostraron  

diferencias  significativas  entre  todas  las  condiciones  de  cultivo,  con  la  mayor  sobreexpresión  de  

GFP  en  TB7  suplementado  con  glicerol.  Las  cepas  restantes  mostraron  el  mismo  perfil,  con  la  

mayor  sobreexpresión  de  GFP  sustentada  por  el  medio  de  cultivo  TB7-­‐glicerol.    
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Análisis  del  nivel  de  acetilación  de  GFP  

Para  estudiar  el  nivel  de  acetilación  de  GFP  bajo  las  diferentes  condiciones  de  cultivo  en  

E.   coli   BL21   wt   y   las   cepas   mutantes,   se   llevó   a   cabo   un   análisis   mediante   Western   blot.  

Realizamos   dos   tipos   de   inmunoensayos   con   dos   enfoques   diferentes   utilizando   dos  

anticuerpos:  el  anticuerpo  anti-­‐xpress  (control  de  carga)  y  el  anticuerpo  anti-­‐acetil-­‐lisina  (nivel  

de   acetilación).   Así,   comparamos,   en   cada   cepa,   el   nivel   de   acetilación   de   la   proteína   GFP  

purificada   entre   los   distintos   medios   de   cultivo.   Sin   embargo,   no   observamos   diferencias  

significativas  entre  los  niveles  de  acetilación  dentro  de  una  misma  cepa  (datos  no  mostrados).  

Por   otro   lado,   realizamos   una   comparación,   en   cada   medio   de   cultivo,   de   los   niveles   de  

acetilación  de  la  GFP  purificada  entre  las  distintas  cepas  (Figura  8).  Para  evaluar  las  diferencias,  

realizamos  un  análisis  densitométrico  de  los  ensayos  de  Western  blot.  

  

Figura  8:  Western  blots  anti-­‐acetil   lisina  y  anti-­‐xpress.  Western  blots  anti-­‐acetil   lisina  y  anti-­‐xpress  de  
todas   las   cepas   en   diferentes   medios   de   cultivo,   incluyendo   TB7-­‐glucosa   (A),   TB7-­‐glicerol   (B),   MM9-­‐
glucosa  (C)  y  MM9-­‐glicerol  (D).  Los  gráficos  representan  la  intensidad  relativa  de  las  bandas  de  los  Western  
blots  anti-­‐acetil  lisina  estudiados  por  densitometría.  Las  membranas  de  Western  blot  tienen  el  siguiente  
orden:  wt  (1ª  calle patZ  (2ª  calle cobB  (3ª  calle acs  (4ª  calle ackA  (5ª  calle pta  (6ª  calle).  
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Se  detectó  el  mismo  patrón  de  acetilación  para  todas  las  condiciones,  correspondiendo  el  

ackA.  Además,  se  observaron  menos  diferencias  entre  los  

niveles  de  acetilación  en  medio  complejo  que  en  medio  mínimo,  y  en  glicerol  que  en  glucosa.  

Con   respecto   a   cada   medio   de   cultivo,   en   TB7-­‐glucosa,   se   observó   un   aumento  

ackA  con  respecto  

a  la  wt.  En  TB7-­‐glicerol,  casi  no  se  encontraron  diferencias  en  el  nivel  de  acetilación  de  la  GFP,  

excepto  en  el  caso  la  cepa   pta,  que  mostró  una  disminución  de  2  veces  en  el  nivel  de  acetilación  

en  comparación  con  la  cepa  wt.  Por  otro  lado,  en  medio  mínimo  con  ambas  fuentes  de  carbono  

(glucosa  y  glicerol),  la  GFP  mostró  un  perfil  de  acetilación  similar,  correspondiendo  el  nivel  de  

ackA  (aproximadamente  un  80%  más  

que  la  GFP  de  wt).  Para  estas  condiciones,  la  GFP  obtenida   cobB  también  mostró  un  nivel  

de  acetilación  más  elevado  que  la  wt  (Figura  8).  

Al  mismo  tiempo,  evaluamos  el  estado  global  de  las  proteínas  purificadas  a  partir  de  todas  

las   condiciones   de   cultivo  en  E.   coli   BL21  wt   y   las   cepas   deficientes  mediante  el   análisis   del  

espectro  de  fluorescencia  de  la  GFP.  En  todas  las  condiciones  probadas,  la  GFP  mostró  el  mismo  

espectro  de  fluorescencia  con  una  emisión  máxima  de  fluorescencia  a  509  nm,   lo  que  podría  

indicar   la   misma   conformación   nativa   de   la   GFP   purificada   de   todos   los   cultivos   y   cepas  

empleados,  y,  además,  no  se  observó  ninguna  relación  entre  el  nivel  de  acetilación  de  la  lisina  y  

la  estructura  terciaria  nativa  de  la  proteína.  

  

Discusión    

E.   coli   ha   sido  ampliamente  utilizada  como  hospedador  en   la  producción  de  proteínas  

recombinantes  de  interés  industrial  o  terapéutico  debido  a  la  simplicidad  y  el  bajo  coste  de  su  

empleo,   a   pesar   de   algunas   desventajas   que   implica   su   utilización   [1] [3],   [46].   Entre   estas  

desventajas  destaca  el  metabolismo  del  desbordamiento  de  acetato,  el  cual  es  producido  en  

cultivos  de  alta  densidad  cuando  se  emplea  glucosa  como  fuente  de  carbono,  incluso  cuando  el  

oxígeno  no  es  limitante  [5],  [47].  La  producción  de  acetato  es  el  resultado  de  un  desequilibrio  

entre   las  capacidades  de  E.  coli  para  producir  y  asimilar  acetil-­‐CoA,  el  principal  precursor  del  

acetato.   Por   esto,   el   reequilibrio   de   los   flujos   de   carbono   de   esta   bacteria   es   clave   para  

maximizar   la   producción   de   biomasa   y   macromoléculas,   tales   como   las   proteínas  

recombinantes.    

En  este  estudio  evaluamos  los  diferentes  factores  que  son  relevantes  para  la  producción  

de   proteínas   recombinantes,   como   la   fuente   de   carbono   y   nitrógeno   empleadas   y   la  
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acumulación  extracelular  de  acetato,  mediante  el  uso  de  ingeniería  metabólica  para  eliminar  los  

genes   del  metabolismo   del   acetato.   Nuestro   último   fin   fue   seleccionar   las   condiciones  más  

favorables   para   sobreexpresar   proteínas   recombinantes,   empleando   E.   coli   BL21   como  

organismo  hospedador.    

En  los  cultivos  con  MM9  la  fuente  de  carbono  fue  consumida  completamente  durante  la  

fase  exponencial  del  crecimiento,  y  los  cultivos  alcanzaron  la  fase  estacionaria  cuando  la  glucosa  

o  el  glicerol  se  agotaron  (Figuras  S1  a  S6  del  Anexo).  Sin  embargo,  en  los  cultivos  en  TB7  la  fuente  

de   carbono   no   fue   consumida   completamente   en   la   fase   exponencial   de   crecimiento.   Este  

comportamiento  había  sido  observado  previamente  por  Wolfe  et  al.   [27],  quienes  sugirieron  

que  los  medios  complejos  basados  en  péptidos  eran  limitantes  en  magnesio  para  el  crecimiento  

celular.  En  estos  cultivos,  cuando  el  acetato  y  la  glucosa  o  el  glicerol  estaban  presentes,  E.  coli  

BL21   y   las   cepas   defectivas   derivadas   de   esta,   eran   capaces   de   consumir   ambas   fuentes   de  

carbono  de  forma  simultánea  [13],  [48].      

En  cuanto  a  los  parámetros  del  crecimiento,  la  µmax  fue  superior  en  medio  complejo  que  

en  medio  mínimo  y  en  medio  suplementado  con  glucosa  que  con  glicerol  (Tabla  1).  Además,  

observamos   una   relación   entre   la   fuente   de   nitrógeno   empleada,   la   fuente   de   carbono   y   la  

velocidad  de  crecimiento,  teniendo  un  mayor  efecto  la  fuente  de  nitrógeno  que   la  fuente  de  

carbono.  Así  pues,  las  diferencias  en  los  valores  de  µmax  entre  ambas  fuentes  de  carbono  fueron  

más   pronunciadas   en  medio  MM9   que   en   TB7,   en   un   rango   del   10   al   20%   (Tabla   1).   Este  

resultado  indicó  que  la  glucosa  fue  una  mejor  fuente  de  carbono  en  un  medio  de  cultivo  basado  

en  amonio  inorgánico  que  en  uno  basado  en  péptidos.  Este  hecho  fue  observado  también  por  

Bren  et  al.  [20],  quienes  sugirieron  que  las  células  de  E.  coli  crecían  más  lentamente  en  glucosa  

cuando   se   empleaba   una   fuente   de   nitrógeno   basada   en   un   solo   aminoácido,   debido   a   los  

elevados  niveles  de  intermediarios  del  ciclo  TCA  y  los  bajos  niveles  de  AMPc.  En  contraposición,  

la  velocidad  específica  de  consumo  de   sustrato  se  vio   sustancialmente  afectada   tanto  por   la  

fuente  de  nitrógeno   como  de   carbono,  mientras  que  el   rendimiento  de  biomasa   se   vio  más  

afectado  por  la  fuente  de  carbono,  aumentando  2  veces  más  con  la  glucosa  que  con  el  glicerol,  

ya  que  la  glucosa  tiene  mayor  valor  metabólico  que  el  glicerol  

Como  se  ha  comentado,  la  excreción  de  acetato  supone  un  gran  inconveniente  para  los  

procesos  biotecnológicos,  pues  las  concentraciones  de  acetato  por  encima  de  40  mM  pueden  

afectar   sustancialmente   a   la   producción   de   proteínas   recombinantes   [49].   La   producción  

aeróbica   de   acetato   fue  máxima   en   los   cultivos   con  TB7,  mientras   que   prácticamente   no   se  

detectó  en  el  medio  mínimo,  y  la  concentración  extracelular  de  acetato  aumentó  1,5  veces  más  
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con  glucosa  que  con  glicerol  en  E.  coli  BL21  wt  (Figuras  2  y  3).  Este  hecho  puede  ser  explicado  

por   el   desequilibrio   entre   el   consumo   de   glucosa   y   las   demandas   para   la   biosíntesis   y   la  

producción  de  energía  [47].  Además,  la  formación  de  acetato  durante  el  crecimiento  rápido  en  

medio  rico  se  ve  agravada  por  la  elevada  disponibilidad  de  aminoácidos  libres  en  el  medio  [41].  

Por   otro   lado,   si   atendemos   a   las   cepas   mutantes,   la   deleción   de   ackA   y   pta   implicó   una  

concentración   extracelular   de   acetato   insignificante   en   TB7-­‐glucosa,   y   una   reducción   de   4,5  

veces  en  TB7-­‐glicerol  con  respecto  a  la  cepa  wt.  En  el  caso  de  la  cepa   ackA  tan  solo  se  observó  

una  reducción  en  la  µmax  con  respecto  a  la  cepa  silvestre  (Tabla  1  y  2;  Figura  3).  Otros  estudios  

han  empleado  esta  estrategia  para  reducir  el  desbordamiento  de  acetato  con  resultados  muy  

similares.  Phue  et  al.  [50]  observaron  una  disminución  de  2  veces  en  la  acumulación  de  acetato  

y  una  menor  reducción  en  los  valores  de  µmax  y  YX/S  en  una  cepa  doble  mutante  de  E.  coli   pta-­‐

ackA.   Asimismo,   se   ha   mostrado   el   mismo   perfil   para   esta   cepa   doble  mutante   [51]   y   una  

reducción  de  14  veces  en  la  producción  de  acetato  para  la  cepa   pta  [22].  La  ingeniería  de  las  

vías   centrales   del   metabolismo   del   carbono   es   otra   estrategia   empleada   para   evitar   el  

desbordamiento  del  acetato,  por  lo  que  la  sobreexpresión  de  Mlc  (regulador  del  sistema  PTS)  

supuso  una  disminución  de  2  veces  en   la  producción  de  acetato,  y  ninguna  diferencia  en   los  

valores  de  µmax  e  YX/S  en  comparación  con  la  cepa  wt  [52].  Del  mismo  modo,  la  doble  deleción  de  

pkyf   y   pkyA   (genes   que   codifican   para   la   piruvato   quinasa)   implicó   una   reducción   en   la  

producción   de   acetato   y   en   la   µmax   con   respecto   a   la   cepa   silvestre   [53].   Además,   muchos  

estudios  han  centrado  sus  esfuerzos  en  la  ingeniería  de  los  reguladores  del  metabolismo  central,  

tales  como  IcIR  y  ArcA,  los  cuales  reprimen  el  ciclo  del  glioxilato  y  el  ciclo  TCA.  Así,  cuando  se  

elimina  el   regulador   IcIR  se  produce  una  reducción  de  dos  veces  en   la  YX/S  y   la   formación  de  

acetato   [54].   Además,   la   deleción   de   estos   dos   reguladores,   cepa   icIR-­‐arcA,   supuso   una  

reducción  en  la  producción  de  acetato  del  70%,  un  incremento  en  el  rendimiento  en  biomasa  y  

una  reducción  del  38%  en  la  µmax  con  respecto  a  la  cepa  wt  [55].  Por  último,  una  nueva  estrategia  

implicó  una  reducción  en  la  producción  de  acetato  del  50  al  90%  sin  cambios  en  la  µmax  y  la  YX/S,  

mediante   el   aumento   de   la   actividad   respiratoria   por   la   expresión   de   la   hemoglobina   de  

Vitreoscilla   stercoraria   (VHb)   [15].   Por   lo   tanto,   la   reducción   en   la   concentración   de   acetato  

observada  en  nuestro  estudio  es  una  de  las  mayores,  y  en  la  cepa   ackA  solo  fue  afectada  la  

µmax.  Además,  la  gran  producción  de  proteínas  recombinantes  soportada  por  esta  cepa  revela  

una  pérdida  de  carbono  despreciable  (Figuras  3  y  6).    

El  nivel  de  transcripción  relativa  de  los  genes  regulados  por  Crp-­‐AMPc,  Cra  y  ArcA,  está  

relacionado  con  la  actividad  de  estos  factores  de  transcripción  y  con  las  diferencias  observadas  

en   el  metabolismo   cuando   E.   coli   BL21   crece   empleando   glucosa   o   glicerol   como   fuente   de  
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carbono.  En  cuanto  a  ArcA,  este  regulador  reprime  la  expresión  de  los  genes  del  ciclo  TCA  y  del  

ciclo   del   glioxilato   [41],   sin   embargo   observamos   una   sobreexpresión   de   acnB   y   aceA   en  

crecimiento   en   glicerol   (Figura   5).   Durante   el   crecimiento   rápido   en   glicerol,   la   influencia  

represora   de   ArcA   sobre   los   genes   del   ciclo   TCA   podría   ser   sobrepasada   por   la   influencia  

activadora  de  Crp-­‐AMPc  [41].  Además,  Crp  se  activa  por  su  unión  al  AMPc  en  ausencia  de  una  

fuente  de  carbono  PTS,  y  regula  positivamente  la  transcripción  de  los  genes  de  utilización  de  

fuentes  de  carbono  no  PTS,  de  la  vía  glicolítica  inferior,  del  ciclo  TCA  y  del  complejo  piruvato  

deshidrogenasa  [41],  [56].  Del  mismo  modo  Cra  es  reprimido  por  la  fructosa-­‐1,6-­‐bifosfato  (FBP),  

causa   una   fuerte   represión   de   la   expresión   de   los   genes   de   la   glicolisis   y   el   complejo   de   la  

piruvato   deshidrogenasa   y   activa   la   expresión   de   los   genes   gluconeogénicos   y   del   ciclo   del  

glioxilato  [41],  [57].  Nuestros  resultados  concuerdan  con  una  mayor  actividad  de  los  reguladores  

Crp-­‐AMPc  y  Cra  en  crecimiento  con  glicerol  en  comparación  con  el  crecimiento  en  glucosa,  ya  

que  observamos  una  sobreexpresión  en  los  genes  del  ciclo  TCA,  del  metabolismo  del  acetato,  

de   la  utilización  del  glicerol,  de   la  gluconeogénesis  y  del  ciclo  del  glioxilato,  mientras  que   los  

genes  de  la  vía  glicolítica  y  de  la  piruvato  deshidrogenasa  estaban  menos  expresados  (Figura  5).  

Además,  nuestros  resultados  indicarían  que  se  produce  un  incremento  en  el  flujo  a  través  del  

ciclo  TCA,  el  ciclo  del  glioxilato,  el  consumo  de  acetato  y  la  gluconeogénesis  cuando  E.  coli  BL21  

crece  empleando  glicerol  como  única  fuente  de  carbono,  lo  que  explicaría  una  menor  perdida  

de  carbono  y  desbordamiento  de  acetato  bajo  estas  condiciones.  Sin  embargo,  bajo  condiciones  

de   crecimiento   en   glucosa,   la   formación   de   acetil-­‐CoA   puede   verse   favorecida,   y   por  

consiguiente  esto  puede  promover  el  desbordamiento  del  acetato.  Todos  estos  datos  mostraron  

la  relevancia  de  la  correcta  regulación  del  metabolismo  central  del  carbono,  y  el  beneficio  del  

empleo  del  glicerol  como  fuente  de  carbono,  una  fuente  de  carbono  no  PTS,  lo  que  permitiría  la  

captación  de  carbono  y  una  mayor  eficacia  en  su  rendimiento    

Todo   lo   expuesto   refleja   la   regulación   competitiva  de   las   vías  metabólicas   centrales   a  

través  de  los  reguladores  transcripcionales  globales  Cra,  Crp  y  ArcA.  Martínez-­‐Gómez  et  al.  [36]  

analizaron  el  nivel  relativo  de  transcripción  en  la  cepa  E.  coli  K12  JM101  cultivada  en  glicerol  con  

respecto  a  la  misma  cepa  cultivada  en  glucosa.  Ese  estudio  mostró  el  mismo  perfil  de  expresión  

que   el   obtenido   en   nuestro   estudio,   aunque   ambas   cepas   presentan   diferencias   en   las  

características  genotípicas  y  fenotípicas  [58].    

La  producción  de  proteínas  recombinantes  fue  evaluada  mediante  la  monitorización  de  la  

fluorescencia  de  la  proteína  reportera  GFP  en  los  diferentes  medios  de  cultivo  (Figuras  5,  6  y  7).  

La  producción  de  proteína  recombinante  se  vio  incrementada  en  dos  veces  en  TB7  con  respecto  

al   medio  mínimo   (Figura   7).   La  mayor   producción   de   proteínas   en   TB7   puede   deberse   a   la  
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elevada  velocidad  de  crecimiento  y  rendimiento  en  biomasa  conseguidos  en  este  medio  (Tablas  

1  y  2),  ya  que  se  ha  publicado  que  la  producción  de  proteínas  recombinantes  es  mayor  en  los  

cultivos  que  crecen  a  un  ritmo  elevado,  a  pesar  de  las  elevadas  concentraciones  de  acetato  [59].  

Además,  en  otro  trabajo  donde  se  evaluaba  la  influencia  de  los  medios  ricos  y  definidos  sobre  E.  

coli  BL21,  se  mostró  que  una  gran  fracción  de  los  recursos  son  dirigidos  a  la  síntesis  de  enzimas  

requeridas   para   la   producción   de   aminoácidos   durante   el   crecimiento   en   medio   definido,  

mientras  que  estos  recursos  pueden  ser  redirigidos  a  otras  funciones  en  las  células  creciendo  

rápidamente   en  medio   rico   (Figura   9).   En   este   estudio,   se   detectó   una  mayor   expresión   de  

enzimas  implicadas  en  la  síntesis  y  el  plegamiento  de  proteínas  en  el  medio  rico  que  en  el  medio  

definido  [41],  lo  que  sugiere  una  posible  mayor  sobreexpresión  de  proteínas  en  medio  TB7  que  

en  MM9.  Con   respecto  a   la   fuente  de  carbono,   los  niveles  de  expresión  de  proteínas   fueron  

mayores  cuando  los  cultivos  se  complementaron  con  glicerol  (entre  un  20  y  un  30%  más  que  en  

TB7-­‐glucosa)   (Figura   7),   pues   se   vieron   favorecidos   por   la   baja   producción   de   acetato   con  

respecto  al  empleo  de  la  glucosa  (Figura  3).  

La  Figura  9  muestra  un  modelo  simplificado  para  el  metabolismo  central  de  E.  coli  BL21  

en  las  diferentes  condiciones  de  crecimiento  aeróbico  empleadas  en  este  estudio.  El  grosor  de  

las   flechas   representa   el   flujo   perteneciente   a   las   vías   en   estas   condiciones   de   crecimiento,  

atendiendo  a   los  datos  de  qRT-­‐PCR,  qs   y   las   velocidades  de  producción/consumo  de  acetato  

(Tablas  2  y  3  y  Figura  5).  Nuestros  resultados  revelaron  que  el  medio  de  crecimiento  óptimo  para  

la  producción  de  GFP  era  el  medio   rico   suplementado   con  glicerol  utilizando  E.   coli   BL21  wt  

(Figura  9A2).  Sin  embargo,  el  efecto  de  la  fuente  de  carbono  en  el  flujo  de  la  producción  de  GFP  

fue  menos  importante  que  el  de  la  fuente  de  nitrógeno.  Además,  la  supresión  de  los  distintos  

genes  tuvo  un  impacto  significativo  en  la  producción  de  proteínas.    
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Figura   9:   Rutas   del   metabolismo   central   de   E.   coli   BL21   en   diferentes   condiciones   de   crecimiento  
aeróbico.  (A)  Medio  rico  suplementado  con  glucosa  (A1)  o  glicerol  (A2).  (B)  Medio  mínimo  suplementado  
con   glucosa   (B1)   o   glicerol   (B2).   El   grosor   de   las   flechas   representa   el   flujo   relativo   comparando   los  
distintos  cultivos.  (qs,  (Tabla  2);  v1,  velocidad  de  producción  de  acetato  y  v2,  velocidad  de  consumo  de  
acetato  (Tabla  3)).  

  

La   cepa   patZ   mostró   un   comportamiento   fisiológico   similar   al   de   la   cepa   wt.   La  

sobreexpresión  de  GFP  y  los  niveles  de  acetilación  no  se  vieron  afectados  por  la  deleción  de  patZ  

(Tablas  1  y  2,  Figuras  2-­‐8).  Estos  resultados  revelan  que  esta  acetiltransferasa  sólo  tiene  efectos  

menores  en  la  acetilación  global  [60],  pues  la  mayoría  de  la  acetilación  de  lisinas  en  E.  coli  es  el  

resultado   de   la   acetilación   no   enzimática   debida   a   la   acumulación   de   intermediarios  

metabólicos,   principalmente   acetil-­‐P,   en   condiciones   que   favorecen   la   formación   de   acetato  

[61],   [62].  Además,   recientemente,   se  han   identificado  4  acetiltransferasas  nuevas  en  E.   coli  

RimI,  YiaC,  YjaB,  y  PhnO  [63].  
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CobB   es   la   única   desacetilasa   conocida   de   E.   coli,   aunque   se   ha   observado   que   otras  

proteínas   en   E.   coli,   como   Acs   o   Pta,   pueden   actuar   como   desacetilasas   [64],   [65].   En   este  

estudio,  la  deleción  de  cobB  exhibió  una  fisiología  similar  a  la  de  la  cepa  wt  (Tablas  1  y  2).  Sin  

embargo,  la  cepa   cobB  mostró  una  reducción  de  2,5  veces  con  respecto  a  la  cepa  silvestre  en  

la  asimilación  de  acetato,  y  esta  fue  similar  a  la  del  mutante  acs  (Figura  2  y  Tabla  3).  En  E.  coli,  la  

actividad  de  Acs  está  regulada  por  desacetilación  mediada  por  CobB  [60],  [66]  (Figura  1).  Como  

resultado,  la  deleción  de  la  sirtuína  puede  provocar  un  incremento  en  el  nivel  de  acetilación  de  

Acs,  el  cual  puede  inducir  una  inhibición  total  o  parcial  de  la  actividad  de  esta  enzima,  y  como  

consecuencia,   un   bloqueo   de   la   incorporación   del   acetato   por   la   ruta   Acs,   que   puede   ser  

parcialmente  compensado  por  la  vía  Pta-­‐AckA.  Sin  embargo,  en  la  cepa cobB,  la  producción  de  

GFP  se  vio   incrementada  de  1,3  a  2  veces  con  respecto  a   la  cepa  wt,  observándose   la  mayor  

diferencia  en  TB7-­‐glicerol  (Figura  5,  6  y  7).  Además  de  este  hecho,  la  producción  extracelular  de  

orotato  fue  detectada  en  muy  baja  concentración  en  E.  coli  BL21  wt  y  las  cepas  defectivas  en  

todos  los  medios,  con  excepción  de  la  cepa   cobB.  Este  mutante  mostró  concentraciones  entre  

0,12  y  0,72  mM,  muy  por  encima  del  umbral  de  0,05  mM  obtenido  en  el  resto  de   las  cepas,  

aunque   esta   concentración   de   orotato   extracelular   no   implicaría   una   elevada   pérdida   de  

carbono,   y   por   lo   tanto   una   inhibición   del   crecimiento   celular.   Este   metabolito   permite   la  

interconexión  entre  3  vías:  la  biosíntesis  de  pirimidinas  de  novo,  la  asimilación  de  amonio  y  el  

ciclo  TCA  a  través  del   -­‐KG  (Figura  10).  Se  ha  demostrado  que  CobB  controla  la  actividad  de  la  

isocitrato  liasa  [60],  y  por  tanto,  el  flujo  a  través  del  ciclo  del  glioxilato  podría  verse  disminuido  

por  el  incremento  de  acetilación  en  el  mutante   cobB.  Bajo  estas  condiciones,  se  produciría  un  

incremento  del  flujo  hacia  el  ciclo  TCA,  el  cual  resulta  a  su  vez  en  un  aumento  de  la  concentración  

de   -­‐KG,  y  finalmente,  en  un  aumento  del  flujo  a  través  de  la  ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  

y  una  mayor  concentración  de  orotato.  Tampoco  se  puede  descartar  que  la  ruta  de  biosíntesis  

de  pirimidinas  de  novo  se  encuentre  regulada  por  acetilación  de  lisinas  en  alguna  de  sus  enzimas.  

Además,  se  ha  observado  que  las  enzimas  del  ciclo  del  glioxilato  son  menos  abundantes  en  la  

cepa   cobB  [60],  [67].  De  hecho,  el  nodo  del  isocitrato  es  crítico  en  el  control  de  la  proporción  

de  carbono  destinado  al  crecimiento  celular  y  a  la  producción  de  energía,  lo  que  podría  tener  un  

impacto  en  la  producción  de  proteínas.  Todas  estas  observaciones  se  vieron  agravadas  además  

por   la  disponibilidad  de  aminoácidos   libres   (Figura  10).  Sin  embargo,   los  elevados  valores  de  

expresión  de  GFP  en  esta  cepa  podrían  deberse  a  la  importancia  de  la  acetilación  de  lisinas  como  

modificación  que  puede  regular  la  actividad  de  algunas  proteínas  implicadas  en  el  proceso  de  

transcripción  de   los  genes.  Por   lo   tanto,  el   incremento  de  acetilación  debe  desencadenar  un  

aumento  en  la  producción  de  proteínas,  pues  se  ha  informado  de  que  los  sitios  de  acetilación  

regulados  por  CobB  están  relacionados  con  la  transcripción,  la  traducción  y  la  unión  al  ADN  [61].  
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En  concordancia  con  nuestros  resultados,  un  estudio  publicado  recientemente  sugirió  que  E.  coli  

cobB  puede  producir  mayores  niveles  de  proteína  recombinante,  pues  hace  frente  al  estrés  

celular   derivado   de   la   producción   de   proteínas   recombinantes   mejor   que   la   cepa   wt   [28].  

Además,   los   niveles   de   acetilación   de   la   proteína   GFP   observados   en   la   cepa   cobB   fueron  

similares  a  los  de  la  cepa  silvestre  en  medios  complejos,  pero  fueron  mayores  en  medio  mínimo.  

Estos  resultados  sugieren  un  rol  más  relevante  de  esta  desacetilasa  en  medio  definido,  lo  que  

podría   deberse   a   un   mayor   control   sobre   el   metabolismo   del   acetato   y   la   acetilación   no  

enzimática  bajo  estas  condiciones  [68].  En  la  Figura  10  se  muestra  un  modelo  simplificado  del  

metabolismo  central  de  la  cepa   cobB.  

  

Figura  10:  Modelo  simplificado  de  la  red  metabólica  central  de  E.  coli   cobB  creciendo  en  medio  TB7-­‐
glicerol.  Los  asteriscos  rojos  indican  proteínas  reguladas  por  acetilación.  (qs,  (Tabla  2);  v1,  velocidad  de  
producción  de  acetato  y  v2,  velocidad  de  consumo  de  acetato  (Tabla  3)).  
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más  en  las  cepas  B  y  de  que  su  supresión  no  parece  tener  efecto  en  la  tasa  de  crecimiento.  Se  

ha   demostrado   que   la   activación   de   la   RCC   y   la   represión   de   acs   en   E.   coli   tienen   lugar  

simultáneamente  antes  del  inicio  del  metabolismo  de  desbordamiento  [69],  y  recientemente  se  

ha  observado  que  la  vía  Pta-­‐AckA  resulta  ser  esencial  para  ambas  direcciones  de  flujo,  mientras  

que  las  rutas  alternativas  (Acs  o  PoxB)  no  desempeñan  prácticamente  ningún  papel  cuando  se  

consume  glucosa  [25].  En  general,  el  comportamiento  de  la  cepa   acs  fue  similar  al  de  la  cepa  

silvestre,  incluyendo  el  nivel  de  acetilación  de  GFP  detectado  en  esta  cepa.    

Por  otro  lado,  la  deleción  de  la  vía  Pta-­‐AckA  provocó  las  mayores  diferencias  con  respecto  

a  la  cepa  wt  en  todos  los  parámetros  evaluados  en  este  estudio.  La  cepa   ackA  mostró  el  mayor  

nivel  de  expresión  de  GFP  en   todos   los  medios  de  crecimiento  celular  empleados   (Figura  6),  

siendo  la  mayor  diferencia  de  5,5  veces  superior  a  la  cepa  silvestre  en  MM9.  Estas  diferencias  

en  expresión  fueron  estadísticamente  significativas  en  todos  los  casos  con  un  p-­‐valor  <0,0001.  

La  expresión  de  GFP  en  la  cepa   pta  también  se  vio  incrementada  de  1,4  a  1,7  veces  con  respecto  

a   la   cepa  wt  en  medio   complejo   (Figura   6).   Estas   cepas  mostraron   los   valores  más   bajos   de  

acetato   extracelular   (Figura   3A),   lo   cual   era   esperable,   pues   la   deleción   de   esta   vía   ha   sido  

ampliamente  empleada  como  mecanismo  para  controlar   la  acumulación  de  acetato   [4],   [50],  

[51],   [54].   En   TB7-­‐glicerol   el   acetato   extracelular   detectado   pudo   ser   formado   por   PoxB,  

mostrando  una  disminución  de  4,5  veces  en  la  velocidad  de  producción  de  acetato  con  respecto  

a  la  cepa  wt  que  emplea  la  vía  Pta-­‐AckA  además  de  la  vía  PoxB.  De  este  modo,  se  ha  demostrado  

que  E.  coli  creciendo  en  glicerol  puede  activar  algunos  importantes  genes  gluconeogénicos  [36]  

o  del  funcionamiento  de  vías  biosintéticas  en  las  que  el  acetato  es  un  subproducto  metabólico  

[69].  Estos  mutantes  mostraron  una  disminución  de  aproximadamente  2,8  veces  en  la  velocidad  

de  consumo  de  acetato  a  través  de  Acs  en  comparación  con  la  cepa  silvestre  (Tabla  3).  El  papel  

esencial  que  desempeñan  estas  enzimas  en  el  desbordamiento  del  metabolismo  del  acetato  de  

E.  coli  quedó  demostrado  por  las  grandes  diferencias  observadas  en  la  velocidad  de  crecimiento  

[22],   [50],   [51]   (Tabla   1).   Las   deleciones   de   pta   y   ackA   limitaron   la   velocidad   específica   de  

consumo   de   fuente   de   carbono,   y   la   fuente   de   carbono   no   fue   consumida   completamente  

durante  la  fase  exponencial  de  crecimiento  en  los  cultivos  con  medio  complejo,  concretamente  

cuando  el  medio  fue  suplementado  con  glucosa  (Figuras  S5  y  S6  del  Anexo).  Sin  embargo,  los  

valores  de  YX/S  en  la  cepa   ackA  fueron  mayores  que  para  la  cepa  wt  en  todas  las  condiciones  de  

cultivo  excepto  en  MM9-­‐glicerol,  mientras  que  en  el  mutante  pta,  el  rendimiento  en  biomasa  

fue   menor   que   en   la   cepa   silvestre   (Tabla   2).   Estos   mutantes   también   aumentaron  

aproximadamente  2  h  el  tiempo  de  adaptación  para  crecer  en  todos  los  medios  en  comparación  

ackA  pudo  acumular  
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acetil-­‐P,   que   es   un   compuesto   de   alta   energía   que   actúa   como   donante   de   fosforilo.   Estos  

ackA  presentaba  dificultades  para  crecer  en  medios  

basados   en   péptidos,   mostraba   una   adecuada   distribución   de   flujos   mediante   una   notable  

disminución  de  la  tasa  de  captación  de  fuentes  de  carbono  con  una  pérdida  insignificante  de  

carbono  a  favor  de  la  máxima  producción  de  proteínas  (Figuras  4  y  11).  

  

Figura11:  Modelo  simplificado  de  la  red  metabólica  central  de  la  cepa  E.  coli   ackA  creciendo  en  TB7-­‐
glicerol.   (qs,   (Tabla  2);  v1,  velocidad  de  producción  de  acetato  y  v2,   velocidad  de  consumo  de  acetato  
(Tabla  3)).  

  

Dos  trabajos  previos  han  mejorado  la  producción  de  proteínas  recombinantes  mediante  

la  deleción  de  los  genes  pta  y  ackA.  Así,  en  2003,  Kim  et  al.  emplearon  una  estrategia  basada  en  

el  empleo  del  ARN  antisentido  para  bloquear  la  síntesis  de  Pta  y  AckA,  con  la  que  obtuvieron  un  

aumento  de  1,6  a  2  veces  en  la  producción  de  GFP  con  respecto  a  la  cepa  wt  [70].  En  otro  estudio,  

una  cepa  doble  mutante   pta-­‐ackA  produjo  un  incremento  de  1,56  veces  en  la  producción  de  

proteína   recombinante   con   respecto   a   la   cepa   silvestre   [71].   Nuestros   datos  mostraron   los  

mayores  niveles  de  sobreexpresión  reportados  hasta  la  fecha,  obteniendo  un  incremento  de  3,9  

a  5  veces  con  respecto  a  la  cepa  silvestre  empleando  la  cepa   ackA  (Figura  6).    

Por   otro   lado,   en   todos   los   tipos   de   medio   de   cultivo   empleados   el   mayor   nivel   de  

acetilación  se  corresponde  con  la  GFP  purificada  de  la  cepa   ackA  (Figura  8).  Este  elevado  nivel  

de  acetilación  puede  ser  debido  a  la  acumulación  de  acetil-­‐P  (Figura  1),  el  cual  actúa  como  dador  

de  grupos  acetilo  en  la  acetilación  no  enzimática.  Por  el  contrario,  los  niveles  de  acetilación  más  
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bajos  fueron  observados  para  la  GFP  purificada  de  la  cepa   pta.  Este  bajo  nivel  de  acetilación  

puede  ser  explicado  por  el  bloqueo  de  la  producción  de  acetil-­‐P  en  este  mutante  (Figura  1).  Estos  

dos   patrones   de   acetilación   han   sido   observados   previamente   [61],   [62].   Como   se   ha  

comentado,  la  acumulación  de  acetil-­‐P  favorece  la  acetilación  no  enzimática,  que  puede  afectar  

a  la  regulación  de  los  procesos  metabólicos.  Por  lo  tanto,  es  un  aspecto  para  tener  en  cuenta  

cuando  este  mutante  se  emplea  para  la  producción  de  proteínas.  Además,  la  GFP  purificada  a  

ackA  mostró  la  misma  conformación  nativa  que  la  GFP  purificada  a  partir  del  

resto   de   las   condiciones   ensayadas,   sin   que   se   observara   una   relación   entre   el   nivel   de  

acetilación  de  la  lisina  y  la  conformación  nativa  de  la  proteína.  

En  resumen,  el  objetivo  de  este  estudio  fue  mejorar  el  rendimiento  de  la  producción  de  

proteínas  recombinantes  mediante  un  bioproceso  basado  en  el  metabolismo  de  E.  coli  BL21,  

abordando  diferentes  estrategias  simultáneamente.  Así,  el  uso  de  diversas  fuentes  de  carbono  

y   nitrógeno   y   de   cepas   defectivas   del  metabolismo  del   acetato   puede   redirigir   los   flujos   de  

carbono  a  diferentes  vías  y  afectar  al  rendimiento  final  del  bioproceso.  Concluimos  que  el  uso  

del   medio   complejo   TB7   y   del   glicerol   como   fuente   de   carbono   implica   un   aumento   de   la  

producción  de  proteínas  utilizando  E.  coli  BL21  wt  o  sus  derivados  mutantes.  Además,  el  empleo  

de  la  cepa  E.  coli   ackA  produjo  un  aumento,  de  hasta  5  veces,  en  la  producción  de  proteínas  

con  respecto  a  la  cepa  wt,  y  mostró  una  adecuada  distribución  de  flujos,  ya  que  se  detectó  una  

insignificante   concentración   de   acetato   extracelular,   lo   que   aumenta   la   eficacia   en   el  

rendimiento   del  metabolismo   del   carbono.   Por   último,   hay   que   tener   en   cuenta   el   nivel   de  

acetilación   de   la   proteína  producida,   que   se   ve   alterado  por  el  medio   de   cultivo   y   los   flujos  

metabólicos.     
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Anexo  

Tabla  S1:  lista  de  plásmidos  empleados  en  este  estudio.    

Plásmido   Descripción   Fuente  

pKD13   AmpR/KamR,   casete   de   resistencia   flanqueado   por  
regiones  FRT.  

Yale   E.   coli   Genetic  
Stock  Center  

pRSETA-­‐EmGFP   AmpR,   pRSETA   con   el   gen   que   codifica   para   la   GFP.  
Promotor  T7.   Invitrogen  

pKD46  
AmpR.   Este   plásmido   es   sensible   a   la   temperatura   de  
replicación  a  30°C  y  expresa  de  la  recombinasa  Red  del  
fago  lambda  inducible  por  la  arabinosa.  

Yale   E.   coli   Genetic  
Stock  Center  

  

Table  S2:  Cebadores  empleados  en  este  estudio.  

Cebadores   Secuencia  5´   3´  

Cebadores  usados  para  la  construcción  de  las  cepas  mutantes.  

patZ  KO  Fwd   GTTAGAAAGCGTTTAAAATCATTCGGTCACTTCTGCGGGAGACCGGTATGATTC
CGGGGATCCGTCGACC  

patZ  KO  Rev   TTAAGTGGTCAACATTTCCAGTACCTTACTCATGATTCCTCGCGCTGG  
GCTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG  

cobB  KO  Fwd   GTGGTGCGGCCTTCCTACATCTAACCGATTAAACAACAGAGGTTGCTATGATTC
CGGGGATCCGTCGACC  

cobB  KO  Rev   CCCCTTGCAGGCCTGATAAGCGTAGTGCATCAGGCAATGCTTCCCGCTTTTGTA
GGCTGGAGCTGCTTCG  

acs  KO  Fwd   AACGCTTATGCCACATATTATTAACATCCTACAAGGAGAACAAAAGCATGATTC
CGGGGATCCGTCGACC  

acs  KO  Rev   GTTACCGACTCGCATCCGGCAATTGTGGGTTACGATGGCATCGCGATAGCTGT
AGGCTGGAGCTGCTTCG  

ackA  KO  Fwd   TGGCTCCCTGACGTTTTTTTAGCCACGTATCAATTATAGGTACTTCCATGATTCC
GGGGATCCGTCGACC  

ackA  KO  Rev   GCACCGCCAGCTGAGCTGGCGGTGTGAAATCAGGCAGTCAGGCGGCTCGCTG
TAGGCTGGAGCTGCTTCG  

pta  KO  Fwd   GCTGTTTTGTAACCCGCCAAATCGGCGGTAACGAAAGAGGATAAACCGTGATT
CCGGGGATCCGTCGACC  

pta  KO  Rev   GCAGCGCAAAGCTGCGGATGATGACGAGATTACTGCTGCTGTGCAGACTGTGT
AGGCTGGAGCTGCTTCG  

patZ  Check  Fwd   GCTATCTGGCAGGAAAAACG  

patZ  Check  Rev   GCAGACGACATAAGCGGGCA  

cobB  Check  Fwd   TGTTCCGCGCATTGAACGC  

cobB  Check  Rev   AACGCCTTATCCGGCCCAC  

acs  Check  Fwd   GCGTGATCTGTCGCCCAAAT  

acs  Check  Rev   AATGCCTGATGCGACGCTGT  
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Tabla  S2:  (Continuación)     

Cebadores   Secuencia  5´   3´  

Cebadores  usados  para  la  construcción  de  las  cepas  mutantes.  

ackA  Check  Fwd   GCAGTGCATGATGTTAATC  

ackA  Check  Rev   TTATCCTCTTTCGTTACCG  

pta  Check  Fwd   AACGAAGAACTGGTTATCGC  

pta  Check  Rev   AGTGATTATTTCCGGTTCAG  

K1   CAGTCATAGCCGAATAGCCT  

K2   CGGTGCCCTGAATGAACTGC  

Cebadores  usados  para  el  ensayo  qRT-­‐PCR    

acs  Fwd   ACACACCATTCCTGCCAACA  

acs  Rev   TGTTGATACATCGCCTCGTACTG  

aceA  Fwd   TGCACGGTGAGTCGAAAAAA  

aceA  Rev   TAGACTGCTTCAATACCCGCTTT  

ppsA  Fwd   CCTCCCTGGGTGAAATGATTA  

ppsA  Rev   GGCGGTTGTGGCGAAA  

glpK  Fwd   GTGGCGCAGTAGCAAACAATT  

glpK  Rev   ACTTCCGGGCGCTCAAC  

acnB  Fwd   GGCGAGAAGATCGACGAAGT  

acnB  Rev   GCACGGAAGTGACCGATGTT  

aceE  Fwd   CGTGAAGAAGGTGTTGAGCG  

aceE  Rev   TTGCTGATACCTGTGCCTGC  

gapA  Fwd   GAAAGGCGTTCTGGGCTACA  

gapA  Rev   GCAAACTTCGCCGTTGAAA  

tpiA  Fwd   AACTCCGGCTCAGGCACAG  

tpiA  Rev   AGCCGCCGTACTGAATGATC  

rrsA  Fwd   CCTTACGACCAGGGCTACACA  

rrsA  Rev   CACTTTATGAGGTCCGCTTGCT  
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Figura  S1:  Crecimiento  de  E.  coli  wt  a  DO600  y  concentración  extracelular  de  glucosa,  glicerol  y  acetato.  
Crecimiento  de  E.  coli  BL21  wt  (negro),  concentración  extracelular  de  acetato  (azul)  y  consumo  de  glucosa  
o  glicerol  (verde)  en  TB7-­‐glucosa  (A),  TB7-­‐glicerol  (B),  MM9-­‐glucosa  (C)  y  MM9-­‐glicerol  (D).  

  

  

  

Figura   S2:   Crecimiento   de   E.   coli   patZ   a   DO600   y   concentración   extracelular   de   glucosa,   glicerol   y  
acetato.   Crecimiento   de   E.   coli   BL21   patZ   (negro),   concentración   extracelular   de   acetato   (azul)   y  
consumo  de   glucosa   o   glicerol   (verde)   en   TB7-­‐glucosa   (A),   TB7-­‐glicerol   (B),  MM9-­‐glucosa   (C)   y  MM9-­‐
glicerol  (D).  
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Figura   S3:   Crecimiento   de   E.   coli   cobB   a   DO600   y   concentración   extracelular   de   glucosa,   glicerol   y  
acetato.   Crecimiento   de   E.   coli   BL21   cobB   (negro),   concentración   extracelular   de   acetato   (azul)   y  
consumo  de   glucosa   o   glicerol   (verde)   en   TB7-­‐glucosa   (A),   TB7-­‐glicerol   (B),  MM9-­‐glucosa   (C)   y  MM9-­‐
glicerol  (D).  

  

  

  

Figura  S4:  Crecimiento  de  E.  coli   acs  a  DO600  y  concentración  extracelular  de  glucosa,  glicerol  y  acetato.  
Crecimiento   de   E.   coli  BL21   acs   (negro),   concentración   extracelular   de   acetato   (azul)   y   consumo   de  
glucosa  o  glicerol  (verde)  en  TB7-­‐glucosa  (A),  TB7-­‐glicerol  (B),  MM9-­‐glucosa  (C)  y  MM9-­‐glicerol  (D).  
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Figura   S5:   Crecimiento   de   E.   coli   ackA   a   DO600   y   concentración   extracelular   de   glucosa,   glicerol   y  
acetato.   Crecimiento   de   E.   coli   BL21   ackA   (negro),   concentración   extracelular   de   acetato   (azul)   y  
consumo  de   glucosa   o   glicerol   (verde)   en   TB7-­‐glucosa   (A),   TB7-­‐glicerol   (B),  MM9-­‐glucosa   (C)   y  MM9-­‐
glicerol  (D).  

  

  

  

Figura  S6:  Crecimiento  de  E.  coli   pta  a  DO600  y  concentración  extracelular  de  glucosa,  glicerol  y  acetato.  
Crecimiento   de   E.   coli  BL21   pta   (negro),   concentración   extracelular   de   acetato   (azul)   y   consumo   de  
glucosa  o  glicerol  (verde)  en  TB7-­‐glucosa  (A),  TB7-­‐glicerol  (B),  MM9-­‐glucosa  (C)  y  MM9-­‐glicerol  (D).  
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Figura  S7:  Concentración  extracelular  de  orotato.  Concentración  extracelular  de  orotato  detectada  para  
E.  coli  BL21  wt,   patZ,   cobB,   acs,   ackA  y   pta  a  creciendo  en  TB7-­‐glucosa  (A),  TB7-­‐glicerol  (B),  MM9-­‐
glucosa  (C)  y  MM9-­‐glicerol  (D).  

