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Resumen.

En el presente proyecto, se explord la biodiversidad microbioldgica del pulque,
obteniendo genes que codifican para la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH).
Esta enzima es una de Ias dos que permlten el flujo de carbono desde piruvato
hasta etanol -en Ios mlcroorgamsmos etanologenicos mas efi c:entes que se-
conocen Partlmos de Ia enznma ADH II de Z mobilis, ya que es la mas efi C|ente' :
reportada hasta eI momento UtlIIzando como templado el metagenoma. del
pulquey'ﬂ”y qugancIeotldos especnf‘ cos para eI gen que codifica para la ADH 1I se
ampllf‘ caron por PCR fragmentos lnternos del gen ‘Por otro lado, se construyd un
expresar los fragmentos amplificados completando un gen

vector para cIona
“hlbrldo" que odifica para enzimas funcionales. Para identificar las clonas con

actlwdad ADH e utlllzo una técnica colorida en colonia con nitroblue tetrazolium.
Las. clonas ;505|t|\/as se analizaron verificando el patrén de restriccion, la actividad
(cuantitatlvamente) y secuenciando los fragmentos de 552 pb. Se obtuvo una
.dIStlnta a la de la ADH II en la clona PQ 1. Se caracterizo cinéticamente

dlcha enznma en un estudio comparatlvo con la ADH II resultando muy similar en
nte a_la enzima por ,

termmos su af‘ nidad por los sustratos Se purlf“ co pa'"‘ i
fi Itracion en- gel sm embargo, es necesarlo ontmua con’ otra

tecnicas de

purifi lf‘cacuon y: almacenamlento ya que Ia lnestabihdad prop|a;de la
asi como de Ia ADH ~II Ilmlto esta etapa de proyecto D

nueva enZIma, =
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Introduccion

1. - Introduccion

Con el continuo agotamiento de las reserVas energéticas “fésiles'zcoh'o‘ciydas, la
investigacién ha -girado hacia la blsqueda de fuer‘_ites ‘alternas. de -energia
renovable. -‘Tj' .,', N

La produccnony de etanol como combustible, a traves de la_ ) lotransformauon de

resxduos gan cos ha sudo una estrategna para redu ~ so de combustlbles

Bras:l y Estados Umdos, entre otros, en los que se- ha puesto en marcha la

produccuon de etanol a gran escala a partlr de sacarosa y glucosa con buenos
resultados (Berg C., 1999). Sin embargo, el precio por litro de etanol: no es aun
competitivo:con el de la gasolina ya sea por que se prefiere su uso en preparac:on
de bebidas, el uso farmacéutico o industrial, o porque el petroleo esta aun‘ v

disponible. Es de esta manera como surge la necesidad de disminuir ,Ios;‘c‘sto_s_de

produccion.
Por otro lado con el uso de una tecnologia eficiente que permlta aprovechar
carbohldratos alternatlvos para la produccién de etanol, se contrlbuye a abatir los
problemas'de contaminacion originados por la combustlon de los residuos fosiles.
El efecto invernadero es un fendmeno preocupante en la actualidad y evitarlo ha
sido uno de los principales objetivos en el desafrollo de tecnologias modernas,
debido a las condiciones ambientales lamentables en-las que se encuentran sobre
todo las grandes urbes del planeta. |




Introduccidn

Con los avances de la blotecnologla, se han desarrollado nuevos 5|stemas para
usar carbohidratos alternatlvos encontrados en Ias biomasas generadas por fa
i gazo de cana, cascarllla de trlgo,

actividad industrial o la agrlcultura'tales como
celulosa, entre otros. Ahora el reto es elgdlseno;de bxocataltzadores con Ios que se

obtenga alta eficienciay por lo tanto endlmlentosboptlmos en-dicho proceso.

Hasta hace poco, Ia obtencnon e nuevas

hacia buscando mlcroorganismos
actividades y despues produaendo V.

interés, Una tenden

de un mlcroamblente - detern para alslar especur‘camente los genes que

codifican para Ia enzima de:interé (Rondon et al-2000). Esta estrategia permite

ampliar el universo explorado ya: que. mcluye a los microorganismos. que son
incapaces de crecer en med os ‘habituales de laboratorio, pero que sf lo hacen en
las condiciones snlvestres. Una vez obtenidos los genes y producidas las enzimas se
prosigue con el uso de técnicas de ingenieria genética e ingenierla de vias
metabdlicas para Ia optimizacién de sus propiedades. En particular, las bebidas
alcohdlicas fermentadas que se producen en México son un universo explotado
solo de la- manera tradicional. Especificamente al Pulque se le considera una
bebida rica en blOleEf‘Sldad con un potencial alto como fuente de nuevas en2|mas

En este contexto, y siendo el metabolismo de hidratos de carbono, las vras '

/! meJores actlvidades enzumatlcas se

metabdlicas mas estudiadas, recordaremos que la’ glucoli5|s es una ut‘ casrg{ .

universal en las células vivas que convierte una molecula de gluc n'dos

moléculas de piruvato con la generacion de dos moleculas de ATP A partir del

piruvato -encontramos diferencias en el destlno”del carbono, dependlendo __e Ias ‘

condiciones de aereacion y del mlcroorgams que se trate. La fermentacuon 5,

‘piruvato ||berando COz.‘ Evnf algunos

alcohdlica  genera etanol a partir: de

microorganismos etanologénicesf 'esta ia e,sf'catalizada por dos enzimas, piruvato
descarboxﬂasa (PDC) (EC 4.1.1. 1)y alcohol deshidrogenasa (ADH) (EC 1.1.1.1.)
(Ming-De Deng and Coleman, 1999) st




. Introduccion.