  

  

  

  

Figura   S8:   Imágenes   de   fluorescencia   de   GFP.   Imágenes   de   fluorescencia   de   la   GFP   de   las   células  
sembradas  E.  coli  BL21  wt  (1),   patZ  (2),   cobB  (3),   acs  (4),   ackA  (5)  y   pta  (6)  expresando  GFP.  (A)  
Imagen  de   la  placa.   (B)   Imagen  de   fluorescencia  de   la  placa  obtenida  con  un  filtro  Cy2  que  permite   la  
detección  de  la  fluorescencia  de  GFP  con  el  equipo  Amersham  Imager  600  (GE  Healthcare).  
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Figura  S9:  Fluorescencia  relativa  detectada  durante  el  crecimiento  de  E.  coli  BL21  wt  en  TB7-­‐glicerol.
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Impacto  del  sistema  de  expresión  sobre  la  producción  de  

proteínas  recombinantes  en  Escherichia  coli  BL21  
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Resumen  

Actualmente,   la   producción   de   proteínas   recombinantes   para   aplicaciones   médicas,  

académicas   o   industriales   es   esencial   para   el   sector   industrial   y   económico.   Las   proteínas  

recombinantes   son   obtenidas   en   su   mayoría   mediante   fermentación   microbiana,   siendo  

Escherichia  coli  uno  de  los  organismos  huésped  más  empleados.  A  pesar  de  ello,  hay  algunos  

problemas  asociados  con  la  producción  de  proteínas  recombinantes  en  Escherichia  coli,  como  

son   la   formación   de   cuerpos   de   inclusión,   la   carga   metabólica,   o   el   sistema   ineficiente   de  

translocación/transporte  de  algunas  proteínas  expresadas.  Optimizar  la  transcripción  de  genes  

heterólogos  es  esencial  para  evitar  estos  inconvenientes  y  desarrollar  procesos  biotecnológicos  

competitivos.  En  este  estudio,   la  expresión  de   la  proteína  reportera  YFP  fue  evaluada  bajo  el  

control  de  cuatro  promotores  de  diferente  fuerza  de  expresión  (PT7lac,  Ptrc,  Ptac,  and  PBAD)  y  dos  

orígenes   de   replicación   (alto   número   de   copias,   pMB1´,   y   bajo   número   de   copias,   p15A).  

Además,  el   estudio  ha   sido   llevado  a   cabo  en   las  cepas  de  Escherichia   coli   BL21  wt   y   ackA  

creciendo   en   medio   rico   con   glucosa   y   glicerol   como   fuentes   de   carbono.   Los   resultados  

mostraron  que  la  carga  metabólica  asociada  con  la  transcripción  y  traducción  de  genes  externos  

implica  una  disminución  de  la  expresión  de  proteína  recombinante.  Por  tanto,  se  concluye  que  

es   necesario   encontrar   un   equilibrio   entre   el   número   de   copias   del   plásmido   y   la   tasa   de  

transcripción  del  promotor  para  maximizar  la  expresión  de  proteínas  recombinantes  solubles.  

Los   resultados   obtenidos   representan   un   importante   avance   en   el   estudio   del   sistema   de  

expresión   más   adecuado   para   mejorar   tanto   la   cantidad   como   la   calidad   de   las   proteínas  

recombinantes  producidas  en  distintos  bioprocesos.  

  

Introducción  

La   expresión   de   genes   heterólogos   y   autólogos   es   un   método   empleado   en   diversos  

campos  biotecnológicos  como  la  ingeniería  metabólica,  la  biocatálisis  in  vivo,  o  en  la  producción  

de   proteínas   recombinantes   u   otros  metabolitos   de   elevado   valor   [1] [3].   Así,   la   estrategia  

seguida  en  un  proceso  biotecnológico  normalmente  incluye  la  expresión  de  enzimas  concretas  

o  de  una  ruta  biosintética  completa  necesaria  para  conseguir  los  compuestos  de  interés  [4],  [5].  

La   expresión   de   proteínas   recombinantes   es   influenciada   por   condiciones   físicas   y  

transcripcionales,  tales  como  la  temperatura,  la  velocidad  de  agitación,  la  fuerza  del  promotor  

o  el  número  de  copias  del  vector  empleado  [6] [11].    

Escherichia  coli  (E.  coli)  ha  sido  tradicionalmente,  y  todavía  es,  el  microorganismo  huésped  

más  empleado  en  biotecnología.  Esta  bacteria  presenta  una  seria  de  ventajas  para  ser  utilizada  
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en   la  expresión  de  proteínas  heterólogas,   como   son  su  elevada  velocidad  de   crecimiento,   la  

variedad  de  medios  de  cultivo  en  los  que  es  capaz  de  crecer,  o  el  gran  número  de  herramientas  

biológicas   disponibles   para   llevar   a   cabo  modificaciones   genéticas   [12] [16].   A   pesar   de   las  

ventajas,   también   hay   algunos   problemas   asociados   con   la   producción   de   proteínas  

recombinantes  en  E.  coli,  como  la  formación  de  cuerpos  de  inclusión,  la  ineficiente  translocación  

proteica  (citoplasma,  periplasma  y  medio  extracelular)  o  la  carga  metabólica  [17] [19].  Algunas  

estrategias  desarrolladas  para  solucionar  estos  inconvenientes  se  centran  en  la  suplementación  

de  precursores  esenciales  o  el  uso  de  cocultivos  [20] [24].  La  carga  metabólica  hace  referencia  

al   desequilibrio   que   sufre   una   célula   huésped   cuando   se   expresa   un   gen   heterólogo.   Este  

desequilibrio   está   asociado   a   las   restricciones   energéticas   y   de   precursores   debido   a   la  

transcripción  y  traducción  de  proteínas  no  esenciales  para  la  célula  huésped.  Por  tanto,  la  carga  

metabólica  se  refleja  en  la  alteración  de  parámetros  fisiológicos,  como  la  tasa  de  crecimiento,  y  

en  la  regulación  a  la  baja  de  varias  vías  metabólicas  esenciales  para  la  célula  [17],  [25],  [26].  Para  

minimizar  el  desequilibrio  metabólico,  se  han  desarrollado  multitud  de  plásmidos  con  el  fin  de  

optimizar   cada   proceso   biotecnológico   de   forma   independiente,   eligiendo   entre   diferentes  

promotores   y  orígenes   de   replicación,   ambos   responsables   del   nivel   de   expresión   del   gen  o  

genes  de  interés  [27] [33].    

Uno   de   los   principales   factores   que   afectan   a   la   carga   metabólica   es   la   fuerza   del  

promotor.  Los  promotores  derivados  del  promotor  lac  (PT7lac,  Ptrc,  y  Ptac)  están  basados  en  una  

regulación   negativa   por   LacI,   y   la   expresión   es   inducida   por   lactosa   o   por   el   compuesto   no  

metabolizable   isopropil-­‐ -­‐D-­‐1tiogalactopiranosido   (IPTG),   empleado   como   análogo   de   la  

lactosa.  Sin  embargo  los  plásmidos  pBAD  portan  un  promotor  BAD  (PBAD)  positivamente  regulado  

por  AraC  e  inducido  por  la  L-­‐arabinosa  [34] [37].  Los  promotores  Ptrc,  y  Ptac  son  considerados  

promotores  fuertes  y  están  bien  caracterizados.  Los  genes  regulados  por  el  promotor  PT7  son  

transcritos  por  la  ARN  polimerasa  del  bacteriófago  t7  presente  en  algunas  cepas  de  E.  coli,  como  

BL21  (DE3)  [38].  Esta  polimerasa  es  cinco  veces  más  veloz  que  la  ARN  polimerasa  propia  de  E.  

coli,  por  lo  que  PT7lac  es  considerado  un  promotor  muy  fuerte  [39],  [40].  Aunque  con  un  sistema  

diferente   de   inducción   que   los   promotores   de   tipo   lac,   el   promotor   PBAD  es   considerado   un  

promotor  de  fuerza  media,  con  una  menor  fuerza  de  expresión  que  los  promotores  PT7lac,  Ptrc,  y  

Ptac  [41].    

El  origen  de  replicación  (ori)  del  replicón  es  el  principal  componente  que  afecta  al  número  

de  copias  de  un  vector  de  expresión,  y  por  tanto,  la  carga  metabólica  en  la  célula  [29],  [42].  Hay  

muchos  orígenes  diferentes,  incluyendo  procariotas,  eucariotas,  virales  y  otros  indefinidos  [29].  

Concretamente,   para   las   enterobacterias   hay   grandes   diferencias   en   el   número   de   copias  
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debidas  a  distintos  orígenes   [43].  Por  ejemplo,  pMB1  (también  conocido  como  pBR322)  está  

relacionado  con  un  número  medio  de  copias  (15-­‐20  copias/célula),  algunos  derivados  de  pMB1  

,  como  pMB1´,  presentan  un  mayor  número  de  copias  (500-­‐700  copias/célula),  mientras  que  el  

p15A  está  relacionada  con  un  bajo  número  de  copias  (10  copias/célula)  [44].  

En   este   estudio   ha   sido   evaluada   la   expresión   de   la   proteína   recombinante   amarilla  

fluorescente  Kringle  (YFP)  en  E.  coli  BL21  (DE3)  empleando  diferentes  sistemas  de  expresión.  

Para  ello,  se  seleccionaron  los  promotores  PT7lac,  Ptrc,  Ptac  y  PBAD  para  controlar  la  expresión  de  

YFP.   Las   diferencias   entre   los   promotores   han   sido   analizadas   en   gran   número   de   trabajos,  

aunque  en   la  mayoría  de  ellos,  el  estudio  de   la  expresión  ha  sido   llevado  a  cabo  empleando  

distintos  plásmidos  molde  [7],  [45] [47].  En  el  presente  trabajo,  los  promotores  seleccionados  

fueron  clonados  en  un  vector  pet  con  dos  orígenes  de  replicación  distintos  (pMB1´  y  p15A,  alto  

y  bajo  número  de  copias,  respectivamente).  La  inducción  se  analizó  con  dos  fuentes  de  carbono  

diferentes:   glucosa   y   glicerol.   Además,   se   utilizaron   los   sistemas   de   expresión   de   proteínas  

construidos  en  una  cepa  E.  coli  BL21   ackA,  que  muestra  una  mayor  producción  de  producción  

de   proteínas   recombinantes   que   la   cepa   BL21   de   tipo   silvestre   debido   al   escaso   acetato  

producido  y  excretado  al  medio  extracelular  [10],  [48],  [49].    

En  conjunto,  los  resultados  tratan  de  arrojar  luz  sobre  el  proceso  de  selección  de  vectores  

de  expresión  y  cepas  para  optimizar  un  bioproceso  de  producción  de  proteínas  recombinantes,  

esencial  para  lograr  un  rendimiento  exitoso.  Además,  los  resultados  contribuyen  a  aumentar  el  

conocimiento   sobre   la   influencia   de   la   carga  metabólica   para   obtener   modelos   de   biología  

sintética  que  permitan  predecir  el  comportamiento  de  la  célula  huésped  y  desarrollar  células  

que  constituyan  biofábricas  robustas  [50],  [51].  

  

Materiales  y  Métodos    

Construcción  de  los  vectores  de  expresión  

Todas  las  cepas  y  cebadores  empleados  en  este  estudio  se  muestran  en  la  Tabla  1,  y  los  

plásmidos  construidos  junto  con  los  empleados  como  molde  en  la  Tabla  2.    
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Tabla  1:  Cebadores  y  cepas  empleados  en  este  estudio.  

Cebador   Secuencia  5´   3´  

PT7  SalI  Fwd   GGTGGTGTCGACTCACTGCCCGCTTTCCAGT  

PT7  HindIII  Rev   GGTGGTAAGCTTAGAGGGGAATTGTTATCCGC  

PTrc  SalI  Fwd   GTTGTTGTCGACGACACCATCGAATGGTGCAA  

PTrc  EcoRI  Rev   GTTGTTGAATTCTTGTTATCCGCTCACAATTCC  

PTac  SalIFwd   GTTGTTGTCGACGACACCATCGAATGGTGCAA  

PTac  HindIII  Rev   GTTGTTAAGCTTCCGGGAATTCTGTTTCCTGT  

PBAD  SpeI  Fwd   GTTGTTACTAGTTTATGACAACTTGACGGCTAC  

PBAD  EcoRI  Rev   GTTGTTGAATTCAAAAAAACGGGTATGGAGAAACAG  

p15A  PacI  Fwd   GGTGGTTTAATTAAGGAAGATGCCAGGAAGATACT  

p15A  SwaI  Rev   GGTGGTATTTAAATTTTTCGTTCCACTGAGCGTCA  

pSFYFP  SwaI  Fwd   GGTGGTATTTAAATTTCCGAACTCTCCAAGGCC  

pSFYFP  PacI  Rev   GGTGGTTTAATTAAGTTTCGATAGCCCAAGGTAACCAA  

Cepa   Descripción   Fuente  

  
F'[lacIq  Tn10(tetR)]  mcrA   mrr-­‐hsdRMS-­‐mcrBC)  

lac lacX74  deoR  nupG  recA1  araD139  
ara-­‐leu)7697  galU  galK  rpsL(StrR)  endA1   -­‐  

Invitrogen  

BL21  (DE3)   F   ompT  gal  dcm  lon  hsdSB(rB-­‐  mB-­‐)   (DE3).     Promega  

ackA   F   ompT  gal  dcm  lon  hsdSB(rB-­‐  mB-­‐)   (DE3).  
ackA::KanR   [10]  

Los  sitios  de  las  enzimas  de  restricción  se  muestran  remarcados  en  negrita.  
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Tabla  2:  Plásmidos  usados  y  construidos  en  estes  estudio.    

Plásmido     Descripción     Fuente  

pet28a-­‐MBP   ori  pMB1,  lacI  promotor  T7,  KanR,  proteína  de  
fusion  Proteína  de  unión  a  maltosa  (MBP).  

Depósito  del  
laboratorio  

pTrcECT  
ori  pMB1,  lacI,  promotor  Trc,  AmpR.  expresión  de  
ectABC  (operón  biosintético  de  ectoínas  de  
Halomonas  elongata).  

pTrcECT  fue  
amablemente  
cedido  por  
Xixian  Xie  [52]  

pZ8-­‐pTac   ori  p15a,  lacI,  promotor  Tac,  KanR.  

pZ8-­‐Ptac  fue  
amablemente  
cedido  por  
Timothy  Lu  [53]  

pBAD24   ori  pMB1,  promotor  de  la  arabinosa  PBAD,  AmpR.   Depósito  del  
laboratoriot  

pSF-­‐pA-­‐PromMCS-­‐KrYFP  

(pSF-­‐ -­‐YFP)  
ori   promotor,  AmpR.  Expresión  de  
Kringle  YFP  (Proteína  amarilla  fluorescente)     Oxgene  

pSF-­‐p15A-­‐YFP   ori  p15A,  sin  promotor,  AmpR.  Expresión  de  Kringle  
YFP  (Proteína  amarilla  fluorescente)   Este  estudio  

pSF-­‐ -­‐T7-­‐YFP     ori   lacI,  promotor  T7,  AmpR.  Expresión  de  
Kringle  YFP  (Proteína  amarilla  fluorescente)   Este  estudio  

pSF-­‐ -­‐Trc-­‐YFP   ori   lacI,  promotor  Trc,  AmpR.  Expresión  de  
Kringle  YFP  (Proteína  amarilla  fluorescente)   Este  estudio  

pSF-­‐ -­‐Tac-­‐YFP   ori   lacI,  promotor  Tac,  AmpR.  Expresión  de  
Kringle  YFP  (Proteína  amarilla  fluorescente)   Este  estudio  

pSF-­‐ -­‐BAD-­‐YFP  
ori   promotor  de  la  arabinosa  PBAD,  AmpR.  
Expresión  de  Kringle  YFP  (Proteína  amarilla  
fluorescente)    

Este  estudio  

pSF-­‐p15A-­‐T7-­‐YFP   ori  p15A,  lacI  promotor  T7,  AmpR.  Expresión  de  
Kringle  YFP  (Proteína  amarilla  fluorescente)   Este  estudio  

pSF-­‐p15A-­‐Trc-­‐YFP   ori  p15A,  lacI,  promotor  Trc,  AmpR.  Expresión  de  
Kringle  YFP  (Proteína  amarilla  fluorescente)     Este  estudio  

pSF-­‐p15A-­‐Tac-­‐YFP   ori  p15A,  lacI,  promotor  Tac,  AmpR.  Expresión  de  
Kringle  YFP  (Proteína  amarilla  fluorescente)   Este  estudio  

pSF-­‐p15A-­‐BAD-­‐YFP  
ori  p15A,  promotor  de  la  arabinosa  PBAD,  AmpR.  
Expresión  de  Kringle  YFP  (Proteína  amarilla  
fluorescente)  

Este  estudio  

  

Para  construir  los  vectores  de  expresión  se  empleó  el  plásmido  pSF-­‐pA-­‐PromMCSKrYFP  

(pSF-­‐pMB1´-­‐YFP)  como  molde.  Para  reemplazar  el  ori  derivado  de  pMB1  (denominado  pMB1´),  

se  amplificó  el  vector  pSF-­‐pMB1´-­‐YFP,  a  excepción  de   la   región  del  ori  pMB1´,  empleando   la  

pareja  de  cebadores  pSFYFP  SwaI  Fwd  y  pSFYFP  PacI  Rev.  El  ori  p15A  fue  amplificado  del  vector  

pZ8-­‐pTac   utilizando   los   cebadores   p15A   PacI   Fwd   y   p15A   SwaI   Rev.   Ambos   productos   de  

amplificación  fueron  digeridos  con  las  enzimas  de  restricción  PacI  y  SwaI,  y  ligados  para  obtener  
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el  vector  pSF-­‐p15A-­‐YFP  con  el  origen  de  replicación  p15A.  Así,  la  construcción  de  los  vectores  de  

expresión  fue  llevada  a  cabo  empleando  estos  dos  plásmidos  como  molde,  mediante  la  inserción  

del  promotor  y  la  región  reguladora  del  mismo  en  el  sitio  de  multiclonación  de  cada  vector.  La  

región  promotora  de  PT7  y  el  operador  regulatorio  lac  (promotor  lacIq,  lacO  y  gen   lacI)  fueron  

amplificados  del  vector  pet28a-­‐MBP,  empleando  los  cebadores  PT7  SalI  Fwd  y  PT7  HindIII  Rev,  y  

la  región  amplificada  y  los  vectores  molde  fueron  digeridos  con  las  enzimas  de  restricción  SalI  y  

HindIII,  para  posteriormente  ser  ligados  y  obtener  los  plásmidos  pSF-­‐pMB1´-­‐T7-­‐YFP  y  pSF-­‐p15A-­‐

T7-­‐YFP.  Las  secuencias  que  codifican  para  el  promotor  Ptrc  y  el  operador  regulatorio  lac  fueron  

amplificados  del  vector  pTrcECT,  mediante  el  empleo  de  los  cebadores  PTrc  SalI  Fwd  y  PTrc  EcoRI  

Rev;  ambos  plásmidos  y  el  producto  de  la  PCR  fueron  digeridos  con  las  enzimas  de  restricción  

SalI  y  EcoRI  y  fueron  ligados  para  generar  los  vectores  pSF-­‐pMB1´-­‐trc-­‐YFP  y  pSF-­‐p15A-­‐trc-­‐YFP.  La  

construcción  de  los  vectores  pSF-­‐pMB1´-­‐tac-­‐YFP  y  pSF-­‐p15A-­‐tac-­‐YFP  fue  llevada  a  cabo  a  partir  

de  la  amplificación  de  las  regiones  del  promotor  Ptac  y  el  operador  regulatorio  lac  del  vector  pZ8-­‐

pTac,  empleando  los  cebadores  PTac  SalI  Fwd  y  PTac  HindIII  Rev.  Las  secuencias  amplificadas  y  

los  vectores  molde  fueron  digeridos  con  las  enzimas  de  restricción  SalI  y  HindIII,  y  ligados  para  

generar  los  plásmidos  completos.  El  promotor  PBAD  y  el  gen  regulatorio  araC  fueron  amplificados  

del  vector  pBAD24  usando  los  cebadores  PBAD  SpeI  Fwd  y  PBAD  EcoRI  Rev.  El  producto  de  la  

PCR  fue  digerido  con  las  enzimas  de  restricción  SpeI  y  EcoRI  e  insertado  para  generar  los  vectores  

pSF-­‐pMB1´-­‐BAD-­‐YFP  y  pSF-­‐p15A-­‐BAD-­‐YFP.  

  

Análisis  del  crecimiento  y  la  expresión    

Las  cepas  de  E.  coli  BL21  (DE3)  silvestre  (wt)  o   ackA  se  hicieron  quimiocompetentes  por  

el  método  del  cloruro  de  rubidio  [54].  Las  células  quimiocompetentes  fueron  transformadas  por  

choque  térmico  a  42  °C  con  los  vectores  construidos.  Las  células  transformadas  crecieron  en  el  

lector   de   placas   multipocillo   Synergy   H1   Hybrid   Multi-­‐Mode   Reader   para   medir   de   forma  

simultánea  el  crecimiento  a  600  nm  (densidad  óptica,  DO600)  y  la  fluorescencia,  con  una  longitud  

de  onda  de  520  nm  para  la  excitación  y  542  nm  para  la  emisión.  Así,  las  placas  de  96  pocillos  

fueron  esterilizadas  y  se  rellenaron  con  200  µL  de  medio  TB7  con  glucosa  (20  mM)  o  glicerol  (40  

mM)   como   fuente   de   carbono.   Para   evitar   la   evaporación   y   permitir   la   aireación,   las   placas  

multipocillo   fueron  cubiertas   con  una   lámina  adhesiva  permeable   al   gas   (Sigma  Aldrich).   Los  

cultivos   fueron   inoculados  con  preinóculos  en  crecimiento  exponencial  a  una  DO600   inicial  de  

0,05   unidades,   y   fueron   inducidos   a   una   DO600   de   0,5   unidades   con   0-­‐2   mM   de   IPTG   o   L-­‐

arabinosa.  La  composición  del  medio  complejo  TB7  fue  10  g/L  de  triptona  tamponadas  a  pH  7  
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con  100  mM  de  K2HPO4.  Los  cultivos  fueron  crecidos  en  triplicado  con  crecimiento  doble  orbital  

a   37   °C   durante   48   horas.   El   crecimiento   específico   fue   determinado   según   se   describe  

previamente  en  Lozano  et  al.,  2019  [10].    

  

Determinación  de  la  concentración  de  YFP  

Para  cuantificar  la  proteína  YFP  producida,  los  cultivos  crecieron  y  cuando  llegaron  la  a  

fase  estacionaria  se  centrifugaron  a  4000  x  g  durante  15  minutos  a  4  °C.  Las  células  fueron  lisadas  

mediante   sonicación   durante   2   minutos   (ciclos   de   40   segundos   cada   uno),   empleando   el  

sonicador   Vibra   Cell   (Sonicator   Sonics   &   Material).   Los   lisados   fueron   analizados   por  

electroforesis  SDS-­‐PAGE  con  geles  de  acrilamida  al  10%  usando  la  cubeta  Mini-­‐PROTEAN  Tetra  

Cell  (Biorad),  seguido  por  la  tinción  con  Coomassie  (Thermo  Fisher  Scientific).  Se  construyó  una  

curva   estándar   para   calcular   la   concentración   de   YFP   mediante   análisis   densitométrico  

utilizando  el  software  ImageJ  Gel  Analyzer  [55].  

  

Estudio  de  la  solubilidad  de  la  proteína  recombinante  producida  

Para   evaluar   la   solubilidad   de   la   proteína   YFP   sobreexpresada,   las   células  

quimiocompetentes  transformadas  con  los  vectores  construidos  crecieron  toda  la  noche  a  37  °C  

con  agitación  orbital  (250  rpm).  El  medio  de  cultivo  y  la  concentración  de  inductor  fueron  las  

seleccionadas  en  el  análisis  de  la  expresión.  Los  cultivos  fueron  centrifugados  (4500  x  g  durante  

20  min)  y  las  células  fueron  resuspendidas  en  tampón  nativo  (50  mM  de  K2HPO4,  500  mM  de  

NaCl,  pH  8).  Las  células  fueron  lisadas  por  sonicación  durante  2  minutos  (ciclos  de  40  segundos  

cada   uno)   usando   el   sonicador   Vibra   Cell   (Sonicator   Sonics  &  Materials).   Los   lisados   fueron  

sometidos   a   centrifugación   a   14000   x   g   durante   30   minutos   a   4   °C   para   obtener   los  

sobrenadantes  (extracto  de  proteínas  solubles).  Los  restos  celulares  fueron  resuspendidos  de  

nuevo  en  tampón  de  desnaturalización  (50  mM  de  K2HPO4,  500  mM  de  NaCl,  6  M  de  urea,  pH  8)  

e  incubados  bajo  agitación  durante  30  minutos.  Por  último,  las  muestras  fueron  centrifugadas  a  

14000  x  g  durante  30  minutos  a  4   °C  para  obtener   los  sobrenadantes   (extracto  de  proteínas  

insolubles).  Para  analizar   la  solubilidad  de   la  proteína  YFP  se   llevó  a  cabo  electroforesis  SDS-­‐

PAGE   en   geles   de   acrilamida   al   10%.   Los   geles   de   proteínas   se   realizaron   bajo   condiciones  

desnaturalizantes   empleando   una   cubeta   Mini-­‐PROTEAN   Tetra   Cell   (Biorad),   seguido   por   la  

tinción  con  Coomassie  (Thermo  Fisher  Scientific).  El  software  ImageJ  Gel  Analyzer  fue  empleado  

para  la  cuantificación  densitométrica  [55].  
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Resultados  

Construcción  de  dos  conjuntos  de  vectores  de  expresión  con  diferente  replicación  

Para   evaluar   la   influencia   del   origen   de   replicación   en   la   expresión   de   proteínas  

recombinantes  en  E.  coli  BL21,  fueron  seleccionados  el  ori  p15A  (aproximadamente  10  copias  

por   célula)   y   un   ori   de   alto   número   copias   derivado   de   pMB1   (500-­‐700   copias/célula),  

denominado  pMB1´  [44],  [56].  Para  evitar  la  influencia  de  otros  componentes  del  vector  en  la  

expresión,   se  eligió  una  estructura  base  común  para   todas   las   construcciones,   con   la  misma  

secuencia   de   sitio   de   unión   ribosomal   (secuencia   Shine   Delgarno),   el   vector   pSF-­‐pMB1´-­‐YFP  

(origen  pMB1´)  (Tabla  2).  El  vector  pSF-­‐p15A-­‐YFP  fue  construido  a  partir  de  este  mismo  vector,  

por  lo  que  presenta  la  misma  secuencia  a  excepción  del  origen  (p15A).  El  sistema  promotor  es  

otro  aspecto  importante  para  tener  en  cuenta  a  la  hora  de  elegir  un  vector  para  llevar  a  cabo  la  

producción  de  proteínas  recombinantes.  Nosotros  seleccionamos   los  promotores  procariotas  

ampliamente  empleados  PT7lac,  Ptrc,  Ptac  y  PBAD.  Los  tres  primeros  están  basados  en  la  regulación  

negativa  por  LacIQ  y  el  promotor  BAD  es  inducido  por  L-­‐arabinosa.  Un  esquema  de  los  plásmidos  

construidos   en   este   estudio   se   muestra   en   la   Figura   1.   Los   plásmidos   resultantes   fueron  

denominados  pSF-­‐pMB1´-­‐T7lac-­‐YFP   (6131  pares  de  bases,  pb),   pSF-­‐pMB1´-­‐trc-­‐YFP   (6059  pb),  

pSF-­‐pMB1´-­‐tac-­‐YFP   (5969  pb),  pSF-­‐pMB1´-­‐BAD-­‐YFP   (5815  pb),  pSF-­‐p15A-­‐T7lac-­‐YFP   (5749  pb),  

pSF-­‐p15A-­‐trc-­‐YFP  (5677  pb),  pSF-­‐P15-­‐Atac-­‐YFP  (5587  pb)  y  pSF-­‐p15A-­‐BAD-­‐YFP  (5433  pb).  

  

Figura   1:   Esquema   de   los   vectores   de   expresión   construidos   en   este   estudio.   RMCP,   región   de  
multiclonación   del   promotor;   KSD,   secuencias   Kozak   y   Shine-­‐Dalgarno;   YFP,   secuencia   de   la   proteína  
amarilla  fluorescente,  YFP;  AmpR,  resistencia  a  ampicilina.    

  

pSF-­‐p15A-­‐YFPpSF-­‐pMB1´-­‐YFP

pSF-­‐pMB1 -­‐T7lac-­‐YFP

pSF-­‐ -­‐trc-­‐YFP

pSF-­‐ -­‐tac-­‐YFP

pSF-­‐ -­‐BAD-­‐YFP

pSF-­‐p15A-­‐T7lac-­‐YFP

pSF-­‐p15A-­‐trc-­‐YFP

pSF-­‐p15A-­‐tac-­‐YFP

pSF-­‐p15A-­‐BAD-­‐YFP
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Expresión  de  la  proteína  YFP  bajo  diferentes  condiciones  de  inducción  

Conocer  el  comportamiento  de  un  sistema  de  expresión  bajo  diferentes  concentraciones  

de  inductor  es  esencial  para  optimizar  el  proceso  de  expresión  de  proteínas.  En  este  capítulo,  se  

evaluaron  diferentes  condiciones  de  inducción  para  analizar  la  expresión  de  la  YFP  recombinante  

de  los  plásmidos  construidos.  Así,  el  IPTG  y  la  L-­‐arabinosa  fueron  empleados  a  concentraciones  

de  0  (control),  0,01,  0,05,  0,1,  0,5,  1  y  2  mM,  y  la  expresión  observada  en  cada  condición  fue  

normalizada  con  respecto  a  la  máxima  expresión  de  cada  vector  (Figura  2).    
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Figura  2:  Porcentaje  de  expresión  de  proteína  YFP  con  respecto  a  la  expresión  máxima  para  cada  vector  
bajo  las  diferentes  condiciones  de  inductor.  La  expresión  de  YFP  seleccionada  fue  la  mayor  conseguida  
para  la  fase  estacionaria  de  crecimiento.  (A)  E.  coli  wt  creciendo  con  glucosa  como  fuente  de  carbono.  (B)  
E.  coli  wt  creciendo  con  glicerol  como  fuente  de  carbono.  (C)  E.  coli   ackA  creciendo  con  glucosa  como  
fuente  de  carbono.  (D)  E.  coli   ackA  creciendo  con  glicerol  como  fuente  de  carbono.  

  

Como  se  muestra  en  la  Figura  2,  todos  los  vectores  basados  en  el  promotor  lac  mostraron  

la  mayor  expresión  de  YFP  a  0,1  mM  de   IPTG,  y   la  adición  de  concentraciones  crecientes  no  

conllevaron   un   aumento   en   el   nivel   de   expresión   de   YFP.   Sin   embargo,   la   inducción   de   la  

expresión  con  el  promotor  PBAD  fue  aumentando  conforme  aumentaba  la  concentración  de  L-­‐

arabinosa,  y  fue  necesario  adicionar  una  concentración  de  2  mM  de  este  inductor  para  alcanzar  

la   máxima   expresión.   Además,   los   perfiles   de   inducción   fueron   similares   en   los   cultivos   de  

glucosa   y   glicerol,   y   también   para   la   cepa   de   E.   coli   wt   y   la   cepa   ackA.   A   partir   de   estos  

resultados,   se   seleccionó   0,1  mM   como   la   concentración   óptima   de   IPTG   para   los   vectores  

basados  en  lac,  y  2  mM  de  L-­‐arabinosa  para  los  vectores  con  PBAD.    
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Las  mayores  diferencias  en  los  perfiles  de  inducción  entre  medios,  promotores  y  cepas  se  

dieron  en   la   inducción  basal.  Como  se  muestra   la  Figura  2,  en   la  mayoría  de   las   condiciones  

ensayadas  se  observó  una  expresión  basal  sin  inductor  durante  tiempos  largos  de  cultivo  (véase  

también  la  expresión  de  control  en  la  Figura  3A).  En  todas  las  condiciones,  la  expresión  basal  fue  

insignificante  en  el   vector  basado  en  el  promotor  PBAD.   La  mayor  expresión  basal   se  observó  

empleando  los  vectores  con  promotores  Ptrc  y  Ptac,  siendo  más  elevada  en  combinación  con  el  

ori  p15A,  para  ambas  cepas  y  fuentes  de  carbono.  Además,  estos  promotores  combinados  con  

el  ori  pMB1´  presentaron  una  elevada  expresión  basal  sobre  todo  cuando  se  empleó  la  cepa  wt  

creciendo  con  glucosa.  Sin  embargo,  los  vectores  con  el  PT7lac  mostraron  una  baja  expresión  basal  

en  todos  los  casos.    

  

Influencia  de   la  concentración  del   inductor  en  el   tiempo  de  expresión  de   la  proteína  

fluorescente  amarilla  

Con  el  fin  de  profundizar  en  la  influencia  de  la  concentración  del  inductor  en  la  producción  

de  YFP,  se  calcularon  las  velocidades  de  expresión  de  todos  los  cultivos  (datos  no  mostrados),  

pero  estas  velocidades  no  se  vieron  afectadas  por  la  concentración  del  inductor.  Sin  embargo,  

la  influencia  de  la  concentración  de  inductor  se  reflejó,  fundamentalmente,  en  la  disminución  

del  tiempo  de  expresión  de  YFP  (Figura  3).    
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Figura  3:  Dependencia  del  tiempo  de  expresión  de  YFP  con  respecto  a  la  concentración  de  inductor.  (A)  
Expresión  de  YFP  en  E.  coli  wt  portando  el  vector  pSF-­‐pMB1´-­‐tac-­‐YFP  y  creciendo  con  glucosa  como  fuente  
de  carbono  a  diferentes  concentraciones  de  IPTG.  La  flecha  amarilla  indica  el  tiempo  de  inducción  con  
IPTG.  RFU:  unidades  de  fluorescencia  relativa  en  unidades  arbitrarias.  (B)  Tiempo  de  expresión  de  YFP  (en  
horas  tras  la  adición  de  IPTG)  de  E.  coli  wt  portando  los  diferentes  plásmidos  lac  construidos  y  creciendo  
en  TB7  suplementado  con  glucosa  como   fuente  de  carbono  a  diferentes  concentraciones  de   IPTG.   (C)  
Tiempo  de  expresión  de  YFP  (en  horas  tras  la  adición  de  L-­‐arabinosa)  de  E.  coli  wt  portando  los  plásmidos  
PBAD   construidos  y   creciendo  en  TB7   suplementado   con  glucosa   como   fuente  de   carbono  a  diferentes  
concentraciones   de   L-­‐arabinosa.   (D)   E.   coli   wt   portando   el   vector   pSF-­‐pMB1´-­‐BAD-­‐YFP   creciendo   con  
glucosa  como   fuente  de  carbono.   (E)  E.   coli  wt  portando  el  vector  pSF-­‐pMB1´-­‐BAD-­‐YFP  creciendo  con  
glicerol  como  fuente  de  carbono.  Los  puntos  verdes  muestran  el  crecimiento  a  DO600,  mientras  que  los  
puntos  negros  muestran  la  RFU.  El  cuadrado  gris  corresponde  al  crecimiento  del  cultivo,  y  el  cuadrado  
rosa  indica  la  expresión  de  YFP.  El  cuadrado  púrpura  indica  las  horas  en  las  que  el  cultivo  está  creciendo  
y  expresando  YFP  simultáneamente.  La  flecha  amarilla  muestra  el  tiempo  de  inducción  con  L-­‐arabinosa  2  
mM.  
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Así,   en   todos   los   casos,   al   aumentar   la   concentración   de   inductor,   la   expresión   de   la  

proteína   recombinante   se   observó   a   tiempos   más   cortos.   En   la   Figura   3A,   se   muestra   la  

expresión  de  YFP  de  E.  coli  wt  portando  el  vector  pSF-­‐pMB1´-­‐tac-­‐YFP  y  creciendo  con  glucosa  

como  fuente  de  carbono  a  diferentes  concentraciones  de  IPTG,  observando  un  mismo  perfil  de  

expresión  en  todos  los  cultivos  que  llevaban  vectores  basados  en  lac.  En  la  Figura  3B,  se  muestra  

el  tiempo  de  expresión  (en  horas  tras  la  adición  del  inductor)  con  respecto  a  la  concentración  de  

inductor  añadida  para  E.  coli  wt  creciendo  en  TB7  suplementado  con  glucosa  y  transformada  

con   los   seis   vectores   lac   construidos.   Como   puede   observarse,   en   ausencia   de   inductor,   la  

expresión   basal   comenzó   a   las   6-­‐17   h   post-­‐inducción.   Sin   embargo,   con   0,1  mM   de   IPTG   y  

concentraciones  superiores,  la  expresión  de  YFP  se  observó  a  las  1-­‐4  h  después  de  la  inducción.  

Por  su  parte,   los  cultivos  con  vectores  PBAD  no  mostraron  expresión  hasta  que   la  L-­‐arabinosa  

estaba  a  0,1  mM  (Figura  3C).  Además,  los  tiempos  de  expresión  fueron  mucho  más  largos  en  

PBAD   que   en   los   vectores   basados   en   lac   cuando   la   glucosa   era   la   única   fuente   de   carbono,  

mientras  que  mostraron  un  comportamiento  similar  cuando  se  empleó  glicerol  (Figuras  3D  y  E).    

  

Efectos   de   los   diferentes   sistemas   de   expresión   y   condiciones   en   la   expresión   de   la  

proteína  YFP  

Para  comparar  la  expresión  de  la  proteína  recombinante  YFP  con  los  diferentes  vectores  

construidos  bajo   las   condiciones  de   inducción   seleccionadas   (0,1  mM  de   IPTG  y  2  mM  de   L-­‐

arabinosa),  se  realizaron  triplicados  de  cada  combinación  en  la  misma  placa  multipocillo.  De  este  

modo,   fue   posible   comparar   la   expresión   de   YFP   en  E.   coli   wt   y   en   la   cepa  mutante   ackA  

creciendo  con  glucosa  o  glicerol  como  fuente  de  carbono  y  transformada  con  cada  plásmido.  La  

Figura  4  muestra  la  expresión  observada  en  la  fase  estacionaria  de  crecimiento  en  cada  cultivo.  

La  expresión  se  muestra  en  porcentaje  con  respecto  a  la  máxima  expresión  alcanzada  en  E.  coli  

wt  creciendo  con  glicerol  como  fuente  de  carbono  y  transformada  con  el  plásmido  pSF-­‐p15A-­‐

trc-­‐YFP.  Además,  se  cuantificó  la  YFP  expresada  en  mg  de  proteína/L  de  cultivo.  Finalmente,  se  

llevó  a  cabo  el  análisis  estadístico  ANOVA  de  dos  vías  con  Graphpad  Prism  7.0  para  evaluar  las  

diferencias  estadísticamente  significativas  entre   la  condición  de  máxima  expresión  observada  

para  cada  vector  con  respecto  a  las  demás  condiciones  de  ese  mismo  vector  (p-­‐valor  <  0,0001  

(****),  <0,001  (***),  <0,01  (**),  y  <0,05(*)).  
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Figura  4:  Expresión  de  YFP  en  E.  coli  wt  o  en  la  cepa  mutante  deficiente  en  ackA  creciendo  con  glucosa  
o  glicerol   como   fuentes  de  carbono   y  portando   los  diferentes  vectores  del   sistema  de  expresión.   La  
expresión  se  muestra  como  un  porcentaje  con  respecto  a  la  expresión  en  E.  coli  wt  transformada  con  el  
plásmido  pSF-­‐p15A-­‐trc-­‐YFP  creciendo  con  glicerol  (100%).  El  eje  Y  secundario  muestra  la  concentración  
de  YFP  (mg/L  de  cultivo).  La  expresión  de  E.  coli  wt  se  muestra  en  naranja  y  la  de  E.  coli   ackA  en  verde.  
Los   cultivos   con   glucosa   se  muestran   en   barras   sólidas,  mientras   que   los   cultivos   con   suplemento   de  
glicerol  se  muestran  en  barras  rayadas.  

  

Los  resultados  muestran  que  la  mayor  expresión  fue  alcanzada  con  los  vectores  de  bajo  

número  de  copias,  los  cuales  contenían  el  origen  p15A  combinados  con  los  promotores  Ptrc  y  

Ptac,  obteniendo  una  concentración  de  proteína  de  53,06  mg/L  de  cultivo  para  Ptrc  -­‐p15A.  Por  el  

contrario,   los   vectores   con  el   promotor  PBAD  mostraron  una  mayor  expresión  de  YFP   con   los  

plásmidos  de  alto  número  de  copias.  Respecto  a  la  cepa  hospedadora,  observamos  como  en  el  

caso  de  los  vectores  de  alto  número  de  copias,  pMB1´,  el  empleo  de  la  cepa  silvestre  supone  

una   mayor   expresión   de   proteína   recombinante   con   respecto   a   la   cepa   ackA,   con   un   p-­‐

valor<0,0001  en  el  caso  de  los  promotores  Ptrc,  Ptac  y  PBAD,  y  un  p-­‐valor<0,01  y  0,05  en  el  caso  del  

promotor  PT7lac.  Sin  embargo,  en  el  caso  de  los  vectores  con  ori  p15A,  la  expresión  en  la  cepa  

ackA  no  presentó  tantas  diferencias  con  respecto  a  la  cepa  silvestre.  En  cuanto  al  empleo  de  

glucosa  o  glicerol,  no  observamos  un  patrón  de  mayor  expresión  relacionado  con  la  fuente  de  

carbono,  ya  que  no  mostraron  diferencias  significativas,  solamente  en  el  caso  del  empleo  del  

promotor  Ptrc,  en  el  cual  la  expresión  de  YFP  fue  mayor  en  wt  en  glucosa  que  en  glicerol  con  el  

ori  pMB1´  (p-­‐valor  <0,0001),  y  mostró  el  perfil  contrario  con  el  ori  p15A  (p-­‐valor<0,05).    

Para   aumentar   el   conocimiento   sobre   la   relación   entre   la   expresión   de   la   YFP   y   el  

crecimiento  celular,  se  calcularon  las  velocidades  de  crecimiento  de  los  cultivos  con  la  mayor  

expresión  de  YFP  observada  para  cada  promotor.  Además,  la  velocidad  de  crecimiento  de  las  
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cepas  wt  y   ackA  sin  ningún  plásmido  y  con  el  vector  de  expresión  sin  ningún  promotor  también  

fueron  calculadas.  Las  curvas  de  crecimiento  de  las  cepas  sin  vector  y  con  vectores  sin  promotor  

se  muestran  en  la  Figura  S1  (Anexo),  y  las  velocidades  de  crecimiento  se  muestran  en  la  Tabla  3.  

Tabla  3:  Velocidades  de  crecimiento.  Velocidades  de  crecimiento  calculadas  para  las  cepas  sin  plásmido  
y  con  vectores   sin  promotor  que  crecen  con  glucosa  o  glicerol   como   fuentes  de  carbono.  También  se  
calcularon  las  velocidades  de  crecimiento  de  los  cultivos  con  la  mayor  expresión  de  YFP  observada  para  
cada  promotor.    

   Cepa  E.  coli   Fuente  de  
carbono   Vector  de  expresión     Velocidad  de  

crecimiento  
wt  Glu   BL21   Glucosa   Sin  vector   0,99  ±  0,04  

wt  Gli   BL21   Glicerol   Sin  vector     0,72  ±  0,03  

wt  Glu  pMB1´   BL21   Glucosa   Sin  promotor  (ori  pMB1´)   0,54  ±  0,05  

wt  Gli  pMB1´   BL21   Glicerol   Sin  promotor  (ori  pMB1´)   0,43  ±  0,03  

wt  Glu  p15A   BL21   Glucosa   Sin  promotor  (ori  p15A)   0,63  ±  0,03  

wt  Gli  p15A   BL21   Glicerol   Sin  promotor  (ori  p15A)   0,53  ±  0,10  

ackA  Glu   ackA   Glucosa   Sin  vector   0,56  ±  0,05  

ackA  Gli   ackA   Glicerol   Sin  vector     0,50  ±  0,07  

ackA  Glu  pMB1´   ackA   Glucosa   Sin  promotor  (ori  pMB1´)   0,19  ±  0,02  

ackA  Gli  pMB1´   ackA   Glicerol   Sin  promotor  (ori  pMB1´)   0,18  ±  0,02  

ackA  Glu  p15A   ackA   Glucosa   Sin  promotor  (ori  p15A)   0,42  ±  0,03  

ackA  Gli  p15A   ackA   Glicerol   Sin  promotor  (ori  p15A)   0,30  ±  0,03  

PT7lac  pMB1´   BL21   Glucosa   pSF-­‐pMB1´-­‐T7lac-­‐YFP   0,31  ±  0,03  
Ptrc  pMB1´   BL21   Glucosa   pSF-­‐pMB1´-­‐trc-­‐YFP   0,21  ±  0,01  

Ptac  pMB1´   BL21   Glicerol   pSF-­‐pMB1´-­‐tac-­‐YFP   0,22  ±  0,01  

PBAD  pMB1´   BL21   Glicerol   pSF-­‐pMB1´-­‐BAD-­‐YFP   0,17  ±  0,02  

PT7lac  p15A   ackA   Glicerol   pSF-­‐p15A-­‐T7lac-­‐YFP   0,24  ±  0,03  

Ptrc  p15A   BL21   Glicerol   pSF-­‐p15A-­‐trc-­‐YFP   0,50  ±  0,05  

Ptac  p15A   BL21   Glucosa   pSF-­‐p15A-­‐tac-­‐YFP   0,65  ±  0,05  

PBAD  p15A   ackA   Glicerol   pSF-­‐p15A-­‐BAD-­‐YFP   0,28  ±  0,04  

  

Las   cepas   E.   coli   wt   y   ackA   sin   plásmidos   mostraron   las   mayores   velocidades   de  

crecimiento.  Sin  embargo,  el  mutante  deficiente  en  el  gen  ackA  mostró  aproximadamente   la  

mitad  de  la  velocidad  de  crecimiento  con  respecto  a  la  cepa  wt.  Cuando  se  transformaron  con  

los   vectores   sin   promotores,   las   cepas  mostraron   una   gran   disminución   de   la   velocidad   de  

crecimiento  con  respecto  a  las  cepas  vacías,  siendo  esta  disminución  mayor  en  los  vectores  que  

contenían  el  ori  pMB1´,  que  conlleva  un  alto  número  de  copias.  El  uso  de  glucosa  como  fuente  

de  carbono  supuso  un   leve  aumento  de   la  velocidad  de  crecimiento  con   respecto  al  uso  del  

glicerol.  La  sobreexpresión  proteica  supuso  una  reducción  de  aproximadamente  el  50%  de   la  

velocidad  de  crecimiento  en  el  caso  del  empleo  de   los  sistemas  de  expresión  con  ori  pMB1´,  

mientras   que   la   expresión   de   proteínas   en   los   vectores   con   bajo   número   de   copias   no  
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conllevaron  una  disminución  de  la  velocidad  con  respecto  a  las  cepas  que  contenían  el  vector  

sin  promotor  (Tabla  3).  

Para  comparar  todas  las  condiciones,  se  llevó  a  cabo  un  análisis  estadístico  ANOVA  de  dos  

vías  de  la  expresión  máxima  de  YFP  alcanzada  con  cada  vector  (Figura  5).  La  Figura  5  muestra  

diferencias   significativas   de   la   expresión   máxima   de   cada   vector   en   comparación   con   la  

expresión  de  YFP  con  pSF-­‐p15A-­‐trc-­‐YFP,  la  más  alta  observada.    

  

Figura  5:  Porcentaje  soluble  e  insoluble  de  YFP  medido  para  cada  vector  de  expresión.  La  fluorescencia  
se   indica   en   porcentaje,   siendo   el   100%   la   observada   con   el   vector   pSF-­‐p15A-­‐trc-­‐YFP.   La   fuente   de  
carbono,   la  cepa  huésped,   la  fuerza  del  promotor,   la  concentración  del   inductor  (mM)  y   las  copias  del  
vector  se  muestran  bajo  el  gráfico  (número  de  copias).  El  análisis  estadístico  mediante  ANOVA  de  una  vía  
se  llevó  a  cabo  con  Graphpad  Prism  7.0  para  comparar  la  diferencias  entre  la  condición  con  más  expresión  
con  respecto  al  resto  (p-­‐valor  <  0,0001  (****),  <0,001  (***),  <0,01  (**),  y  <0,05(*)).  

  

La  mayor  expresión  se  observó  para  el  vector  pSF-­‐p15A-­‐trc-­‐YFP.  La  expresión  de  YFP  para  

el   resto   de   los   vectores,   excepto   las   correspondientes   al   plásmido  pSF-­‐p15A-­‐tac-­‐YFP,   fueron  

significativamente  menores.  Así,  para  los  vectores  de  bajo  número  de  copias,  el  promotor  Ptrc  

logró  una  expresión   tres  veces  mayor  que  el  PT7lac   y  5,5  veces  mayor  que  el  PBAD.  Del  mismo  

modo,  la  sobreexpresión  con  los  sistemas  de  expresión  que  contienen  el  ori  pMB1´  conlleva  una  

reducción  la  expresión  de  YFP  del  40  al  70%  con  respecto  al  empleo  del  sistema  de  expresión  

con  Ptrc  y  el  ori  p15A.  
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Estudio  de  la  solubilidad  de  la  proteína  recombinante  YFP  

Uno   de   los   mayores   inconvenientes   para   obtener   altos   rendimientos   de   proteínas  

recombinantes  con  E.  coli  es  la  formación  de  cuerpos  de  inclusión  y  la  precipitación  de  proteínas,  

debido  a   la  alta  expresión,  el  plegamiento   incorrecto,   la  agregación  o   la  baja  actividad  de   las  

chaperonas   [57].   La   precipitación   de   proteínas   recombinantes   implica,   además   de   una  

disminución  del   rendimiento  del  proceso  de  producción,  un  aumento  del  estrés  celular   [19].  

Para  conocer  el  porcentaje  de  proteína  YFP  soluble  e  insoluble,  se  realizaron  cultivos  con  E.  coli  

creciendo   en   las   condiciones   correspondientes   a   la  máxima   expresión   observada   para   cada  

vector  (Figura  5).  Cuando  los  cultivos  alcanzaron  la  fase  estacionaria,  se  analizaron  las  fracciones  

solubles/insolubles  por  electroforesis  SDS-­‐PAGE  y  posterior  análisis  densitométrico.  Los  geles  de  

electroforesis  se  muestran  en  la  Figura  S2  (Anexo).  Los  resultados  de  la  Figura  5  mostraron  que  

la  proteína  YFP  insoluble  estaba  presente  en  todos  los  cultivos.  Sin  embargo,  los  cultivos  en  los  

que   la   YFP   fue   expresada   bajo   el   control   del   promotor   PBAD   mostraron   la   menor   fracción  

insoluble.  Además,  los  cultivos  que  contenían  los  vectores  pSF-­‐p15A-­‐trc-­‐YFP  y  pSF-­‐p15A-­‐tac-­‐YFP,  

cuya  expresión  de  YFP  fue  la  más  alta,  mostraron  un  porcentaje  similar  de  proteínas  solubles  e  

insolubles.  No  se  mostró  un  perfil  que  relacionara  la  fuente  de  carbono,  la  cepa  o  el  origen  de  

replicación  con  la  formación  de  proteína  insoluble.  

  

Discusión    

La  producción  de  proteínas  recombinantes  se  ha  convertido  en  un  proceso  esencial  para  

la  obtención  de  fármacos  y  otros  productos  biológicos  de  gran  interés  industrial  y  académico.  E.  

coli,  como  modelo  procariota,  suele  ser  el  huésped  de  elección  para  producir  proteínas  u  otros  

metabolitos,   especialmente   cuando   estas   proteínas   no   requieren   complejas   modificaciones  

postraduccionales   [30].  Una  de   las   ventajas   de  E.   coli   como  huésped   es   la   gran   variedad  de  

sistemas  de  expresión  disponibles.  Estos  vectores  de  expresión  tienen  diferentes  componentes  

entre   los   que   se   encuentran   los   promotores   y   el   tipo   de   orígenes   de   replicación,   que   son  

esenciales  para  modular  la  expresión  de  las  proteínas  de  interés.  Así,  uno  de  los  aspectos  más  

importantes   a   considerar   cuando   se   diseña   un   proceso   de   producción   de   proteínas  

recombinantes  es  la  elección  del  sistema  promotor.  Este,   junto  con  el  sistema  de  replicación,  

determinará  el  nivel  de  proteína  recombinante  expresada.  En  este  capítulo,  se  llevó  a  cabo  la  

construcción   de   vectores   con   una   estructura   base   común   para   evitar   la   influencia   de   otros  

componentes  del  vector.  Se  eligieron  dos  orígenes  de  replicación  (ori)  distintos,  el  pMB1´,  que  

da  lugar  a  un  alto  número  de  copias  (500-­‐700  copias  por  célula),  y  el  p15A,  relacionado  con  un  
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bajo   número   de   copias   (10-­‐15   copias   por   célula).   En   cuanto   al   sistema   promotor,   se  

seleccionaron  4  promotores  procariotas  ampliamente  empleados,   tres  de  ellos  basados  en   la  

regulación  negativa  por  LacIQ  (PT7lac,  Ptrc  y  Ptac),  y  uno  inducido  por  L-­‐arabinosa  (PBAD)  (Figura  1).  

Además,  analizamos  el  nivel  de  expresión  de  estos   sistemas  en  dos  cepas  de  E.   coli,   la  cepa  

silvestre  y   la  cepa  deficiente  en  el  gen  ackA,   y  empleando  dos   fuentes  de  carbono  distintas,  

glucosa  y  glicerol.  

Antes  de  desarrollar  un  bioproceso  es  esencial  analizar  las  condiciones  de  inducción  para,  

conjuntamente,  maximizar   la   expresión   proteica   y   optimizar   el   uso   de   los   recursos.   En   este  

estudio  observamos  que  la  expresión  de  YFP  para  los  plásmidos  con  promotores  lac  fue  máxima  

empleando  una  concentración  de  IPTG  de  0,1  mM,  mientras  que  para  obtener  la  expresión  más  

elevada   con   los   promotores   PBAD   se   necesitó   la   adición   de   mayores   concentraciones   de   L-­‐

arabinosa,   seleccionándose   la   concentración   óptima   de   2mM   (Figura   2).   La   diferencia   en   la  

concentración  óptima  de   los   inductores  es  probablemente  una  consecuencia  de   la  expresión  

"todo  o  nada".  Los  promotores  lac  y  PBAD  dan  lugar  a  una  expresión  génica  conocida  como  todo  

o  nada  cuando  se  inducen  con  lactosa  natural  o  L-­‐arabinosa,  respectivamente.  Este  fenómeno  

se   refiere   a   que,   a   concentraciones   subsaturantes   de   inductor,   no   se   obtiene   un   nivel  

homogéneo   de   inducción,   sino   cultivos   en   los   que   hay   un   porcentaje   de   células   totalmente  

inducidas  y  otro  que  no  lo  está.  Por  su  parte,  el   inductor  IPTG  es  un  análogo  de  la  lactosa  no  

metabolizable  que  puede  atravesar  libremente  la  pared  celular  y  la  membrana,  por  lo  que  se  

consiguen   cultivos   homogéneos   a   diferentes   concentraciones,   y   esto   permite   optimizar   la  

expresión   de   forma   más   ajustada   y   utilizar   menores   concentraciones   de   inductor   [58].   Sin  

embargo,  hasta  el  momento  no  se  ha  encontrado  ningún  análogo  de  la  L-­‐arabinosa  que  permita  

eliminar  este  fenómeno  [59].  

En  cuanto  a  la  expresión  basal  sin  inductor,  esta  fue  diferente  en  los  vectores  con  distintos  

promotores  (Figuras  2  y  3A-­‐C).  La  expresión  basal  fue  muy  baja  en  los  vectores  basados  en  el  

promotor  PBAD,  ya  que  AraC  reprime  totalmente  la  traducción  y  la  L-­‐arabinosa  es  absolutamente  

necesaria  para  la  inducción.  La  proteína  AraC  reprime  la  traducción  uniéndose  a  dos  sitios  en  el  

ADN  bacteriano  y  el  complejo  proteína-­‐ADN  previene  eficazmente  la  unión  de  la  ARN  polimerasa  

[60].  Por  contra,  la  expresión  basal  con  los  vectores  con  promotores  Ptrc  y  Ptac  fue  la  más  elevada.  

Se   ha   mostrado   que   los   promotores   lac   tienen   una   transcripción   con   fugas ,   es   decir,   la  

transcripción  no  está  totalmente  reprimida  por  la  baja  expresión  del  represor  LacI  y  parte  de  la  

transcripción  se  produce  cuando  el   inductor  está  ausente   [30].  Este  hecho  se  observó  en   los  

cultivos   transformados   con   los   vectores   Ptrc   y   Ptac   con   ori   p15A,   a   pesar   de   llevar   la   versión  

mejorada  del  promotor  del  gen  lacI  (LacIQ)  que  conlleva  niveles  más  altos  de  expresión  de  LacI  
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(casi   10   veces)   [61].   Sin   embargo,   PT7lac  mostró   una   baja   expresión   basal,   a   pesar   de   ser   un  

promotor  lac,  debido  a  la  doble  represión  (tanto  del  promotor  PT7lac  como  de  la  ARN  polimerasa  

del  fago  T7).  Este  hecho  es  algo  para  tener  en  cuenta,  pues  la  expresión  basal  observada  en  los  

vectores  con  promotores  Ptrc  y  Ptac  podría  suponer  un   inconveniente  cuando  se  sobreexpresa  

una  proteína  tóxica  para  la  célula.    

Para  analizar  por  completo  la  influencia  de  la  concentración  del  inductor  en  la  producción  

de  YFP,  se  analizó  el  tiempo  de  expresión  de  la  proteína  tras  la  adición  del  inductor  (Figura  3).  

La  expresión  basal  comenzó  a  las  6-­‐12  h  post-­‐inducción  en  los  vectores  basados  en  promotores  

de  tipo  lac,  debido,  como  se  ha  comentado,  a  la  insuficiente  represión  por  la  baja  expresión  de  

LacI  [30].  Sin  embargo,  con  0,1  mM  de  IPTG,  la  expresión  de  YFP  se  observó  a  las  1-­‐4  h  tras  la  

inducción,  gracias  a   la   inducción  homogénea  en   todo  el   cultivo  celular   [58].  Los  cultivos  con  

vectores  PBAD  no  mostraron  expresión  basal,  y  solo  se  observó  la  expresión  de  YFP  a  partir  de  la  

concentración  de  L-­‐arabinosa  de  0,1  mM,  debido  al  fenómeno  comentado  anteriormente  de  

  (Figura  3C)  [58].  Además,  los  tiempos  de  expresión  fueron  mucho  más  largos  en  

PBAD  que  en  los  vectores  basados  en  lac  cuando  la  glucosa  era  la  única  fuente  de  carbono  debido  

a  la  Represión  Catabólica  por  Carbono  (RCC)  [62],  pues  la  glucosa  (fuente  de  carbono  PTS)  inhibe  

el  transporte  y  metabolismo  de  la  L-­‐arabinosa  (fuente  de  carbono  no  PTS)  hasta  que  no  se  ha  

consumido  completamente  (Figuras  3D  y  E).  Por  lo  tanto,  el  promotor  de  PBAD  está  regulado  por  

este   fenómeno,   además  de   la   inducción   con   L-­‐arabinosa.  Debido   a   la   naturaleza   no   PTS   del  

glicerol,  el  fenómeno  de  RCC  no  se  observó  cuando  los  cultivos  fueron  suplementados  con  esta  

fuente  de  carbono  (Figura  3E).  

Una  vez  analizado  el  sistema  de  inducción,  estudiamos  la  sobreexpresión  de  YFP  con  los  

diferentes  plásmidos  construidos  empleando  las  condiciones  seleccionadas.  La  mayor  expresión  

de  YFP   fue   alcanzada   con   los  vectores  de  bajo  número  de  copias  que   contenían  el   ori  p15A  

(Figura  4).  En  concreto,  la  mayor  sobreexpresión  de  YFP  se  dio  empleando  el  vector  pSF-­‐p15A-­‐

trc-­‐YFP.   El   análisis   cuantitativo   con  este   vector   reveló   una   concentración  máxima  de  YFP   de  

53,09  mg/L,  la  cual  coincide  con  otros  estudios  centrados  en  la  producción  de  GFP  en  E.  coli  [63],  

[64].   Por  el   contrario,   PBAD  mostró  una  mayor  expresión  de  YFP   con   los  plásmidos   con  el  ori  

pMB1´,   relacionados   con   un   elevado   número   de   copias,   probablemente   debido   a   la  menor  

fuerza  del  promotor  BAD  con  respecto  al  lac  [41].  Los  vectores  de  alto  número  de  copias  se  han  

asociado  previamente  a  una  menor  producción  de  proteínas  que  los  plásmidos  de  bajo  y  medio  

número  de  copias  [65],  [66].  Así,  la  combinación  de  un  origen  de  replicación  con  alto  número  de  

copias   y   un   promotor   fuerte,   probablemente,   provocó   un   desajuste   metabólico,   que  

desencadenó  una  disminución  de  la  producción  de  YFP.  Esta  carga  metabólica  ha  sido,  y  sigue  
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siendo,   ampliamente   estudiada,   ya   que   implica   una   pérdida   de   productividad   [50].   De   esta  

manera,   no   sólo   la   producción   de   proteínas   recombinantes,   sino   también   la   presencia   del  

plásmido  en   la   célula  huésped  provoca   tanto  consecuencias  metabólicas  y   fisiológicas,  como  

alteraciones   en   la   tasa   de   crecimiento   o   la   expresión   diferencial   de   enzimas   metabólicas  

esenciales  e  incluso  inestabilidad  del  plásmido  [66].    

Para  ahondar  en  el  conocimiento  de   la  relación  entre   la  expresión  de   la  YFP  y   la  carga  

metabólica,  se  calcularon  las  velocidades  de  crecimiento  de  las  cepas  sin  plásmido,  las  cepas  con  

plásmido  sin  promotor  y  de   los  cultivos  con   la  mayor  expresión  de  YFP  observada  para  cada  

promotor   (Tabla   3).   Las   cepas   E.   coli   wt   y   ackA   sin   plásmidos   mostraron   las   mayores  

velocidades   de   crecimiento.   Cuando   se   introdujo   el   vector   sin   promotor   la   velocidad   de  

crecimiento   disminuyó,   lo   que   revela   un   desajuste   metabólico   debido   a   la   replicación   y   el  

mantenimiento   del   ADN   plasmídico   adicional   en   la   célula   [50].   Al   comparar   las   cepas   que  

contenían   vectores   pMB1´   con   p15A,   los   plásmidos   con   un   número   de   copias   elevado  

provocaron  una  mayor  disminución  de  la  velocidad  de  crecimiento.  El  conocimiento  de  por  qué  

se  produce  este  desajuste  metabólico  es  aún  insuficiente,  ciertos  estudios  apuntan  a  un  colapso  

en   la   maquinaria   de   traducción   celular   ante   un   exceso   de   ARNm   extrínseco   del   gen/genes  

heterólogos,  lo  que  está  en  concordancia  con  las  velocidades  de  crecimiento  observadas  en  este  

estudio   (Tabla  3)   [17],   [25].  Además,   la  disminución  de   la   velocidad  de  crecimiento   también  

mostró   una   dependencia   de   la   fuerza   del   promotor,   aunque   menor   que   la   del   origen   de  

replicación.  Este  resultado  pone  de  manifiesto  que  la  carga  metabólica  se  debe  principalmente  

a  la  transcripción  y,  en  menor  medida,  a  la  traducción  de  proteínas  recombinantes,  algo  que  se  

ha  discutido  recientemente  [67].    

El  glicerol  se  ha  convertido  en  una  potencial  alternativa  a  la  glucosa  debido  a  su  bajo  costo  

y  a  que  es  un  subproducto  de  la  producción  de  biodiesel  [68].  Los  resultados  obtenidos  en  este  

estudio  mostraron  una  expresión  similar  en  los  cultivos  creciendo  con  glucosa  o  glicerol  como  

fuente  de  carbono,  por  lo  tanto,  el  glicerol  puede  ser  una  buena  alternativa  sin  involucrar  una  

disminución  en  el  rendimiento  final.  En  cuanto  a  la  cepa  deficiente  en  ackA,   la  expresión  con  

vectores   de   alto   número   de   copias   fue  menor   que   la   observada   para   la   cepa   silvestre.   Sin  

embargo,  cuando  se  emplearon  plásmidos  de  bajo  número  de  copias,  la  cepa   ackA  mostró  una  

expresión  similar  a  la  de  wt.  La  baja  expresión  observada  con  pMB1´  se  debió  probablemente  a  

un  aumento  de  la  carga  metabólica  causada  por  la  deleción  del  gen  ackA,  lo  que  concuerda  con  

las  bajas  velocidades  de  crecimiento  (Tabla  3).  Así,  el  mutante  deficiente  en  el  gen  ackA  mostró  

aproximadamente   la  mitad   de   la   velocidad   de   crecimiento   de  wt.   En   estudios   anteriores   se  

observó  un  aumento  de  la  expresión  de  la  proteína  recombinante  cuando  se  utilizó  la  cepa  E.  
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coli  BL21   ackA  como  huésped,  pues  la  deleción  de  ackA  evita  el  desbordamiento  de  acetato  y  

el  desperdicio  de  energía  asociado  a  él.  Sin  embargo,  en  ninguno  de  estos  estudios  se  utilizó  un  

plásmido   con   un   número   de   copias   tan   elevado   como   pMB1´   [10],   [48],   [49].   Hasta   donde  

sabemos,  este  es  el  primer  estudio  de  expresión  realizado  en  E.  coli  BL21   ackA  con  un  plásmido  

de  alto  número  de  copias  y  un  promotor  fuerte.  

Por  último,  para  optimizar  un  proceso  de  producción  de  proteínas  recombinantes  a  gran  

escala,   es   esencial   determinar   qué   proporción   de   la   proteína   se   agregará   y   precipita   y   qué  

fracción  permanece  en  forma  soluble,  y  por  lo  tanto  funcional  para  la  mayoría  de  las  aplicaciones  

posteriores.  Esta  diferencia  observada  en  la  cantidad  de  proteína  precipitada  según  el  plásmido  

de  expresión  utilizado  es  muy  relevante,  ya  que  es  inútil  lograr  una  alta  expresión  si  la  mayor  

parte  de  la  proteína  precipita  junto  con  los  restos  celulares.  Por  lo  tanto,  este  aspecto  debe  ser  

estudiado  previamente  a  la  hora  de  seleccionar  un  sistema  de  expresión,  especialmente  si  nos  

encontramos   ante   una   proteína   con   solubilidad   limitada.   En   este   estudio   observamos   una  

relación   entre   la   mayor   expresión   de   proteína   recombinante   con   la   mayor   proporción   de  

proteína   insoluble.  Por   lo  que  no  se  mostró  un  perfil  de  dependencia  de   la   solubilidad  de   la  

proteína  con  respecto  al  vector  empleado.    

Se   sabe   que   la   carga  metabólica   asociada   a   la   expresión   de   proteínas   heterólogas   en  

huéspedes  microbianos  es  uno  de  los  principales  inconvenientes  para  lograr  altos  rendimientos  

de  proteínas  recombinantes.  Como  se  ha  demostrado  en  este  estudio,  los  efectos  negativos  de  

este  desequilibrio  pueden  minimizarse  ajustando  la  expresión  del  gen  heterólogo  mediante  el  

equilibrio   entre   el   número   de   copias   del   vector   y   la   fuerza   del   promotor.   Por   lo   tanto,   los  

estudios   sobre   el   número   de   copias   del   plásmido,   combinados   con   el   tipo   de   origen   de  

replicación   y   las   características   del   promotor,   proporcionan   información   importante   para  

mejorar   la   biología   sintética   en   la   aplicación   del   método   de   producción   de   proteínas   y  

metabolitos  heterólogos  [69],  [70].  En  conclusión,  los  resultados  muestran  la  importancia  de  la  

optimización  del  sistema  de  transcripción  según  las  características  de  cada  proceso  para  lograr  

un  resultado  exitoso.     
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Anexo  

  

Figura  S1:  Cepas  de  E.  coli   ackA  sin  ningún  plásmido  y  conteniendo  los  vectores  de  expresión  
de  alto  (pMB1')  y  bajo  (p15A)  número  de  copias  sin  ningún  promotor  creciendo  a  DO600.  (A)  E.  coli  BL21  
wt   vacía   o   con   vectores   creciendo   en   TB7   suplementado   con   glucosa.   (B)  E.   coli   BL21  wt   vacía   o   con  
vectores   creciendo   en   TB7   suplementado   con   glicerol.   (C)   E.   coli   ackA   vacía   o   con   vectores  
creciendo  en  TB7  suplementado  con  glucosa.  (D)  E.  coli   ackA  vacía  o  con  vectores  creciendo  en  TB7  
suplementado  con  glicerol.  

  

  

Figura   S2:   Geles   de   electroforesis   SDS-­‐PAGE   de   fracciones   de   proteínas   solubles/insolubles  
correspondientes  a  la  YFP.  (A)  Fracciones  con  YFP  soluble/insoluble  expresadas  con  vectores  de  expresión  
de   alto   número   de   copias   (pSF-­‐pMB1'-­‐YFP).   (B)   Fracciones   con   YFP   soluble/insoluble   expresadas   con  
vectores   de   expresión   de   bajo   número   de   copias   (pSF-­‐p15A-­‐YFP).   Calle   1,   fracción   de   YFP   soluble  
expresada   bajo   control   PT7lac.   Calle   2,   fracción   de   YFP   insoluble   expresada   bajo   control   PT7lac.   Calle   3,  
fracción   de   YFP   soluble   expresada   bajo   control   Ptrc.   Calle   4,   fracción   insoluble   de   YFP   expresada   bajo  
control  de  Ptrc.  Calle  5,  fracción  de  YFP  soluble  expresada  bajo  control  Ptac.  Calle  6,  fracción  de  YFP  insoluble  
expresada  bajo  control  de  Ptac.  Calle  7,  fracción  de  YFP  soluble  expresada  bajo  control  de  PBAD.  Calle  8,  
fracción  de  YFP  insoluble  expresada  bajo  control  de  PBAD.
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Regulación  de  la  ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  por  

acetilación  de  la  OPRTasa  de  Escherichia  coli  

  

  

  

  

  

Los  resultados  presentados  en  este  capítulo  forman  parte  de  un  manuscrito  que  está  

bajo  preparación.  
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Resumen  

La  ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  de  novo  es  una  vía  esencial  debido  a  la  relevancia  de  

sus  productos,  sus  implicaciones  en  la  salud  y  su  conservación  entre  organismos.  En  este  estudio,  

investigamos  la  regulación  por  acetilación  de  proteínas  de  la  ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  

de  novo.   Para  ello   se  cuantificaron   los  metabolitos   intracelulares   y   extracelulares  de   la   ruta,  

evidenciándose   un   posible   bloqueo   de   esta   por   acetilación   de   la   enzima   OPRTasa   (orotato  

fosforribosiltransferasa).   La   acetilación   química   de   la   OPRTasa   con   acetil-­‐P   implicó   una  

disminución  en  su  actividad  enzimática.  Para  probar  el  efecto  de  la  acetilación  en  esta  enzima,  

se  seleccionaron  los  residuos  K26  y  K103  y  se  generaron  proteínas  específicamente  acetiladas  

en   estos   residuos   (OPRTasa-­‐26AcK   y   OPRTasa-­‐103AcK).   El   estudio   de   estas   dos   proteínas  

acetiladas  reveló  grandes  diferencias  en  los  parámetros  cinéticos,  destacando  que  la  kcat  de  estos  

mutantes  mostró  una  fuerte  disminución  de  300  y  150  veces  para  la  OPRTasa-­‐103AcK  y  de  19  y  

6,3   veces   para   la   OPRTasa-­‐26AcK,   en   las   reacciones   directa   e   inversa,   respectivamente.   Los  

estudios  in  vivo  de  esta  enzima  sugirieron  que  la  acetilación  transcurría  por  un  mecanismo  no  

enzimático  dependiente  de  acetil-­‐P  y  que,  además,  era  revertido  por  la  desacetilasa  CobB.  Se  

realizó  un  ensayo  de  complementación  de  una  cepa  deficiente  en  el  gen  pyrE  con  la  OPRTasa-­‐

26AcK  y  la  OPRTasa-­‐103AcK,  y  se  midió  la  formación  de  curli,  los  parámetros  estequiométricos  

y   la  excreción  de  orotato.  La  complementación  con   las  enzimas  acetiladas  presentó  un  perfil  

pyrE,   especialmente   en   el   caso   de   la   complementación   con   la  

OPRTasa-­‐103AcK.   Estos   resultados   apuntan   a   una   regulación   de   la   ruta   de   biosíntesis   de  

pirimidina  de  novo  por  acetilación  de  lisinas  de  la  OPRTasa  en  E.  coli.  Este  hallazgo  es  de  gran  

relevancia   debido   al   papel   esencial   de   esta   ruta   y   de   la   enzima   OPRTasa   como   diana   para  

tratamientos  antimicrobianos,  antivirales  y  contra  el  cáncer.    

  

Introducción  

Los  nucleótidos  de  pirimidina  y  purina  son  compuestos  esenciales  en  todos  los  organismos  

vivos,  ya  que  son   los  componentes  básicos  de   los  ácidos  nucleicos.  Asimismo,  son  necesarios  

para   la   biosíntesis   de   fosfolípidos   y   glucógeno,   y   están   involucrados   en   el   metabolismo  

intermediario  como  constituyentes  de  coenzimas,  reactivos  de  fosforilación,  moléculas  de  señal  

metabólica   y   moduladores   alostéricos   [1],   [2].   Los   nucleótidos   de   purina   y   pirimidina   se  

sintetizan  de  novo  o  se  reutilizan  a  partir  de  nucleósidos  y  bases  libres  exógenas  en  las  rutas  de  

rescate   o   salvamento.   La   ruta   de   biosíntesis   de   nucleótidos   pirimidina   de   novo   está  

evolutivamente  conservada  entre  los  organismos  para  sintetizar  uridina  5-­‐monofosfato  (UMP),  
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el  precursor  de  todos  los  nucleótidos  de  pirimidina,  que  posteriormente  se  transforma  en  UTP  

(uridina   5-­‐trifosfato)   y   CTP   (citidina   5-­‐trifosfato)   [1],   [3],   [4].   En   E.   coli,   el   bicarbonato   se  

convierte  en  UMP  en  seis  pasos,  en  los  que  intervienen  el  L-­‐aspartato,  la  L-­‐glutamina  y  el  5-­‐fosfo-­‐

-­‐D-­‐ribosa  1-­‐difosfato  (PRPP).  El  primer  paso,   llevado  a  cabo  por   la  enzima  carbamoil   fosfato  

sintetasa  (CPSasa;  EC  6.3.5.5),  es  común  para  la  biosíntesis  de  pirimidinas  y  arginina.  La  CPSasa  

sintetiza   carbamoil   fosfato   (CP)   a   partir   de   bicarbonato,   ATP   (adenosina   5-­‐trifosfato)   y   L-­‐

glutamina  [5].  El  CP  se  condensa  con  el  L-­‐aspartato  para  formar  N-­‐carbamoil-­‐L-­‐aspartato  (CASP)  

por  la  aspartato  carbamoiltransferasa  (ATCasa;  EC  2.1.3.2)   [6].  El  tercer  paso,  realizado  por  la  

dihidroorotasa   (DHOasa;   EC   3.5.2.3),   consiste   en   la   ciclación   del   CASP   para   formar   el  

dihidroorotato   (DHO),   el   primer   compuesto   de   anillo   de   pirimidina   de   la   ruta   [7].  

Posteriormente,  el  DHO  se  oxida  a  orotato  por  la  acción  de  la  dihidroorotato  deshidrogenasa  

(DHODH;   EC   1.3.5.2)   [8].   El   quinto   paso   lo   lleva   a   cabo   la   orotato   fosforribosiltransferasa  

(OPRTasa;   EC   2.4.2.10)   y   consiste   en   la   formación   del   primer   nucleótido   de   pirimidina,   la  

orotidina  5´-­‐monofosfato  (OMP),  por  la  condensación  del  orotato  y  el  PRPP  [9].  Finalmente,  el  

OMP  es  descarboxilado  a  UMP  por  la  orotidina  5´-­‐fosfato  descarboxilasa  (OMPDC;  EC  4.1.1.23)  

[10]  (Figura  1).  

  

Figura   1:   Ruta   de   biosíntesis   de   pirimidinas   de   novo   en   E.   coli.   CPSasa,   enzima   carbamoil   fosfato  
sintetasa;  CP,  carbamoil  fosfato;  CASP,  N-­‐carbamoil-­‐L-­‐aspartato;  ATCasa,  aspartato  carbamoiltransferasa;  
DHOasa,  dihidroorotasa;  DHO,  dihidroorotato;  DHODH,  dihidroorotato  deshidrogenasa;  OPRTasa,  orotato  
fosforribosiltransferasa;   OMP,   orotidina   5´-­‐monofosfato;   OMPDC,   orotidina   5´-­‐fosfato   descarboxilasa;  
UMP,  uridina  5-­‐monofosfato.  
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La  ruta  biosintética  de  pirimidinas  de  novo  está  regulada  a  nivel  de  expresión  génica  y  a  

nivel   enzimático   por   control   alostérico,   con   la   finalidad   de   conservar   recursos   debido   a   la  

relevancia  de   los  productos  de  esta   ruta  y   sus   implicaciones  en   la   salud   [2].   En  humanos,   la  

deficiencia   celular   de   pirimidinas   desencadena   la   señalización   inmunitaria   innata   [11],   y   la  

mutación  o  deficiencia  de  algunos  genes  de   la   vía   conduce  a   trastornos  metabólicos   graves,  

como  la  aciduria  orótica  hereditaria  [12],  y  trastornos  neurológicos  [13],  como  el  síndrome  de  

Miller   [14].   Curiosamente,   se   ha   encontrado   un   desequilibrio   en   esta   vía   en   el   cerebro   de  

pacientes  con  enfermedad  de  Alzheimer,  por  lo  que  la  suplementación  con  uridina  podría  usarse  

como  tratamiento  para  esos  pacientes  [15].  Además,  la  regulación  al  alza  de  algunas  enzimas  de  

esta  ruta  indica  un  mal  pronóstico  en  pacientes  con  cáncer,  por  lo  que  estos  genes  son  dianas  

anticancerígenas   atractivas   para   inhibir   la   proliferación   celular   y   la   metástasis   [16] [19].  

Asimismo,  la  replicación  viral  se  basa  en  el  anfitrión  para  el  suministro  de  nucleótidos,  por  lo  

tanto,   las   enzimas   de   esta   ruta   son   objetivos   para   los   tratamientos   antivirales   [20] [23].  

También,   la   inhibición   de   las   enzimas   de   la   biosíntesis   de   pirimidinas   se   emplea   para   el  

tratamiento  de  infecciones  por  microorganismos  y  parásitos  [24] [27].  

En  este  trabajo  nos  centramos  en  la  OPRTasa,  la  quinta  enzima  de  la  ruta  de  biosíntesis  

de  pirimidinas  de  novo,  que  pertenece  a  la  familia  de  las  fosforribosiltransferasas  (PRTasas).  Las  

enzimas   PRTasas   juegan   un   papel   clave   en   el  metabolismo   de   nucleótidos   de   pirimidinas   y  

purinas  y  en   la  biosíntesis  de  triptófano  e  histidina   [28].  Las  PRTasas  constituyen  dos  grupos  

evolutivos  basados  en  diferentes  arquitecturas  del  sitio  activo.  Las  enzimas  de  tipo  I,  entre  las  

que  se  encuentran  las  OPRTasas,  muestran  un  pliegue  de  Rossman  y  una  arquitectura  de  sitio  

activo  expuesta  al  solvente,  mientras  que  el  sitio  activo  de  las  enzimas  de  tipo  II  constituye  una  

arquitectura   de   barril   TIM   [29].   Este   último   grupo   incluye   la   nicotinamida  

fosforribosiltransferasa  (NAMPT)  cuya  actividad  está  regulada  por  acetilación  [30].  En  humanos,  

las  enzimas  PRTasas  han  sido  ampliamente  estudiadas  y  los  cambios  en  la  secuencia  de  ADN  de  

sus  genes  están  asociados  con  patologías  como  la  litiasis  por  2,8-­‐dihidroxiadenina,  el  síndrome  

de  Lesch-­‐Nyhan  y  la  aciduria  orótica  [31].  

Además,  la  enzima  OPRTasa  contribuye  a  la  fosforilación  y  activación  del  profármaco  de  

quimioterapia   5-­‐fluorouracilo   [32]   y   constituye   una   diana   atractiva   para   tratamientos  

antiparasitarios  o  antimicrobianos  [24],  [25].  La  OPRTasa  está  codificada  por  el  gen  pyrE  cuya  

expresión  está  regulada  por  la  atenuación  transcripcional  [2],  [33] [35].  Es  importante  señalar  

que  la  acetilación  de  la  OPRTasa  se  ha  detectado  en  varios  estudios  de  análisis  proteómico  de  E.  

coli  [36] [41],  pero  se  desconoce  el  impacto  de  la  acetilación  en  la  enzima.  
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la  N -­‐acetilación  de  lisinas  es  una  importante  modificación  postraduccional  de  proteínas  

(MPT)  que  controla  muchos  procesos  celulares   [42].  En  E.  coli,   la  acetiltransferasa   (KAT)  más  

estudiada  es  PatZ  [43],  también  conocida  como  Pka  y  YfiQ,  aunque,  se  han  identificado  otras  

enzimas  acetiltransferasas,  como  YiaC  [37].  Sin  embargo,  la  evidencia  acumulada  indica  que  la  

principal  vía  de  acetilación  en  esta  bacteria  es  la  vía  no  enzimática  dependiente  de  acetil-­‐fosfato  

(acetil-­‐P),  y  la  acetilación  global  se  correlaciona  positivamente  con  la  concentración  de  acetil-­‐P  

intracelular  en  respuesta  al  estado  energético  [36],  [38],  [44].  Además,  la  acetilación  de  lisinas  

puede  revertirse  mediante   la  única  desacetilasa  dependiente  de  NAD+  (nicotinamida  adenina  

dinucleótido)  (similar  a  Sir2)  conocida  en  E.  coli  llamada  CobB  [44],  [45].  

El  presente  estudio  tiene  como  objetivo  revelar  si  la  ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  de  

novo  en  E.  coli  puede  estar  regulada  mediante  acetilación  de  lisinas.  Para  alcanzar  este  objetivo,  

se  midieron  las  concentraciones  intracelulares  y  extracelulares  de  los  metabolitos  de  la  ruta  en  

la   cepa   deficiente   en   la   desacetilasa   CobB   y   en   la   cepa   silvestre.   Los   resultados   mostraron  

diferencias  significativas  en  las  concentraciones  de  ácido  orótico  y  UMP  entre  ambas  cepas,  lo  

que  sugirió  una  regulación  de  la  ruta  por  acetilación  de  lisinas  a  nivel  de  la  enzima  OPRTasa.  Se  

observó  una  actividad  más  baja  para  la  OPRTasa  acetilada  in  vitro  y  se  seleccionaron  dos  residuos  

de  lisina  de  la  enzima,  K26  y  K103,  para  modificarlos  mediante  la  estrategia  de  expansión  del  

código   genético.   La   acetilación   de   los   residuos   K26   y   K103   de   la  OPRTasa   implicó   una   gran  

pérdida  de  actividad   in   vitro.  Además,   los  ensayos  de   complementación   in   vivo   de  una  cepa  

deficiente  en  el  gen  pyrE  suplementada  con  la  OPRTasa  con  los  residuos  K26  o  K103  acetilados,  

no  mostraron   recuperación  de   las   funciones  de   la  OPRTasa  control,   con  un  comportamiento  

pyrE.  Estos  resultados  indican  una  regulación  de  la  ruta  de  biosíntesis  de  

pirimidinas  de  novo  por  acetilación  de  lisinas  de  la  OPRTasa,  una  enzima  esencial  de  la  ruta  de  

síntesis   de   pirimidinas   de   novo   y   un   objetivo   atractivo   para   tratamientos   antimicrobianos,  

antivirales  y  anticancerígenos.  

  

Materiales  y  Métodos  

-­‐acetil-­‐lisina  en  las  

posiciones  K26  y  K103  de  la  OPRTasa  

Todas   las  cepas,  plásmidos  y  cebadores  empleados  en  este  estudio  se  enumeran  en   la  

Tabla   S1   del   Anexo.   Todas   las   enzimas   de   biología  molecular   empleadas   se   adquirieron   de  

Thermo  Fisher  Scientific.  Las  cepas  deficientes  E.  coli   pyrE  y  E.  coli  BL21  (D3)  

yiaC   se   construyeron   empleando   el  método   de   la   recombinasa   del   fago   lambda   [46].   Para  
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sobreexpresar  la  proteína  OPRTasa,  el  gen  pyrE  se  insertó  en  los  plásmidos  pRSET-­‐A  o  pET28a-­‐

mbp,  obteniéndose  los  vectores  pRSET-­‐pyrE  y  pET28a-­‐mbp-­‐pyrE.  

-­‐acetil-­‐L-­‐lisina  en  las  posiciones  K26  o  K103  de  la  

proteína  OPRTasa  se  empleó  la  técnica  de  la  expansión  del  código  genético.  Para  ello,  se  utilizó  

el  vector  modificado  pRSF-­‐Duet-­‐1  [47]  (amablemente  cedido  por  el  Prof.  Michael  Lammers,  de  

la   Universidad   de   Colonia)   que   codifica   para   la   acetil-­‐lisil-­‐ARNt-­‐sintetasa   sintéticamente  

evolucionada,   AcKRS3,   y   el   codón   supresor   ámbar   ARNtCUA,   MbARNtCUA   (derivado   de  

Methanosarcina   barkeri).   El   gen   pyrE   fue   modificado   en   las   posiciones   K26   o   K103   por  

mutagénesis  dirigida  a  partir  del  vector  pET28a-­‐mbp-­‐pyrE  para  incorporar  un  codón  de  parada  

ámbar  (TAG)  en  estas  posiciones.  Los  genes  mbp-­‐pyrE26ambar  y  mbp-­‐pyrE103ambar  se  amplificaron  

por  PCR  a  partir  de  los  vectores  pET28a-­‐mbp-­‐pyrE26ambar  y  pET28a-­‐mbp-­‐pyrE103ambar  y  se  clonaron  

en  el  vector  pRSF-­‐Duet-­‐1-­‐acetil-­‐ARNt-­‐sintetasa  AcKRS3/MbtRNACUA,  para  obtener   los  vectores  

pRSF-­‐mbp-­‐pyrE26AcK  y  pRSF-­‐mbp-­‐pyrE103AcK.    

Para  la  complementación  de  E.  coli   pyrE  con  las  proteínas  OPRTasa,  OPRTasa-­‐26AcK  

y  OPRTasa-­‐103AcK,  se  construyeron  plásmidos  con  promotor  PBAD  inducido  positivamente  por  

L-­‐arabinosa  (pSF-­‐pMB1'-­‐BAD-­‐mbp-­‐pyrE,  pRSF-­‐BAD-­‐mbp-­‐pyrE26AcK  y  pRSF-­‐BAD-­‐mbp-­‐pyrE103AcK).  El  

gen  mbp-­‐pyrE   y  el   vector  pSF-­‐pMB1'-­‐BAD-­‐YFP   [48]   se   amplificaron  por  PCR  para   construir   el  

plásmido  pSF-­‐pMB1'-­‐BAD-­‐mbp-­‐pyrE  mediante  clonación  independiente  de  secuencia  y  ligación  

(SLIC)  [49].  Para  construir  los  otros  dos  plásmidos,  se  amplificaron  por  PCR  el  promotor  PBAD  y  el  

regulador  araC  del  plásmido  pBAD24,  y  los  vectores  pRSF-­‐mbp-­‐pyrE26AcK  y  pRSF-­‐mbp-­‐pyrE103AcK.  

Los  vectores  pRSF-­‐BAD-­‐mbp-­‐pyrE26AcK  y  pRSF-­‐BAD-­‐mbp-­‐pyrE103AcK  se  construyeron  mediante  el  

método  de  SLIC.  

  

Ensayo  de  unión  al  Rojo  Congo  

Las  cepas  de  E.  coli  K12  silvestre  (wt),  E.  coli   cobB  y  E.  coli   pyrE  transformadas  con  los  

vectores   pSF-­‐pMB1´-­‐BAD-­‐mbp-­‐pyrE,   pRSF-­‐BAD-­‐mbp-­‐pyrE26AcK   y   pRSF-­‐BAD-­‐   mbp-­‐pyrE103AcK   se  

cultivaron  16  h  a  37°C  en  medio  TB7  (10  g/L  de  triptona  tamponada  a  pH  7,0  con  fosfato  de  

potasio   100   mM)   con   glicerol   40   mM.   Se   utilizó   glicerol   para   la   correcta   expresión   de   las  

proteínas  con  el  promotor  PBAD.  La  expresión  de  proteínas  se   indujo  durante  8  h  mediante   la  

adición  de  2  mM  de  arabinosa,  y  para  la  expresión  de  proteínas  acetiladas,  también  se  añadieron  

nicotinamida  20  mM   -­‐acetil-­‐L-­‐lisina  10  mM.  Se  sembró  una  alícuota  de  5  µL  de  cada  cultivo  

de  las  distintas  cepas  en  placas  YESCA  (extracto  de  levadura  0,5  g/L,  casaminoácidos  10  g/L  y  

agar  20  g/L)  suplementadas  con  Rojo  Congo  30  µg/mL  y  Azul  de  Coomassie  10  µg/mL  (medio  
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CR).  Las  placas  se   incubaron  durante  20  h  a  30  °C,  y   la  unión  del  colorante  se  detectó  mejor  

después  de  la  incubación  a  4  °C  durante  48  h.  Cuando  fue  necesario  se  añadió  ampicilina  100  

µg/mL  o  kanamicina  30  µg/mL.  

  

Cuantificación  de  metabolitos  intracelulares  y  extracelulares  de  la  ruta  de  biosíntesis  de  

pirimidinas  de  novo    

Las  cepas  de  E.  coli  K12  wt  y  E.  coli   cobB  se  cultivaron  por  duplicado  a  37  °C  con  

agitación  (250  rpm)  en  medio  mínimo  MM9  (10  mM  de  (NH4)2SO4,  8,5  mM  de  NaCl,  40  mM  de  

Na2HPO4,   20  mM  de   KH2PO4,   185   M  de   FeCl3,   175   M  de   EDTA,   7   M  de   ZnSO4,   7   M  de  

CuSO4 2O,  7   M  de  MnSO4,  7   M  de  CoCl2,  1  mM  de  MgSO4,  ,0,1  mM  de  CaCl2  y  1   M  de  

suplementado   con   glucosa   20  mM.   Se   seleccionó   el  medio  MM9  para  

reducir  posibles  interferencias  en  el  posterior  análisis  de  las  muestras.  Para  el  procedimiento  de  

quenching,  que  permitió  detener  el  metabolismo  celular  lo  más  rápidamente  posible,  se  empleó  

el  método  desarrollado  por  Spura  et  al  [50].  Se  transfirieron  rápidamente  muestras  de  20  mL  de  

cultivo  en  diferentes  tiempos  de  crecimiento  a  un  tubo  Falcon  de  50  mL  preenfriado  (-­‐20  °C)  con  

20   mL   de   solución   de   quenching   (etanol   al   40   %   (v/v)   y   NaCl   al   0,8   %   (p/v))   y   se   enfrió,  

aproximadamente   -­‐5°C,  en  un  baño   con   solución  de  etilenglicol   a   -­‐20°C.  Posteriormente,   las  

muestras   se   centrifugaron   a   -­‐11   °C   durante   5  min   a   4000   x   g.   Los   sedimentos   celulares   se  

congelaron  inmediatamente  en  nitrógeno  líquido.  La  extracción  de  metabolitos  del  sedimento  

celular  se  llevó  a  cabo  mediante  un  método  de  congelación  y  descongelación  con  tampón  de  

extracción  (acetonitrilo/metanol/agua  (2:2:1))  a  -­‐20  °C  [51].  Los  sedimentos  se  resuspendieron  

en  1  mL  de  tampón  de  extracción  y  se  sometieron  a  tres  ciclos  de  congelación-­‐descongelación  

(N2  líquido-­‐baño  de  etilenglicol  a  -­‐20  °C),  y  luego  las  muestras  se  centrifugaron  a  -­‐  9°C  durante  

10  min  a  16000  x  g.  Posteriormente,  el  sobrenadante  se  evaporó  a  sequedad  con  un  evaporador  

al   vacío   y   las  muestras   se   almacenaron   a   -­‐80°C   hasta   que   la   plataforma   de   análisis   estuvo  

preparada,   para  evitar   una  posible   degradación  metabólica.  Para   el   análisis,   las  muestras   se  

resuspendieron   en   0,5  mL   de   agua   de   HPLC   por   1   unidad   de   DO600   del   cultivo   original   y   el  

automuestreador  se  mantuvo  a  4  °C.  Para  cuantificar  los  metabolitos  extracelulares,  se  tomó  1  

mL  de  cultivos  en  los  mismos  puntos  del  crecimiento  y  los  sedimentos  se  recolectaron  mediante  

centrifugación   a   4   °C   durante   1   min   a   12000   x   g   y   se   desecharon.   Los   sobrenadantes   se  

evaporaron  en  un  evaporador  al  vacío  y  se  resuspendieron  en  agua  HPLC  antes  del  análisis.  

La   separación  y  el   análisis  de   las  muestras   se   realizaron   con  un   sistema  HPLC/MS  que  

consta  de  un  HPLC  Agilent  1290  Infinity  II  Series  (Agilent  Technologies,  Santa  Clara,  CA,  EE.  UU.)  
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conectado  a  un  espectrómetro  de  masas  Agilent  6550  Q-­‐TOF  (Agilent  Technologies,  Santa  Clara,  

CA,  EE.  UU.)  utilizando  una  interfaz  de  electropulverización  doble  Agilent  Jet  Stream  Dual  (AJS-­‐

Dual  ESI).  Las  muestras  se  analizaron  con  dos  métodos  diferentes,  uno  para  el  OMP  y  otro  para  

el   resto  de   los  metabolitos   (CP,  L-­‐arginina,   L-­‐aspartato,   L-­‐glutamina,  L-­‐glutamato,  ATP,  CASP,  

DHO,  ácido  orótico  y  UMP).  

Para  el  análisis  de  todos  los  metabolitos,  las  muestras  se  inyectaron  en  una  columna  de  

HPLC  Agilent  Zorbax  Eclipse  Plus  C18  (2,1  x  100  mm,  1,8  µm)  termostatizada  a  40  °C,  con  un  flujo  

de   0,4  mL/min.   Se   utilizaron   los   disolventes   A   (agua  MilliQ   con   ácido   fórmico   al   0,1  %)   y   B  

(acetonitrilo   con  ácido   fórmico   al   0,1  %)   para   la   separación   de   compuestos.   El   programa  de  

elución  consistió  en  2%  de  fase  B  durante  1  min  y  luego  un  gradiente  de  2  a  100%  de  fase  B  en  

9  min.  Se  mantuvo  100%  de  solvente  B  por  2  min  y  luego  otro  gradiente  de  100  a  2%  de  fase  B  

en  1  min.  Finalmente,  se  mantuvo  la  fase  B  al  2%  durante  2  min  más.  El  espectrómetro  de  masas  

se  hizo   funcionar  en  el  modo  positivo.  La  presión  del  gas  del  nebulizador   se  ajustó  a  30  psi,  

mientras  que  el  flujo  de  gas  de  secado  se  ajustó  a  16  L/min  a  una  temperatura  de  130  °C,  y  el  

flujo   de   gas   envolvente   se   ajustó   a   11   L/min   a   una   temperatura   de   300   °C.   Los   voltajes   de  

pulverización  capilar,  boquilla,  fragmentador  y  octopolo  1  RF  Vpp  fueron  4000  V,  500  V,  350  V  y  

750  V,  respectivamente.  Los  escaneos  de  MS  Data  se  adquirieron  en  el  rango  de  50-­‐500  m/z  en  

modo  de  rango  dinámico  extendido  de  2  GHz  con  4  espectros/s  y  250  ms/espectro.  Se  midieron  

tres  energías  de  colisión  (0,  10  y  40  V)  en  cada  ciclo.  Se  usó  la  masa  de  referencia  en  121,0509  

para  la  corrección  de  masa  durante  el  análisis.  Para  analizar  el  OMP,  las  muestras  se  inyectaron  

en  una  columna  de  HPLC  Agilent  HILIC  Plus  (4,6  x  100  mm,  3,5  µm),  a  una  velocidad  de  flujo  de  

0,5  mL/min.  La  columna  se  equilibró  a  40°C.  Se  usaron  los  disolventes  A  (metanol  con  acetato  

de  amonio  5  mM)  y  B  (acetato  de  amonio  5  mM)  para  la  separación  de  compuestos.  El  programa  

de  elución  consistió  en  2%  de  fase  B  durante  2  min  y  luego  un  gradiente  de  2  a  100%  de  fase  B  

en  4  min.  Se  mantuvo  100%  de  disolvente  B  durante  1  min  y  luego  otro  gradiente  de  100  a  2%  

de   fase   B   en   0,5   min.   Finalmente,   se   mantuvo   la   fase   B   al   2%   durante   1,5   min   más.   El  

espectrómetro   de   masas   se   hizo   funcionar   en   el   modo   negativo.   La   presión   del   gas   del  

nebulizador  se  ajustó  a  30  psi,  mientras  que  el  flujo  de  gas  de  secado  se  ajustó  a  16  L/min  a  una  

temperatura  de  150°C,  y  el  flujo  de  gas  envolvente  se  ajustó  a  12  L/min  a  una  temperatura  de  

300°C.  Los  voltajes  de  pulverización  capilar,  boquilla,  fragmentador  y  octopolo  1  RF  Vpp  fueron  

4000  V,  1000  V,  360  V  y  750  V,  respectivamente.  Los  escaneos  de  MS  Data  se  adquirieron  en  el  

rango  de  50-­‐500  m/z  en  modo  de  rango  dinámico  extendido  de  2  GHz  con  4  espectros/s  y  250  

ms/espectro.  Se  midieron  tres  energías  de  colisión  (0,  10  y  40  V)  en  cada  ciclo.  Se  utilizó  una  

masa  de  referencia  de  112,985587  para  la  corrección  de  la  masa  durante  el  análisis.  El  análisis  
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de   datos   se   realizó   con   el   software   MassHunter   Qualitative   Analysis   Navigator   (Agilent  

Technologies,  Rev.  B.08.00).  

Los   estándares   de   todos   los   compuestos   estudiados   se   sometieron   al   proceso   de  

extracción  para  comprobar  que  los  compuestos  no  se  deterioraban  y  cuantificar  la  recuperación  

para   las   curvas   de   calibración   (Figura   S1   del   Anexo).   Las   concentraciones   de   metabolitos  

intracelulares  se  dan  en  términos  del  volumen  ocupado  por  las  células,  estimado  a  partir  de  un  
3  y  un  número  de  células  de  7,5  x  108  células/mL  por  unidad  de  DO600.  

  

Expresión  y  purificación  de  proteínas  

La  cepa  de  E.  coli  BL21  (DE3)  wt  se  transformó  con  los  vectores  de  sobreexpresión  pET28a-­‐

mbp-­‐pyrE,  pET28a-­‐mbp-­‐cobB,  pRSF-­‐mbp-­‐pyrE26AcK  o  pRSF-­‐mbp-­‐pyrE103AcK  y  se  cultivó  en  medio  

Luria-­‐Bertani,  LB  (10  g  /L  de  triptona,  5  g/L  de  extracto  de  levadura  y  5  g/L  de  NaCl),  a  37  °C  con  

agitación  orbital  (200  rpm)  hasta  que  la  DO600  alcanzó  0,5-­‐0,6  unidades,  momento  en  el  que  se  

indujo  la  sobreexpresión  de  proteínas  con  IPTG  0,2  mM.  Para  la  sobreexpresión  de  las  proteínas  

OPRTasa-­‐26AcK  y  OPRTasa-­‐ -­‐acetil-­‐L-­‐lisina  10  mM  

y  nicotinamida  20  mM  30  min  antes  de   la   inducción.  Después  de   la   inducción,   las  células   se  

cultivaron  durante  16  h  a  20  °C  con  agitación  orbital  (200  rpm).  Las  cepas  de  E.  coli  BL21  (DE3)  

ackA pta patZ yiaC   cobB   se   transformaron   con   el   vector   pRSET-­‐pyrE   y   se  

cultivaron  en  medio  TB7  suplementado  con  glucosa  20  mM  (para  promover  la  acetilación)  a  37  

°C  con  agitación  orbital  (200  rpm).  Los  cultivos  se  indujeron  con  IPTG  0,4  mM  a  0,6-­‐0,8  unidades  

de  DO600,  y  se  cultivaron  a  20°C  con  agitación  orbital  (200  rpm)  durante  16  h.  Los  sedimentos  

celulares   se   recogieron   mediante   centrifugación   a   4   °C   durante   20   min   a   4000   x   g   y   se  

resuspendieron  en  tampón  de  unión  (50  mM  de  fosfato  de  potasio,  25  mM  de  imidazol,  500  mM  

de  NaCl,  pH  8).  Las  células  se  lisaron  por  sonicación  durante  2  min  (20  s  cada  pulso)  empleando  

un  sonicador  Vibra  Cell  (Sonicator  Sonics  &  Materials)  y  los  lisados  se  centrifugaron  durante  30  

min  a  4  °C  y  12000  x  g.  Los  sobrenadantes  se  introdujeron  en  una  columna  His-­‐Trap  HP  de  5  mL  

cargada  con  Ni  (II)  (GE  Healthcare)  previamente  equilibrada  en  tampón  de  unión.  Las  proteínas  

se  eluyeron  utilizando  un  gradiente  lineal  de  imidazol  de  0  a  500  mM  a  un  flujo  de  5  mL/min.  El  

tampón  de  proteína  se  cambió  a  tampón  de  conservación  (150  mM  de  Tris-­‐HCl,  50  mM  de  NaCl,  

pH  7,5)  empleando  una  columna  de  desalación   a  velocidad  

de  flujo  de  9  mL/min.  
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Ensayo  de  acetilación  no  enzimático  y  de  desacetilación  in  vitro  

El  ensayo  de  acetilación  no  enzimática  in  vitro  se  realizó  en  tampón  de  conservación.  Se  

incubaron  50  µg  de  OPRTasa  con  10  mM  de  acetil-­‐P  a  37°C  durante  6  h  con  agitación  orbital  (200  

rpm)  en  un  volumen  total  de  100  µL.  Se  realizó  una  reacción  control  bajo  las  mismas  condiciones,  

pero  sin  acetil-­‐P.    

La  reacción  de  desacetilación  se  realizó  en  tampón  de  conservación  suplementado  con  

(nicotinamida  adenina  dinucleotido)  NAD+  a  1  mM.  El  ensayo  se  llevó  a  cabo  mezclando  50  µg  

de  OPRTasa  con  100  µg  de  CobB  en  un  volumen  total  de  100  µL.  La  reacción  se  incubó  durante  

6  h  a  37°C  con  agitación  orbital  (200  rpm).  Se  llevó  a  cabo  una  reacción  de  control  sin  NAD+.  Para  

separar   las   proteínas   CobB   y   OPRTasa,   las   reacciones   se   cargaron   en   una   columna   de  

intercambio  aniónico  (Hi-­‐trap  Q  HP,  GE  Healthcare).  La  columna  se  equilibró  previamente  con  

tampón  de  conservación  y  las  proteínas  se  separaron  utilizando  un  gradiente  lineal  de  NaCl  de  

0,05  a  1  M  a  una  velocidad  de  flujo  de  5  mL/min.  

  

Ensayo  enzimático  de  la  OPRTasa  

La  actividad  de  la  OPRTasa  se  analizó  como  se  ha  descrito  previamente  [52].  Los  ensayos  

se  realizaron  en  tampón  de  conservación,  con  la  adición  de  5  mM  de  MgCl2,  0,2  mM  de  orotato  

y  1  mM  de  PRPP  para  la  reacción  directa,  y  3  mM  de  MgCl2,  2  mM  de  PPi  y  0,1  mM  de  OMP  para  

la  reacción  inversa.  Las  reacciones  se  llevaron  a  cabo  a  30°C  en  un  volumen  total  de  100  µL  y  se  

iniciaron   con   la   adición   de   la   OPRTasa.   El   ensayo   se   monitorizó   por   la   disminución   de   la  

absorbancia  a  295  nm  causada  por  la  conversión  de  orotato  en  OMP  en  la  reacción  directa,  o  

por  el  aumento  de  la  absorbancia  a  295  nm  causado  por  la  formación  de  orotato  en  la  reacción  

inversa.  La  actividad  específica  se  calculó  utilizando  el  coeficiente  de  extinción  del  orotato  a  295  

nm  (3950  M-­‐1cm-­‐1).  Una  unidad  de  actividad  se  definió  como  la  cantidad  de  enzima  necesaria  

para  convertir  1  µmol  de  orotato  en  OMP  por  minuto  (reacción  directa)  o  1  µmol  de  OMP  en  

orotato  por  minuto  (reacción  inversa),  ambas  a  30°C.  Las  reacciones  se  realizaron  por  triplicado.  

Para  determinar  los  parámetros  cinéticos  la  concentración  de  orotato  varió  de  0,5  a  200  µM  a  

PRPP   1   mM,   la   concentración   de   PRPP   varió   de   12,5   a   1000   µM   a   orotato   0,2   mM,   la  

concentración  de  PPi  varió  de  0,005  a  2  mM  a  OMP  0,1  mM  y  la  de  OMP  varió  de  0,001  a  0,1  

mM  a  PPi  2  mM.  Los  parámetros  cinéticos  se  determinaron  empleando  el  software  analítico  

Prism  v7  (GraphPad)  y  las  desviaciones  estándar  se  determinaron  a  partir  de  los  replicados.  
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Cuantificación  de  metabolitos  extracelulares  y  estudio  fisiológico  

E.  coli  K12  wt,  E.  coli   cobB,  y  E.  coli   pyrE  transformadas  con  los  vectores  pSF-­‐

pMB1´-­‐BAD-­‐mbp-­‐pyrE,   pRSF-­‐BAD-­‐mbp-­‐pyrE26AcK   o   pRSF-­‐BAD-­‐mbp-­‐pyrE103AcK   se   cultivaron   en  

medio  TB7  suplementado  con  glicerol  40  mM.  Se  utilizó  glicerol  para  la  correcta  expresión  de  la  

proteína  bajo  el  control  del  promotor  PBAD.  Los  cultivos  se  indujeron  con  2  mM  de  arabinosa  a  

0,3  unidades  de  DO600,  y  para  la  expresión  de  las  proteínas  acetiladas  se  añadieron  nicotinamida  

-­‐acetil-­‐L-­‐lisina  10  mM  antes  de  la  inducción.  Se  calcularon  los  parámetros  cinéticos  

y  estequiométricos,  y  se  determinó  la  velocidad  de  crecimiento  específica  [53].  Para  cuantificar  

el  consumo  de  glicerol  y  la  concentración  de  orotato  extracelular  se  tomó  1  mL  de  cada  uno  de  

los  cultivos  a  diferentes  tiempos  de  crecimiento.  Las  muestras  se  centrifugaron  a  4°C  durante  1  

min   a   12000   x   g,   y   los   sobrenadantes   se   congelaron   hasta   su   análisis.   Los   metabolitos  

extracelulares   y   el   consumo   de   glicerol   se   analizaron   por   HPLC   utilizando   una   columna   de  

exclusión  iónica  (ICSep  Coregel  87H3,  Transgenomic),  y  detectores  UV  y  de  índice  de  refracción  

(Shimadzu  Scientific  Instruments).  La  fase  móvil  fue  5  mM  de  H2SO4  a  un  flujo  de  1  mL/min  y  

65°C.  

  

Identificación  de  acetilación  de  proteínas  LC-­‐MS/MS  

Para  identificar  las  lisinas  acetiladas  de  las  proteínas  se  llevó  a  cabo  un  ensayo  LC-­‐MS/MS  

(cromatografía   líquida   acoplada   a   espectrometría   de   masas).   Las   proteínas   se   alquilaron  

mediante  incubación  con  yodoacetamida  100  mM  durante  30  min  en  la  oscuridad  a  temperatura  

ipsina  Gold  (Promega)  (1:100  m/m)  durante  

3  h  a  37  °C,  y  la  reacción  se  detuvo  mediante  la  adición  de  ácido  fórmico  al  0,1  %.  Los  péptidos  

trípticos  se  secaron  empleando  un  evaporador  al  vacío  y  luego  se  separaron  y  analizaron  por  LC-­‐

MS/MS.  

La  separación  y  el  análisis  de  los  péptidos  trípticos  de  las  muestras  se  realizaron  con  un  

sistema  HPLC/MS  que  consta  de  un  HPLC  Agilent  1290  Infinity  II  Series  (Agilent  Technologies,  

Santa  Clara,  CA,  EE.  UU.)  conectado  a  un  espectrómetro  de  masas  Agilent  6550  Q-­‐TOF  (Agilent  

Technologies,   Santa   Clara,   CA,   EE.   UU.)   utilizando   una   interfaz   de   electropulverización   dual  

Agilent   Jet   Stream   Dual   (AJS-­‐Dual   ESI).   Las   muestras   de   la   digestión   con   tripsina   se  

resuspendieron   en   20   µl   de   tampón   A,   que   consiste   en   agua/acetonitrilo/ácido   fórmico  

(94,9:5:0,1).   La   muestra   se   inyectó   en   una   columna   HPLC   de   mapeo   de   péptidos   Agilent  

AdvanceBio  (2,7  µm,  100  ×  2,1  mm,  Agilent  Technologies),  termostatizada  a  50  °C,  con  un  flujo  

de  0,4  mL/min.  Los  péptidos  digeridos  se  eluyeron  usando  un  gradiente  lineal  de  0-­‐40  %  de  fase  
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B  (agua/acetonitrilo/ácido  fórmico,  10:89,9:0,1)  durante  40  min,  seguido  de  un  gradiente  lineal  

de  40-­‐95  %  de  fase  B  durante  8  min.  Se  mantuvo  la  fase  B  al  95%  durante  3  min.  El  espectrómetro  

de  masas  se  hizo  funcionar  en  el  modo  positivo.  La  presión  del  gas  del  nebulizador  se  ajustó  a  

35  psi,  mientras  que  el  flujo  de  gas  de  secado  se  ajustó  a  14  L/min  a  una  temperatura  de  300  °C,  

y  el  flujo  de  gas  envolvente  se  ajustó  a  11  L/min  a  una  temperatura  de  250  °C.  Los  voltajes  RF  

Vpp  de  pulverización  capilar,  boquilla,  fragmentador  y  octopolo  fueron  de  3500  V,  100  V,  360  V  

y  750  V,   respectivamente.   Los  datos  de  perfil   se  adquirieron  para  escaneos  MS  y  MS/MS  en  

modo  de  rango  dinámico  extendido  a  4  GHz.  El  rango  de  masas  de  MS  y  MS/MS  fue  de  50-­‐1700  

m/z   y   las   velocidades   de  escaneo   fueron  de  8   espectros/s   para  MS  y   de  3   espectros/s   para  

MS/MS.   Se   utilizó   el  modo  Auto  MS/MS   con   selección   de   precursores   por   abundancia   y   un  

máximo  de  20  precursores  seleccionados  por  ciclo.  Se  utilizó  una  energía  de  colisión  en  rampa  

con  una  pendiente  de  3,68  y  un  desplazamiento  de  -­‐4,28.  El  mismo  ion  fue  rechazado  después  

de  dos  espectros  consecutivos.  El  procesamiento  y  análisis  de  datos  se  realizó  en  Spectrum  Mill  

MS  Proteomics  Workbench  (Rev  B.06.00.201,  Agilent  Technologies,  Santa  Clara,  CA,  EE.  UU.).  

  

Ensayo  de  transferencia  Western  

Para  estudiar  la  acetilación  de  las  proteínas,  las  muestras  se  separaron  por  electroforesis  

SDS-­‐PAGE  con  acrilamida  al  10  %  y  se  transfirieron  a  membranas  de  fluoruro  de  polivinilideno  

(PVDF)  empleando  una  unidad  de   transferencia   semiseca   (Trans-­‐Blot  Turbo  Transfer  System,  

Bio-­‐Rad).  Las  membranas  se  incubaron  con  un  anticuerpo  primario  monoclonal  de  conejo  anti-­‐

acetillisina   (Anti-­‐AcK)   (InmuneChem)   y   con   un   anticuerpo   secundario   anti-­‐conejo   de   cabra  

conjugado  con  HRP  (Santa  Cruz  Biotechnology).  Finalmente,  la  membrana  se  incubó  con  sustrato  

quimioluminiscente   Super Fisher   Scientific)   durante   10  min   y   se  

reveló   con   un   analizador   quimioluminiscente   Amersham   Imager   600   (GE   Healthcare).   Para  

estudiar   la   expresión   de   las   proteínas   OPRTasa-­‐26AcK   y   OPRTasa-­‐103AcK   se   empleó   el  

anitcuerpo   primario   monoclonal   de   ratón   anti-­‐(His)6   (Thermo   Fisher   Scientific),   y   como  

anticuerpo   secundario  un  anticuerpo  anti-­‐ratón  de   cabra   conjugado   con  HRP   (Invitrogen)   (la  

sobreexpresión  de  proteína  específicamente  acetilada  se  muestra  en  la  Figura  S2  del  Anexo).  
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Resultados  

Cuantificación  de  los  metabolitos  intracelulares  y  extracelulares  de  la  ruta  de  biosíntesis  

de  pirimidinas  de  novo  en  E.  coli  wt  y  E.  coli   cobB  

El  ácido  orótico  y  otros  metabolitos  intermediarios  de  la  ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  

se  excretan  durante  el  crecimiento  de  algunas  cepas  de  E.  coli  [54] [56].  En  un  trabajo  anterior,  

encontramos  un  aumento  de  35  veces  en  la  excreción  de  orotato  en  la  cepa  deficiente  en  el  gen  

de  la  desacetilasa  cobB  con  respecto  a  la  cepa  wt  [57].  Esta  gran  diferencia  probablemente  no  

puede   exp -­‐cetoglutarato   por   acetilación   de   la  

isocitrato  liasa,  por  lo  que  pensamos  que,  simultáneamente,  podría  ocurrir  una  regulación  por  

acetilación  de  la  ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  en  ausencia  de  CobB,  lo  que  contribuiría  al  

elevado  aumento  de   la  excreción  de  orotato.  De  acuerdo   con  esta  propuesta,   analizamos   la  

producción  de  fibras  curli  mediante  un  ensayo  de  unión  al  Rojo  Congo  en  la  cepa  wt  y  el  mutante  

cobB  como  una  medida  indirecta  de  la  perturbación  de  la  biosíntesis  de  UMP.  Garavaglia  et  al.  

[58]  demostraron  que  la  inactivación  de  la  ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  afecta  la  producción  

de  curli  y  celulosa  en  E.  coli.  Además,  las  fibras  de  amiloide  de  curli  se  unen  al  colorante  Rojo  

Congo  y  muestran  un  fenotipo  rojo  en  medio  agar  suplementado  con  este  colorante  (medio  RC).  

Como  resultado  de  estos  ensayos,  la  cepa  wt  mostró  un  fenotipo  medio  RC  más  oscuro  que  el  

mutante   cobB  (Figura  2),  lo  que  podría  indicar  una  producción  alterada  de  fibras  debido  a  una  

menor  producción  de  pirimidinas  en  este  mutante.  

  

Figura  2:  Ensayo  de  unión  al  Rojo  Congo  (RC)  de  las  cepas  E.  coli   cobB  (B).  Ambas  cepas  se  
cultivaron  en  medio  RC  a  30  °C  durante  20  h  y  se  detectó  la  unión  del  colorante  después  de  la  incubación  
a  4  °C  durante  48  h.  La  imagen  se  analizó  con  el  software  de  código  abierto  ImageJ  y  se  seleccionaron  9  
puntos  espaciados   regularmente  en   cada  parte  de   la  placa,  A   y  B,   con   la  herramienta  Multi-­‐Point.   La  
intensidad  promedio  de  cada  conjunto  de  puntos  múltiples  fue  897,7  ±  44  para  A  y  345,1  ±  43  para  B.  

  

En   vista   de   estos   prometedores   resultados,   medimos   la   concentración   intracelular   y  

extracelular  de   los  metabolitos  de   la  ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  de  novo  mediante  LC-­‐

MS/MS  en  las  cepas  de  E.  coli   cobB  que  crecieron  en  medio  mínimo  suplementado  con  

A B



Capítulo  5  

141  

glucosa.  Las  muestras  se  tomaron  en  diferentes  momentos  de  crecimiento:  antes  de  la  fase  de  

crecimiento  exponencial  (DO600  0.5),  en  la  fase  de  crecimiento  exponencial  medio  (DO600  1.5),  

en   la   fase  de  crecimiento  exponencial   largo   (DO600  3)  y  en   la   fase  estacionaria   (Estacionaria)  

(Figura  S3  del  Anexo).  Se  analizaron  los  principales  metabolitos  intermediarios  de  la  ruta  y  otros  

relacionados,   tales   como,   bicarbonato,   CP,   CASP,   DHO,   ácido   orótico,   PRPP,   OMP,   UMP,   L-­‐

glutamina,  L-­‐glutamato,  ATP  y  L-­‐aspartato  (Figura  3A,  B  y  C).  
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Figura   3:   Concentración   intracelular   y   extracelular   de   los   metabolitos   de   la   ruta   de   biosíntesis   de  
pirimidinas.  Las  cepas  E.  coli  K12  wt  (barras  grises)  y  E.  coli   cobB  (barras  verdes)  se  cultivaron  en  medio  
mínimo  MM9  suplementado  con  20  mM  de  glucosa.  N.D.:  no  detectado.  (A)  Concentración  intracelular  
de  los  metabolitos  CP,  CASP,  DHO,  ácido  orótico,  OMP  y  UMP  de  la  ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  de  
novo   para   ambas   cepas   a   diferentes   tiempos   de   crecimiento.   (B)   Concentración   extracelular   de   los  
metabolitos  CP,  CASP,  DHO  y  ácido  orótico  de  la  ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  de  novo  en  ambas  cepas  
a  diferentes  tiempos  de  crecimiento.  (C)  Concentración  intracelular  y  extracelular  de  otros  metabolitos  
que  intervienen  en  la  ruta  (Glu,  Gln,  Asp,  Arg  y  ATP)  en  ambas  cepas  y  a  diferentes  tiempos  de  crecimiento.  
Se   realizó   una   prueba  ANOVA  de   dos   vías   con  Graphpad  Prism  7.0   para   identificar   diferencias   en   las  
concentraciones  entre  ambas  cepas  (p-­‐valor  <  0,0001  (****).  <0,001  (***).  <0,01  (**).  y  <0.05(*)).      

  

Los  perfiles  de  producción  o  consumo  de  los  principales  metabolitos  de  la  síntesis  de  UMP  

se  muestran  en  la  Figura  3A.  No  se  detectó  ni  bicarbonato  ni  PRPP  en  las  condiciones  del  estudio.  
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wt  en  todas   las  muestras  (p-­‐valor  <  0,001).  Los  siguientes  dos  metabolitos  de   la  ruta,  CASP  y  

DHO,  mostraron  un  perfil  opuesto,  con  una  disminución  en  la  concentración  a  lo  largo  del  tiempo  
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de  cultivo,  y  con  una  tendencia  similar  en  ambas  cepas.  En  cuanto  al  ácido  orótico,  se  detectó  

cobB   que   en   la   cepa  wt   (p-­‐valor   <  

0,0001),  y  un  aumento  de   cobB,  y  de  63,3  a  203,3  

,  el  OMP,  no  se  detectó  en   las  primeras  

etapas  del   crecimiento  del   cultivo,   sin  embargo,   se   detectó  en   la   fase  tardía  del   cultivo,   con  

mayor  abundancia  en  la  cepa  wt.  El  último  metabolito  de  la  ruta,  el  UMP,  mostró  valores  más  

cobB  en  todas  las  muestras  (p-­‐valor  <  0,05  y  <  0,0001),  con  un  rango  

cobB.   En   resumen,   los   perfiles   de  

concentración  de  ácido  orótico  y  OMP  sugirieron  una  actividad  diferente  de  la  enzima  OPRTasa  

cobB.  

En   cuanto   a   los   metabolitos   extracelulares   que   se   muestran   en   la   Figura   3B,   no  

observamos  excreción  de  OMP  o  UMP.  Además,  todos  los  metabolitos  cuantificados  mostraron  

el  mismo  perfil   con   un   aumento   de   la   concentración   durante   el   crecimiento  del   cultivo.   Las  

mayores   diferencias   entre   cepas   se   observaron   en   los   compuestos   CASP   y   orotato.   El   CASP  

cobB  en  las  muestras  de  DO600  1,5  y  estacionaria  

(p-­‐valor  <  0.001)  y  el  comportamiento  opuesto  en  la  muestra  de  DO600  3  (p-­‐valor  <  0.001).  Por  

último,  el  ácido  orótico  fue  el  metabolito  con  mayores  diferencias  de  concentración  extracelular  

entre  ambas  cepas,  con  un  p-­‐valor  <  0,0001   cobB,   lo  que  

también  apoya  un  bloqueo  de  la  ruta  metabólica  a  nivel  de  la  enzima  OPRTasa  en  esta  cepa.  

Respecto   a   la   concentración   de   los   otros   metabolitos   que   participan   en   la   primera  

reacción  de  la  ruta,  ATP,  glutamina  y  glutamato  [5],  estos  mostraron  un  perfil  diferente  (Figura  

3C).  El  ATP  no  fue  excretado  al  medio  extracelular  pero  la  concentración  intracelular  de  ATP  fue  

cobB  que  en  la  cepa  wt  y  disminuyó  durante  el  tiempo  de  cultivo.  

Con   respecto   a   las   concentraciones   intracelulares   de   glutamato   y   glutamina,   se   detectaron  

cobB   (p-­‐valor  <0.01  y  <0.0001).   La  glutamina  no  se  

excretó   al  medio   extracelular,   pero   el   glutamato   se   excretó   casi   sin   diferencia   entre   ambas  

cepas.  El  primer  producto  de  la  vía,  el  CP,  también  está  involucrado  en  la  biosíntesis  de  arginina  

[5],   por   lo   que   medimos   la   concentración   de   arginina   intracelular   y   extracelular,   pero   no  

observamos  diferencias  relevantes  entre  ambas  cepas.  Finalmente,  el  aspartato  participa  en  la  

reacción  ATCasa  [6]   cobB  (p-­‐valor  <  0,01  y  

<  0,0001).  

Teniendo   en   cuenta   todos   los   resultados,   aunque   existen  otras   diferencias   entre  wt   y  

cobB,  la  más  relevante  es  la  baja  concentración  de  OMP  y  la  acumulación  de  ácido  orótico  en  
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cobB,  lo  que  sugiere  un  bloqueo  a  nivel  de  la  OPRTasa  en  este  mutante  que  podría  deberse  a  

un   evento   de   regulación   por   acetilación.   Otra   diferencia   apreciable   fue   una   concentración  

cobB  en  comparación  con  la  cepa  wt,   lo  que  

también  podría  indicar  una  regulación  diferente  de  la  enzima  ATCasa  entre  ambas  cepas.  

  

Medida  de  la  actividad  enzimática  de  la  OPRTasa  acetilada  in  vitro  

Para  comprobar  si  la  acetilación  de  lisinas  implicaba  cambios  en  la  actividad  de  la  ATCasa  

o   de   la   OPRTasa,   purificamos   ambas   enzimas   y   las   sometimos   a   un   proceso   de   acetilación  

química  utilizando  10  mM  de  acetil-­‐P,  y  posteriormente  a  una  reacción  de  desacetilación  con  

CobB.  Aunque  la  acumulación  de  CP  podría  sugerir  que  la  actividad  de  ATCasa  está  alterada,  no  

se  observaron  diferencias  en  las  mediciones  de  actividad  entre  la  enzima  purificada,  acetilada  y  

desacetilada.   Sin   embargo,   se   observó   señal   en   el   Western   blot   con   anti-­‐acetil-­‐lisina   en   la  

muestra   control   y   la   acetilada,   siendo   en   esta   última  más   intensa   (Figura   S4   del   Anexo).   En  

cualquier   caso,   estos   resultados   no   descartan   que   la   ATCasa   pueda   ser   acetilada   en   otras  

circunstancias  por  acetiltransferasas.  Del  mismo  modo  se  midió  la  actividad  de  la  OPRTasa  y  se  

llevó  a  cabo  un  Western  blot  para  conocer  su  nivel  de  acetilación  (Figura  4).  

  

Figura  4:  Western  blot  y  actividad  enzimática  de  la  OPRTasa  purificada  (control),  la  OPRTasa  sometida  
a  una  reacción  de  desacetilación  (Desacetilada)  y   la  OPRTasa  sometida  a  una  reacción  de  acetilación  
(Acetilada).  (A)  SDS-­‐PAGE  y  Western  blot  anti-­‐acetil-­‐lisina  (anti-­‐AcK)  del  control  de  OPRTasa  (calle  1)  la  
OPRTasa  desacetilada  (calle  2)  y  la  OPRTasa  acetilada  (calle3).  El  marcador  de  masa  molecular  (M)  está  
incluido   en   el   lado   izquierdo.   (B)   Actividad   enzimática   relativa   de   la   OPRTasa   control,   la   OPRTasa  
desacetilada  y  la  OPRTasa  acetilada.  La  actividad  de  la  muestra  de  la  OPRTasa  control  se  ajustó  al  100%.  
Se   llevó   a   cabo   una   prueba   de   ANOVA   de   una   vía   para   identificar   diferencias   significativas   entre   las  
actividades  enzimáticas  relativas  (p-­‐valor  <  0,01  (**)  y  <  0,05(*)).    
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Para  el  ensayo  de  Western  blot  se  utilizó  el  anticuerpo  anti-­‐acetil-­‐lisina  (Figura  4A).  No  

observamos  señal  en  las  muestras  control  y  la  desacetilada,  mientras  que  se  detectó  un  ligero  

aumento   de   la   señal   en   la  muestra   acetilada.   Posteriormente,  medimos   la   reacción   directa  

catalizada  por  la  OPRTasa,  con  PRPP  y  orotato  como  sustratos,  y  observamos  una  disminución  

del  25,2  %  en  la  actividad  enzimática  de  la  OPRTasa  acetilada  con  respecto  al  control  (p-­‐valor  <  

0,05).  Esta  pérdida  de  actividad  fue  mayor  al  comparar   las  muestras  desacetilada  y  acetilada,  

con  una  disminución  del  34,4  %   (p-­‐valor  <  0,01)   (Figura  4B).  Por   lo   tanto,  concluimos  que   la  

acetilación  fue  la  responsable  de  la  disminución  de  la  actividad  observada  en  la  OPRTasa.  

  

Medida  de  la  actividad  enzimática  y  caracterización  cinética  de  la  OPRTasa-­‐26AcK  y  la  

OPRTasa-­‐103AcK  

Los   estudios   proteómicos  de  E.   coli   han   detectado  4   lisinas   sujetas   a   acetilación   en   la  

OPRTasa,  K19,  K26,  K103  y  K194  [36] [41].  Dos  de  estos  residuos,  K26  y  K103,  tienen  un  papel  

esencial  en  la  catálisis  de  la  OPRTasa  en  los  organismos  en  los  que  se  conservan,  incluido  E.  coli  

[9],  [59],  [60].  Por  lo  tanto,  seleccionamos  estos  dos  residuos  de  lisina  para  estudiar  el  efecto  de  

la  acetilación  sobre  los  mismos.  Con  este  fin,  empleamos  el  enfoque  de  expansión  del  código  

-­‐acetil-­‐L-­‐lisinas   en   estas   posiciones   [47].   Las  

proteínas  específicamente  acetiladas  y  la  OPRTasa  control  no  acetilada  fueron  purificadas  de  E.  

coli  BL21.  Los  ensayos  de  desacetilación  se  llevaron  a  cabo  sobre  la  OPRTasa-­‐26AcK  y  la  OPRTasa-­‐

103AcK  en  presencia  de   la  desacetilasa  CobB.  Se  midió   la  actividad  de   la  enzima  control,   las  

desacetiladas  y  las  acetiladas,  y  se  comprobó  el  nivel  de  acetilación  por  Westen  blot  (Figura  5).  
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Figura   5:   Western   blot   y   actividad   enzimática   de   las   enzimas   OPRTasa   (control),   OPRTasa-­‐26AcK  
desacetilada  (OPRTasa-­‐26AcK  D),  OPRTasa-­‐103AcK  desacetilada  (OPRTasa-­‐103AcK  D),  OPRTasa-­‐26AcK  
y  OPRTasa-­‐103AcK.   (A)  SDS-­‐PAGE  y  Western  blot  anti-­‐acetil-­‐lisina   (Anti-­‐AcK)  de   las  muestras  OPRTasa  
control   (calle   1),   OPRTasa-­‐26AcK   D   (calle   2),   OPRTasa-­‐103AcK   D   (calle   3),   OPRTasa-­‐26AcK   (calle   4)   y  
OPRTasa-­‐103AcK   (calle   5).   El  marcador   de  masa  molecular   (M)   está   incluido   en   el   lado   izquierdo.   (B)  
Actividades  enzimáticas  relativas  de   la  OPRTasa  control,   la  OPRTasa-­‐26AcK  D,   la  OPRTasa-­‐103AcK  D,   la  
OPRTasa-­‐26AcK  y  la  OPRTasa-­‐103AcK.  La  actividad  de  la  muestra  de  la  OPRTasa  control  se  ajustó  al  100%.  
Se  realizó  una  prueba  de  ANOVA  de  una  vía  para  identificar  diferencias  significativas  entre  las  actividades  
enzimáticas  relativas  de  las  muestras  con  respecto  a  la  muestra  control  (p-­‐valor  <  0,0001  (****)).  

  

Para  comprobar  el  nivel  de  acetilación  de   las  muestras,  realizamos  un  ensayo  Western  

blot  (Figura  5A),  que  no  mostró  acetilación  detectable  en  las  muestras  desacetilada  y  control,  

mientras   que   la   OPRTasa-­‐26AcK   y   la   OPRTasa-­‐103AcK   generaron   una   señal   clara   con   el  

anticuerpo  anti-­‐acetil-­‐lisina.  Por  tanto,  la  ausencia  de  acetilación  detectable  en  las  muestras  de  

proteínas  desacetiladas  mostró  que  ambas  lisinas  acetiladas  podían  ser  dianas  de  la  desacetilasa  

de   CobB   in   vitro.   La   reacción   directa   para   producir  OMP   se  midió   en   la  OPRTasa   control,   la  

OPRTasa-­‐26AcK,  la  OPRTasa-­‐103AcK,  la  OPRTasa-­‐26AcK  D  y  la  OPRTasa-­‐103AcK  D  (Figura  5B).  El  

efecto   de   la   acetilación   en   la   OPRTasa-­‐26AcK   y   la   OPRTasa-­‐103AcK   condujo   a   una   fuerte  

disminución  de   la  actividad  enzimática  con   respecto  a   la  muestra  control   (p-­‐valor  <  0,0001).  

Observamos   una   pérdida   de   actividad   del   71,2   %   para   la   OPRTasa-­‐26AcK,   mientras   que   la  

acetilación  en  la  K103  eliminó  prácticamente  la  actividad  enzimática  (pérdida  del  96,2  %).  Tras  

someter  las  muestras  a  la  reacción  de  desacetilación  con  CobB,  observamos  una  recuperación  

de   la   actividad   en   ambos   casos,   sin   diferencias   significativas   con   la   actividad   de   la  OPRTasa  
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control.  Los  resultados  demostraron  la  importancia  de  estos  residuos  para  la  actividad  catalítica  

de  la  OPRTasa,  que  CobB  reconoce  como  sustratos  in  vitro.  

Para  comprender  el  papel  de  la  acetilación  en  los  residuos  K26  y  K103,  se  llevó  a  cabo  la  

caracterización   cinética  de   la   reacción  directa   (Tabla  1A)   e   inversa   (Tabla  1B)  de   la  OPRTasa  

control  y  de  los  mutantes  acetilados  y  desacetilados.  

Tabla  1A:  Parámetros  cinéticos.  Parámetros  cinéticos  de   la  OPRTasa  de  E.  coli,   las  proteínas  mutantes  
acetiladas  (OPRTasa-­‐26AcK  y  OPRTasa-­‐103AcK)  y  desacetiladas  (OPRTasa-­‐26AcK  D  y  OPRTasa-­‐103AcK  D)  
a  30°C  para  la  reacción  directa.  

      Orotato   PRPP  

Enzima   kcat  
(s-­‐1)  

KM  
( M)  

kcat/KM  

(mM-­‐1  s-­‐1)  
KM  

( M)  
kcat/KM  

(mM-­‐1  s-­‐1)  

OPRTasa  control   32  ±  2   43  ±  5   739   111  ±  12   286  
OPRTasa-­‐26AcK   1,7  ±  0,2   96  ±  10   18   119  ±  9   14  

OPRTasa-­‐103AcK   0,11  ±  0,01   44  ±  6   2,6   241  ±  24   0,5  

OPRTasa-­‐26AcK  D   28  ±  2,3   63  ±  7   450   123  ±  10   228  
OPRTasa-­‐103AcK  D   25  ±  1,7   46  ±  5   550   140  ±  13   160  
  

Tabla  1B:  Parámetros  cinéticos.  Parámetros  cinéticos  de   la  OPRTasa  de  E.  coli,   las  proteínas  mutantes  
acetiladas  (OPRTasa-­‐26AcK  y  OPRTasa-­‐103AcK)  y  desacetiladas  (OPRTasa-­‐26AcK  D  y  OPRTasa-­‐103AcK  D)  
a  30°C  para  la  reacción  reversa.  

      OMP   PPi  

Enzima   kcat    
(s-­‐1)  

KM    
( M)  

kcat/KM    

(mM-­‐1  s-­‐1)  
KM    

( M)  
kcat/KM    

(mM-­‐1  s-­‐1)  

OPRTasa  control   19  ±  0,7   15  ±  1   1257   36  ±  2   525  
OPRTasa-­‐26AcK   3,2  ±  0,2   64  ±  7   50   104  ±  8   31  
OPRTasa-­‐103AcK   0,14  ±  0,0   21  ±  2   6,8   115  ±  9   1,2  
OPRTasa-­‐26AcK  D   17  ±  0,2   14  ±  1   1215   55  ±  6   310  
OPRTasa-­‐103AcK  D   18  ±  0,2   18  ±  2   985   40  ±  4   457  
  

Los  parámetros  cinéticos  de  la  OPRTasa  control  obtenidos  en  este  trabajo  son  del  mismo  

orden  de  magnitud   que   los   informados   en  otros   estudios   [61].   La   acetilación  de   la   lisina   26  

implicó  una  disminución  de  19  y  6,3  veces  en   la  kcat,   tanto  de   la   reacción  directa  como  de   la  

inversa  (Tabla  1A  y  1B),  con  respecto  a  la  OPRTasa  control.  Por  el  contrario,  el  valor  de  la  KM  para  

PRPP  no  se  vio  afectado  por  la  acetilación  de  la  K26  (Tabla  1A),  mientras  aumentó  4  veces  para  

el  OMP,  y  los  valores  de  KM  para  la  reacción  inversa  aumentaron  2  y  3  veces  para  el  orotato  y  el  

PPi,   respectivamente,   en   relación   con   los   valores   control   (Tabla   1B).   Al   mismo   tiempo,   la  

desacetilación  de   la  OPRTasa-­‐26AcK   supuso  una   recuperación  de   los  parámetros  cinéticos   al  

nivel  de  la  OPRTasa  control.  
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Por  otro  lado,  la  acetilación  de  la  lisina  103  resultó  en  una  severa  reducción  de  los  valores  

del  número  de  recambio  y  de  la  eficiencia  de  la  enzima,  medida  por  el  ratio  kcat/KM.  Los  valores  

de   kcat   para   las   reacciones   directa   e   inversa   fueron   0,11   y   0,14   s-­‐1,   lo   que   representó   una  

disminución  de  300  y  150  veces,  respectivamente.  En  cuanto  a  los  valores  de  KM,  se  observaron  

diferencias   menos   pronunciadas   que   para   los   valores   de   kcat   y   kcat/KM.   Así,   se   detectaron  

aumentos  de  2  y  3  veces  para  los  valores  de  KM  para  el  PRPP  y  el  PPi  con  respecto  a  la  OPRTasa  

control,  mientras  que  no  se  detectaron  diferencias  para  los  valores  de  KM  para  el  orotato  y  el  

OMP.   Al   igual   que   para   el   mutante   K26,   la   desacetilación   de   la   lisina   103   condujo   a   una  

restauración  de  los  parámetros  cinéticos.  

  

Estudio  del  mecanismo  de  acetilación  in  vivo  de  la  OPRTasa  

Para  comprender  el  mecanismo   in  vivo  que  conduce  a  la  acetilación  de  la  OPRTasa  y  la  

consiguiente  pérdida  de  actividad,   llevamos  a   cabo   la  purificación  de   la  proteína  a  partir  de  

diferentes  cepas  mutantes  de  E.  coli.  Estas  cepas  son  deficientes  en  las  KATs  YiaC  y  PatZ,  en  la  

desacetilasa  CobB,  y  en  las  enzimas  AckA  (acetato  quinasa)  y  Pta  (fosfato  acetiltransferasa).  La  

eliminación  de  las  enzimas  AckA  y  Pta  está  relacionada  con  un  aumento  y  una  disminución  del  

nivel   de   acetilación,   debido   a   que   son   las   encargadas   del   consumo   y   formación   de   acetil-­‐P,  

respectivamente  [36],  [38].  Por  lo  tanto,  la  OPRTasa  se  purificó  a  partir  de  E.  coli   patZ,  

yiaC cobB ackA   pta  en  cultivos  en  medio  TB7  suplementado  con  glucosa  20  mM,  y  se  

midió  la  actividad  enzimática  de  la  reacción  directa  para  las  proteínas  purificadas  (Figura  6).  

  

Figura  6:  Actividades  enzimáticas  relativas  de  las  OPRTasa  purificadas  de  E.  coli   patZ yiaC,  
cobB ackA   pta.  La  actividad  de  la  OPRTasa  de  wt  se  fijó  al  100%.  Se  llevó  a  cabo  una  prueba  ANOVA  

de   una   vía   para   identificar   diferencias   significativas   entre   las   actividades   enzimáticas   relativas   de   las  
muestras  con  respecto  a  la  OPRTasa  de  la  muestra  wt  (p-­‐valor  <0,001  (***)).  
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cobB ackA   pta  mostró  diferencias  

significativas  con  respecto  a  la  OPRTasa  de  wt  (p-­‐valor  <  0,001).  La  OPRTasa  purificada  a  partir  

de  un  escenario   ackA)  mostró  una  reducción  de  la  actividad  del  30  

%  con  respecto  a  la  OPRTasa  de  wt,  y  la   pta)  

mostró  un  aumento  de   la  actividad  del  35  %  con  respecto  a   la  de  wt.  Por  el  contrario,  no  se  

observaron   diferencias   significativas   en   la   actividad   enzimática   de   la   OPRTasa   purificada   de  

patZ   yiaC  y  con  respecto  a  la  de  wt.  La  eliminación  de  la  única  desacetilasa  conocida  de  E.  

coli   implicó   una   reducción   del   36  %   en   la   actividad   con   respecto   a   la   OPRTasa   de  wt.   Para  

comprobar   que  esta   disminución   de   la   actividad   se  debía   a   la   acetilación   de   algunas   de   sus  

lisinas,  se  analizó  mediante  LC-­‐MS/MS  la  OPRTasa  purificada  del  mutante  cobB  detectando  la  

lisina  K26  acetilada.  

  

pyrE  con  la  OPRTasa  control,  la  OPRTasa-­‐26AcK  

y  la  OPRTasa-­‐103AcK  y  estudio  fisiológico  de  las  cepas  

Para  conocer  las  consecuencias  fisiológicas  de  la  acetilación  permanente  en  las  lisinas  26  

y   103   de   la  OPRTasa   in   vivo,   llevamos   a   cabo   un   ensayo   de   complementación   de   una   cepa  

deficiente  en  el  gen  pyrE   con  plásmidos  PBAD  que  contenían   la  OPRTasa  control,   la  OPRTasa-­‐

26AcK  y  la  OPRTasa-­‐103AcK.  Para  este  propósito,  E.  coli  K12  wt,   cobB,   pyrE,   pyrE  +  OPRTasa,  

pyrE  +  OPRTasa-­‐26AcK  y   pyrE  +  OPRTasa-­‐103AcK  se  cultivaron  en  medio  TB7  suplementado  

con   40  mM   de   glicerol   induciendo   la   sobreexpresión   con   arabinosa.   Tras   ello   se   estudió   el  

fenotipo   del   medio   RC   (Figura   7),   se   estudió   la   caracterización   fisiológica   y   se   cuantificó   el  

orotato  extracelular.  La  expresión  de  la  OPRTasa,  la  OPRTasa-­‐26AcK  y  la  OPRTasa-­‐103AcK  en  las  

condiciones  de  este  estudio  se  verifico  mediante  Western  blot  (Figura  S2  del  Anexo).  

  

Figura  7:  Ensayo  de  unión  al  Rojo  Congo  de  E.  coli   cobB pyrE pyrE   +  OPRTasa pyrE  +  
OPRTasa-­‐ pyrE  +  OPRTasa-­‐103AcK.  Las  cepas  se  cultivaron  en  medio  RC  y  a  30  °C  durante  20  h  
y  posteriormente,  la  placa  se  incubó  a  4°C  durante  48  h.  

  

El  ensayo  de  unión  a  RC  mostró  un  fenotipo  de  medio  RC  más  oscuro  para  la  cepa  wt  que  

para  la  cepa   cobB  (Figura  7),  y  se  observó  un  fenotipo  blanco  para  la  cepa   pyrE,  lo  que  indica  

wt cobB pyrE
pyrE +

OPRTasa
pyrE +  

OPRTasa-­‐26AcK
pyrE +  

OPRTasa-­‐103AcK
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una  supresión  en  la  ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas.  La  complementación  de  la  cepa   pyrE  con  

la  OPRTasa  control  supuso  un  aumento  del  fenotipo  rojo,  recuperando  la  formación  de  curli  al  

nivel  de  la  cepa  wt.  Sin  embargo,  la  complementación  de  la  cepa   pyrE  con  la  OPRTasa-­‐26AcK  y  

la  OPRTasa-­‐103AcK  no  mostró  el  fenotipo  oscuro,  aunque  hubo  un  aumento  en  la  formación  de  

curli  con  respecto  a  la  cepa   pyrE.  Este  ligero  aumento  en  el  fenotipo  rojo  fue  mayor  en  la  cepa  

que  sobreexpresaba  la  OPRTasa-­‐26AcK  que  con  la  OPRTasa-­‐103AcK,  de  acuerdo  con  la  mayor  

actividad  medida  in  vitro  para  la  OPRTasa-­‐26AcK  que  para  la  OPRTasa  con  la  K103  acetilada.  

Para  analizar  los  parámetros  fisiológicos,  se  determinaron  las  velocidades  específicas  de  

max),  los  rendimientos  de  biomasa  (YX/S)  y  las  velocidades  específicas  de  consumo  

de  carbono  (qs)  para  todas  las  cepas  (Tabla  2).  Estos  datos  corroboran  los  efectos  fisiológicos  

obtenidos  en  cada  prueba  de  complementación,  con  unos  valores  similares  para  la  cepa  wt  y  la  

cobB,  y  una  reducción  de  estos  para  la  cepa   pyrE.  La  suplementación  de  la  cepa   pyrE  con  las  

OPRTasa   control   supuso   la   recuperación   de   los   valores   a   niveles   de   la   cepa   wt,   pero   la  

complementación  con  las  enzimas  acetiladas  mostró  unos  valores  muy  similares  a  la  cepa   pyrE  

sin  suplementar.    

Tabla   2.   Parámetros   estequiométricos.   Velocidad   específica   de   crecimiento   max),   rendimiento   en  
biomasa  (YX/S)  y  velocidad  específica  de  consumo  de  carbono  (qs)  de  E.  coli   cobB pyrE pyrE  +  
OPRTasa pyrE  +  OPRTasa-­‐26AcK  y   pyrE  +  OPRTasa-­‐103AcK  creciendo  en  TB7  con  glicerol.  

     max  (h 1)   YX/S  (g/mmolC)   qs  (mmolC/gh)  
wt   0,988  ±  0,050   0,0107   -­‐64,710  
cobB   0,959  ±  0,005   0,0095   -­‐63,484  
pyrE   0,418  ±  0,008   0,0031   -­‐22,516  
pyrE+OPRTasa   0,850  ±  0,028   0,0074   -­‐51,940  
pyrE+OPRTasa-­‐26AcK   0,652  ±  0,026   0,0039   -­‐31,119  
pyrE+OPRTasa-­‐103AcK   0,543  ±  0,018   0,0034   -­‐32,388  

  

Además,  para  estudiar  la  implicación  de  la  acetilación  de  estos  residuos  en  el  crecimiento  

celular,  se  midieron  las  concentraciones  de  orotato  extracelular  y  glicerol  (Figura  8)  observando  

varias  diferencias  entre  las  cepas.    
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Figura  8:  Crecimiento  celular  a  DO600  (A)  y  concentración  extracelular  de  glicerol  (B)  y  orotato  (C,  D;  D  
presenta   los   datos   de   C   con   un   eje   Y   alterado   para   observar   mejor   las   diferencias   en   las   cepas  
específicas).  E.  coli  K12  wt  (negro   cobB  (azul  claro   pyrE  (verde   pyrE  +  OPRTasa  (rojo   pyrE  
+  OPRTasa-­‐26AcK   (naranja   pyrE   +  OPRTasa-­‐103AcK   (azul   )   creciendo  en  TB7  suplementado  con  
glicerol.  La  flecha  amarilla  indica  el  tiempo  de  inducción.    

  

En  la  cepa  wt,  el  glicerol  se  consumió  totalmente  y  la  excreción  de  orotato  fue  la  más  baja  

de  todas  las  cepas  analizadas,  con  un  máximo  de  0,09  mM  (Figuras  8B,  C  y  D).  Con  respecto  a  la  

cobB,  la  excreción  de  orotato  fue  1,7  veces  mayor  con  respecto  a  la  cepa  wt  (Figuras  8C  y  

D).  La  eliminación  del  gen  pyrE  condujo  a  un  cambio  profundo  en  el  perfil  de  crecimiento  celular  

y  la  concentración  de  orotato  extracelular.  Esta  cepa  solo  creció  hasta  una  DO600  de  0,8  unidades,  

es  decir,  4  veces  menos  que   la   cepa  wt,  y  apenas  consumió  glicerol,  solo  el  22,8  %  del   total  

(Figuras  8A  y  B).  La  diferencia  más  drástica  en  esta  cepa  estuvo  en  la  excreción  de  orotato,  que  

fue  19  veces  mayor  que  la  excreción  observada  en  wt,  con  un  máximo  de  1,82  mM  (Figura  8C).  

pyrE  con  la  proteína  OPRTasa  implicó  la  recuperación  de  un  

perfil  similar  al  de  la  cepa  wt.  Después  de  la  inducción  de  la  expresión  de  la  OPRTasa  a  las  3  h  de  

cultivo,  hubo  un  aumento  en  el   crecimiento  celular  y   del   consumo  de   la   fuente  de  carbono,  

alcanzando  el  nivel  de  la  cepa  wt  a  las  24  h  de  cultivo  (Figuras  8A  y  B).  El  mayor  cambio  en  la  

pyrE  después  de   la  complementación  con  OPRTasa  se  observó  en   la  concentración  de  

orotato  extracelular,  ya  que  la  concentración  máxima  fue  de  0,19  mM,  es  decir,  10  veces  menos  

que  sin  la  suplementación  con  la  OPRTasa  (Figura  8C  y  D).  Por  el  contrario,  la  complementación  

pyrE   con   el   mutante   OPRTasa   acetilado   en   la   lisina   103  mostró   casi   el   mismo  
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pyrE,   lo  que  implica  un  bajo  crecimiento  celular  y  un  consumo  

incompleto  de   la   fuente  de  carbono   (Figuras  8A  y  B).  Además,   la   suplementación  de   la  cepa  

pyrE  con  la  proteína  OPRTasa-­‐103AcK  produjo  una  excreción  de  orotato  muy  similar  a  la  de  la  

cepa  no  complementada,  con  un  máximo  de  1,37  mM,  15  veces  mayor  que   la  de   la  cepa  wt  

(Figura   8C).   De   manera   similar,   la   complementación   de   la   cepa   deficiente   en   pyrE   con   la  

OPRTasa-­‐26AcK   mostró   un   comportamiento   similar   a   la   complementación   con   la   proteína  

OPRTasa-­‐103AcK.   Así,   el   glicerol   no   se   consumió   por   completo   (Figura   8B),  mientras   que   el  

pyrE  complementada  con  OPRTasa-­‐103AcK  y  la  

concentración  máxima  de  excreción  de  orotato  fue  de  0,24  mM,  solo  2,7  veces  mayor  que  la  

cepa  wt   (Figuras  8A,   C   y  D).   Todos   estos   resultados,   junto   con   el   ensayo   RC   (Figura   7)   y   los  

parámetros   estequiométricos   (Tabla   2)   destacaron   la   baja   actividad   de   la   proteína   OPRTasa  

acetilada  en  las  lisinas  26  o  103  in  vivo,  y  la  relevancia  de  estas  acetilaciones  para  los  parámetros  

fisiológicos  y  el  desarrollo  celular  normal.  

  

Discusión  

La  hipótesis  de  regulación  por  acetilación  de  esta  ruta  se  basó  en  un  estudio  previo  en  el  

que   observamos   un   aumento   de  35   veces   en   la   concentración  extracelular   de   orotato   en   el  

mutante   cobB  con  respecto  a   la  cepa  E.  coli  BL21  wt  [57].  En  ese  estudio,  asumimos  que  el  

aumento   del   nivel   de   acetilación   de   la   isocitrato   lias cobB   podría   implicar   una  

disminución  del  flujo  a  través  del  ciclo  de  glioxilato  y,  por  lo  tanto,  un  aumento  del  flujo  a  través  

del  ciclo  de  los  ácidos  tricarboxílicos  (ciclo  TCA)  que  implica  un  aumento  en  la  concentración  de  

-­‐cetoglutarato  ( -­‐KG)  [62].  Sin  embargo,  este  hecho  no  tiene  por  qué  ser  la  única  causa  de  la  

elevada   cobB.   En   el   presente   estudio,   el  

fenotipo  de  medio  RC  más  oscuro  que  mostró  la  cepa  wt  con  respecto  al  mutante   cobB  (Figura  

2)  indicó  una  biosíntesis  de  pirimidinas  más  baja  en  la  cepa  deficiente  en  cobB.  Este  hecho  junto  

cobB  podría  indicar  un  bloqueo  de  la  ruta  metabólica  por  

acetilación.   Además,   algunas   proteínas   de   la   vía   se   han   identificado   como   diana   de   la  

desacetilasa  CobB  [63]  y  aparecen  acetiladas  en  diversos  estudios  del  acetiloma  de  E.  coli  [36]

[41].  

Para  determinar  si  había  un  bloqueo  de  la  ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  de  novo  por  

acetilación  de  lisinas,  se  estudió  la  concentración  de  metabolitos  intracelulares  y  extracelulares  

en  las   cobB,  y  los  resultados  derivados  reforzaron  nuestra  hipótesis  (Figura  3).  La  

concentración  del  producto   final  de   la  ruta  y  precursor  de  todas   las  pirimidinas,   el  UMP,   fue  
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cobB  (Figura  3A),  lo  cual  fue  consistente  

con  los  resultados  del  medio  RC  (Figura  2).  A  pesar  de  la  menor  concentración  final  de  UMP  en  

cobB,  observamos  dos  metabolitos  en  los  que  la  concentración  en  este  mutante  fue  

significativamente  mayor  que  en  la  cepa  wt,  estos  fueron  el  CP  y  el  orotato  (Figura  3A).  Estos  

datos  apoyarían  una  regulación  de  la  OPRTasa  por  acetilación.  

Seguidamente,   se   realizaron   ensayos   de  Western   blot   y   de   actividad   enzimática   de   la  

OPRTasa  purificada,  desacetilada  con  CobB  y  acetilada  químicamente  con  acetil-­‐P  10  mM  (Figura  

4).   La   desacetilación   de   la   OPRTasa,   verificada   por   western   (Figura   4A),   implicó   un   ligero  

aumento  de  la  actividad  enzimática  (Figura  4B),  mientras  que  la  acetilación  de  la  enzima  condujo  

a  una  disminución  significativa  de  su  actividad  (Figura  4B).  Además,  a  través  de  la  incorporación  

-­‐acetil-­‐L-­‐lisina   en   las   posiciones   K26   o   K103   de   la   proteína   OPRTasa,  

proporcionamos   evidencias   bioquímicas   del   efecto   de   la   acetilación/desacetilación   en   la  

actividad  de   la   enzima  OPRTasa.   La   actividad   enzimática   se   vio   fuertemente   afectada  por   la  

acetilación  en   la  K26  y   la  K103,  con  una  pérdida  del  71,2%  y  96,2%,  respectivamente,   lo  que  

implica   casi   la   desaparición   de   la   actividad   enzimática   en   la   OPRTasa-­‐103AcK   (Figura   5).   La  

desacetilación  de   las  enzimas  OPRTasa-­‐26AcK  y  OPRTasa-­‐103AcK  con   la  desacetilasa  CobB   in  

vitro,   revirtió   los   cambios   producidos   recuperando   la   actividad   enzimática   y   los   parámetros  

cinéticos  a  valores  similares  a  los  del  control  OPRTasa  (Figura  5  y  Tabla  1).    

Varios  estudios  han  demostrado  la  importancia  de  estos  residuos  de  lisina  en  las  OPRTasas  

de  E.  coli  y  otros  microorganismos  [9],  [24],  [29],  [60],  [64],  pero  hasta  donde  sabemos,  el  efecto  

de  la  acetilación  en  la  K26  y  la  K103  aún  no  se  ha  estudiado.  Las  OPRTasas  de  E.  coli  y  Salmonella  

enterica  (S.  enterica)  comparten  más  del  97  %  de  identidad  en  sus  secuencias  y  el  mismo  pliegue  

general  [9],  [64]  (Figura  S5),  por  lo  que  hemos  utilizado  estructuras  de  S.  enterica  para  mostrar  

los   efectos   de   acetilación   (Figura   9).   La   gran   mayoría   de   las   estructuras   de   las   OPRTasas  

analizadas   se  componen  de  dos   subunidades  con  un  bucle   flexible  que  se  asienta  en  el   sitio  

catalítico   de   la   subunidad   adyacente   para   interactuar   con   el   sustrato   PRPP   [60],   [64] [66].  

Atendiendo  a  la  posición  y  las  interacciones  de  los  residuos  de  lisina  estudiados,  se  ha  informado  

que  la  K26  está  involucrada  en  la  unión  de  OMP,  orotato  y,  en  menor  medida,  de  PRPP  [59].  El  

esqueleto  de  nitrógeno  de   la  K26  forma  un  enlace  de  hidrógeno  con  el  grupo  carboxilato  del  

OMP   y   el   -­‐amino   de   la   K26   forma   enlaces   de   hidrógeno   con   un   grupo  

hidroxilo  del  OMP  y  con  la  región  5'-­‐fosfato  del  PRPP  [9],  [29],  [60],  [64],  [67]  (Figura  9).  Por  lo  

ta -­‐amino  de   la  K26  sería  responsable  de  cierta  distorsión  de   la  

arquitectura  y  de   la   carga  electrostática  en  el   centro  activo  de   la  enzima,   lo  que  daría  como  

resultado  un  aumento  de  la  KM  para  el  orotato,  el  PPi  y  el  OMP,  y  una  disminución  de  la  kcat  de  6  
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y  19  veces,  para  la  reacción  inversa  y  directa,  respectivamente  (Tabla  1).  Estos  resultados  fueron  

similares  a  los  obtenidos  en  otros  estudios  para  la  mutación  de  la  lisina  en  esta  posición  por  una  

glutamina  o  una  alanina  [68].  Con  respecto  a  la  OPRTasa-­‐103AcK,  la  unión  covalente  del  radical  

acetilo  al  grupo   -­‐amino  del  residuo  de  lisina  involucró  los  mayores  cambios  catalíticos,  ya  que  

la  actividad  enzimática  se  vio  fuertemente  afectada,  con  una  reducción  de  la  kcat  de  300  y  150  

veces  para  la  reacción  directa  e  inversa,  e  incrementos  en  la  KM  para  los  sustratos  PRPP  y  PPi  

(Tabla   1).   Además,   estos   resultados   confirman  el   papel   esencial   de   la  K103  para   la   catálisis,  

observado   previamente   cuando   la   lisina   se   sustituyó   por   glutamina   o   alanina   [68].   La   K103  

pertenece   al   bucle   flexible   altamente   conservado   de   la   OPRTasa   (residuos   99-­‐109),   que  

permanece  en  una  conformación  abierta  sin  el  sustrato  y  se  mueve  a  una  conformación  cerrada  

para  interactuar  con  los  sustratos  unidos  y  secuestrarlos  del  solvente  [9],  [64],  [65].  Por  lo  tanto,  

la   K103   se  mueve   al   sitio   catalítico   de   la   subunidad   adyacente   e   interactúa   con   la   fracción  

pirofosfato  del  PRPP,  forma  un  enlace  de  hidrógeno  intrabucle   -­‐amino  con  

el  carboxilato  de  E107,  lo  que  ayuda  a  liberar  PPi  después  del  recambio  catalítico.  Asimismo,  la  

K103  interacciona  a  través  del  nitrógeno  de  la  cadena  lateral  con  el  oxígeno  del  carbonilo  de  

G109  [9],  [29],  [60],  [64],  [66]  (Figura  9).  En  consecuencia,  el  aumento  de  tamaño  de  la  cadena  

lateral  y  la  neutralización  de  la  carga  positiva  provocada  por  la  acetilación  de  la  K103  implicaría  

una  distribución  de  carga  y  un  plegamiento  del  bucle  ineficientes  y,  por  tanto,  un  impedimento  

para  el  desarrollo  de  la  actividad  catalítica  como  observamos  en  este  estudio  (Figura  5  y  Tabla  

1).    

  

Figura  9:  Estructura  cristalográfica  de  la  OPRTasa  de  S.  enterica.  Las  dos  subunidades  se  colorearon  con  
verde  y  morado.  La  K103  está  marcada  en  azul  y  la  K26  está  identificada  en  naranja.  (A)  y  (B)  OPRTasa  con  
PRPP   (verde)  y  orotato   (rojo)   (ID  PDB:  1LH0).   (C)  OPRTasa  con  OMP   (púrpura)   (ID  de  PDB:  1STO).   Los  
enlaces  de  hidrógeno  detectados  entre  los  grupos  NH3+  de  las  lisinas,  K26  o  K103,  y  los  sustratos  PRPP  y  
OMP  se  muestran  en  líneas  discontinuas.  
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Además,  se  demostró  la  acetilación   in  vivo  de  la  OPRTasa  de  E.  coli,  ya  que  la  proteína  

purificada  de  mutantes   relacionados   con   esta  modificación  mostró   una   actividad   enzimática  

diferente.  Específicamente,  la  actividad  de  la  OPRTasa  disminuyó  cuando  se  expresó  en  las  cepas  

ackA   cobB   pta  (Figura  6).  Los  resultados  sugieren  que  la  acetilación  

de   la   OPRTasa   podría   derivar   de   la   acumulación   de   intermediarios  metabólicos   paralelos   al  

consumo  de  glucosa,  principalmente  acetil-­‐P,  que   favorece   la  acetilación  no  enzimática   [36],  

[38].   Los   resultados   coincidieron   con   los   estudios   de   proteoma   en   los   que   se   encontró   la  

OPRTasa  acetilada  en  los  residuos  de  lisina  26  y  103  en  condiciones  que  favorecen  la  acetilación  

química,   como   con  una   alta   concentración   de   glucosa   como   fuente   de   carbono  y   en   la   fase  

estacionaria  de  crecimiento  [36],  [38] [40].  Además,  no  se  observaron  diferencias  significativas  

en  la  actividad  enzimática  de  la  OPRTasa  purificada  de  wt,   patZ  y   yiaC,  aunque  no  se  puede  

descartar  que  otra  acetiltransferasa  pueda  estar  implicada  en  la  regulación  de  la  acetilación  de  

la  OPRTasa.  

Los  efectos  fisiológicos  de  la  inactivación  de  la  OPRTasa  debido  a  la  acetilación  de  lisinas  

se  muestran  en   las  Figuras  7  y  8  y   la  Tabla  2.  La  complementación  del  mutante   pyrE  con   la  

OPRTasa   devolvió   un   perfil   similar   a   la   cepa   wt   (Figuras   7   y   8).   En   cuanto   a   la   acetilación  

permanente  en  la  K103  de  la  OPRTasa,  resultó  en  un  comportamiento  análogo  al  observado  para  

la  cepa   pyrE  (Figuras  7  y  8  y  Tabla  2).  Estos  resultados  implicaban  que  la  OPRTasa-­‐103AcK  no  

era  lo  suficientemente  activa  in  vivo  para  complementar  la  deleción  del  gen  pyrE.  Por  su  parte,  

la  acetilación  de  la  K26  en  la  OPRTasa  impidió  que  se  restableciera  el  fenotipo  wt.  Sin  embargo,  

la  enzima  se  vio  menos  afectada  por  esta  acetilación  que  por  la  acetilación  en  la  posición  103,  

ya  que  la  biosíntesis  de  pirimidinas  y  el  crecimiento  celular  fueron  mayores,  y  la  excreción  de  

orotato  fue  significativamente  menor  (Figuras  7  y  8  y  Tabla  2).  Finalmente,  la  implicación  de  la  

acetilación  permanente,  tanto  de  la  K26  como  de  la  K103,  en  el  comportamiento  fisiológico  y  el  

perfil  de  excreción  de  orotato  fue  mayor  que   la  derivada  de   la  deleción  de  cobB.  Esto  podría  

deberse   a   que   en   el   mutante   cobB   la   acetilación   de   estas   lisinas   no   es   tan   completa   y  

homogénea  como  en  las  proteínas  mutantes  OPRTasa-­‐26AcK  y  OPRTasa-­‐103AcK.  

Es   significativo  que   los   residuos  K26  y  K103  estén  ampliamente  conservados  entre   las  

OPRTasas   de   diferentes   organismos.   Por   eso   llevamos   a   cabo   la   alineación   de   proteínas   de  

secuencias   de   las   OPRTasas   de   diversos   organismos   procariotas   y   eucariotas   importantes,  

empleados   como   modelo   o   responsables   del   desarrollo   de   diversas   enfermedades   (E.   coli,  

Plasmodium   falciparum   (P.   falciparum),   Saccharomyces   cerevisiae   (S.   cerevisiae),   S.   enterica,  

Pseudomonas   aeruginosa   (P.   aeruginosa),   Clostridium   botulinum   (C.   botulinum),   Bacillus  

anthracis  (B.  anthracis),  Bacillus  subtilis  (B.  subtilis),  Homo  sapiens,  Caenorhabditis  elegans  (C.  
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elegans),   Rhodopseudomonas   palustris   (R.   palustris)   y   Mycobacterium   tuberculosis   (M.  

tuberculosis))  y  el  estudio  mostró  que  la  K103  está  conservada  en  todos  los  organismos  excepto  

en  C.  botulinum,  mientras  que  la  K26  está  menos  conservada  porque  no  se  encuentra  en  algunas  

bacterias  grampositivas  ni  en  R.  palustris  (Figura  10).  

  

Figura   10:   Alineación   de   secuencias   de   proteínas   OPRTasas   de   diferentes   organismos   eucariotas   y  
procariotas.  El   recuadro  naranja   indica  el   residuo  K26   y  el   recuadro  azul   indica  el   residuo  K103  de   la  
OPRTasa  de  E.  coli.  

  

Además  de  la  importancia  de  la  conservación  de  estas  lisinas,  la  relevancia  de  este  trabajo  

radica   en   que   la   ruta   a   la  que   pertenece   la  OPRTasa,   y   la   propia   enzima,   son   claves   para   el  

desarrollo   de   determinadas   patologías   humanas,   y,   por   tanto,   dianas   interesantes   para   su  

tratamiento.  Esta  enzima  es  de  interés  para  el  tratamiento  de  la  tuberculosis  causada  por  M.  

tuberculosis  y  la  malaria  causada  por  P.  falciparum  [24],  [25].  Específicamente,  en  estudios  sobre  

el   acetiloma   de   este   parásito,   la   lisina   conservada   homóloga   a   la   lisina   26   de   E.   coli   se   ha  

detectado   acetilada   [69].   Por   otro   lado,   la   ruta   de   biosíntesis   de   pirimidinas   también   es   un  

requisito  para  la  proliferación  de  patógenos  como  E.  coli,  S.  enterica  y  B.  anthracis  en  sangre  

[70],  para  la  colonización  del  tracto  urinario  por  E.  coli  [71],  y  del  intestino  por  E.  coli  y  S.  enterica  

[72],  [73].  Además,  esta  vía  es  importante  para  la  virulencia,  la  citotoxicidad  y  la  resistencia  a  los  

antibióticos   de   P.   aeruginosa,   y   se   ha   mostrado   que   la   eliminación   de   pyrE   provoca   una  

disminución   de   los   factores   de   virulencia   de   este   microorganismo   [74].   Sin   embargo,   la  

biosíntesis   de   pirimidinas   no   solo   es   importante   para   los   organismos   patógenos,   sino   que  
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también  se  ha  observado  que  es  relevante  para  el  metabolismo  de  diferentes  fármacos  por  parte  

de   la  microbiota   [75].   Así,   la   OPRTasa   en   la  microbiota   ayuda   al  metabolismo   de   fármacos  

quimioterapéuticos   basados   en   fluoropirimidinas   [76].   Al   mismo   tiempo,   se   ha   informado  

recientemente  que  el  patrón  de  acetilación  de  la  microbiota  puede  cambiar  como  consecuencia  

de  diferentes  enfermedades  [77].  

Los  resultados  de  este  trabajo  revelan  una  regulación  postraduccional  crucial  de  la  ruta  

de  biosíntesis  de  pirimidinas  de  novo  mediante  la  acetilación  de  lisinas  de  la  OPRTasa,  la  quinta  

enzima  de   la  vía.  Además,  la  acetilación  de   lisinas  en  los  residuos  K26  o  K103  de   la  OPRTasa,  

presumiblemente  por  un  mecanismo  químico,  puede  ser  revertida  por  la  sirtuína  CobB  de  E.  coli,  

lo  que  da  una  mayor  dimensión  al  carácter  regulador  de  esta  modificación.  Aunque  esta  enzima  

ha  sido  modificada  por  otras  MPTs  como   la   succinilación   [78],  propionilación   [79],  esta  es   la  

primera  vez,  hasta  donde  sabemos,  que  se  informa  de  la  regulación  por  acetilación  de  lisinas  de  

una  OPRTasa.  Nuestro  trabajo  demuestra  que  la  regulación  de  esta  enzima  por  acetilación  en  E.  

coli  puede  tener   importantes  consecuencias  para   la  salud  humana  a  través  del  desarrollo  de  

nuevos  fármacos,  y  también  representa  un  importante  punto  de  partida  para  la  investigación  de  

enzimas  homólogas.     
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Anexo  

Tabla  S1:  Plásmidos,  cepas  y  cebadores  empleados  en  el  estudio.  

Plasmid   Description   Source  

pKD13   AmpR/KamR,   casete   de   resistencia   flanqueado   por   las  
regiones  FRT.  

Yale   E.   coli  
Genetic   Stock  
Center  

pKD46  
AmpR,   replicación  del  plásmido  sensible  a   la   temperatura  a  
30°C.   Sistema   de   la   recombinasa   Red   del   fago   lambda  
inducible  por  arabinosa.    

Yale   E.   coli  
Genetic   Stock  
Center  

pRSET-­‐A   AmpR.  ori  pBR322,  promotor  PT7.   Invitrogen  

pET28a-­‐mbp   KanR.  Promotor  PT7lac,  proteína  de  fusión  Proteína  de  unión  a  
maltosa  (MBP).  

Depósito   del  
laboratorio  

pET28a-­‐mbp-­‐
cobB  

KanR.  Promotor  PT7lac,  proteína  de  fusión  Proteína  de  unión  a  
maltosa  (MBP).  Expresión  de  CobB  

Depósito   del  
laboratorio  

pRSET-­‐pyrE   AmpR.  Promotor  PT7.  Expresión  de  PyrE   Este  estudio  

pET28a-­‐mbp-­‐pyrE   KanR.  Promotor  PT7lac,  proteína  de  fusión  Proteína  de  unión  a  
maltosa  (MBP).  Expresión  de  OPRTasa   Este  estudio  

pET28a-­‐mbp-­‐
pyrE26ambar  

KanR.  Promotor  PT7lac,  proteína  de  fusión  Proteína  de  unión  a  
maltosa  (MBP).  Expresión  de  OPRTasa-­‐26AcK   Este  estudio  

pET28a-­‐mbp-­‐
pyrE103ambar  

KanR.  Promotor  PT7lac,  proteína  de  fusión  Proteína  de  unión  a  
maltosa  (MBP).  Expresión  de  OPRTasa-­‐103AcK   Este  estudio  

pRSF-­‐Duet-­‐1-­‐
acetyllysyl-­‐tRNA-­‐
synthetase  
AcKRS3/MbtRNACUA  

KanR.   Promotor   PT7.   Expresión   de   acetil-­‐lisil-­‐ARNt-­‐sintetasa  
AcKRS3/MbARNtCUA    

[47]  

pRSF-­‐mbp-­‐
pyrE26AcK  

KanR.   Promotor   PT7.   Vector   de   coexpresión.   Proteína   de  
fusión  MBP.  Expresión  de  acetil-­‐lisil-­‐ARNt-­‐sintetasa  AcKRS3/  
MbARNtCUA  y  OPRTasa-­‐26AcK  

Este  estudio  

pRSF-­‐mbp-­‐
pyrE103AcK  

KanR.   Promotor   PT7.   Vector   de   coexpresión.   Proteína   de  
fusión   MBP.   Expresión   de   acetil-­‐lisil-­‐ARNt-­‐sintetasa  
AcKRS3/MbARNtCUA  y  OPRTasa-­‐103AcK  

Este  estudio  

pSF-­‐pMB1´-­‐BAD-­‐
YFP   AmpR.  Promotor  PBAD.  Expresión  de  Kringle  YFP.   [48]  

pSF-­‐pMB1´-­‐BAD-­‐
mbp-­‐pyrE  

AmpR.  Promotor  PBAD.  Proteína  de  fusión  Proteína  de  unión  a  
maltosa  (MBP).  Expresión  de  OPRTasa   Este  estudio  

pRSF-­‐BAD-­‐mbp-­‐
pyrE26AcK  

KanR.   Promotor   PBAD.   Vector   de   coexpresión.   Proteína   de  
fusión  MBP.  Expresión  de  acetil-­‐lisil-­‐ARNt-­‐sintetasa  AcKRS3/  
MbARNtCUA  y  OPRTasa-­‐26AcK  

Este  estudio  

pRSF-­‐BAD-­‐mbp-­‐
pyrE103AcK  

KanR.   Promotor   PBAD.   Vector   de   coexpresión.   Proteína   de  
fusión  MBP.  Expresión  de  acetil-­‐lisil-­‐ARNt-­‐sintetasa  AcKRS3/  
MbARNtCUA  y  OPRTasa-­‐103AcK  

Este  estudio  

Cepa  de  E.  coli   Descripción   Fuente  

Top10F´  
F'[lacIq   Tn10(tetR)]   mcrA   mrr-­‐hsdRMS-­‐mcrBC)  

lac lacX74   deoR   nupG   recA1   araD139   ara-­‐
leu)7697  galU  galK  rpsL(StrR)  endA1   -­‐  

Invitrogen  
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Tabla  S2:  (Continuación)        

Cepa  de  E.  coli   Descripción   Fuente  

BL21  (DE3)   F   ompT  gal  dcm  lon  hsdSB(rB-­‐  mB-­‐    Promega  

K12  BW25113  
lacI+rrnBT14   lacZWJ16  hsdR araBADAH33   rhaBADLD78  rph-­‐
1   (araB D)567   (rhaD B)568   lacZ4787(::rrnB-­‐
3)  hsdR514  rph-­‐1  

Invitrogen  

BL21  (DE3)   ackA   F   ompT  gal  dcm  lon  hsdSB(rB-­‐  mB-­‐ ackA:KanR   [57]  

BL21  (DE3)   pta   F   ompT  gal  dcm  lon  hsdSB(rB-­‐  mB-­‐)   (DE3)  pta:KanR   [57]  

BL21  (DE3)   patZ   F   ompT  gal  dcm  lon  hsdSB(rB-­‐  mB-­‐)   (DE3)  patZ:KanR   [57]  

BL21  (DE3)   cobB   F   ompT  gal  dcm  lon  hsdSB(rB-­‐  mB-­‐)   (DE3)  cobB:KanR   [57]  

BL21  (DE3)   yiaC   F   ompT  gal  dcm  lon  hsdSB(rB-­‐  mB-­‐)   (DE3)  yiaC:KanR   Este  estudio  

K12   BW25113  
pyrE  

lacI+rrnBT14   lacZWJ16  hsdR514 araBADAH33   rhaBADLD78  rph-­‐
1   (araB D)567   (rhaD B)568   lacZ4787(::rrnB-­‐
3)  hsdR514  rph-­‐1  pyrE:Kan  

Este  estudio  

K12   BW25113  
cobB  

lacI+rrnBT14   lacZWJ16  hsdR514 araBADAH33   rhaBADLD78  rph-­‐
1   (araB D)567   (rhaD B)568   lacZ4787(::rrnB-­‐
3)  hsdR514  rph-­‐1  cobB:Kan  

Depósito   del  
laboratorio  

Cebador   Secuencia  5´   3´  

Cebadores  empleados  para  la  construcción  de  las  cepas  mutantes  

pyrE  KO  Fwd   AGTCGCCTTTTTTTTGTCTGTAGAAAAGTAAGATGAGGAGCGAAGGCATGATTCCGG
GGATCCGTCGACC  

pyrE  KO  Rev     CCGGATGACTTTTCATCCGGCGAGTTTCTTTAAACGCCAAACTCTTCGCGTGTAGGCT
GGAGCTGCTTCG  

yiaC  KO  Fwd   GTGAATGATCATGTGGTTGGCTGCTGTTGCTATCCGGGAAATAAACCATGATTCCGG
GGATCCGTCGACC  

yiaC  KO  Rev   GGAAAAATACAACGGTCCGGAACTGACACTTACAGCGTTTGAACCACCGGTGTAGGC
TGGAGCTGCTTCG  

pyrE  check  Fwd   ATCCATTGTAGCGACGCAGAA  

pyrE  check  Rev   ATACCGCCCGACGGATGATT  

yiaC  check  Fwd   TTTGTCGGCACCACAATCT  

yiaC  check  Rev   GTGCTGACCAAAGATCTCCC      

K1   CAGTCATAGCCGAATAGCCT  

K2   CGGTGCCCTGAATGAACTGC  

Cebadores  empleados  para  la  mutagénesis  y  la  sobreexpresión    

pyrE  pRSET  Fwd   GGTGGTGAATTCATGAAACCATATCAGCGCCA  

pyrE  pRSET  Rev   GGTGGTAAGCTTTTAAACGCCAAACTCTTCGC  

pyrE  pET28a  Fwd   GGTGGTGAATTCATGAAACCATATCAGCGCCA  

pyrE  pET28a  Rev   GGTGGTAAGCTTTTAAACGCCAAACTCTTCGC  

pyrEK26AMBAR  pET28a  
Fwd   GCGAGTTTACGCTGTAGTCCGGGCGCAAAAGC  
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Tabla  S1:  (Continuación)     

Cebadores  empleados  para  la  mutagénesis  y  la  sobreexpresión    

pyrEK26AMBAR  pET28a  
Rev   GCTTTTGCGCCCGGACTACAGCGTAAACTCGC  

pyrEK103AMBAR  
pET28a  Fwd   CTTTAACCGCAAAGAAGCATAGGACCACGGTGAAGGCGGC  

pyrEK103AMBAR  
pET28a  Rev   GCCGCCTTCACCGTGGTCCTATGCTTCTTTGCGGTTAAAG  

pyrEK26AMBAR   pRSF  
Fwd   GGTGGTCTGCAGATGAAAATCGAAGAAGGTAAACT  

pyrEK26AMBAR   pRSF  
Rev   GGTGGTGGTACCTTAAACGCCAAACTCTTCGCG  

pyrEK103AMBAR   pRSF  
Fwd   GGTGGTCTGCAGATGAAAATCGAAGAAGGTAAACT  

pyrE   K103AMBAR   pRSF  
Rev   GGTGGTGGTACCTTAAACGCCAAACTCTTCGCG  

pSF-­‐BAD  Fwd   AGAAGTTGTCTCCTCCTGCA  

pSF-­‐BAD  Rev   TGGTGGGTACCTCCTTTGAA  

pyrE  pSF-­‐BAD  Fwd   TTCAAAGGAGGTACCCACCAATGGAACATCACCATCACCAT  

pyrE  pSF-­‐BAD  Rev   TGCAGGAGGAGACAACTTCTTTAAACGCCAAACTCTTCGC  

PBAD  araC  Fwd   ACTTACATTAATTGCGTTGCGTTATGACAACTTGACGGCTAC  

PBAD  araC  Rev   TAAAGTTAAACAAAATTATTTCTACTATGGAGAAACAGTAGAGAGTT  

pRSF-­‐pyrE26AcK/103AcK  
Fwd   GTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTA  

pRSF-­‐pyrE26AcK/103AcK  
Rev   CGCAACGCAATTAATGTAAGT  
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Figura  S1:  Recuperación  de  metabolitos   intracelulares  tras  el  protocolo  de  extracción.  Tal  y  como  se  
describe  en  el  apartado  de  material  y  métodos.  

  

  

  

  

  

  

  

Figura  S2:  Western  blot  usando  anticuerpo  anti-­‐(His)6  tag  de  cultivos  de  sobreexpresión  de  la  OPRTasa-­‐
26AcK  y  la  OPRTasa-­‐103AcK  en  diferentes  tiempos  de  crecimiento  después  de  la  inducción  (tiempo  0).  
Para  estos  ensayos  se  tomaron  muestras  de  cultivos  de  E.  coli  BL21  (DE3)  transformados  con  los  vectores  
pRSF-­‐mbp-­‐pyrE26AcK  y  pRSF-­‐mbp-­‐pyrE103AcK   -­‐acetil-­‐L-­‐lisina  
10   mM   y   nicotinamida   20   mM,   30   min   antes   de   la   inducción.   En   el   lado   izquierdo   aparece   el   peso  
molecular  (M)  del  marcador.    
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Figura  S3:  Crecimiento  celular  a  DO600  de  las  cepas  E.  coli  K12  y  E.  coli   cobB  para  la  cuantificación  
de  metabolitos  intracelulares  y  extracelulares.  Cepas  de  E.  coli  K12  (A)  y  E.  coli   cobB  (B)  cultivadas  
a  DO600  en  medio  mínimo  suplementado  con  glucosa  20  mM.  Las  flechas  indican  el  tiempo  de  cultivo  en  
el  que  se  tomaron  las  muestras  para  la  cuantificación  de  metabolitos  intracelulares  y  extracelulares:  antes  
de  la  fase  de  crecimiento  exponencial  (DO600  0,5)  (azul),  en  a  mitad  de  la  fase  de  crecimiento  exponencial  
(DO600  1,5)  (verde),  al  final  de  la  fase  exponencial  (DO600  3)  (rojo)  y  en  la  fase  de  crecimiento  estacionario  
(Estacionaria)  (morado).  

  

  

  

  

Figura  S4:  Análisis  de  la  acetilación  y  la  actividad  enzimática  de  la  ATCasa  control,  la  ATCasa  desacetilada  
y  la  ATCasa  acetilada.  (A)  SDS-­‐PAGE  y  Western  blot  anti-­‐acetil-­‐lisina  de  las  muestras  ATCasa  control  (calle  
1),  la  ATCasa  desacetilada  (calle  2)  y  la  ATCasa  acetilada  (calle  3).  (B)  Medida  de  la  actividad  enzimática  de  
la  ATCasa  control,  la  ATCasa  desacetilada  y  la  ATCasa  acetilada  tomando  como  100%  el  valor  de  la  ATCasa  
control.  
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Figura  S5:  Alineación  de  la  secuencia  proteica  y  de  las  estructuras  cristalizadas  de  las  OPRTasas  de  E.  
coli   y  S.   enterica.   (A)  Alineación  de   la   secuencia  proteica   de   las  OPRTasas  de   E.   coli   y  S.   enterica.   (B)  
Alineación  de  las  estructuras  cristalográficas  de  las  OPRTasas  de  E.  coli  (verde)  y  S.  enterica  (azul).    
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Influencia  de  la  fuente  de  carbono  y  nitrógeno  sobre  el  

acetiloma  de  E.  coli  

  

  

  

  

  

Los  resultados  presentados  en  este  capítulo  forman  parte  de  un  manuscrito  que  está  

bajo  preparación.  
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Resumen  

La  N -­‐acetilación  de  lisinas  es  una  modificación  postraduccional  muy  relevante,  pues  está  

implicada  en  la  regulación  del  metabolismo,  en  los  procesos  de  traducción  y  transcripción,  y  se  

relaciona  con  algunas  enfermedades.  En  los  últimos  años,  su  estudio  en  procariotas  ha  revelado  

la   importancia  de  esta  modificación  también  en  estos  organismos,  y  su  gran  prevalencia.  Por  

tanto,  comprender  las  funciones  y  los  mecanismos  de  esta  regulación  tiene  un  gran  impacto  en  

múltiples  dominios  científicos,  desde  la  bioingeniería  hasta  la  ciencia  biomédica  En  este  trabajo  

se  analizaron  las  implicaciones  del  uso  de  distintas  fuentes  de  carbono  y  de  nitrógeno,  y  de  la  

fase  de  crecimiento  sobre  el  nivel  de  acetilación  de  E.  coli.  Así,  E.  coli  creció  en  MM9  (fuente  de  

nitrógeno   basada   en   amonio   inorgánico)   o   TB7   (fuente   de   nitrógeno   basada   en   péptidos)  

suplementado  con  glucosa  (fuente  de  carbono  de  tipo  PTS)  o  glicerol  (fuente  de  carbono  de  tipo  

no  PTS)  como  fuente  de  carbono,  y  se  tomó  muestra  en  la  fase  exponencial  y  la  fase  estacionaria  

de  crecimiento.  El  estudio  del  proteoma  y  del  acetiloma  bajo  estas  condiciones  de  cultivo  se  

llevó  a  cabo  mediante  cromatografía  líquida  acoplada  a  espectrometría  de  masas,  empleando  

una  estrategia  de  cuantificación  sin  marcaje.  Los  resultados  de  estos  procedimientos  revelaron  

grandes  diferencias  en  el  proteoma,  debidas  sobre  todo  a  la  fuente  de  nitrógeno,  y  en  menor  

medida  a  la  fase  de  crecimiento.  En  cuanto  al  acetiloma,  en  este  estudio  se  encontraron  7482  

sitios  de  acetilación  únicos,  pertenecientes  a  1817  proteínas.  El  número  de  lisinas  acetiladas  en  

cada  condición  dependió  de  las  proteínas  presentes  en  esa  condición,  y  fue  superior,  en  general,  

en  medio  mínimo.  Atendiendo  a   las  diferencias  en  el   nivel   de  acetilación,   se  observó  mayor  

grado  de  acetilación  en  TB7  que  en  MM9,  en  glucosa  que  en  glicerol  y  en  fase  exponencial  que  

en  fase  estacionaria.  El  mayor  nivel  de  acetilación  se  correspondió  con  las  muestras  en  las  que  

se   observó   una   mayor   velocidad   de   crecimiento,   relacionado   con   un   aumento   del  

desbordamiento  de  acetato,  y,  por  tanto,  un  aumento  en  la  concentración  de  los  dadores  de  

acetilo.   Por   último,   se   observaron   diferencias   en   el   nivel   de   acetilación   de   las   enzimas   del  

metabolismo   central   entre   las   distintas   condiciones   de   cultivo,   destacando   las   mayores  

diferencias  en  el   ciclo   de   los   ácidos   tricarboxílicos   y   el   ciclo   del   glioxilato.   Por   lo   tanto,   este  

trabajo  pone  de  manifiesto   la   importancia  de   la  elección  de   las  condiciones  de  cultivo,  pues  

determinan   tanto   la   identidad   como   el   nivel   de   acetilación,   lo   que   puede   repercutir   en   la  

regulación  del  metabolismo  central  y  la  redirección  de  sus  flujos.  
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Introducción  

E.  coli  es  una  bacteria  ampliamente  utilizada  en  procesos  de  producción  de  multitud  de  

bioproductos  y   como  organismo  modelo,  debido  al  amplio   conocimiento  que  se   tiene  de   su  

genoma,  su  transcriptoma  y  su  proteoma.  Sin  embargo,  es  importante  seguir  profundizando  en  

el  conocimiento  de  su  metabolismo  y  en  los  distintos  procesos  que  afectan  su  regulación  [1]

[3].  El  análisis  del  proteoma  y  de  las  modificaciones  postraduccionales  (MPTs)  proporciona  gran  

información   sobre   el   perfil   de   expresión   génica   y   el   control   de   la   función   proteica   bajo  

determinadas   condiciones,   y   en   los   últimos   años   los   avances   en   la   cromatografía   liquida  

acoplada  a  espectrometría  de  masas  (LC-­‐MS/MS)  han  permitido  profundizar  en  el  conocimiento  

de  este  campo  [4].    

Las  MPTs  son  fundamentales  para  la  correcta  regulación  de  la  maquinaria  celular,  pues  

permiten  modificar  la  actividad,  localización  o  interacción  de  las  proteínas  una  vez  que  han  sido  

sintetizadas,   aumentando   la   variabilidad   de   estas   [5].   Entre   estas   modificaciones,   la   N -­‐

acetilación  de  lisinas  tiene  un  papel  esencial,  ya  que  interviene  en  la  regulación  de  diferentes  

procesos  biológicos  y  está  muy  conservada  en  todos  los  ámbitos  de  la  vida.  Esta  modificación  ha  

sido   ampliamente   estudiada   en   eucariotas,   y   en   los   últimos   años   está   adquiriendo   una  

importante  relevancia  en  procariotas  [6],  [7].  Así,  según  se  ha  demostrado  recientemente,  hasta  

el  40%  de  las  proteínas  pueden  estar  acetiladas  en  bacterias  [6],  [8].  La  N -­‐acetilación  de  lisinas  

ocurre  a  través  de  la  transferencia  de  un  grupo  acetilo  desde  un  dador,  que  puede  ser  acetil-­‐

CoenzimaA  (acetil-­‐CoA)  o  acetil-­‐fosfato  (acetil-­‐P),  al  grupo   -­‐amino  de   la  cadena   lateral  de   la  

lisina  [9].  Esta  modificación  está  implicada  en  la  regulación  de  varias  funciones  celulares  entre  

las  que  destacan  la  transcripción,  la  reparación  de  daños  en  el  ADN,  la  autofagia,  la  regulación  

del  metabolismo,   los   factores  que  gobiernan   la  virulencia,   la  estabilidad  de   las  proteínas,   las  

interacciones  proteína-­‐proteína  o   la   localización  de   las  proteínas   [10] [12].   La  acetilación  de  

lisinas   puede  ocurrir   de   forma  enzimática   o   de   forma  no   enzimática   [7],   [11].   La   acetilación  

enzimática  ocurre  mediante  la  transferencia  del  grupo  acetilo  del  acetil-­‐CoA  a  la  lisina  mediada  

por  las  lisin-­‐acetiltransferasas  (KATs).  En  E.  coli  la  KAT  más  estudiada  y  mejor  caracterizada  es  

PatZ,  que  pertenece  a  la  familia  de  las  GNAT  [13].  Por  otro  lado,  la  acetilación  de  lisinas  puede  

darse   sin   la   concurrencia   de   enzimas,   mediante   la   transferencia   del   grupo   acetilo,  

principalmente  desde  el  acetil-­‐P,  al  grupo   -­‐amino  de  la  lisina  [14] [16].  Además,  en  los  últimos  

años  se  ha  demostrado  que  este  tipo  de  acetilación  contribuye  en  mayor  medida  al  nivel  global  

de  acetilación  en  E.  coli,  por  lo  que  su  estudio  es  de  gran  importancia  [14],  [17].  En  el  caso  de  la  

acetilación  no  enzimática,  la  modificación  de  la  lisina  depende  de  la  reactividad  de  la  misma,  

que  a  su  vez  está  determinada  por  la  concentración  de  los  dadores  de  acetilo,  el  microambiente  
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en  el  que  se  encuentra,  su  pKa  y  la  accesibilidad  de  esta  [6],  [14],  [15].  Además,  la  N -­‐acetilación  

de   lisinas   es   una   modificación   reversible   que   puede   ser   eliminada   por   la   acción   de   las  

desacetilasas,  siendo  en  el  caso  de  E.  coli  la  única  conocida  y  caracterizada  CobB  [18],  [19].  

La  acetilación  no  enzimática,  como  se  ha  mencionado,  depende  fundamentalmente  de  la  

concentración  de  dadores  de  acetilo,  la  cual  está  relacionada,  a  su  vez,  con  el  desbordamiento  

del   acetato   [20] [23].   En   concreto,   la   vía   Pta-­‐AckA,   formada   por   las   enzimas   fosfato  

acetiltransferasa   y   acetato   quinasa,   respectivamente,   es   la   responsable   de   la   formación   de  

acetil-­‐P,  y  también  constituye  la  principal  ruta  de  formación  y  consumo  de  acetato  en  la  fase  

exponencial,  por  lo  que  de  ella  depende,  en  gran  medida,  la  concentración  de  acetil-­‐CoA  [24]

[26].  De  este  modo,  se  ha  observado  un  aumento  del  nivel  de  acetilación  en  las  cepas  deficientes  

en  ackA  y  una  disminución  en  las  deficientes  en  pta  [14],  [17],  [27].  Además,  el  medio  de  cultivo  

empleado  (fuentes  de  nitrógeno  y  carbono)  determina  un  mayor  o  menor  flujo  a  través  de  la  

glicólisis,   y   por   tanto,   la   concentración   de   acetil-­‐CoA   y   acetil-­‐P   y   el   consecuente   nivel   de  

acetilación   [14],   [20] [22],   [28].  En  este   sentido,  E.   coli   puede   consumir  distintas   fuentes  de  

carbono,  pero  emplea  preferencialmente  aquellas  que  son  transportadas  al  interior  celular  por  

el  Sistema  Fosfoenolpiruvato  Fosfotransferasa  (PTS)  vinculado  a  un  mecanismo  conocido  como  

Represión  Catabólica  por  Carbono  (RCC),  el  cual  impide  el  consumo  de  otras  fuentes  secundarias  

no  transportadas  por  el  sistema  PTS  [29],  [30].  Entre  las  fuentes  de  carbono  de  tipo  PTS  destaca  

la  glucosa,  sin  embargo,  el  uso  de  otras  fuentes  de  carbono  como  el  glicerol  (fuente  de  carbono  

no  PTS)  está  generando  gran  interés  debido  a  que  es  un  subproducto  de  la  síntesis  de  biodiesel,  

por  lo  que  supone  un  aprovechamiento  eficiente  de  los  recursos  [31].  En  cuanto  a  la  fuente  de  

nitrógeno,  E.  coli  consume  preferentemente  amonio  inorgánico,  presente  normalmente  en  los  

medios  de  cultivo  definidos,  pero  puede  emplear  otras  fuentes  de  nitrógeno  como  péptidos  u  

otros  compuestos  nitrogenados,  que  suelen  formar  parte  de   los  medios  de  cultivo  ricos  [32],  

[33].  El  uso  de  un  medio  de  cultivo  rico  o  definido  supone  diferencias  en  cuanto  al  crecimiento  

y  la  expresión  diferencial  de  proteínas  implicadas  en  el  metabolismo  central  de  la  bacteria  [34].  

Por  lo  tanto,  el  empleo  de  distintos  tipos  de  medio  de  cultivo  tiene  una  gran  repercusión  en  los  

flujos  del  metabolismo  central  de  esta  bacteria  [34],  [35].    

En  este  capítulo  nos  centraremos  en  el  estudio  de  las  consecuencias  que  tiene  el  empleo  

de  distintas  fuentes  de  carbono,  glucosa  (fuente  de  carbono  de  tipo  PTS)  y  glicerol  (fuente  de  

carbono   de   tipo   no   PTS),   y   distintas   fuentes   de   nitrógeno,  medio  mínimo  MM9   (fuente   de  

carbono  basada  en  amonio   inorgánico)  y  medio  complejo  TB7  (fuente  de  carbono  basada  en  

péptidos),   sobre   el   nivel   de   acetilación   de   E.   coli.   De   este   modo   se   estudiará   el   nivel   de  

acetilación   en   4   condiciones   de   cultivo   (TB7-­‐glucosa,   TB7-­‐glicerol,   MM9-­‐glucosa   y   MM9-­‐
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glicerol),  y  dentro  de  cada  condición,  en  dos  fases  de  crecimiento  distintas,  fase  estacionaria  y  

fase   exponencial.   Para   ello,   se   llevó   a   cabo   una   cuantificación   diferencial   de   proteínas   y   de  

péptidos  acetilados  sin  marcaje,  por  cromatografía   líquida  combinada  con  espectrometría  de  

masas  de  alta  resolución  (MS/MS).  Los  resultados  obtenidos  comparando  los  cambios  relativos  

entre  las  muestras  biológicas,  mostraron  las  mayores  diferencias  en  nivel  de  acetilación  entre  

los  cultivos  con  distintas  fuentes  nitrógeno,  con  un  elevado  nivel  en  TB7,  y  también  un  aumento  

de  la  acetilación  asociado  al  empleo  de  glucosa  y  en  la  fase  estacionaria  de  crecimiento.  Estos  

resultados  mostraron  una  correlación  directa  entre  el  nivel  de  acetilación  y  la  elevada  velocidad  

de  crecimiento  que  desencadena  el  desbordamiento  del  acetato.  Asimismo,  se  observó  un  alto  

nivel  de  acetilación  en  las  enzimas  del  metabolismo  central,  con  diferencias  entre  las  3  variables  

estudiadas.   Además,   se   apreció   una   correlación   entre   la   abundancia   de   las   proteínas   y   la  

identidad  de  las  lisinas  acetiladas  encontradas  en  cada  condición.  

  

Materiales  y  Métodos  

Cultivos  celulares,  lisis  celular  y  proteólisis  

La  cepa  E.  coli  K12  BW25113  creció  empleando  medio  complejo  TB7  (10  g/L  de  triptona  

tamponada   a   pH   7   con   100  mM   de   potasio   de   fosfato)   o  medio  mínimo  MM9   (10  mM   de  

(NH4)2SO4,  8,5  mM  de  NaCl,  40  mM  de  Na2HPO4,  20  mM  de  KH2PO4,  185   M  de  FeCl3,  175   M  

de  EDTA,  7   M  de  ZnSO4,  7   M  de  CuSO4 2O,  7   M  de  MnSO4,  7   M  de  CoCl2,  1  mM  de  

MgSO4,  ,0,1  mM  de  CaCl2  y  1   ,  suplementados  con  glucosa  20  mM  o  

glicerol  40  mM  como  fuente  de  carbono.  Por  tanto,  se  emplearon  4  condiciones  de  cultivo  (TB7-­‐

glucosa,   TB7-­‐glicerol,   MM9-­‐glucosa   y   MM9-­‐glicerol)   y   de   cada   una   de   ellas   se   realizaron   4  

replicados  biológicos.  Los  cultivos  fueron  inoculados  a  una  densidad  óptica  inicial  medida  a  600  

nm   (OD600)   de   0,05   unidades,   con   preinóculos   en   fase   de   crecimiento   exponencial.   Se   tomó  

muestra  de  cada  uno  de  los  cultivos  en  fase  exponencial  de  crecimiento  y  en  fase  estacionaria  

(Figura  S1  del  Anexo),  y  las  células  fueron  aisladas  por  centrifugación  a  2000  x  g  durante  30  min  

a   4   °C.   Las   células   fueron   resuspendidas   en   tampón   fosfato   salino,   PBS,   y   aisladas   por  

centrifugación  a  2000  x  g  durante  20  min  a  4  °C,  proceso  que  se  repitió  dos  veces.  Tras  ello,  los  

sedimentos  celulares  se  preservaron  a  -­‐80  °C  hasta  la  lisis  celular.    

Para  la  lisis,  los  sedimentos  celulares  se  resuspendieron  en  tampón  de  lisis,  que  contenía  

desoxicolato  de   sodio   (SDC)   al   4%  en   tampón  Tris-­‐HCl  100  mM  a  pH  8,5.  El  empleo  del   SDC  

implica  beneficios  sobre  el  uso  de   la  urea,  pues  esta  provoca   la  carbamilación  de   lisinas  que  

pueden   interactuar   también   con   los   anticuerpos   empleados   en   los   procesos   de  



Capítulo  6  

   177     

inmunopurificación,   lo   que   disminuye   la   selectividad   y   la   sensibilidad   del   proceso   [36].   Las  

muestras  fueron  incubadas  con  el  tampón  de  lisis  a  99  °C  durante  10  min  con  agitación,  tras  ello  

se  enfriaron  a  temperatura  ambiente  durante  15  minutos  y  se  sonicaron  durante  2  minutos  y  

30s   (ciclos  de  10  segundos  cada  uno)  empleando  el   sonicador  Vibra  Cell   (Sonicator  Sonics  &  

Materials,  Newton,  United  Kingdom).  Tras  la  lisis  celular  las  muestras  se  centrifugaron  a  12000  

x  g  durante  30  min  a  4  °C,  y  se  tomó  1,5  mg  de  proteínas  de  cada  muestra  para  la  proteólisis.  Las  

proteínas  fueron  reducidas  mediante  la  adición  de  DTT  10  mM  durante  1  h  a  37  °C,  tras  lo  cual  

se  alquilaron  mediante  la  incubación  con  yodoacetamida  25  mM  durante  30  min  en  oscuridad  a  

temperatura   ambiente.   Las   muestras   fueron   digeridas   con   Tripsina   Gold   (Promega)   a   una  

relación  1/50  (m/m)  tripsina/proteína  durante  16  h  a  37  °C.  La  reacción  de  digestión  se  detuvo  

mediante   la  adición  de  ácido   fórmico  al  0,1%,  y   las  muestras   se   siguieron  acidificando  hasta  

alcanzar  una  concentración  del  0,5%  y  se  limpiaron  empleando  las  columnas  Sep-­‐Pak  C18  3  cc  

Vac  Cartridge  (Waters).  Los  péptidos  trípticos  se  secaron  empleando  un  evaporador  de  vacío  a  

4  °C.  

  

Enriquecimiento  en  péptidos  acetilados  

Los  péptidos  trípticos   fueron  resuspendidos  en  tampón  de   inmunoafinidad  (50  mM  de  

MOPS,   10  mM   de   Na2HPO4,   50  mM   de   NaCl,   pH   7,2)   y   se  midió   la   concentración   de   estos  

empleando  el   kit      (Thermo  Fisher  Scientific).  

Una   vez   medida   la   concentración,   se   aislaron   50   µg   de   cada   muestra   para   el   análisis   del  

proteoma.  Para  el  enriquecimiento  en  péptidos  acetilados  se  emplearon  anticuerpos  anti-­‐acetil-­‐

lisina  unidos  a  agarosa.  Así,  se  tomó  1  mg  de  péptidos  de  cada  muestra  y  se  incubó  con  1/4  de  

cada  tubo  del  kit  PTMScan  acetyllysine  motif  [Ac-­‐K]  (Cell  Signaling  Technologies)  durante  2  h  a  4  

°C  en  rotación,  siguiendo  las  indicaciones  del  fabricante.  Tras  la  incubación  con  los  anticuerpos,  

los  péptidos  enriquecidos  fueron  eluidos  con  ácido  trifluoroacético  al  0,15%,  y  se  desalaron  y  

concentraron  empleando  las  placas  Oasis  HLB  96-­‐well  µElution  Plate,  para  posteriormente  ser  

secados  mediante  un  evaporador  de  vacío  a  4  °C.    

  

Análisis  LC-­‐MS/MS  

Se  analizaron  los  péptidos  acetilados  procedentes  del  enriquecimiento  (acetiloma),  y  los  

recogidos   antes   del   enriquecimiento   (proteoma).   Ambos   tipos   de   muestras   se   analizaron  

utilizando   un   sistema   de   cromatografía   líquida   de   alto   rendimiento   Ultimate3000   (Thermo  
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Fisher   Scientific)   acoplado   en   línea   a   un   espectrómetro   de   masas   Orbitrap   EXPLORIS   480  

(Thermo   Fisher   Scientific),   tal   y   como   se   había   descrito   previamente   [37],   con   pequeñas  

modificaciones.  El  tampón  A  consistía  en  agua  acidificada  con  0,1%  de  ácido  fórmico,  mientras  

que  el  tampón  B  era  80%  acetonitrilo  y  20%  agua  con  0,1%  de  ácido  fórmico.  Los  péptidos  se  

L/min  con  un  100%  de  tampón  A  en  una  trampa  (0,3  

los  péptidos  se  separaron  en  una  columna  analítica  de  C18  de  50  cm  (Poroshell  120  EC-­‐C18,  2,7  

   fue   de   9   a   40%   de   B   en   40   min   a   300   nL/min.   A  

continuación,  el  tampón  B  pasó  al  55%  en  5  min  y,  finalmente,  se  aumentó  al  99%  para  la  etapa  

de  limpieza.  Los  péptidos  se  ionizaron  utilizando  un  voltaje  de  pulverización  de  2  kV  y  un  capilar  

calentado  a  275  °C.  El  espectrómetro  de  masas  se  configuró  para  adquirir  espectros  de  MS  de  

barrido  completo  (relación  masa/carga  de  350  a  1400)  para  un  tiempo  de  inyección  máximo  de  

120  ms   con   una   resolución   de  masa   de   120000   y   un   valor   objetivo   de   control   de   ganancia  

automático   (AGC)   de   3   ×   106.   Los   iones   precursores  más   intensos   se   seleccionaron   para   la  

MS/MS  en  un  ciclo  completo  de  1  s.  En  ambos  tipos  de  muestras  se  utilizó  la  fragmentación  HCD,  

con   la   lectura  en  el  analizador  de  masas  Orbitrap;  para  el  proteoma  completo  se  utilizó  una  

resolución   de   15000   (ventana   de   aislamiento   de   2,4   Th),   mientras   que   para   los   péptidos  

acetilados  únicamente  se  utilizó  una  resolución  de  30000,  para  tener  la  mayor  calidad  posible  

de  los  espectros  modificados.  Todos  los  demás  parámetros  fueron  los  mismos:  el  valor  objetivo  

del  AGC  se  fijó  en  1  ×  105  con  un  tiempo  de  inyección  máximo  "Auto"  y  una  energía  de  colisión  

normalizada  del  28%.    

  

Análisis  de  los  datos  

Para  el  procesamiento  de  los  archivos  Raw  del  proteoma  y  el  acetiloma  procedentes  del  

equipo  se  empleó  el  software  MaxQuant  (versión  2.0.3.1)  integrado  con  el  sistema  de  búsqueda  

Andromeda,  que  incluye  la  lista  de  contaminantes  comunes.  Los  datos  se  enfrentaron  a  la  base  

de  datos  FASTA  del  proteoma  de  referencia  de  E.  coli  K12  (diciembre  de  2021;  4448  secuencias)  

descargada  de  Uniprot  [38].  La   identificación  de   los  sitios  acetilados  se  realizó  utilizando  una  

serie  de  parámetros  en  MaxQuant.  Así,  se  escogió  la  tripsina  como  proteasa,  permitiendo  un  

máximo  de  tres   fallos  el  proceso  de  escisión.  Se  seleccionó   la  carbamidometilación   (C)  como  

modificación   fija,  y   la  oxidación   (M),   la  acetilación   (N-­‐terminal),   la  desamidación   (N  y  Q)  y   la  

acetilación   de   lisinas   (K)   como   modificaciones   variables,   con   un   número   máximo   de  

modificaciones  por  péptido  de  5.  La  longitud  mínima  de  cada  péptido  fue  fijada  a  6  aminoácidos  
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y  la  masa  máxima  a  5600  Da.  La  búsqueda  fue  realizada  fijando  la  tolerancia  de  la  masa  a  20  

ppm  para  la  primera  búsqueda  y  a  4,5  ppm  para  la  búsqueda  principal.  La  puntuación  mínima  

de  Andromeda  para  los  péptidos  modificados  fue  de  40,  y  la  puntuación  delta  mínima  para  los  

péptidos  modificados  fue  de  6.  La  tolerancia  de  masa  para  los  fragmentos  de  la  fragmentación  

con   HCD   fue   de   20   ppm.   La   tasa   de   falsos   descubrimientos   (FDR)   para   la   identificación   de  

péptidos,  proteínas  y  sitios  de  modificación  se  fijó  en  el  1%.  Los  parámetros  empleados  para  

procesar  los  datos  del  proteoma  fueron  idénticos  a  los  expuestos,  excepto  por  la  eliminación  de  

la  acetilación  de  lisinas  como  modificación  variable  y  la  permisividad  de  2  fallos  en  la  acción  de  

la   tripsina.   Las   proteínas   se   cuantificaron   utilizando   la   función  MaxLFQ   de   MaxQuant   [39],  

empleando  sólo  los  péptidos  no  modificados  y  los  que  presentan  oxidación  (M)  y  acetilación  (N-­‐

term)  con  al  menos  dos  identificaciones  de  cada  péptido  requeridas  para  las  comparaciones  por  

pares  de  la  abundancia  entre  las  muestras.  

Para  conocer  los  cambios  en  la  abundancia  de  proteínas  y  en  el  nivel  de  acetilación  entre  

las  distintas  condiciones  de  cultivo  se  llevaron  a  cabo  pruebas  t  de  Student  (s0=  0,1;  FDR  basado  

en  permutaciones   ),  empleando  el  software  Perseus  (versión  1.6.15.0).  Las  pruebas  t  de  

Student  se  realizaron  con  los  péptidos  presentes  en  las  dos  muestras  a  comparar  en  al  menos  3  

de   los   4   replicados   biológicos.   Previamente   a   la   realización   de   las   pruebas   estadísticas   se  

eliminaron   los   contaminantes   y   las   secuencias   reversas,   y   los   datos   se   transformaron  

logarítmicamente.  Además,  en  el  caso  de  las  muestras  del  acetiloma,  sólo  se  utilizaron  para  el  

análisis  posterior  los  sitios  de  acetilación  con  una  probabilidad  de  localización  mayor  a  0,75,  y  

los   valores   de   las   intensidades   de   los   péptidos   acetilados   fueron   normalizados.   Para   la  

normalización,  los  valores  de  las  intensidades  de  los  péptidos  acetilados  fueron  relativizados  a  

los   valores   de   las   intensidades   de   las   proteínas   a   las   que   pertenecen   en   cada   muestra   en  

concreto  [40].  Para  el  análisis  exploratorio  de  los  datos  del  acetiloma  se  llevó  a  cabo  un  análisis  

de  componentes  principales  (PCA)  incluido  en  la  plataforma  Perseus.    

Para  el  análisis  del  motivo  consenso  de  acetilación  se  empleó  el  software   Icelogo   [41],  

seleccionando   los   15   residuos   que   rodeaban   a   cada   lado   la   lisina   acetilada.   La   anotación  

funcional  de   las  proteínas  acetiladas  se   llevó  a  cabo  mediante  el  análisis  de   los   términos  GO  

(ontología   genética),   para   lo   que   se   utilizó   la   base   de   datos   DAVID   (base   de   datos   para   la  

anotación,   la   visualización   y   el   descubrimiento   integrado)   [42].   Para   el   análisis   de  

enriquecimiento  en  determinados  términos  GO,  se  empleó  la  corrección  de  Benjamini-­‐Hochberg  

para  el  ajuste  de  los  p-­‐valor,  y  se  estableció  como  umbral  de  significancia  estadística  un  p-­‐valor  

<  0,05.  
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Análisis  del  crecimiento  celular  y  estudio  de   la  concentración  extracelular  de  acetato  

por  HPLC  

La   cepa   E.   coli   K12   BW25113   creció   en   medio   complejo   TB7   o  medio  mínimo  MM9,  

suplementado  con  glucosa  (20  mM)  o  glicerol  (40  mM)  como  fuente  de  carbono.  Los  cultivos  

fueron   inoculados   a   una   DO600   inicial   de   0,05   unidades   con   preinóculos   crecidos   en   fase  

exponencial,   y   se   determinó   la   velocidad   específica   de   crecimiento   [43].   Para   cuantificar   la  

concentración  extracelular  de  acetato  se  tomó  una  muestra  de  1  mL  de  los  cultivos  a  diferentes  

tiempos  de  crecimiento  y  se  centrifugó  a  12000  x  g  durante  1  min  a  4°C.  El  sobrenadante  fue  

preservado  a  -­‐20  °C  hasta  su  análisis.  Para  analizar  la  concentración  extracelular  de  acetato  se  

usó  un  HPLC  equipado  con  un  refractómetro  diferencial  y  detectores  UV  (Shimadzu  Scientific  

Instruments)  empleando  una  columna  de  exclusión  iónica  (ICSep  Coregel  87H3,  Transgenomic).  

La  fase  móvil  fue  H2SO4  5  mM  que  fluyó  a  0,5  mL  min-­‐1  y  65  °C.    

  

Resultados  

Análisis  del  proteoma  de  E.  coli  en  distintas  condiciones  de  cultivo  

Se  llevó  a  cabo  el  análisis  del  proteoma  de  E.  coli  por  espectrometría  de  masas  sin  marcaje  

para  comparar  la  abundancia  relativa  de  proteínas  en  función  de  las  tres  variables  de  cultivo,  

esto  es,   fuente  de   carbono   (glucosa   y   glicerol),   fuente  de  nitrógeno   (medio  mínimo,  MM9  y  

complejo,  TB7)  y  fase  de  crecimiento  (exponencial  y  estacionaria).  De  este  modo,  obtuvimos  8  

tipos  de  muestras  en  las  que  se  combinaron  las  3  variables  distintas  para  cada  cultivo:  MM9-­‐

glucosa-­‐exponencial   (MUX),   MM9-­‐glucosa-­‐estacionaria   (MUS),   MM9-­‐glicerol-­‐exponencial  

(MYX),   MM9-­‐glicerol-­‐estacionaria   (MYS),   TB7-­‐glucosa-­‐exponencial   (TUX),   TB7-­‐glucosa-­‐

estacionaria  (TUS),  TB7-­‐glicerol-­‐exponencial  (TYX)  y  TB7-­‐glicerol-­‐estacionaria  (TYS)  (Tabla  S1  del  

Anexo).  Se  estudiaron  las  diferencias  en  la  presencia  de  proteínas  entre  las  distintas  condiciones  

de  cultivo  comparando  las  muestras  con  diagramas  de  Venn,  y  se  observó  como  en  todos  los  

casos  entre  un  82  y  un  92%  de  las  proteínas  coincidían  entre  las  distintas  condiciones  (Figura  S2  

del  Anexo).    

Seguidamente  llevamos  a  cabo  un  análisis  estadístico  de  las  diferencias  en  la  abundancia  

de   proteínas.   Para   ello   se   llevaron   a   cabo   pruebas   estadísticas   t   de   Student   en   las   que   se  

compararon  2  a  2  las  muestras,  manteniendo  constantes  dos  variables  y  variando  solo  una.  Por  

lo  tanto,  las  12  comparaciones  resultantes  fueron:  4  para  la  fase  de  crecimiento,  MUS  vs  MUX,  

MYS  vs  MYX,  TUS  vs  TUX  y  TYS  vs  TYX;  4  para  la  fuente  de  carbono  MUX  vs  MYX,  MUS  vs  MYS,  
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TUX  vs  TYX  y  TUS  vs  TYS;  y  4  para  la  fuente  de  nitrógeno  MUX  vs  TUX,  MUS  vs  TUS,  MYX  vs  TYX  

y  MYS  vs  TYS.  Para  este  análisis  se  tuvo  en  cuenta  que  las  proteínas  estuvieran  presentes  en  al  

menos  3  de  los  4  replicados  biológicos  en  ambas  muestras  de  cada  comparativa.  

Las  proteínas  con  diferencias  significativas  entre  distintas  condiciones  fueron  aquellas  que  

pasaron   la   corrección   estadística   (s0=   0,1;   FDR   basado   en   permutaciones  

presentaban  un  incremento  o  una  reducción  de  su  abundancia  relativa  del  doble  o  la  mitad,  es  

decir,   que   presentaban   unos   valores   de   ,   Fch,   +   1   o      -­‐1.   Las   proteínas   con  

diferencias   significativas   en   su   abundancia   relativa   entre   las   distintas   comparaciones   y   los  

valores  de  Fch  de  estas   se  muestran  en   las  Tabla  S2  del  Anexo.  El  número  de  proteínas  que  

presentaron   -­‐1  en  cada  una  de   las  12  comparativas  realizadas,  se  muestran  en   la  

Tabla  1A  y  el  promedio  de  estos  Fch  se  muestran  en  la  Tabla  1B.  Además,  el  número  de  proteínas  

encontradas  sólo  en  una  condición  (fase  estacionaria,  fase  exponencial,  glucosa,  glicerol,  MM9  

y  TB7),  se  muestran  en  la  Tabla  1C.    

Tabla   1A:   Número   de   proteínas   con   cambios   significativos   en   su   abundancia   entre   las   distintas  
condiciones.  (Fch     +1:  incremento  de  la  abundancia;  Fch     -­‐1:  reducción  de  la  abundancia).    

Fase  de  crecimiento   MUS  vs  MUX   MYS  vs  MYX   TUS  vs  TUX   TYS  vs  TYX  
Proteínas  Fch     +1   140   132   213   184  
Proteína  Fch     -­‐1   77   122   82   75  
Fuente  de  carbono   MUX  vs  MYX   MUS  vs  MYS   TUX  vs  TYX   TUS  vs  TYS  
Proteína     +1   0   30   10   0  
Proteína  Fch   -­‐1   0   43   43   0  
Fuente  de  nitrógeno   MUX  vs  TUX   MUS  vs  TUS   MYX  vs  TYX   MYS  vs  TYS  
Proteína  Fch     +1   150   176   30   228  
Proteína  Fch     -­‐1   137   240   18   304  
  
Tabla   1B:   Promedio   de   los   valores   de   los   Fch   de   las   proteínas   con   cambios   significativos   en   su  
abundancia  entre  las  distintas  condiciones.  (Fch   +1:  incremento  de  la  abundancia;  Fch     -­‐1:  reducción  
de  la  abundancia).  

Fase  de  crecimiento   MUS  vs  MUX   MYS  vs  MYX   TUS  vs  TUX   TYS  vs  TYX  
Media  Fch     +1   2,04   1,73   1,53   1,40  
Media  Fch     -­‐1   -­‐1,42   -­‐1,32   -­‐1,58   -­‐1,41  
Fuente  de  carbono   MUX  vs  MYX   MUS  vs  MYS   TUX  vs  TYX   TUS  vs  TYS  
Media  Fch   +1   0   1,32   1,41   0  
Media  Fch     -­‐1   0   -­‐1,96   -­‐2,53   0  
Fuente  de  nitrógeno   MUX  vs  TUX   MUS  vs  TUS   MYX  vs  TYX   MYS  vs  TYS  
Media  Fch   +1   2,48   2,29   1,42   2,08  
Media  Fch     -­‐1   -­‐2,21   -­‐1,78   -­‐1,58   -­‐1,74  
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Tabla  1C:  Número  de  proteínas  encontradas  en  solo  una  condición.  

   Fase  de  crecimiento   Fuente  de  Carbono   Fuente  de  nitrógeno  

   Estacionaria   Exponencial   Glucosa   Glicerol   MM9   TB7  

Nº  proteínas   5   16   0   5   23   26  
  

Atendiendo   a   la   fase   de   crecimiento,   podemos   observar   que,   en   todos   los   casos,   se  

encontró  mayor   abundancia  de  proteínas  en   la   fase  estacionaria  que  en   la   fase   exponencial  

(Tabla  1A).  Este  comportamiento  fue  más  marcado  en  el  caso  de  las  muestras  procedentes  del  

crecimiento  en  medio  complejo.  En  cuanto  a  la  fuente  de  carbono,  produjo  menos  diferencias,  

encontrándose   proteínas   con   diferencias   significativas   en   su   abundancia   únicamente   en   la  

comparativa  de  medio  mínimo  en  fase  estacionaria  y  medio  complejo  en  fase  exponencial.  En  

ambos  casos  se  obtuvo  mayor  abundancia  de  proteínas  en  glicerol  que  en  glucosa  (Tabla  1A).  En  

el  caso  de  las  comparaciones  de  la  fuente  de  nitrógeno,  se  observaron  las  mayores  diferencias,  

encontrándose  mayor  abundancia  de  proteínas  en  MM9  en  fase  exponencial  y  en  medio  TB7  en  

fase   estacionaria   (Tabla   1A).   Además,   el   número   de   proteínas   encontradas   en   una   única  

condición  fue  superior  en  MM9  y  TB7,  y  no  se  halló  ninguna  proteína  única  de  las  muestras  con  

glucosa   (Tabla   1C).   Los   promedios   de   los   valores   de   Fch   entre   las   distintas   condiciones  

exhibieron  este  mismo  perfil,  pero  sin  grandes  diferencias  entre  ellos  (Tabla  1B).    

Para   observar   las   distribuciones   de   los   datos   de   proteoma   de   las   12   comparativas,  

llevamos  a  cabo  un  diagrama  de  cajas  con  los  valores  de  Fch,  significativos  y  no  significativos  

(Figura  1).  En  todos  los  casos  observamos  una  distribución  casi  simétrica  de  los  datos,  ya  que  la  

mediana   se   situó   en   el   centro   de   las   cajas   y   coincidió   con   la  media.   En   cambio,   los   rangos  

intercuartílicos   presentaron   diferente   longitud   atendiendo   a   la   abundancia   de   los   valores  

atípicos   encontrados   en   cada   condición   de   cultivo.  Así,   en   las   comparativas   de   la   fuente   de  

carbono,  se  encontraron  más  valores  con  un  Fch  negativo,  lo  que  indica  mayor  abundancia  en  

glicerol.  Del  mismo  modo  se  corroboró  que  las  mayores  diferencias  se  daban  en  el  caso  de  las  

comparativas  de  la  fuente  de  nitrógeno,  con  los  valores  de  Fch  más  ampliamente  distribuidos  

(Figura  1).  
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Figura  1:  Diagrama  de  cajas  de  los  valores  de  Fch  de  las  comparativas  del  proteoma.  Se  muestran  las  12  
comparativas  relativas  a  cada  una  de  las  tres  variables,  es  decir,  fase  de  crecimiento,  fuente  de  carbono  y  
fuente  de  nitrógeno.  La  línea  de  dentro  de  la  caja  representa  la  mediana  de  los  datos,  mientras  que  la  x  
representa  la  media,  y  la  parte  inferior  y  superior  de  cada  caja  representan  el  primer  y  tercer  cuartil.  

  

Asimismo,  se  llevó  a  cabo  un  enriquecimiento  funcional  en  términos  GO  de  los  procesos  

biológicos   (PB)   empleando   la   base   de   datos   DAVID,   para   conocer   en   que   rutas   o   procesos  

biológicos   estaban   implicadas   las   proteínas   que   presentaron   distintas   abundancias   entre   las  

condiciones  de  cada  variable  de  cultivo  [42].  Así,  para  este  análisis  se  agruparon  los  datos  de  las  

12  comparativas  en  función  de  las  3  variables,  es  decir  fuente  de  carbono,  de  nitrógeno  y  fase  

de  crecimiento.  Por  ejemplo,  un  primer  grupo,  en  la  que  la  variable  era  la  fase  de  crecimiento,  

incluía  las  proteínas  con  diferencias  significativas  de  las  comparativas  donde  sólo  cambiaba  la  

variable  de  la  etapa  de  crecimiento  (MUS  vs  MUX,  MYS  vs  MYX,  TUS  vs  TUX  y  TYS  vs  TYX)  (Tabla  

S2  del  Anexo).  También  se  tuvieron  en  cuenta  las  proteínas  que  habían  sido  encontradas  en  una  

única  condición  y  no  en  el  resto  (Tabla  S1  del  Anexo).  Para  controlar  la  tasa  de  falsos  positivos  

se  aplicó  la  corrección  de  Benjamini-­‐Hochberg  para  el  ajuste  de  los  p-­‐valor,  y  se  estableció  como  

umbral   de   significancia   estadística   un   p-­‐valor   <   0,05.   Los   Términos   GO  más   frecuentes   que  

cumplieron   esta   corrección   y   el   porcentaje   de   proteínas   con   diferencias   significativas   en  

abundancia  que  pertenecen  a  cada  término  (enriquecimiento)  se  exponen  en  la  Figura  2.  
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Figura  2:  Enriquecimiento  en  términos  GO  (procesos  biológicos,  PB)  de  las  proteínas  significativamente  
más   abundantes   en   las   distintas   condiciones   de   estudio.   (A)   Términos   GO  más   frecuentes   entre   las  
proteínas  significativamente  más  abundantes  en  fase  estacionaria  que  en  fase  exponencial,  y  viceversa.  
(B)  Términos  GO  con  mayor  porcentaje  de  las  proteínas  significativamente  más  abundantes  en  glucosa  
que  en  glicerol,  y  viceversa.  (C)  Términos  GO  con  mayor  porcentaje  de  las  proteínas  significativamente  
más  abundantes  en  MM9  que  en  TB7,  y  viceversa.    

  

Respecto   al   efecto   de   la   fase   de   crecimiento   se   observó   un   enriquecimiento   en   las  

funciones  de   traducción,   procesos  metabólicos,   biosíntesis  de  aminoácidos  y  ensamblaje  del  

ribosoma  en   las   proteínas  más   abundantes   en   la   fase   exponencial,   y   de   respuesta   al   estrés  

oxidativo  en  el  caso  de  la  fase  estacionaria.  En  cuanto  a  la  fuente  de  carbono,  las  proteínas  más  
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abundantes   en   glucosa   que   en   glicerol   no   se   encontraron   enriquecidas   en   ningún   proceso  

biológico.   Sin   embargo,   las   proteínas   diferencialmente   más   abundantes   en   glicerol   que   en  

glucosa,   o   solamente   presentes   en   glicerol,   estuvieron   relacionadas   con   el   transporte   de  

carbohidratos,   el   metabolismo   del   glicerol   y   del   glicerol-­‐3-­‐fosfato,   el   ciclo   de   los   ácidos  

tricarboxílicos  (ciclo  TCA),  el  metabolismo  de  otros  compuestos  derivados  de  carbohidratos  y  el  

metabolismo  del  glucarato  y  del  triptófano.  Por  su  parte,  atendiendo  a  la  fuente  de  nitrógeno,  

se  observó  un  enriquecimiento  en  los  procesos  de  respuesta  al  calor  y  biosíntesis  de  tiamina  en  

las  proteínas  más  abundantes  en  TB7.  Mientras  que  las  proteínas  más  abundantes,  o  presentes  

solo   en   MM9,   estaban   implicadas   en   los   procesos   de   biosíntesis   y   metabolismo   de   los  

aminoácidos,  el  ciclo  TCA  y  procesos  biosintéticos  y  de  respiración  aerobia  (Figura  2).  

  

Análisis  del  acetiloma  de  E.  coli  en  distintas  condiciones  de  cultivo  

Con  el  fin  de  conocer  el  impacto  de  las  distintas  variables  de  cultivo  sobre  la  dinámica  de  

la   acetilación   en   E.   coli,   se   llevó   a   cabo   un   enriquecimiento   de   las   muestras   en   péptidos  

acetilados  mediante  un  ensayo  de  inmunoafinidad  previo  a  su  análisis  por  espectrometría  de  

masas.  Los  péptidos  acetilados  totales,  los  de  cada  una  de  las  8  muestras,  y  los  que  aparecen  

solo   en   una   condición   (fase   estacionaria,   fase  exponencial,   glucosa,   glicerol,  MM9   y   TB7)   se  

indican  en  la  Tabla  S3  del  Anexo.  En  la  Tabla  2  se  exponen  el  número  de  sitios  de  acetilación  y  el  

número  de  proteínas  acetiladas  identificadas  en  cada  muestra  y  en  total.    

Tabla   2:   Sitios   de   acetilación   y   proteínas   acetiladas   encontrados   en   total   y   en   cada   una   de   las  
condiciones.    

   Sitios  de  acetilación   Proteínas  acetiladas  

Total     7482   1817  
MM9  glucosa  exponencial   4342   1277  
MM9  glucosa  estacionaria   4662   1334  
MM9  glicerol  exponencial   4207   1276  
MM9  glicerol  estacionaria   3406   1097  
TB7  glucosa  exponencial   3487   1130  
TB7  glucosa  estacionaria   3581   1212  
TB7  glicerol  exponencial   2872   1016  
TB7  glicerol  estacionaria   3694   1267  

  

Tal  y  como  se  observa,  se  hallaron  un  total  de  7482  sitios  de  acetilación  que  se  encuentran  

en   1817   proteínas   modificadas.   En   cuanto   a   los   sitios   de   acetilación   de   cada   una   de   las  

condiciones,   se   tomaron   aquellos   que   se   encontraban   en   al   menos   3   de   los   4   replicados  

biológicos.  El  número  de  sitios  de  acetilación  fue  más  elevado,  en  general,  en  MM9  que  en  TB7,  
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al   igual   que   el   número   de   proteínas   acetiladas,   aunque   en   este   caso,   las   diferencias   fueron  

menores.  Respecto  la  fase  de  crecimiento,  observamos  como,  en  todos  los  casos,  las  muestras  

de   la   fase   estacionaria   presentaron   un   mayor   número   de   sitios   acetilados   y   de   proteínas  

modificadas,  con  la  excepción  de  las  muestras  de  MM9  suplementadas  con  glicerol.  Atendiendo  

a  las  fuentes  de  carbono,  no  se  produjeron  grandes  diferencias,  excepto  en  el  caso  de  los  cultivos  

que   crecieron   en   medio   complejo   en   fase   exponencial,   en   los   que   se   encontró  más   lisinas  

acetiladas  en  glucosa  que  en  glicerol  (Tabla  2).    

Para  determinar  si  existía  algún  motivo  común  alrededor  de  la  lisina  acetilada  se  llevó  a  

cabo  un  análisis  de  la  secuencia  de  los  péptido  acetilados  con  el  software  IceLogo  (Figura  3A)  

[41].   El   análisis   indicó   que   los   residuos   cargados   negativamente   (D   y   E)   estaban  

sobrerrepresentados  en  las  regiones  que  rodean  los  7482  sitios  de  acetilación,  lo  que  está  en  

concordancia   con   estudios   anteriores,   tanto   en   E.   coli   [14],   [20],   [28],   como   en   otros  

microorganismos  [44] [46].  

Además,   para   conocer   las   posibles   implicaciones   de   la   acetilación,   se   llevó   a   cabo   un  

enriquecimiento  en  términos  GO  de  los  procesos  biológicos  en  los  que  estaban  implicadas  las  

proteínas   acetiladas   totales   (Figura   3B).   De   nuevo,   se   aplicó   la   corrección   de   Benjamini-­‐

Hochberg  para  el  ajuste  de  los  p-­‐valor,  estableciéndose  como  umbral  de  significancia  estadística  

un  p-­‐valor  <  0,05,  y  se  tomaron  los  15  términos  GO  más  abundantes.  El  análisis  de  las  funciones  

de  las  proteínas  acetiladas  indicó  que  muchas  de  estas  forman  parte  de  multitud  de  procesos  

metabólicos,   en   concreto   la   mayoría   se   encuentran   relacionadas   con   la   traducción  

(procesamiento   de   los   ARNt   y   ARNr,   ensamblaje   del   ribosoma,   biogénesis   del   ribosoma),   el  

metabolismo  de   los   nucleótidos   (biosíntesis   de   los  nucleótidos   de   purina)   y   los   aminoácidos  

(procesos   biosintéticos   y   metabólicos   de   los   aminoácidos),   los   procesos   metabólicos   y  

biosintéticos,  los  procesos  glicolíticos  y  la  respuesta  al  calor.    
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Figura  3:  Análisis  de  la  secuencia  motivo  de  los  sitios  de  acetilación  (A)  y  enriquecimiento  en  términos  
GO  (procesos  biológicos,  PB)  de  las  proteínas  acetiladas  totales  (B).  

  

Debido  a  los  cambios  observados  en  el  proteoma  entre  las  distintas  condiciones  de  cultivo  

(Tabla  1  y  Figura  1),  se  llevó  a  cabo  la  normalización  de  los  datos  del  acetiloma  para  evitar  un  

sesgo  en  los  resultados  debido  al  diferente  perfil  de  abundancia  de  proteínas  en  cada  condición  

de  cultivo.  Además,  se  realizó  un  análisis  exploratorio  de  los  datos  normalizados  de  los  péptidos  

acetilados  mediante  un  PCA,  con  el  fin  de  buscar  tendencias,  agrupaciones  y  valores  atípicos,  y  

reducir  en  la  medida  de  lo  posible  la  dimensionalidad  de  los  datos.  Este  análisis  inicial  mostrado  

en  la  Figura  4,  evaluó  el  efecto  de  las  tres  variables  (fuente  de  nitrógeno  (TB7  y  MM9),  fuente  

de   carbono   (glucosa   y   glicerol)   y   fase   de   crecimiento   (exponencial   y   estacionaria))   sobre   los  

cambios  relativos  del  acetiloma  de  E.  coli.  
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Figura  4:  Análisis  PCA  de  los  datos  normalizados  del  acetiloma  y  la  influencia  de  las  variables  objeto  de  
estudio.  Las  variables:  fuente  de  nitrógeno  (TB7  y  MM9  en  morado  y  naranja,  respectivamente),  fuente  
de   carbono   (glucosa   y   glicerol,   mostrado   en   símbolos   rellenos   y   vacíos,   respectivamente)   y   fase   de  
crecimiento  (exponencial  y  estacionaria,  mostrado  en  círculos  y  cuadrados  respectivamente)  

  

Tal  y  como  se  observa  en  la  Figura  4,  gracias  a  los  tres  primeros  componentes  principales  

fue   posible   explicar   el   49,3%   de   la   varianza   de   los   datos   analizados.   El   primer   componente  

recogió   la   mayor   parte   de   la   varianza   de   los   datos   (29,6%)   que   pareció   deberse   a   una  

contribución  tanto  de  la  fuente  de  nitrógeno  como  de  carbono,  sin  embargo,  no  se  observó  un  

peso  claro  de  la  variable  fase  de  crecimiento.  Por  su  parte,  el  componente  2  recogió  el  14,1%  de  

la   varianza   y   permitió   agrupar   claramente   los   datos   en   función   de   la   fuente   de   nitrógeno,  

mientras   que   el   componente   3   (5,6%)   posibilitó   la   agrupación   en   función   de   la   fase   de  

crecimiento.  Así,  cuando  se  representaron  el  componente  2  y  3,  se  distinguieron  visiblemente  4  

grupos  en  función  de  las  categorías  analizadas,  dos  por  la  fuente  de  nitrógeno  (MM9  y  TB7),  y  

dos  por  la  fase  de  crecimiento  (exponencial  y  estacionaria).  En  resumen,  la  proyección  de  los  

datos  en  las  componentes  2  y  3  mostró  que  el  PCA  fue  capaz  de  encontrar  un  claro  patrón  para  

diferenciar  las  categorías  mencionadas  (Figura  4).    
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y  Figura  5B  TB7).  Para  ambos  análisis,  se  consideraron  las  dos  primeras  componentes  de  cada  
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modelo.   Respecto   al   PCA  de   los   datos   de   las  muestras   de   los   cultivos   en  medio  mínimo,   el  

componente   1   (36,6%)   tendió   a   agrupar   los   datos   por   la   fuente   de   carbono,   en   cambio   el  

componente  2  (9,7%)  permitió  una  separación  clara  en  función  de  la  fase  de  crecimiento.  Por  su  

parte,   el   análisis   de   PCA   de   los   datos   de   las   muestras   crecidas   en   TB7,   no   mostró   una  

contribución  manifiesta  para  la  varianza  contenida  en  el  componente  1  (34,2%),  mientras  que  

el  componente  2  (13,8%),  distinguió  visiblemente  los  datos  por  fase  de  crecimiento.  

  

Figura  5:  Análisis  exploratorio  mediante  PCA  de  los  datos  normalizados  del  acetiloma  de  las  muestras  
clasificadas  por   fuente  de  nitrógeno,  MM9  (A)  y  TB7  (B).  La   fuente  de  carbono,  glucosa  y  glicerol,  es  
mostrada  en  color  azul  y  verde,  respectivamente,  y  la  fase  de  crecimiento,  exponencial  y  estacionaria,  es  
mostrada  en  círculos  y  cuadrados,  respectivamente.  

  

Además,  para  mostrar  visualmente  las  diferencias  entre  las  muestras,  se  llevaron  a  cabo  

diagramas  de  Venn  de  las  12  comparativas  (muestras  2  a  2),  incluyendo  los  péptidos  acetilados  

totales  de  cada  muestra  (Figura  6).    
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Figura  6:  Diagramas  de  Venn  de   las   lisinas  acetilados  totales  de   las  distintas  condiciones  analizadas.  
Comparaciones  de  las  lisinas  acetiladas  de  las  muestras  variando  la  fase  de  crecimiento  (A),  la  fuente  de  
carbono  (B)  y   la  fuente  de  nitrógeno  (C).  Porcentajes  correspondientes  al  número  de   lisinas  acetiladas  
iguales  entre  las  dos  condiciones  comparadas.  

  

En  todos  los  casos,  más  de  la  mitad  de  los  péptidos  se  encontraban  en  las  dos  muestras  a  

cotejar.  Al  igual  que  en  caso  del  análisis  PCA,  observamos  las  menores  diferencias  debidas  a  la  

fuente  de  carbono,  ya  que  entre  un  61-­‐73%  de  los  péptidos  acetilados  fueron  idénticos  entre  las  

muestras   que   se   diferenciaban   únicamente   en   esta   variable.   Sin   embargo,   las   mayores  

diferencias  se  encontraron  en  la  identidad  de  los  péptidos  acetilados  entre  el  medio  mínimo  y  

el  medio  complejo,  donde  entorno  al  45%  de  los  péptidos  acetilados  fueron  diferentes  (Figura  

6).    

  

Impacto  de  las  condiciones  de  cultivo  sobre  el  nivel  de  acetilación  relativo  

Para  poder  analizar  los  cambios  relativos  en  la  acetilación  en  función  de  las  tres  variables  

(fuente   de   carbono,   fuente   de   nitrógeno   y   fase   de   crecimiento),   se   llevó   a   cabo   un   análisis  

estadístico  de  las  12  comparativas  (MUS  vs  MUX,  MYS  vs  MYX,  TUS  vs  TUX,  TYS  vs  TYX,  MUX  vs  

MYX,  MUS  vs  MYS,  TUX  vs  TYX,  TUS  vs  TYS,  MUX  vs  TUX,  MUS  vs  TUS,  MYX  vs  TYX  y  MYS  vs  TYS)  

empleando  la  prueba  t  de  Student.  Al  igual  que  en  el  caso  del  análisis  del  proteoma  se  tomaron  

las  lisinas  acetiladas  presentes  en  al  menos  3  de  los  4  replicados  biológicos  de  las  muestras  que  

se   están   analizando.   Las   lisinas   acetiladas   con   diferencias   significativas   entre   las   distintas  

condiciones   fueron   aquellos   que   pasaron   la   corrección   estadística   (s0=   0,1;   FDR   basado   en  
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permutaciones   ),  y  presentaron  un  Fch     1  o     -­‐1.  Los  sitios  de  acetilación  con  diferencias  

significativas   se   muestran   en   la   Tabla   S4   del   Anexo.   El   número   de   lisinas   acetiladas   con  

diferencias  significativas  encontrados  en  cada  una  de  las  12  comparativas  y  las  proteínas  a  las  

que  pertenecen  se  indican  en  la  Tabla  3A.  Además,  la  media  de  los  valores  de  Fch  de  estos  sitios  

de   acetilación   con   diferencias   significativas   y   el   porcentaje   que   representan   estos   en   cada  

comparativa  con  respecto  a  los  péptidos  acetilados  totales  en  esa  comparación,  se  muestran  en  

la  Tabla  3B.  Las  lisinas  acetiladas  únicas  de  cada  condición  (fase  estacionaria,  fase  exponencial,  

glucosa,  glicerol,  MM9  y  TB7),  se  muestra  en  la  Tabla  3C.  

Tabla   3A:  Número  de   lisinas   acetiladas   (AcK)   con   cambios   significativos   en   su   abundancia   entre   las  
distintas  condiciones  (Fch   +1:  incremento  de  la  abundancia;  Fch     -­‐1:  reducción  de  la  abundancia)  y  
proteínas  con  las  que  se  corresponden.    

Fase  de  crecimiento   MUS  vs  MUX   MYS  vs  MYX   TUS  vs  TUX   TYS  vs  TYX  
AcK  Fch   +1   0   22   396   0  
Proteínas  (Fch     +1)   0   22   264   0  
AcK  Fch     -­‐1   0   177   19   0  
Proteínas  (Fch   +1)   0   133   19   0  
Fuente  de  carbono   MUX  vs  MYX   MUS  vs  MYS   TUX  vs  TYX   TUS  vs  TYS  
AcK  Fch   +1   30   677   0   0  
Proteínas  (Fch   +1)   28   368   0   0  
AcK  Fch     -­‐1   0   1   0   0  
Proteínas  (Fch     -­‐1)   0   1   0   0  
Fuente  de  nitrógeno   MUX  vs  TUX   MUS  vs  TUS   MYX  vs  TYX   MYS  vs  TYS  
AcK  Fch   +1   0   183   34   1  
Proteínas  (Fch   +1)   0   139   31   1  
AcK  Fch   -­‐1   0   881   533   69  
Proteínas  (Fch   -­‐1)   0   481   343   65  
  
Tabla  3B:  Promedio  de  los  valores  de  Fch  de  los  sitios  de  acetilación  con  cambios  significativos  en  su  
abundancia  entre  las  distintas  condiciones  (Media),  y  porcentaje  que  representan  las  lisinas  acetiladas  
significativamente  diferentes  entre  condiciones  con  respecto  a  los  péptidos  acetilados  totales  de  esas  
condiciones   (%   significativos).   (Fch      +1:   incremento   de   la   abundancia;   Fch      -­‐1:   reducción   de   la  
abundancia).  

Fase  de  crecimiento   MUS  vs  MUX   MYS  vs  MYX   TUS  vs  TUX   TYS  vs  TYX  
Media  Fch   +1   -­‐   1,66   2,11   -­‐  
%  significativos  (Fch     +1)   -­‐   0,78  %   14,83  %   -­‐  
Media  Fch   -­‐1   -­‐   -­‐2,25   -­‐2,03   -­‐  
%  significativos  (Fch   -­‐1)   -­‐   6,25  %   0,71  %   -­‐  
Fuente  de  carbono   MUX  vs  MYX   MUS  vs  MYS   TUX  vs  TYX   TUS  vs  TYS  
Media  Fch     +1   1,71   2,57   -­‐   -­‐  
%  significativos  (Fch   +1)   0,88  %   22,83  %   -­‐   -­‐  
Media  Fch   -­‐1   -­‐   -­‐1,66   -­‐   -­‐  
%  significativos  (Fch   -­‐1)   -­‐   0,03  %   -­‐   -­‐  
Fuente  de  nitrógeno   MUX  vs  TUX   MUS  vs  TUS   MYX  vs  TYX   MYS  vs  TYS  
Media  Fch   +1   -­‐   2,30   1,66   1,57  
%  significativos  (Fch     +1)      6,75  %   1,47  %   0,04  %  
Media  Fch     -­‐1   -­‐   -­‐2,19   -­‐2,10   -­‐3,65  
%  significativos  (Fch   -­‐1)      32,49  %   23,07  %   2,89  %  
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Tabla  3C:  Número  de  sitios  de  acetilación  únicos  encontradas  en  cada  condición  del  cultivo.  

   Fase  de  crecimiento   Fuente  de  Carbono   Fuente  de  nitrógeno  
   Estacionaria   Exponencial   Glucosa   Glicerol   MM9   TB7  

Nº  Sitios  
acetilación   13   16   9   9   257   76  

  

Atendiendo  a  la  fase  de  crecimiento,  solo  observamos  diferencias  significativas  entre  las  

muestras  crecidas  en  MM9-­‐glicerol  y  TB7-­‐glucosa,   siendo  el   nivel   de  acetilación  de   los   sitios  

mayor  en  fase  estacionaria  que  en  exponencial  en  las  muestras  de  TB7-­‐glucosa  (396  lisinas  más  

acetiladas  en  estacionaria  y  19  en  exponencial),  y  mostrando  el  perfil  opuesto  en  las  muestras  

de  MM9-­‐glicerol  (22  lisinas  más  acetilados  en  fase  estacionaria  y  177  en  exponencial).  En  cuanto  

a  la  fuente  de  carbono,  no  se  observaron  diferencias  significativas  en  el  nivel  de  acetilación  en  

las  muestras   procedentes   de   TB7,   pero   si   en   las   de  medio  mínimo,   como   parecía   indicar   el  

análisis  de  PCA.  En  las  muestras  de  MM9,  el  suplemento  con  glucosa  supuso  un  aumento  de  la  

acetilación,  siendo  mayor  en  la  fase  estacionaria,  pues  solo  encontramos  un  sitio  más  acetilado  

en   glicerol   que   en   glucosa,   concretamente,   se   identificó   la   acetilación   de   la   lisina   124   que  

pertenece   a   la   proteína   gliceraldehido-­‐3-­‐fosfato   deshidrogenasa   (GapA).   Por   su   parte,   la  

comparación  entre  las  distintas  fuentes  de  nitrógeno,  MM9  y  TB7,  fue  la  que  reportó  mayores  

diferencias  en  la  acetilación.  Así,  se  observó  un  mayor  nivel  de  acetilación  en  TB7  que  en  MM9,  

siendo   favorecido  por   la  presencia  de  glucosa  en   fase  estacionaria.  En  cuanto  a   los   sitios  de  

acetilación  encontrados  en  una  única  condición,  los  números  fueron  similares  en  las  variables  

de  fuente  de  carbono  y  fase  de  crecimiento,  sin  embargo,  en  la  fuente  de  nitrógeno  se  observó  

un  mayor  número  de  sitios  de  acetilación  únicos  en  MM9  (257)  que  en  TB7  (76)  (Tabla  3C).  Por  

su  parte,  los  valores  de  la  media  de  los  Fch  fueron  similares  en  todos  los  casos.  Además,  para  

evitar  un  sesgo  debido  a   las  diferencias  en  el  número  de  péptidos  acetilados  totales  en  cada  

muestra,  se  analizó  el  porcentaje  los  sitios  de  acetilación  significativos  con  respecto  al  número  

de  péptidos  acetilados  totales  de  cada  comparativa  (Tabla  3B),  comprobando  que  los  resultados  

estuvieron  en  concordancia  con  los  mostrados  en  la  Tabla  3A.    

En  esta  misma  línea,  llevamos  a  cabo  un  diagrama  de  cajas  para  mostrar  visualmente  los  

cambios   relativos   en   la   distribución   de   la   acetilación,   expresados   como   Fch,   para   las   12  

comparativas   de   las  muestras   analizadas   y   así,   identificar   valores   atípicos   y   caracterizar   las  

distribuciones.  En  la  mayoría  de  los  casos,  se  observó  una  simetría  de  la  distribución  de  los  datos,  

ya  que  la  mediana  está  en  el  centro  de  las  cajas  (Figura  7).  
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Figura  7:  Diagrama  de  cajas  que  muestra  el  cambio  relativo  en  la  acetilación.  Se  muestra  el  cambio  en  la  
acetilación   para   las   12   comparativas   relativas   a   cada   una   de   las   tres   categorías,   es   decir,   fase   de  
crecimiento,  fuente  de  carbono  y  fuente  de  nitrógeno.  La  línea  de  dentro  de  la  caja  representa  la  mediana  
de  los  datos  mientras  que  la  x  representa  la  media,  y  la  parte  inferior  y  superior  representan  el  primer  y  
tercer  cuartil.    

  

Así,   respecto   al   efecto   de   las   fases   de   crecimiento   confrontadas,   estacionaria   vs  

exponencial,  la  mayor  distancia  entre  la  mediana  de  Fch  con  respecto  al  cero  se  observó  en  las  

cajas  de  medio  mínimo  suplementado  con  glicerol  en   fase  de  crecimiento  exponencial  y  TB7  

suplementado  con  glucosa  en  fase  tardía.  Por  su  parte,  en  la  comparación  entre  las  fuentes  de  

carbono,  glucosa  vs  glicerol,  pareció  favorecerse  la  acetilación  en  medios  mínimo  suplementado  

con   glucosa.   Finalmente,   la   comparación   entre   ambas   fuentes   de   nitrógeno,   MM9   vs   TB7,  

mostró  que  los  cultivos  crecidos  en  TB7  afectaron  positivamente  el  nivel  de  sitios  de  acetilación  

en  cultivos  suplementados  con  glucosa  en  fase  tardía  y,  en  menor  medida,  cuando  se  emplea  

glicerol  en  cualquier  fase  de  crecimiento.    

Por  su  parte,  el  número  total  de  lisinas  acetiladas  con  cambios  significativos  se  agruparon  

según  las  seis  condiciones  (fase  exponencial,  fase  estacionaria,  glucosa,  glicerol,  MM9  y  TB7)  de  

las  tres  variables  analizadas,  y  se  muestran  en  la  Figura  8.    

MM9 TB7
Glucosa Glicerol Glucosa Glicerol

Estacionaria  vs  Exponencial
Fase  de  crecimiento

TB7MM9

Fuente  de  Carbono
Glucosa  vs  Glicerol  

EstacionariaExponencial EstacionariaExponencial

Fuente  de  Nitrógeno
MM9  vs  TB7

Glucosa Glicerol
EstacionariaExponencial EstacionariaExponencial

MUSvsMUX MYSvsMYX TUSvsTUX TYSvsTYX MUXvsMYX MUSvsMYS   TUXvsTYX TUSvsTYS MUXvsTUX MUSvsTUS MYXvsTYX MYSvsTYS
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Figura  8:  Número  de  sitios  de  acetilación  que  muestran  cambios  estadísticamente  significativos  entre  
las   distintas   condiciones   de   cultivo.   Sumatorio   del   número   de   lisinas   acetiladas   que   son  
significativamente  más  abundantes  en  cada  una  de  las  condiciones  de  las  variables  (estacionaria,  glucosa  
y  MM9  en  gris;  exponencial,  glicerol  y  TB7  en  negro).  

  

En  resumen,  y  como  se  confirma  en  la  Figura  8,  todos  los  datos  obtenidos  sugieren  que  la  

acetilación  se  ve  favorecida  en  cultivos  con  medio  complejo  en  todas  las  condiciones,  y  por  su  

parte,  la  presencia  de  glucosa  condujo  a  un  mayor  nivel  de  acetilación  con  el  empleo  de  medio  

mínimo.   En   cuanto   a   la   fase   de   crecimiento,   se   observó   una   mayor   acetilación   en   fase  

estacionaria  respecto  a  la  exponencial.    

Para   determinar   los   sitios   de   acetilación   diferentes   y   comunes   de   las   comparativas  

agrupadas  por  variable,  se  realizaron  los  diagramas  de  Venn  que  se  muestran  en  la  Figura  9.  A  

partir  de  estas  representaciones  se  observó  que  aparecían  unos  1500  péptidos  comunes  para  

todas  las  variables  (Figuras  9  A,  B  y  C).  Además,  se  realizaron  otros  3  diagramas  incluyendo  sólo  

las   lisinas   acetiladas   con   diferencias   significativas   (Figuras   9   D,   E   y   F).   En   cuanto   a   estos  

resultados,  se  encontraron  muy  pocos  sitios  de  acetilación  comunes  entre  las  comparativas  de  

la  fase  de  crecimiento  y  la  fuente  de  carbono.  Mientras  que,  en  el  caso  de  la  fuente  de  nitrógeno,  

si   encontramos   un   mayor   número   de   péptidos   acetilados   compartidos   entre   las   distintas  

comparaciones  (Figura  9).  Por   lo  tanto,  estos  datos  sugieren  que   la   identidad  de   los  sitios  de  

acetilación  podría  depender  de  la  fuente  de  nitrógeno,  que  es  la  variable  que  también  presentó  

mayores   diferencias   en   el   nivel   de   acetilación   relativo,   y   en   la   identidad   de   los   péptidos  

acetilados  totales.    
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Figura  9:  Diagramas  de  Venn  de  las  lisinas  acetiladas  de  las  distintas  condiciones  analizadas.  Sitios  de  
acetilación   de   las   comparativas   que   relacionan   la   variable   fase   de   crecimiento   (estacionaria   vs   fase  
exponencial)   (A),   fuente  de   carbono   (glucosa  vs   glicerol)   (B)   y   fuente  de  nitrógeno   (MM9  vs   TB7)   (C).  
Lisinas  acetiladas  con  cambios  significativos  entre  las  condiciones  en  las  comparativas  de  las  variables  fase  
estacionaria  vs  fase  exponencial  (D),  glucosa  vs  glicerol  (E)  y  MM9  vs  TB7  (F).  

  

Análisis  de  la  concentración  extracelular  de  acetato  y  de  los  parámetros  fisiológicos  de  

E.  coli  en  las  distintas  condiciones  de  cultivo  

La  evidencia  acumulada  de  los  estudios  de  acetiloma  de  E.  coli,  vincula  la  acetilación  no  

enzimática  con  el  metabolismo  del  acetato,  a  través  de  un  mecanismo  dependiente  de  acetil-­‐P  

[14],  [22].  Para  comprobar  si  los  cambios  en  los  niveles  de  acetilación  estaban  relacionados  con  

el   desbordamiento  del   acetato,   se  midió   la   concentración  extracelular  de  este  metabolito,  y  

además,  se  calculó   la  velocidad  especifica  de  crecimiento  (µmax).  Para  ello,  se   llevaron  a  cabo  

cultivos  de  E.  coli  K12  en  MM9  y  en  TB7  suplementados  con  glucosa  o  glicerol  como  fuente  de  

carbono,  y  se  siguió  el  crecimiento  celular,  mediante  la  DO600.  Los  datos  de  velocidad  específica  

de  crecimiento  µmax,  se  muestran  en  la  Tabla  4,  y  los  valores  máximos  de  acetato  extracelular  en  

cada  una  de  las  condiciones  se  muestran  en  la  Figura  10.    

Tabla  4:  Velocidades  específicas  de  crecimiento  para  las  cepas  de  E.  coli  K12  creciendo  en  las  diferentes  
condiciones  de  cultivo.  

   TB7-­‐glucosa   TB7-­‐glicerol   MM9-­‐glucosa   MM9-­‐glicerol  

µmax  (h-­‐1)   1,15  ±  0,08   0,92  ±  0,06   0,71  ±  0,04   0,59  ±  0,02  

  

M M

A B C

D E F
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Figura   10:   Concentración   extracelular   de   acetato   máxima   de   E.   coli   K12   creciendo   en   las   distintas  
condiciones  de  cultivo.    

  

La   velocidad  especifica  de   crecimiento   fue   superior  en  medio   complejo   que  en  medio  

mínimo,  y  mayor  en  glucosa  que  en  glicerol  (Tabla  4).  En  cuanto  a  la  concentración  extracelular  

de  acetato,  la  concentración  máxima  se  correspondió  con  la  muestra  creciendo  en  TB7-­‐glucosa  

(15,89  mM),  seguida  de  la  muestra  en  TB7-­‐glicerol  (11,91  mM).  Sin  embargo,  el  crecimiento  en  

medio  mínimo  con  glucosa  supuso  una  reducción  de  2,6  veces  con  respecto  a   la  muestra  de  

mayor  concentración,  y   casi   la  desaparición  de   la  excreción  de  acetato  para   las  muestras  en  

MM9-­‐glicerol  (0,93  mM)  (Figura  10).    

En  consecuencia,  la  mayor  concentración  de  acetato  en  TB7  y  glucosa  concuerda  con  los  

resultados  anteriores  relacionados  con  un  incremento  del  nivel  de  acetilación  (Tabla  3  y  Figura  

8).  

  

Estudio  funcional  de  las  proteínas  acetiladas  en  las  distintas  condiciones  de  cultivo  

Para  conocer  las  rutas  o  procesos  biológicos  en  los  que  participan  las  proteínas  que  tienen  

sitios   de   acetilación   con   cambios   significativos   en   las   distintas   condiciones   agrupadas   por  

variable   (fase  de   crecimiento,   fuente  de   carbono  y   fuente  de  nitrógeno),   se   llevó  a   cabo  un  

enriquecimiento  en  términos  GO  de  los  procesos  biológicos  (PB)  empleando  la  base  de  datos  

DAVID  [42].  También  se  tuvieron  en  cuenta  las  proteínas  que  contenían  lisinas  acetiladas  en  una  

única  condición  (fase  exponencial,  fase  estacionaria,  glucosa,  glicerol,  MM9  y  TB7)  y  no  en  el  

resto  (Tabla  S3  del  Anexo).  Se  aplicó  la  corrección  de  Benjamini-­‐Hochberg  para  el  ajuste  de  los  

p-­‐valor,   y   se   estableció   como   umbral   de   significancia   estadística   un   p-­‐valor   <   0,05.   Como  

máximo,  los  15  términos  GO  más  abundantes  que  cumplieron  esta  corrección  se  exponen  en  la  

Figura  11.  

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

TB7-­‐glucosa TB7-­‐glicerol MM9-­‐glucosa MM9-­‐glicerol

Co
nc
en

tr
ac
ió
n  
ex
tr
ac
el
ul
ar
  d
e  

ac
et
at
o  
(m

M
)



Capítulo  6  

   197     

  

Figura   11:   Enriquecimiento   en   términos  GO   (procesos   biológicos,   PB)   de   las   proteínas   con   sitios   de  
acetilación  significativamente  más  abundantes  en  las  distintas  condiciones  de  estudio.  (A)  Términos  GO  
con  mayor  porcentaje  de  las  proteínas  con  lisinas  más  acetiladas  significativamente  en  fase  estacionaria  
que  en  fase  exponencial,  y  viceversa.  (B)  Términos  GO  con  mayor  porcentaje  de  las  proteínas  con  lisinas  
más  acetiladas   significativamente  en  glucosa  que  en  glicerol,   y  viceversa.   (C)   Términos  GO  con  mayor  
porcentaje  de  las  proteínas  con  lisinas  más  acetiladas  significativamente  en  MM9  que  en  TB7,  y  viceversa.    

  

Las   proteínas   con   lisinas   más   acetiladas   en   la   fase   exponencial   de   crecimiento   se  

relacionaron  con  los  procesos  de  traducción,  y  el  metabolismo  central  del  carbono,  en  concreto,  

el   ciclo   TCA,   los   procesos   glicolíticos   y   el   ciclo   del   glioxilato.   En   cuanto   a   las   proteínas   con  
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péptidos  más  acetilados  en  la  fase  estacionaria,  destacaron  aquellas  implicadas  en  la  traducción,  

la  biosíntesis  de  aminoácidos  y  la  aminoacilación  del  ARNt  para  la  traducción,  y  también  fueron  

abundantes  las  pertenecientes  a  procesos  glicolíticos,  y  otras  rutas  del  metabolismo  central  del  

carbono,  como  el  ciclo  de  las  pentosas  fosfato  y  la  gluconeogénesis,  así  como  rutas  adaptativas  

de  respuesta  al  estrés  oxidativo  y  desintoxicación  de  oxidantes.  En  cuanto  a  las  diferencias  en  el  

enriquecimiento  de  las  proteínas  acetiladas  derivadas  del  uso  de  glucosa  o  glicerol,  observamos  

muy   pocos   sitios   de   acetilación  más   abundantes   en   glicerol,   en   contraste,   en   presencia   de  

glucosa   las   lisinas   más   acetiladas   pertenecen   a   proteínas   implicadas   en   los   procesos   de  

traducción,  biosíntesis  de  aminoácidos,  ensamble  del  ribosoma  y  aminoacilación  del  ARNt  para  

la  traducción,  y  también  determinados  procesos  del  metabolismo  central  del  carbono,  como  los  

procesos  glicolíticos,  el  ciclo  TCA  y  la  gluconeogénesis.  Respecto  a  las  diferencias  en  las  funciones  

de  las  proteínas  acetiladas  entre  MM9  y  TB7,  observamos  como  en  ambas  condiciones  están  

relacionadas   con   los  procesos  de  biosíntesis  de  aminoácidos,   traducción,   respuesta  al  estrés  

oxidativo,  ciclo  TCA  y  procesos  glicolíticos,  presentando  todos  estos  un  mayor  porcentaje  en  

MM9  que  en  TB7,  sobre  todo  en  el  caso  de  la  biosíntesis  de  aminoácidos.  Además,  las  proteínas  

con  lisinas  más  acetiladas  en  MM9  se  vincularon  a  procesos  de  síntesis  y  procesamiento  proteico  

como   la   biosíntesis   de   aminoácidos   aromáticos   y   de   cadena   ramificada,   el   ensamblaje   del  

ribosoma  y  el  plegado  de  proteínas.  Por  su  parte,   las  proteínas  con  lisinas  relativamente  más  

acetiladas   en   TB7   que   en   MM9   se   relacionaron   con   la   gluconeogénesis,   la   biosíntesis   de  

nucleótidos  de  purina  y  la  respuesta  al  calor,  y  también  estaban  implicadas  en  la  regulación  de  

la  traducción  y  el  plegado  de  proteínas  (Figura  11).  

  

Análisis   de   la   acetilación   sobre   el   metabolismo   central   de   E.   coli   en   las   distintas  

condiciones  de  cultivo  

Los  resultados  del  análisis  funcional  mediante  enriquecimiento  en  términos  GO  revelaron  

una  prevalencia   de   enzimas   acetiladas   relacionadas   con   los   procesos   de   traducción   y   con  el  

metabolismo  central  de  la  bacteria  (Figura  11).  Por  lo  tanto,  nos  centramos  en  las  enzimas  con  

lisinas  acetiladas  con  diferencias  entre  las  distintas  condiciones  pertenecientes  al  metabolismo  

del  carbono  (glicólisis,  gluconeogénesis,  ciclo  TCA,  ciclo  del  glioxilato,  metabolismo  del  acetato,  

reacciones   anapleróticas,   ruta   de   las   pentosas   fosfato   y   sistema   PTS)   y   las   implicadas   en   la  

asimilación  del  amonio  (Tabla  S5  del  Anexo)  (Figura  12).  
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Figura  12:  Enzimas  del  metabolismo  central  acetiladas  diferencialmente  entre  las  distintas  condiciones  
de   cultivo.   Los   círculos   indican   las   lisinas   de   cada   enzima   acetiladas   de   forma   diferencial   entre   las  
condiciones  comparadas.  (A)  Lisinas  acetiladas  con  diferencias  significativas  en  las  comparativas  de  la  fase  
de  crecimiento,  más  acetiladas  en  fase  estacionaria  en  rojo  y  más  acetiladas  en  fase  exponencial  en  azul.  
(B)   Lisinas   acetiladas   con   diferencias   significativas   en   las   comparativas   de   la   fuente   de   carbono,  más  
acetiladas  en  glucosa  en  azul  y  más  acetiladas  en  glicerol  en  verde.  (C)  Lisinas  acetiladas  con  diferencias  
significativas  en  las  comparativas  de   la  fuente  de  nitrógeno,  más  acetiladas  en  MM9  en  naranja  y  más  
acetiladas   en   TB7   en  morado.   En   todos   los   casos   las   lisinas   únicas   de   una   determinada   condición   se  
muestran  con  el  borde  en  negro.  Abreviaturas  de  los  metabolitos:  Gly,  glicerol;  Gly3P,  glicerol-­‐3-­‐fosfato;  
G6P,   glucosa-­‐6-­‐fosfato;   F6P,   fructosa-­‐6-­‐fosfato;   FBP,   fructosa-­‐1,6-­‐bifosfato;   DHAP,   dihidroxiacetona-­‐
fosfato;   GAP,   gliceraldehído   3-­‐fosfato;   DPG,   1,3-­‐bifosfoglicerato;   3PG,   3-­‐fosfoglicerato;   2PG,   2-­‐
fosfoglicerato;   PEP,   fosfoenolpiruvato;   PYR,   piruvato;   6PGLN,   6-­‐fosfoglucono-­‐ -­‐lactona;   6PGNT,   6-­‐
fogluconato;   RU5P,   ribulosa-­‐5-­‐fosfato;   R5P,   ribosa-­‐5-­‐fosfato;   X5P,   xilulosa-­‐5-­‐fosfato;   S7P,  
seudoheptulosa-­‐7-­‐fosfato;  E4P,  eritrosa-­‐4-­‐fosfato;  KDPGNT,  2-­‐ceto-­‐3-­‐deoxi-­‐D-­‐gluconato-­‐6-­‐fosfato;  PRPP,  
5-­‐fosfo-­‐D-­‐ribosil-­‐ -­‐1-­‐pirofosfato;  Acetil-­‐CoA,  acetil  coenzima  A;  Acetil-­‐P,  acetil   fosfato;  CIT,  citrato;   ICT,  

-­‐ -­‐cetoglutarato;   SUC-­‐CoA,   succinil-­‐coenzima  A;   SUC,   succinato;   FUM,  
fumarato;  MAL,  malato;  OAA,  oxalacetato  
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La  mayoría  de  las  proteínas  pertenecientes  a  estas  rutas  del  metabolismo  central  se  han  

encontrado  acetiladas  en  al  menos  una  condición  de  cultivo  (Tabla  S3  del  Anexo),  además,  se  

detectaron  59  enzimas  con  cambios  significativos  entre  las  distintas  condiciones  (Figura  12).  Las  

proteínas  con  lisinas  más  acetiladas  en  fase  estacionaria  que  en  fase  exponencial  se  encontraron  

en  mayor  abundancia  en  la  glicólisis  y  en  la  ruta  de  las  pentosas  fosfato,  presentando  las  enzimas  

fosfoglicerato   quinasa   (Pgk)   y   transketolasa   (TktA   y   TktB)   10   lisinas   con   mayor   nivel   de  

acetilación  en  fase  estacionaria.  Por  su  parte,  las  enzimas  con  lisinas  más  acetiladas  en  la  fase  

exponencial  se  encontraron  principalmente  implicadas  en  el  ciclo  TCA  y  el  ciclo  del  glioxilato,  de  

hecho,   solo   la   enzima   isocitrato   deshidrogenasa   (IcdA),   que   conecta   ambos   ciclos,   presentó  

también  lisinas  con  mayor  nivel  de  acetilación  en  fase  estacionaria  (Figura  12A).    

En  cuanto  a  la  fuente  de  carbono,  la  mayoría  de  las  enzimas  se  encontraron  más  acetiladas  

en  glucosa  que  en  glicerol,  sin  embargo,  encontramos  3  lisinas  más  acetiladas  en  glicerol,  que  

corresponden  a  las  enzimas  glicerol-­‐3-­‐fosfato  deshidrogenasa  (GlpD),  GapA  y  fosfoenolpiruvato  

carboxiquinasa  (PckA),  por  lo  que  estos  sitios  de  acetilación  podrían  ser  específicos  de  glicerol.  

Por  su  parte,  las  enzimas  con  lisinas  más  acetiladas  en  glucosa  se  encontraron  distribuidas  por  

todas  las  rutas  del  metabolismo  central,  aunque  en  mayor  número  en  el  sistema  PTS  (6  sitios  de  

acetilación  en  la  enzima  I,  EI),  en  el  ciclo  TCA  (6  sitios  de  acetilación  en  la  IcdA)  y  en  la  glicólisis  

(6  lisinas  en  la  piruvato  quinasa,  PykAF)  (Figura  12B).  En  todos  los  casos  las  lisinas  más  acetiladas  

en   glucosa   se   han   encontrado   en   la   comparación   MUS   vs   MYS,   por   lo   que   parece   que   la  

acetilación  mediada  por  glucosa  de  estas  enzimas  depende  también  de  la  fase  de  crecimiento  

(Tabla  S5  del  Anexo).  

En  cuanto  a  la  comparación  entre  las  fuentes  de  nitrógeno,  observamos  el  mayor  número  

de   lisinas   diferencialmente   acetiladas   de   todas   las   variables   analizadas   (Figura   12C).   Se  

observaron  más  lisinas  acetiladas  en  TB7  que  en  MM9  pertenecientes  a  las  rutas  de  la  glicólisis  

y   la   ruta   de   las   pentosas   fosfato.   En   concreto,   las   enzimas   PykAF,   el   complejo   piruvato  

deshidrogenasa   (Pdh)   y   TktAB   presentaron   9,   19   y   10   lisinas   más   acetiladas   en   TB7,  

respectivamente  (Figura  12C).  Sin  embargo,  en  MM9,  los  cambios  se  observaron  en  el  ciclo  TCA,  

en  algunas  enzimas  del  metabolismo  del  nitrógeno,  en  el  ciclo  del  glioxilato,  en  las  reacciones  

anapleróticas,  y  en  las  enzimas  de  la  parte  final  de  la  glicólisis.    

Para   identificar   las   lisinas  acetiladas  que  mostraron  mayores  cambios,  nos  basamos  en  

aquellas  que  presentaron  un  Fch>3  o  <-­‐3.  Entre  estas  destacaron  la  enzima  II  (EII)  perteneciente  

al  sistema  PTS,  que  poseía  4  lisinas  con  mayor  nivel  de  acetilación  en  TB7  que  en  MM9.  Otra  

enzima  con  un  alto  número  de  lisinas  acetiladas  con  este  Fch  fue  la  Pgk,  con  4  lisinas  con  mayor  
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acetilación   en  TB7   con   respecto   a  MM9,  en   concreto   una  de  estas   lisinas,   la   K120,   también  

presentó  este  gran  aumento  relativo  al  comparar  la  acetilación  en  fase  estacionaria  con  respecto  

a  la  exponencial  en  TB7-­‐glucosa.  La   -­‐cetoglutarato  deshidrogenasa  (SucAB),  también  mostró  4  

lisinas  con  estos  grandes  cambios  en  el  nivel  de  acetilación,  dos  de  estas  presentaron  un  mayor  

nivel  de  acetilación  en  glucosa  que  en  glicerol,  y  otras  dos  en  TB7  que  en  MM9  (Tabla  S5  del  

Anexo).   Además,   observamos  muchas   enzimas   en   las   comparaciones   de   las   3   variables   que  

tenían  lisinas  más  acetiladas  en  una  condición  y  otras  lisinas  en  la  condición  opuesta,  por  lo  que  

algunas  de  estas  acetilaciones  pueden  ser  específicas  de  la  condición  estudiada.    

  

Discusión  

La  N -­‐acetilación  de  lisinas  es  una  MPT  muy  conservada  en  todos  los  organismos  que  está  

implicada  en  múltiples  procesos,  como  la  transcripción,  la  regulación  del  metabolismo  central  y  

la  interacción  con  otras  moléculas,  entre  otros  [6],  [47].  Esta  modificación  está  relacionada  con  

el   estado  metabólico   y   energético   de   la   bacteria   a   través   de   los   intermediarios   acetil-­‐CoA  y  

acetil-­‐P,  por  lo  que  las  condiciones  nutricionales  y  de  cultivo  son  un  factor  determinante  en  la  

abundancia  de  esta  MPT  [6],  [14],  [17].  En  este  estudio  nos  hemos  centrado  en  el  análisis  de  la  

dinámica  del  acetiloma,  determinando  también  el  nivel  de  acetilación  de  E.  coli  bajo  diferentes  

condiciones  de  cultivo.  Así,  se  empleó  una  fuente  de  carbono  de  tipo  PTS,  la  glucosa,  la  cual  es  

empleada  de  forma  preferente  por  la  bacteria  por  su  mayor  valor  metabólico  [29],  [48],  y  una  

fuente  de  carbono  de  tipo  no  PTS,  el  glicerol,  el  cual  es   interesante  desde  un  punto  de  vista  

biotecnológico  para  el  aprovechamiento  de  recursos  [31],  [49].  Al  mismo  tiempo,  se  emplearon  

dos   fuentes   de   nitrógeno   distintas,   una   basada   en   amonio   inorgánico,   el   MM9,   y   otra   en  

péptidos,  aminoácidos  y  nucleótidos,  el  TB7.  Para  este  estudio  llevamos  a  cabo  el  análisis  del  

proteoma   y   del   acetiloma,  mediante   espectrometría   de  masas   cuantitativa   sin   etiquetas.   El  

estudio  del  proteoma  se  llevó  a  cabo  para  identificar  el  perfil  de  expresión  de  proteínas  en  las  

diferentes  condiciones  de  cultivo  y  normalizar  el  acetiloma  frente  a  la  abundancia  de  proteínas,  

evitando  un  posible  sesgo  en  el  nivel  de  acetilación.  Es  importante  señalar  que  la  implicación  de  

la   fuente   de   nitrógeno   en   la   acetilación   no   había   sido   estudiada   hasta   ahora,   aunque   sí   la  

relación  de  la  fuente  de  carbono  y  la  fase  de  crecimiento  con  esta  modificación  [14],  [17],  [20],  

[22],  [27],  [50].    

En   primer   lugar,   analizamos   el   proteoma   y   detectamos   grandes   diferencias   en   la  

abundancia  de  las  proteínas  entre  las  distintas  condiciones  de  cultivo.  En  términos  generales,  la  

variable  que  menos  cambios  conllevó  en  el  perfil  del  nivel  de  proteínas  fue  la  fuente  de  carbono,  
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aunque  se  encontró  una  mayor  abundancia  de  las  proteínas  en  glicerol  que  en  glucosa  (Tabla  1  

y  Figura  1).  Esta  mayor  abundancia  de  proteínas  en  glicerol  puede  deberse  a   la  RCC,  pues  el  

consumo  de  la  glucosa  a  través  del  sistema  PTS  inhibe  la  utilización  de  otras  fuentes  de  carbono,  

reprimiendo   la   expresión  de  muchos   genes   [30],   [51].   Esto   se   confirmó  mediante   el   análisis  

funcional  de  los  términos  GO  de  las  proteínas  más  abundantes  en  glicerol,  en  el  que  observamos  

un   enriquecimiento   en   los   procesos   del  metabolismo   del   glicerol   y   otros   carbohidratos,   del  

transporte  de  carbohidratos  y  del  ciclo  TCA  (Figura  2).  Otros  estudios  han  remarcado  el  aumento  

de  la  expresión  de  genes  de  utilización  de  las  fuentes  de  carbono  no  PTS  y  del  ciclo  TCA  cuando  

se  emplea  glicerol  u  otra  fuente  de  carbono  que  desencadene  una  respuesta  al  estrés  [43],  [52].    

Las  mayores  diferencias  en  cuanto  a  la  abundancia  de  proteínas  se  observaron  entre  el  

medio  mínimo  y  el  medio  complejo,  siendo  la  abundancia  de  proteínas  mayor  en  MM9  en  fase  

exponencial,  y  en  TB7  en  fase  estacionaria  (Tabla  1  y  Figura  1).  Esto  puede  ser  debido  a  que  en  

un  medio  complejo,  como  el  TB7,  muchos  de  los  precursores,  como  los  aminoácidos  y  algunos  

nucleótidos,   ya   están   disponibles,   y   no   es   necesaria   la   expresión   de   una   gran   cantidad   de  

proteínas  para  sintetizarlos  [34].  En  este  sentido,  la  mayor  abundancia  de  proteínas  en  TB7  en  

fase  estacionaria  puede  ser  explicada  porque  en  medio  complejo  la  transición  a  esta  fase  supone  

el   aumento  de   la   expresión  de  muchas  enzimas  presentes  en  menor  abundancia,   y  que   son  

necesarias  para  procesar  y  formar  los  precursores  necesarios,  mientras  que  en  MM9  el  perfil  del  

proteoma  no  sufre  tanta  variación  [34].  Así,  en  el  análisis  funcional  observamos  que  las  proteínas  

más   abundantes   en   MM9   que   en   TB7   estaban   implicadas   principalmente   en   procesos   de  

biosíntesis  de  precursores  (Figura  2),  algo  que  ya  había  sido  observado  en  otros  trabajos  [34].  

En  cuanto  al  análisis   funcional  de   las  proteínas  con  diferencias  en   la   fase  de  crecimiento,   las  

proteínas  más  abundantes  en  fase  exponencial  pertenecían  a  procesos  de  traducción  y  procesos  

metabólicos,   mientras   que   las   más   abundantes   en   fase   estacionaria   se   relacionan   con   la  

respuesta  a  estrés  oxidativo,  lo  que  apunta  a  una  adaptación  funcional  de  las  células  al  medio  

(Figura  2).  Es  conocido  que  varios  reguladores  globales  en  E.  coli  controlan  la  respuesta  al  estrés  

y   la   transición   de   la   fase   de   crecimiento,   principalmente   ArcA,   Crp,   Cra   y   el   factor   sigma  

alternativo  RpoS  [34],  [51] [53].  

Una  vez  estudiadas   las  diferencias  en  el   proteoma,   se   realizó  un  análisis  del   perfil   del  

acetiloma   en   las   distintas   condiciones   empleadas.   Así,   el   número   total   de   lisinas   acetiladas  

encontradas  en  todas  las  condiciones  fue  de  7482,  pertenecientes  a  1817  proteínas  (Tabla  2)  

involucradas,   principalmente,   en   procesos   del   metabolismo   primario   como   traducción   y  

transcripción,  metabolismo  de  los  nucleótidos  y  procesos  del  metabolismo  central  (Figura  3B),  

tal  y  como  se  ha  observado  previamente  en  otros  estudios  de  esta  y  otras  bacterias  [14],  [28],  
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[44],   [54].  El  número  de  sitios  de  acetilación  encontrados  en  este  estudio  es  muy  elevado,  a  

pesar   de   no   haber   empleado   en   el   análisis   cepas   deficientes   en   la   sirtuína   CobB,   la  

sobreexpresión  de  alguna  acetiltransferasa  o  cepas  deficientes  en  el  gen  ackA,  condiciones  que  

provocan  un  aumento  del  nivel  normal  de  acetilación   [14],   [17],   [27],   [28],   [54],   [55].  El  gran  

número  de   sitios  de  acetilación  detectados  en  este  estudio  pudo  deberse  al   empleo  de   tres  

variables  distintas,  fuente  de  carbono,  fase  de  crecimiento  y  fuente  de  nitrógeno,  de  manera  

simultánea,  lo  cual  aumenta  el  número  de  diferencias  en  la  abundancia  de  proteínas  (Tabla  1  y  

Figura  1),  y  con  ello  las  posibilidades  de  que  se  den  acetilaciones  en  distintos  sitios.  Otro  factor  

determinante  para  alcanzar  esta  sensibilidad  y  selectividad  analítica  ha  sido  el  empleo  de  un  

espectrómetro  de  masas  Orbitrap  Exploris  480  de  alta  resolución  con  alta  precisión  de  masa.  

En  cuanto  al  número  de  sitios  de  acetilación  en  cada  condición,  este  fue  superior  en  las  

muestras  de  MM9  con  respecto  a  las  de  TB7,  en  las  de  fase  estacionaria  con  respecto  a  las  de  

fase  exponencial,  y  en  las  de  glucosa  con  respecto  a  las  de  glicerol  (Tabla  2).  Para  analizar  estas  

diferencias  se  llevó  a  cabo  un  análisis  inicial  de  PCA  y  diagramas  de  Venn,  con  los  que  concluimos  

que  las  mayores  diferencias  en  la  identidad  de  los  péptidos  acetilados  se  daban  entre  las  fuentes  

de   nitrógeno,   y   en   menor   medida   en   la   fase   de   crecimiento   (Figuras   4,   5   y   6).   La   mayor  

abundancia  en  lisinas  acetiladas  en  MM9,  puede  ser  explicada  por  una  mayor  abundancia  de  

proteínas  diferentes  necesarias  para  la  síntesis  de  componentes  esenciales  en  este  medio  [34].  

Estos  resultados  indican  la  importancia  de  la  fuente  de  nitrógeno  en  la  identidad  de  las  lisinas  

acetiladas,  algo  que  no  había  sido  mostrado  hasta  la  fecha.    

Una   vez   estudiadas   las   diferencias   generales,   se   analizaron   de   forma   cuantitativa   las  

diferencias  en  el  nivel  de  acetilación  entre  las  distintas  condiciones  de  cultivo  y  su  posible  causa,  

para  lo  que  se  estudió  la  concentración  extracelular  de  acetato,  y  se  llevaron  a  cabo  pruebas  t  

de  Student  de  las  muestras  del  acetiloma.  La  acetilación  no  enzimática  se  debe  en  gran  medida  

a   la  concentración  del  dador  de  acetilo,  acetil-­‐P,  que,  a  su  vez,  depende  del  metabolismo  de  

desbordamiento  del  acetato  [11].  Así,  cuando  la  velocidad  de  flujo  a  través  de  la  glicólisis  excede  

la  del  ciclo  TCA  se  acumula  acetil-­‐CoA,  que  es  convertido  en  acetato  a   través  del   intermedio  

acetil-­‐P,  por  lo  que  una  mayor  excreción  de  acetato  conlleva  un  aumento  del  nivel  de  acetilación  

a   través   de   un   mecanismo   químico   [23],   [56].   De   este   modo,   observamos   una   mayor  

concentración  de  acetato  en  TB7  que  en  MM9,  y  en  glucosa  que  en  glicerol  (perfil  que  coincide  

con   la   µmax,   (Tabla   4)),   encontrándose   una   excreción   de   acetato   casi   inapreciable   en  MM9-­‐

glicerol  (0,93  mM)  (Figura  10).    
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Respecto  a  las  diferencias  relativas  en  el  nivel  de  acetilación,  esta  fue  superior  en  medio  

complejo  que  en  medio  mínimo,  tal  y  como  se  observa  en  la  Tabla  3  y  la  Figura  8.  El  alto  nivel  de  

acetilación  en  medio  complejo  parece  estar  relacionado  con  en  el  desbordamiento  de  acetato  

concomitante  con  un  rápido  crecimiento,  debido  principalmente  al  tipo  de  fuente  de  nitrógeno  

(Tabla  4  y  Figura  10).  Por  su  parte,  en  medio  MM9  el  nivel  de  acetilación  se  relacionó  con  la  

fuente  de  carbono,  siendo  mayor  en  presencia  de  glucosa  que  con  glicerol  (Tabla  3),  ya  que  en  

este  último  medio  el  desbordamiento  de  acetato  es  despreciable  (Figura  10).  En  conclusión,  en  

todas   las   condiciones   el   nivel   de   acetilación   fue   un   reflejo   del   desbordamiento   de   acetato  

asociado  a  una  elevada  velocidad  de  crecimiento.  Así,  en  un  estudio  en  el  que  se  compararon  

los  niveles  de  acetilación  derivados  del  empleo  de  glucosa  y  xilosa,  no  se  obtuvieron  diferencias  

entre  estas  fuentes  de  carbono,  debido  probablemente  a  que  el  desbordamiento  de  acetato  y  

el   crecimiento   celular   fue   muy   similar   en   ambas   condiciones   [22].   En   cuanto   a   la   fase   de  

crecimiento,  se  observó  un  mayor  nivel  de  acetilación  en  fase  estacionaria  (Tabla  3  y  Figura  8),  

que  pudo  ser  causa  de  la  acumulación  de  los  dadores  de  acetilo  durante  el  crecimiento  y  el  bajo  

recambio  proteico   [6],   [17],   [20].  Sin  embargo   la  muestra  de  MM9-­‐glicerol  mostró  un  menor  

nivel  de  acetilación  en   fase  estacionaria,   esto  podría  deberse  a  que  en  este  medio   (MYS)  es  

donde  ser  produce  un  menor  desbordamiento  de  acetato,  y  por  tanto  una  menor  formación  de  

acetil-­‐P  tras  la  reincorporación  de  acetato  [14].  Además,  el  análisis  de  las  secuencias  mostró  el  

motivo  de  acetilación  con  presencia  de  residuos  cargados  negativamente,  D  y  E,  en  la  posición  -­‐

1,   el   cual   ha   sido   descrito   anteriormente   como   un   motivo   esencial   para   la   acetilación   no  

enzimática  [6],  [14].  

Debido  a  que  habíamos  encontrado  diferencias  en  la  identidad  de  los  péptidos  acetilados  

en  función  de  las  condiciones  de  cultivo  (Figura  6),  comprobamos  si  los  péptidos  acetilados  con  

diferencias   significativas   eran   los   mismos   entre   las   distintas   comparativas   de   una   misma  

variable,  para  lo  que  se  llevaron  a  cabo  diagramas  de  Venn  (Figura  9).  Al  igual  que  en  el  caso  de  

los  péptidos  acetilados  totales,   las  diferencias  en  la  identidad  de  los  péptidos  con  diferencias  

significativas  dependen  principalmente  de   la  fuente  de  nitrógeno.  Además,   las  proteínas  que  

contienen   péptidos   diferencialmente   acetilados   entre   alguna   condición,   en   general,   están  

vinculadas  a  las  rutas  más  abundantes  en  esa  condición  (Figuras  2  y  11),  por  lo  que  parece  que  

la  acetilación  general  depende  de  la  abundancia  y  accesibilidad  de  las  lisinas  en  las  proteínas,  

como  se  ha  descrito  anteriormente  [14].  Sin  embargo,  destaca  la  prevalencia  de  proteínas  del  

ciclo  del  glioxilato  y  el  ciclo  TCA  más  acetiladas  en  fase  exponencial  que  en  fase  estacionaria,  a  

pesar  de  que  estas  proteínas  suelen  estar  más  expresadas  en  fase  estacionaria,  lo  que  sugiere  

una  funcionalidad  específica  de  la  acetilación  para  el  control  de  los  flujos  metabólicos  [34].    
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Centrándonos   en   las   distintas   rutas   que   pueden   determinar   la   concentración   de   los  

dadores  de  acetilo  responsables  de  la  acetilación,  observamos  como  el  metabolismo  del  acetato  

no  presenta  un  gran  número  de  lisinas  diferencialmente  acetiladas  en  ninguna  de  las  3  variables  

(Figura  12).  En  otros  estudios  se  ha  observado  un  gran  nivel  de  acetilación  en  las  enzimas  que  

emplean  acetil-­‐CoA  [14],  pero  en  este  caso  no  observamos  este  comportamiento.  Además,  una  

de   las   enzimas   del   metabolismo   del   acetato,   la   acetil-­‐CoA   sintetasa   (Acs)   se   inhibe   por  

acetilación  de   su   lisina  609  en  E.   coli  y  en  otros  organismos   [28],   [57],   [58].  En  este  caso  no  

encontramos   la   lisina   609   con   diferencias   significativas   en   el   nivel   de   acetilación   entre   las  

condiciones  de  cultivo,  pero  si  se  encontró  acetilada  (Tabla  S3  del  Anexo).  Sin  embargo,  la  ruta  

de  reincorporación  de  acetato  en  la  que  participa  Acs  no  es  la  principal  cuando  la  concentración  

extracelular  de  acetato  es  elevada,  pues  en  estos  casos  actúa  la  ruta  Pta-­‐AckA  [25],  por  lo  que  

el  impacto  de  la  acetilación  de  Acs  en  estas  condiciones  puede  no  ser  relevante.    

Otra  ruta  importante  que  puede  determinar  el  nivel  de  acetilación  y  la  concentración  de  

los  metabolitos   intermediarios  esenciales  es   la  glicólisis,  pues  un  rápido  flujo  a  través  de  ella  

puede  conllevar  la  acumulación  de  acetil-­‐CoA  y  su  conversión  en  acetato  [23],  [59].  En  esta  ruta,  

el  nivel  de  acetilación  de  las  lisinas  fue  más  elevado  en  la  fase  estacionaria  con  respecto  a  la  fase  

exponencial,  y  en  TB7  con  respecto  a  MM9,  sobre  todo  en  la  parte  baja  de  la  ruta  (Figura  12).  

Entre  las  enzimas  con  mayor  nivel  de  acetilación  de  esta  ruta  se  encuentra  la  Pgk,  con  4  lisinas  

con  valores  de  Fch  superiores  o  inferiores  a  3  o  -­‐3,  respectivamente.  En  la  mayoría  de  los  sitios  

de  acetilación  de  esta  enzima  se  observa  una  diferencia  significativa  en  el  nivel  de  acetilación  en  

más  de  una  comparativa,  viéndose  beneficiada  por  las  condiciones  que  favorecen  la  acetilación  

no  enzimática  (Tabla  S5  del  Anexo).  Una  de  estas  lisinas,  la  K197,  es  homóloga  a  la  lisina  220  de  

humanos,  la  cual  está  implicada  en  la  unión  al  sustrato  ATP  (adenosina  5-­‐trifosfato)  [60],  [61],  

por  lo  que  la  acetilación  de  este  residuo  podría  conllevar  una  reducción  de  la  actividad.  Por  su  

parte,  la  enzima  GapA  posee  una  lisina,  la  184,  que  presentó  un  mayor  nivel  de  acetilación  en  

MUS   que   en   TUS.   Esta   lisina   se   encuentra   cerca   del   sitio   activo   y   su   acetilación   en   otros  

organismos  conllevó  una  disminución  de  la  actividad  [62],  [63].  Además,  cabe  destacar  que  esta  

enzima  posee  la  única  lisina  diferencialmente  más  acetilada  en  glicerol  que  en  glucosa,  la  K124,  

por  lo  que  puede  ser  especifica  de  esta  fuente  de  carbono,  y  su  estudio  en  profundidad  resulta  

interesante.  En  cuanto  a  la  triosa-­‐fosfato  isomerasa  (TpiA),  esta  presenta  una  lisina,  la  K11,  cuyo  

nivel  de  acetilación  fue  superior  en  medio  complejo  que  medio  mínimo  en  la  comparativa  de  

fase  exponencial  y  con  glicerol  como  fuente  de  carbono.  Esta  lisina  se  encuentra  cerca  del  sitio  

activo   de   unión   al   sustrato   DHAP   (dihidroxiacetona-­‐fosfato),   y   en   otros   organismos   se   ha  

observado  que   la  cadena   lateral  de  este   residuo  es  crítica  para   la   catálisis,  pues  estabiliza  el  
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estado   de   transición   [64],   por   lo   tanto   su   modificación   podría   provocar   una   pérdida   de   la  

actividad.  Por  último,  otra  enzima  con  una  lisina  acetilada  con  importantes  implicaciones  es  la  

fosfoglicerato  mutasa  dependiente  de  2,3-­‐bifosfoglicerato  (GpmA),  la  cual  presentó  la  K11  más  

acetilada   en   medio   complejo   que   en   medio   mínimo,   cuando   la   bacteria   creció   en   fase  

estacionaria  y  con  glucosa.  Esta  lisina  se  encuentra  implicada  en  la  unión  a  sustrato  [65],  por  lo  

que  su  acetilación  podría  alterar  su  actividad.  En  conclusión,  parece  que   la  acetilación  de   las  

lisinas  de  estas  enzimas  podría  ser  importante  para  la  regulación  de  la  glicólisis  en  función  de  las  

fuentes  de  carbono  y  nitrógeno  y  de  la  etapa  de  crecimiento  bacteriana,  y  se  necesitarían  más  

estudios  para  dilucidar  sus  implicaciones.  

Otras  rutas  relevantes  son  el  ciclo  TCA  y  el  ciclo  del  glioxilato,  las  cuales  presentaron  lisinas  

con  un  mayor  nivel  de  acetilación  en  fase  exponencial  que  en  fase  estacionaria.  Algunas  de  las  

enzimas  de  estas  rutas  se  regulan  por  acetilación  en  E.  coli  y  otros  microorganismos,  por  lo  que  

nos  centraremos  en  su  estudio.  Así,  la  citrato  sintetasa  (GltA)  posee  dos  lisinas  cuya  acetilación  

provoca  una  disminución  y  un  aumento  de  su  actividad,  la  K295  y  la  K283,  respectivamente  [66].  

Estas  lisinas  no  se  encuentran  entre  las  diferencialmente  acetiladas  en  nuestro  estudio,  pero  si  

se   han   encontrado   acetiladas   (Tabla   S3   del   Anexo)   [66].   Por   su   parte,   la   enzima   malato  

deshidrogenasa  (Mdh)  sufre  un  aumento  de  su  actividad  cuando  se  acetila  en  los  residuos  K99  

o  K140  [67].  En  el  presente  estudio,  la  lisina  140  mostró  un  mayor  nivel  de  acetilación  en  TB7  

que  en  MM9  cuando  la  bacteria  creció  en  glicerol  durante  la  fase  exponencial,  sin  embargo,  el  

residuo  K99,  aunque  se  encontró  acetilado,  no  presento  diferencias  significativas  en  su  nivel  de  

acetilación  entre   las  distintas  condiciones  de  cultivo  (Tablas  S3  y  S5).  Por  último,   las  enzimas  

isocitrato   liasa   (AceA)  del  ciclo  del  glioxilato,  e   isocitrato  deshidrogenasa   (IcdA)  del  ciclo  TCA  

compiten  por  el  isocitrato,  y  la  mayor  actividad  de  una  u  otra  determina  un  mayor  flujo  hacia  

uno  u  otro  ciclo  [68].  Ambas  enzimas  son  reguladas  por  la  acetilación  de  alguna  de  sus  lisinas,  

así,  la  AceA  disminuye  su  actividad  cuando  aumenta  su  nivel  de  acetilación.  En  un  estudio  en  el  

que  se  demuestra  esta  pérdida  de  actividad,  aparecen  acetiladas  las  lisinas  13,  34,  308,  326  y  

331   [28],   de   ellas,   todas   excepto   la   K308,   aparecen   diferencialmente   acetiladas   en   nuestro  

trabajo,  con  un  mayor  nivel  de  acetilación  en  medio  complejo  que  en  medio  mínimo  (Tabla  S5  

del  Anexo).  Además,  en  otro  estudio  realizado  en  S.  enterica  se  obtuvo  esta  misma  reducción  de  

la   actividad   en   AceA   cuando   se   acetiló   con   la   acetiltransferasa   Pat,   y   se   asumió   que   esta  

reducción  de   la  actividad  podría  deberse  a   la  acetilación  de   la  K308   [69],   la  cual   también  se  

encontró  acetilada  en  nuestro  estudio,  aunque  no  de  manera  diferencial  (Tabla  S3  del  Anexo).  

Por  su  parte,  la  enzima  IcdA  se  encuentra  regulada  por  fosforilación,  mediante  la  acción  de  la  

isocitrato  deshidrogenasa  quinasa/isocitrato  deshidrogenasa   fosfatasa   (AceK),   y   a   su  vez  por  
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acetilación,  pues  la  acetilación  de  los  residuos  K50  y  K350  aumentan  su  actividad,  mientras  que  

la  de  los  residuos  K235,  K100  y  K230  la  disminuyen  [70].  Los  residuos  implicados  en  el  aumento  

de  la  actividad  por  acetilación  se  encuentran  diferencialmente  acetilados  en  nuestro  estudio,  

así,  la  lisina  350  solo  aparece  acetilada  en  las  muestras  de  MM9,  y  la  K55  aparece  más  acetilada  

en  glucosa  que  en  glicerol  en  medio  mínimo  (Tabla  S5  del  Anexo).  Por  lo  tanto,  parece  que  el  

cultivo  en  MM9  induce  la  acetilación  de  estas  lisinas,  y,  por  tanto,  un  aumento  de  la  actividad.  

Sin  embargo,  encontramos  también  más  acetilada  la  lisina  100  en  MUS  que  en  TUS  y  MYS,  lo  

que  provocaría  una  pérdida  de  actividad.  Al  encontrase  más  acetilada  en  MM9  también  esta  

lisina,  la  regulación  de  esta  enzima  dependerá  del  nivel  de  la  acetilación  de  las  tres  lisinas  50,  

350  y  100.  Así,  parece  que  el  empleo  de  medio  complejo  podría  reducir  el  flujo  hacia  el  ciclo  del  

glioxilato,  debido  a  la  posible  inhibición  de  AceA.  Por  su  parte,  en  medio  MM9  el  flujo  hacia  una  

u  otra  vía  dependerá  del  mayor  o  menor  nivel  de  acetilación  de  las  lisinas  50,  100  y  350  de  IcdA.  

En   conclusión,   el   empleo   de   distintas   fuentes   de   nitrógeno   puede   provocar   la   acetilación  

diferencial  de  estas  enzimas,  que  acoplada   con   la   fosforilación,  podrían  determinar  una   fina  

regulación  de  los  flujos  de  estas  rutas  interconectadas.  

En   cuanto   al   metabolismo   del   nitrógeno,   la   acción   de   dos   rutas,   la   de   la   glutamato  

deshidrogenasa   (Gdh)   y   la   de   la   glutamina   sintetasa   (Gs)   y   la   glutamato   sintetasa   (GoGat),  

permiten   la   asimilación   del   nitrógeno   en   forma   de   amonio,   por   lo   que   el   empleo   de   otros  

compuestos   (péptidos,   aminoácidos   o   nucleótidos)   como   fuente   de   nitrógeno   implica   su  

degradación   previa   a   amonio   para   ser   consumidos   [32].   Así,   la   Gdh   posee   una   lisina,   la   92,  

importante  para  su  actividad,  pues  su  mutación  implica  una  pérdida  total  de  esta  [71].  Esta  lisina  

se   encontró   acetilada   en   este   estudio,   pero   sin   diferencias   significativas   en   su   nivel,   y   solo  

presente  en  algunas  condiciones  de  MM9  (Tabla  S1  y  S3  del  Anexo).  Al  igual  que  la  Gdh,  la  Gs  

posee  una  lisina,  la  353  que  es  la  encargada  de  la  unión  a  ATP  [72],  esta  se  encontró  acetilada,  

pero   sin   diferencias   significativas,   lo   que   podría   afectar   a   la   unión   a   ATP,   y   por   tanto   a   su  

actividad.  En  cuanto  a  la  GoGat,  esta  presenta  4  lisinas  en  su  subunidad  pequeña  que  solo  se  

encuentran  acetiladas  en  MM9,  por  lo  que  en  este  medio  podría  verse  afectada  su  función  por  

esta   acetilación.   Además,   estas   enzimas   presentan   cambios   en   su   nivel   de   abundancia   si  

atendemos  a  la  variable  fuente  de  nitrógeno,  pues  la  Gdh  y  la  GoGat  están  más  expresadas  en  

MM9  que  en  TB7  y  la  Gs,  presenta  el  perfil  contrario  (Tabla  S2  del  Anexo).  La  Gdh  y  la  Gs  son  las  

encargadas  de  asimilar  el  amonio  [33].  La  mayor  expresión  de  la  Gdh  en  MM9  era  esperable,  

pues  esta  enzima  es  la  encargada  de  la  asimilación  en  medios  ricos  en  amonio  como  el  medio  

mínimo  [33].  De  este  modo,  las  modificaciones  observadas  podrían  ir  encaminadas  a  una  mayor  

actividad  de  estas  enzimas  en  medio  mínimo,  aunque  sería  interesante  analizar  el  papel  de  la  
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acetilación  de  estas  lisinas,  y  como  afecta  a  la  asimilación  de  nitrógeno  en  los  distintos  medios  

empleados.  

En  conclusión,  la  abundancia  de  proteínas  fue  dependiente  de  la  fuente  de  nitrógeno  y  de  

la  fase  de  crecimiento,  mientras  que  el  número  de  lisinas  acetiladas  y  la  identidad  de  las  mismas  

dependió  de  la  abundancia  de  proteínas,  siendo,  de  forma  general,  superior  en  medio  mínimo.  

Por   su   parte,   el   nivel   de   acetilación   de   las   lisinas   con   diferencias   significativas   mostró   una  

dependencia  con  la  velocidad  de  crecimiento  vinculada  al  desbordamiento  del  acetato,  siendo  

superior  en  TB7  que  MM9.    

Además,  los  resultados  de  este  estudio  revelan  la  acetilación  diferencial  de  las  enzimas  

implicadas  en  el  ciclo  del  glioxilato,  el  ciclo  TCA  y  la  asimilación  del  nitrógeno,  y  la  posibilidad  de  

una  regulación  por  acetilación  de  estas  vías  que  se  encuentran  interconectadas.  Asimismo,  se  

han  identificado  lisinas  específicas  relacionadas  con  las  condiciones  de  cultivo,  que  constituyen  

interesantes  dianas  para  futuros  estudios.     
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Anexo  

  

Figura  S1:  Crecimiento  celular  a  DO600  de  E.  coli  K12  creciendo  en  los  distintos  medios  de  cultivo.  E.  coli  
K12  creciendo  en  MM9-­‐glucosa  (A),  MM9-­‐glicerol  (B),  TB7-­‐glucosa  (C)  y  TB7-­‐glicerol  (D)  para  el  análisis  
por  espectrometría  de  masas  sin  marcaje.  Las  flechas  indican  la  toma  de  muestra,  la  flecha  verde  indica  
la  toma  de  muestra  en  fase  exponencial  y  la  flecha  azul  la  toma  de  muestra  en  fase  estacionaria.    

  

  

Figura   S2:   Diagramas   de   Venn   de   las   proteínas   totales   de   las   distintas   condiciones   analizadas.  
Comparaciones  de  las  proteínas  de  las  muestras  variando  la  fase  de  crecimiento  (A),  la  fuente  de  carbono  
(B)  y  la  fuente  de  nitrógeno  (C).  Porcentajes  correspondientes  al  número  de  proteínas  iguales  entre  las  
dos  condiciones  comparadas.  
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Tablas  Suplementarias  (Tabla  S1,  S2,  S3,  S4  y  S5):    

https://umubox.um.es/index.php/s/0w6MgtVz4MrpqUn    

https://umubox.um.es/index.php/s/0w6MgtVz4MrpqUn
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Discusión  final  

El  objetivo  general  de  esta  Tesis  Doctoral  ha  sido   identificar  y  comprender   los  factores  

que  gobiernan  la  dinámica  de  la  acetilación  de  lisinas  en  E.  coli,  y  sus  efectos  sobre  la  regulación  

del  metabolismo,  con  el  fin  de  mejorar  las  capacidades  biotecnológicas  de  la  bacteria.  

E.   coli   es   uno   de   los   hospedadores  microbianos  más   utilizados   para   la   generación   de  

productos   biológicos   y   un   excelente   organismo  modelo   para   el   diseño   de   nuevos   fármacos  

contra   las   infecciones   [1].  En  este  sentido,  con   los  avances  en  el  área  de  Sistemas  y  Biología  

Sintética,   la   caracterización   completa   de   las   vías   bacterianas   debería   permitir   un   diseño  

predictivo   del   microorganismo   e   implementar   nuevas   funcionalidades   para   la   síntesis   de  

biomoléculas.   Además,   gracias   a   la   mejora   en   las   técnicas   de   proteómica   basadas   en  

espectrometría  de  masas,  en  los  últimos  años  se  ha  demostrado  la  importancia  de  la  regulación  

por   acetilación   de   proteínas   en   todos   los   dominios   de   la   vida   [2].   En   consecuencia,   para  

garantizar  el  éxito  de  la  optimización  celular  de  la  bacteria  es  ineludible  esclarecer  los  principales  

factores   que   controlan   este   mecanismo,   para   así   completar   el   cuadro   de   las   funciones  

reguladoras  en  la  bacteria  y  ampliar  nuestra  comprensión  sobre  la  divergencia  entre  el  genotipo  

y  la  diversidad  de  fenotipos  que  presenta.  Los  avances  en  este  campo  tienen  un  gran  impacto  

en   múltiples   ámbitos   científicos,   desde   la   bioingeniería   hasta   la   ciencia   biomédica,   pues  

permiten  incrementar  la  eficacia  de  la  explotación  de  E.  coli  en  biotecnología  blanca,  y  aumentan  

su  conocimiento  como  modelo  de  patologías  mitocondriales  que  suceden  por  la  desregulación  

de  la  acetilación  de  proteínas  [1].  

Un   factor   determinante   cuando   se   emplea   E.   coli   como   hospedador   es   el   control   del  

desbordamiento   del   acetato,   el   cual   limita   la   producción   de   bioproductos   y   conlleva   un  

incremento  global  de  la  acetilación  a  través  de  los  dadores  de  acetilo  [3],  [4].  Por  lo  tanto,  este  

fenómeno  está  relacionado  de  forma  directa  con  la  producción  de  proteínas  recombinantes  y  

con  el  estado  celular  que  determina  la  dinámica  de  la  acetilación.  Así,  en  este  trabajo  estudiamos  

las   implicaciones   del   uso   de   distintos   medios   de   cultivo   en   la   producción   de   proteínas  

recombinantes  (Capítulo  3),  en  el  perfil  proteico  y  en  el  nivel  de  acetilación  en  E.  coli  (Capítulo  

6).  Además,  combinamos  la  estrategia  anterior  con  mutantes  deficientes  en  genes  involucrados  

en  el  metabolismo  del  acetato  y  en  la  regulación  de  la  acetilación  de  lisinas,  para  optimizar  la  

producción   de   proteínas   recombinantes   y   conocer   su   nivel   de   acetilación   (Capítulos   3).  

Continuando  con  la  optimización  biotecnológica,  se  analizaron  distintos  sistemas  de  expresión  

para  alcanzar  un  equilibrio  entre  la  carga  metabólica  y  el  rendimiento  del  bioproceso  (Capítulo  

4).   Por   último,   se   estudiaron   las   implicaciones   de   la   acetilación   en   una   importante   ruta  
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metabólica,   la  ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  de  novo  (Capítulo  5).  Los  resultados  de  estos  

trabajos  nos  han  permitido  avanzar  en  el  diseño  de  estrategias,  mediante  la  selección  de  medios  

de  cultivo,  de  sistemas  de  expresión  y   la   ingeniería  de  cepas,  para   la   regulación  de   los   flujos  

metabólicos  y  el  aumento  de  las  aptitudes  de  la  bacteria  como  hospedador  biotecnológico.    

En  cuanto  a  la  producción  de  proteínas  recombinantes,  se  han  desarrollado  multitud  de  

estrategias  basadas  en  las  modificaciones  del  medio  de  cultivo  y  centradas  en  eliminar  o  reducir  

el  desbordamiento  de  acetato  [5] [9].  En  el  Capítulo  3  llevamos  a  cabo  dos  estrategias  de  forma  

simultánea,   la   reducción  del  desbordamiento  del  acetato  mediante   ingeniería  de   cepas,  y   el  

empleo   de   distintos   medios   de   cultivo.   A   partir   del   comportamiento   metabólico   de   cada  

mutante  en  los  diferentes  medios  de  cultivo  y  el  análisis  de  la  expresión  diferencial  de  enzimas  

clave,  demostramos  la  redirección  de  los  flujos  de  carbono  entre  las  diferentes  vías,  que  generan  

un   impacto   desigual   en   el   rendimiento   final   del   bioproceso.   Los   resultados   de   este   trabajo  

mostraron  un  aumento  de  hasta  5  veces  en  la  producción  de  proteínas  recombinantes  en  la  cepa  

ackA   con   respecto   a   la   cepa   silvestre   (wt),   cuando   se   empleó   TB7-­‐glicerol   como  medio   de  

cultivo.  Por  su  parte  en  el  Capítulo  4  se  analizaron  diferentes  sistemas  de  expresión  para  reducir  

el  impacto  de  la  carga  metabólica  celular  y  aumentar  el  rendimiento  de  bioproceso.  Además,  de  

E.  coli  wt,  también  se  empleó  la  cepa  mutante  deficiente  en  ackA,  sin  embargo,  con  un  vector  

de  alto  número  de  copias  (500-­‐700  copias)  se  produjo  una  gran  reducción  en  la  producción  de  

proteínas  recombinantes,  muy  distinta  al  excelente  resultado  mostrado  en  el  capítulo  anterior  

en   el   que   se   empleó   un   vector   pRSET-­‐A   de   200   a   250   copias   [10].   Este   comportamiento,  

probablemente,  fue  consecuencia  de  la  excesiva  carga  metabólica  sumada  al  estrés  fisiológico  

del  mutante,  que  le  impidieron  alcanzar  la  homeostasis  celular.  Esta  situación,  se  tradujo  en  una  

reducción  de  los  valores  de  µmax  y  de  la  producción  de  proteínas  recombinantes  en  este  mutante  

que  supero  los  beneficios  obtenidos,  en  el  Capítulo  3,  sobre  el  control  del  desbordamiento  de  

acetato.    

En  cuanto  a  la  relación  de  las  distintas  condiciones  de  cultivo  con  la  expresión  de  proteínas  

recombinantes,   en   el   Capítulo   3,   observamos,   como   el   empleo   de   medio   complejo  

suplementado  con  glicerol  supuso  un  incremento  en  el  rendimiento  del  bioproceso.  La  mayor  

expresión   de   proteínas   en  medio   complejo   pudo   deberse   a   que  muchos   de   los   precursores  

necesarios  para  el  bioproceso  eran  aportados  en  el  medio,  por  lo  que  la  bacteria  no  requería  

invertir  recursos  para  su  síntesis,  los  cuales  pudieron  ser  destinados  a  la  producción  de  proteínas  

recombinantes.  Sin  embargo,  en  medio  mínimo  es  necesaria  la  mayor  expresión  de  ciertas  rutas  

destinadas  a  la  obtención  de  estos  recursos  no  suministrados  en  el  medio.  Este  hecho  se  puso  

de  manifiesto   en   el   Capítulo   6,   con   una  mayor   abundancia   en  medio  mínimo   de   proteínas  
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relacionadas   con   procesos   de   síntesis,   como   la   biosíntesis   de   aminoácidos.   Estos   resultados  

concuerdan  con  otros  estudios  en  lo  que  se  comparan  la  expresión  de  proteínas  en  estos  dos  

tipos  de  medios  [11].  Además,  el  uso  de  glicerol  supone  una  reducción  del  desbordamiento  del  

acetato,  tal  y  como  se  observa  en   los  Capítulos  3  y  6,  porque  se  genera  un  balance  entre   los  

flujos  de  las  vías  metabólicas  implicadas  que  reduce  la  excreción  de  acetato,  que,  combinado  

con  la  presencia  de  multitud  de  precursores  en  el  medio,  puede  suponer  un  gran  beneficio  a  la  

hora  de  llevar  a  cabo  producción  de  proteínas  recombinantes  u  otros  bioprocesos.    

El  uso  de  las  estrategias  empleadas  en  los  Capítulos  3  y  4  para  optimizar  la  producción  de  

proteínas  recombinantes   tiene   importantes   implicaciones  en  el  nivel  de  acetilación  global,  el  

cual  afecta  directamente  a  la  proteína  obtenida.  Así,  el  uso  de  las  cepas   cobB pta   ackA,  

que  favorece  la  producción  de  proteínas  recombinantes,  tal  y  como  se  observa  en  el  Capítulo  3  

y  en  otros  estudios   [12] [14],   también  tiene  consecuencias   sobre  el  nivel  de  acetilación.   Las  

cepas   deficientes   en   la   desacetilasa   CobB   y   en   AckA   conllevan   un   aumento   del   grado   de  

acetilación,  mientras  que  la  cepa  deficiente  en  el  gen  pta  está  relacionada  con  una  disminución  

del   nivel   de   acetilación   [15] [18].   En   este   estudio   también   observamos   estos   perfiles   de  

cobB pta   ackA  en  el  Capítulo  3,  lo  que  

puede  tener  implicaciones  en  la  funcionalidad  de  las  proteínas  producidas  en  estas  condiciones.  

Estas  implicaciones  se  pusieron  de  manifiesto  en  el  Capítulo  5,  pues  las  OPRTasas  purificadas  de  

cobB   ackA   pta.  En  este  mismo  

estudio  se  o cobB,  debido  probablemente  a  la  

acetilación   de   la   OPRTasa   en   los   residuos   26   o   103,   lo   que   tiene   implicaciones   sobre   el  

crecimiento  y  la  capacidad  de  adhesión  de  la  bacteria.      

Del  mismo  modo,  el  nivel  de  acetilación  depende  de  las  condiciones  de  cultivo  empleadas,  

pues  como  se  observa  en  el  Capítulo  6,  la  acetilación  es  más  elevada  con  el  empleo  de  medio  

complejo  y  de  glucosa  que  la  que  se  produce  en  medio  mínimo  y  con  glicerol.  Estos  resultados  

concuerdan  con  los  obtenidos  en  el  Capítulo  3  para  la  proteína  GFP,  ya  que  en  medio  mínimo  

cobB   ackA,  mientras  que,  en  

medio  complejo,  todas  las  proteínas  producidas  en  el  resto  de  las  cepas  mostraron  un  elevado  

nivel  de  acetilación.  Otros  estudios  han  relacionado  el  uso  de  distintas  fuentes  de  carbono  con  

el  nivel  de  acetilación  [19],  [20],  pero  hasta  donde  sabemos,  este  es  el  primer  trabajo  en  el  que  

se   analizan   las   implicaciones   del   uso   de   distintas   fuentes   de   nitrógeno   y   carbono   de   forma  

conjunta  sobre  las  proteínas  expresadas  y  el  nivel  de  acetilación  general  en  E.  coli.  Además,  en  

ambos   Capítulos   se   observa   la   relación   entre   el   desbordamiento   del   acetato   y   el   nivel   de  

acetilación  de  lisinas,  pues  aunque  se  emplean  cepas  distintas,  E.  coli  BL21  (Capítulo  3)  y  E.  coli  
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K12  (Capítulo  6),  que  difieren  en  el  nivel  de  acetilación  y  en  el  desbordamiento  de  acetato  [17],  

[21],  [22],  en  ambos  casos,  se  observa  un  incremento  de  la  acetilación  cuando  la  excreción  de  

acetato  es  más  elevada.    

Además,  el  análisis  del  acetiloma  abordado  en  el  Capítulo  6,  mostró  que   la  acetilación  

diferencial  debida  al   empleo  de  distintos  medios  de   cultivo  podría   tener   implicaciones  en   la  

regulación  de  rutas  metabólicas  y  en  la  producción  de  proteínas  recombinantes.  Así,  en  MM9  

hay  una  mayor  prevalencia  de   la  acetilación  en   las  enzimas  responsables  de   la  biosíntesis  de  

aminoácidos  y  la  traducción,  mientras  que  en  TB7  se  encontraron  más  acetiladas  las  enzimas  

que  pertenecen  al  plegado  de  las  proteínas  y  a  la  regulación  de  la  traducción.  Esta  acetilación  

puede   ser   responsable   de   cambios   en   la   funcionalidad   de   estas   enzimas,   y,   por   tanto,   en  

diferencias  en  cuanto  a   la  producción  y  el  procesamiento  de   las  proteínas  recombinantes  en  

distintas   condiciones   de   cultivo.   En   cuanto   al  metabolismo   central,   a   través   del   análisis   del  

proteoma  del  este  mismo  Capítulo,  se  observó  un  aumento  de  la  abundancia  de  proteínas  del  

ciclo  TCA,  y  del  metabolismo  de  fuentes  de  carbono  secundarias  cuando  se  consume  glicerol  

como   fuente   de   carbono.   Este   perfil   proteico   parece   balancear   los   flujos   entre   las   vías  

metabólicas  del  metabolismo  central  y  con  ello  disminuir  la  excreción  de  acetato,  lo  que  está  

relacionado   con   un   bajo   grado   de   acetilación   proteica.   Todo   ello   concuerda   con   el  

comportamiento  metabólico  observado  en  los  mutantes  estudiados  en  el  Capítulo  3,  así  como,  

con  los  valores  relativos  de  transcripción  génica  de  enzimas  clave  del  metabolismo,  analizados  

en  este  trabajo.  Estas  diferencias  en  expresión  han  sido  encontradas  en  otros  estudios  [23].  En  

general  se  observaron  diferencias  en  la  abundancia  de  las  proteínas  del  metabolismo  central,  en  

su  nivel  de  acetilación  (Capítulo  6)  y  en  los  flujos  a  través  de  este  (Capítulo  3),  derivados  del  uso  

de   distintos   medios   de   cultivo.   Por   lo   tanto,   el   empleo   de   distintas   condiciones   de   cultivo  

condiciona   la   regulación   de   los   flujos   del   metabolismo   central   y,   por   consiguiente,   del  

metabolismo  del  acetato.    

A  partir  del  trabajo  abordado  en  el  Capítulo  3,  detectamos  un  aumento  de  35  veces  en  la  

excreción  de  orotato  en  la  cepa  deficiente  en  el  gen  de  la  desacetilasa  cobB  con  respecto  a  la  

cepa  wt  [24].  Esta  gran  diferencia,  probablemente  no  pueda  ser  únicamente  explicada  por  el  

control   del   nodo   del   -­‐cetoglutarato   por   acetilación   de   la   isocitrato   liasa,   sino   que   podría  

suceder,  simultáneamente,  una  regulación  por  acetilación  de  la  vía  de  biosíntesis  de  pirimidinas  

que  contribuyera  al  elevado  aumento  de  la  excreción  de  orotato.  Por  este  motivo,  en  el  Capítulo  

5  analizamos   la  posible   regulación  por  acetilación  de   la   ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  de  

novo,   y   demostramos   que   la   acetilación   en   las   lisinas   26   y   103   de   la   OPRTasa   provocó   una  

reducción  de  su  actividad  enzimática,  la  cual  pudo  ser  revertida  por  la  desacetilación  con  CobB.  
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En  el  Capítulo  6  encontramos  la  K26  de  la  OPRTasa  acetilada,  sin  diferencias  significativas  entre  

las  distintas  condiciones  de  cultivo,  pero  solo  presente  en  algunas  muestras  de  TB7-­‐glucosa.  La  

presencia  de  esta  lisina  acetilada  en  condiciones  que  provocan  un  elevado  nivel  de  acetilación  

(TB7-­‐glucosa),   ya   había   sido  observada   en   otros   estudios   [15],   [16],   [19],   [23],   lo   que   apoya  

nuestra  hipótesis  de  que  la  acetilación  de  estos  residuos  en  la  OPRTasa  ocurre  por  un  mecanismo  

no   enzimático.   La   regulación   de   la   OPRTasa   justificada   en   este   Capítulo   puede   tener  

implicaciones  importantes  debido  al  papel  de  E.  coli  en  la  microbiota  humana  y  como  diana  para  

tratamientos  antimicrobianos,  antivirales  y  contra  el  cáncer.  

En   conclusión,   el   empleo   de   distintas   condiciones   de   cultivo   determina   los   flujos   del  

metabolismo  central  en  general,  y  en  concreto  del  desbordamiento  del  acetato,   lo  que  tiene  

repercusiones  en  la  abundancia  relativa  de  las  proteínas,  el  nivel  de  acetilación  de  lisinas  y,  en  

consecuencia,  en   la  producción  de  proteínas   recombinantes.  Además,   el   nivel   de   acetilación  

asociado   a   las   distintas   condiciones   de   cultivo   repercute   en   la   acetilación   de   las   proteínas  

producidas,  lo  cual  es  un  factor  a  tener  en  cuenta  cuando  se  lleva  a  cabo  un  bioproceso,  pues  

puede  afectar  a  su  actividad  o  a  su  conformación.  Del  mismo  modo,  la  acetilación  derivada  de  

las  distintas  condiciones  de  cultivo  actúa  ejerciendo  una  regulación  diferencial  de  las  rutas  del  

metabolismo  central,  como  ocurre,  por  ejemplo,  en  la  ruta  de  biosíntesis  de  las  pirimidinas  de  

novo.  Por  lo  tanto,  los  resultados  de  esta  Tesis  Doctoral  ponen  de  manifiesto  la  interconexión  

de   la   regulación  por   acetilación  de   las   rutas  del  metabolismo  central   con   las   condiciones  de  

cultivo  de  E.  coli.  Además,  se  han  llevado  a  cabo  otras  estrategias,  como  la  ingeniería  de  cepas,  

con  el  fin  de  mejorar  sus  capacidades  como  organismo  hospedador.    
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Conclusiones  

El  principal  objetivo  de  esta  Tesis  Doctoral  fue  comprender  los  factores  que  gobiernan  la  

dinámica  de  la  acetilación  de  proteínas  y  su  efecto  sobre  el  control  del  metabolismo  central  de  

E.  coli,  con  el  fin  de  diseñar  estrategias  que  garanticen  la  optimización  celular  para  la  producción  

de  proteínas  recombinantes.  Con  este  fin,  las  principales  conclusiones  alcanzadas  en  cada  uno  

de  los  capítulos  de  esta  Tesis  son:  

1. Se  ha  demostrado  que  la  selección  de  la  fuente  de  nitrógeno  y  carbono  es  determinante  

en  la  optimización  de  la  producción  de  proteínas  recombinantes.  El  empleo  de  medio  

complejo   suplementado  con  glicerol  optimiza  el   rendimiento  de   los   flujos  de   las   vías  

implicadas  en  el  metabolismo  central  de  carbono  y  supone  un  beneficio  desde  el  punto  

de  vista  del  aprovechamiento  de  recursos,  pues  el  glicerol  es  el  principal  subproducto  

de  la  síntesis  de  biodiesel.    

  

2. Las   estrategias   combinadas   de   ingeniería   de   cepas,   vinculadas   al   metabolismo   del  

acetato,   junto  con   la  selección  optimizada  del  medio  de  cultivo  son  decisivos  para   la  

bioproducción  de  proteínas  heterólogas.  Así,   la  cepa  E.  coli  BL21   ackA,  creciendo  en  

medio   TB7-­‐glicerol,   ha   supuesto   un   aumento   de   hasta   5   veces   en   la   producción   de  

proteínas   recombinantes   con   respecto   a   la   cepa   silvestre,   empleando   el   sistema   de  

expresión   adecuado.   Además,   la   excreción   de   acetato   en   esta   cepa   es   casi  

imperceptible,  lo  que  supone  una  redirección  optimizada  de  los  flujos  de  carbono  hacia  

la  producción  del  producto  biológico.    

  

3. El  desajuste  metabólico  producido  por  la  replicación  del  plásmido  es  traducido  en  una  

reducción   en   el   nivel   de   expresión   de   proteína   recombinante   en   E.   coli   BL21.   Este  

desajuste  metabólico  es  mayor  cuando  se  emplean  vectores  de  alto  número  de  copias  

y  promotores  fuertes,  por  lo  que  el  equilibrio  entre  la  fuerza  del  promotor  y  el  número  

de  copias  del  plásmido  es  esencial  para   la  optimización  de   la  producción  de  proteína  

soluble  en  E.  coli.  

  

4. Se  ha  evidenciado  que   la   ruta  de  biosíntesis  de  pirimidinas  de  novo   es   regulada  por  

acetilación  de  lisinas  de  la  enzima  OPRTasa  en  E.  coli.  La  acetilación  permanente  de  las  

lisinas  en  las  posiciones  26  y  103  de  la  OPRTasa  provoca  una  reducción  en  los  valores  de  

la  kcat  para  la  reacción  directa  y  reversa  de  300  y  150  veces  para  la  OPRTasa-­‐103AcK  y  de  

19  y  6,3  veces  para  la  OPRTasa-­‐26AcK,  respectivamente.  Además,  la  desacetilación  con  
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CobB  implica  que  las  OPRTasas  recuperen  el  nivel  de  actividad  de  la  OPRTasa  control.  

Este  hallazgo  es  de  gran  relevancia  debido  al  papel  esencial  de  esta  ruta  y  de  la  enzima  

OPRTasa  como  diana  para  tratamientos  antimicrobianos,  antivirales  y  contra  el  cáncer.  

  

5. A   partir   del   análisis   del   proteoma   por   espectrometría   de   masas   sin   marcaje   se   ha  

demostrado  que  la  abundancia  de  proteínas  es  dependiente  de  la  fuente  de  nitrógeno  

y  de  la  fase  de  crecimiento.  Mientras  que  el  número  de  lisinas  acetiladas  y  la  identidad  

de  estas  depende  de  la  abundancia  de  proteínas.  

  

6. A  partir  del   análisis   cuantitativo  del   acetiloma  por  espectrometría  de  masas   libre  de  

marcaje   se   ha   detectado   que   el   nivel   de   acetilación   de   las   lisinas   con   diferencias  

significativas  muestra   una  dependencia   con   la   velocidad  de   crecimiento   vinculada   al  

desbordamiento  del  acetato,  siendo  superior  en  medio  complejo  que  en  medio  mínimo.  

  
7. Se  ha  identificado  una  acetilación  diferencial  de  las  enzimas  implicadas  en  el  ciclo  del  

glioxilato,  el  ciclo  TCA  y  la  asimilación  del  nitrógeno  relacionadas  con  las  condiciones  de  

cultivo,  lo  que  sugiere  una  regulación  por  acetilación  de  estas  vías  que  se  encuentran  

interconectadas.  Asimismo,  se  han  identificado  lisinas  específicas  de  enzimas  clave  que  

constituyen  interesantes  dianas  para  futuros  estudios  sobre  su  mecanismo  de  acción.  

.    



Capítulo  7  

228  

Conclusions    

The  main  objective  of  this  PhD  Thesis  was  to  understand  the  factors  that  govern  the  

dynamics  of  protein  acetylation  and  its  effect  on  the  control  of  the  central  metabolism  of  E.  

coli,  in  order  to  design  strategies  that  guarantee  cell  optimization  to  produce  recombinant  

proteins.  To  this  end,  the  main  conclusions  reached  in  each  of  the  chapters  of  this  Thesis  

are:  

1. It  has  been  shown  that  the  selection  of  the  nitrogen  and  carbon  source  is  decisive  in  the  

optimization   of   recombinant   protein   production.   The   use   of   complex   medium  

supplemented  with  glycerol  optimizes  the  yield  of  the  fluxes  of  the  pathways  involved  

in   central   carbon   metabolism   and   is   beneficial   from   the   point   of   view   of   resource  

utilization,  since  glycerol  is  the  main  by-­‐product  of  biodiesel  synthesis.    

  

2. The  combined  strategies  of  strain  engineering,  linked  to  acetate  metabolism,  together  

with  the  optimized  selection  of  culture  medium  are  decisive  for  the  bioproduction  of  

heterologous   proteins.   Thus,   the   E.   coli   ackA   strain,   growing   in   TB7-­‐glycerol  

medium,  has  involved  up  to  a  5-­‐fold  increase  in  recombinant  protein  production  over  

the  wild-­‐type  strain,  employing  the  appropriate  expression  system.  Moreover,  acetate  

excretion  in  this  strain  is  almost  imperceptible,  which  entails  an  optimized  redirection  

of  carbon  fluxes  towards  the  production  of  the  biological  product.    

  

3. The  metabolic  burden  produced  by  plasmid  replication  is  translated  into  a  reduction  in  

the   level  of   recombinant  protein  expression   in  E.   coli  BL21.  This  metabolic  burden   is  

greater  when  high  copy  number  vectors  and  strong  promoters  are  used,  so  the  balance  

between  promoter  strength  and  plasmid  copy  number  is  essential  for  optimising  soluble  

protein  production  in  E.  coli.  

  

4. It  has  been  evidenced  that  the  de  novo  pyrimidine  biosynthesis  pathway  is  regulated  by  

lysine  acetylation  of  the  OPRTase  enzyme  in  E.  coli.  Permanent  acetylation  of  lysines  at  

positions  26  and  103  of  OPRTase  causes  a  reduction  in  kcat  values  for  the  forward  and  

reverse   reaction   by   300-­‐   and   150-­‐fold   for  OPRTase-­‐103AcK   and   19-­‐   and   6.3-­‐fold   for  

OPRTase-­‐26AcK,   respectively.   Moreover,   deacetylation   with   CobB   implies   that   the  

OPRTases   recover   the   activity   level   of   the   control   OPRTase.   This   finding   is   of   great  

relevance  due  to  the  essential  role  of  this  pathway  and  the  OPRTase  enzyme  as  a  target  

for  antimicrobial,  antiviral  and  cancer  treatments.  
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5. The  proteome  analysis  by  label-­‐free  mass  spectrometry  shown  that  protein  abundance  

is  dependent  on  nitrogen  source  and  growth  phase.  While   the  number  of  acetylated  

lysines  and  the  identity  of  these  depends  on  the  abundance  of  proteins.  

  

6. From  the  quantitative  analysis  of  the  acetylome  by  label-­‐free  mass  spectrometry  it  has  

been  detected  that  the  level  of  acetylation  of  lysines  with  significant  differences  shows  

a  dependence  with  the  growth  rate  linked  to  acetate  overflow,  being  higher  in  complex  

medium  than  in  minimal  medium.  

  

7. Differential   acetylation   related   to   culture   conditions   of   enzymes   involved   in   the  

glyoxylate   cycle,   TCA   cycle   and   nitrogen   assimilation   has   been   identified,   suggesting  

acetylation   regulation   of   these   interconnected   pathways.   In   addition,   key   enzyme-­‐

specific   lysines  have  been   identified  as   interesting   targets   for   future   studies  on   their  

mechanism  of  action.    
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