En el Dresente trabaJo se reporta la obtenCIon de una nueva enzima AD :
ael metagenoma baCte”a”o del pulque, as":’como su- PuruF icacion parcial y?'un

,Lestudlo comparatlvo de sus propledades cinetlcas con, a tADH

mob///s

ymomqnasraw. o

Metabdlicas. Se espera poder lncorporar nuevas fuentes de carbono como'son losk
hidrolizados acidos de hemicelulosa Especificamente, nos enfocamos a la
busqueda de genes y caracterlzacion de las enzimas ADH obtenldas de bebtdas‘

tradicionales de. Mexuco.




Generalidades

2. Generalidades.

La glucolisis (Embden- Meyerhof—Parnas) fue la: prlmera ruta metabohca que se.

llegd a conocer con detalle y desempena un papel central en Ia generaaon de

energia Y. de mtermedlarlos metabohcos‘par' ’""tras rutas. Los mlcroorgamsmos,
fermentatlvos pueden obtener toda su energ|a metabollca por ‘este proceso -En:

condiciones- anaerobias- la '—glucol|5|s"ocurret~;51nxOdeauon neta-de losfazucares*

susﬁfafo}'ifal es el caso de los michbfgahiémOS que llevan a cabo la fermentacion
alcohél‘ica'.*‘f Lva' ingenieria de vias. metabéIiCas permite redirigir una via determinada
haC|a la producaon de los metabohtos de interés. Por lo anterior, es importante
conocer. - eI metabohsmo de los mlcroorganlsmos mas eficientes para la

transformaaon del plruvato en etanol
2. 1.- Produccién de etanol en Zymomonas mobilis y Sacharomyces cerevisiae.

Tanto Z. mobi//'s como S. cerevisiae tienen la capacidad de transformar hexosas a
piruvato aunque Io hacen por vias distintas. S. cerevisiae lo hace a través de la via
Embden- Meyerhof—Parnas y Z. mobilis a través de la via Entner-Doudoroff. El
plruvato, tlene numerosos destinos alternativos en los microorganismos
fermentatlvos Las Ievaduras y Z. mobilis, convierten el piruvato en etanol en una
ruta de- dos pasos La fermentacion alcohdlica comienza con la descarboxilacion no
‘ruvato a acetaldehido, catalizada por la PDC. Esta reaccidon va
"on de acetaldehido a etanol, dependlente del NADH
‘Ieotldo), _Catalizada por la ADH. La prlmera reacc;on

oxidativa dvel,
seguida- ‘de
(nicotinamin

( ,‘evtlam‘ma (TPP) como coen2|ma (F gl)

requiere de T:pi;r,ofosfe__z_tv‘

-E{\.'\_‘j
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PG e s ADH

PIRUVATO.  &——= . 'ACETALDEHIDQ <====p EtOH + NAD"
e o

TPP SR
; . CO2. NADH

Fig 1.- Reacciones que catalizan la PDC y la ADH.

Zymomonas mobifis es una bacteria gram negativa fermentativa- obligada, en la
cual el nivel de la fosforilacion de“'susfratos*de la. glucélisis es la unica fuente de
energia (Mackenzie, et al, 1989)',{ En este microorgamsmo, la produccién de
piruvato es la ruta dominante para' é oxndamon de NADH permltlendo la conversuon ‘
del 95% del azdcar fermentado en etanol (Zhang et al: 1995) La via etanologénica
en Z. mobilis es idéntica a la de x> cereV/S/ae y consiste en las dos actlvndades

. antes mencxonadas (f‘ g 2)

6 cerevisiae I _l-_l_E:}IQSéS_ -1 Zomobiliy

Embden- MLycx hof-l’m nas EIIIIICI‘-DOE(I(JOI'()”

——— — —— . ——— —-— ——— — — ——— — —_—— —
r I r '|' I
I (PDC) Km 1.2 mM l I (PDC) Km 0.4 mM I
v
l .~\cet:lldchi:io +CO2 l I Acetaldehido +CO2 I
' ¢
l ADH II Kimm 0.67 mM I I ADH 1T Km 0.021 mM |
v o .‘
mTTmTmrTTT T : Etanol [ ’

Fig. 2.- Rutas metabdlicas para la produccidn de etanol de S. cerevisiaey Z. mobilis.
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Z. mobifis requiere grandes cantidades de actividad ADH para la oxidacion de
NADH durante la reduccion de acetaldehido a etanol- (representando del 2- 5% de
la protema soluble) La ADH estd presente tlplcamente en proc
como isoenzimas. En Z, mobilis se han identificado dos. La ADH YI’ es una enzima

dependxente de zmc y'es sumilar en.varios aspectos a Ias AD s
hongos y pIantas mlentras que la: ADH IIes musual y: es una nZ|ma‘ dependlente

de. hlerro (Mackenzue et a/ 1989)

Con base en: Ia sxmlhtud de secuencna de ammoaados, Ia ADH II de Z mob///s la
ADH IV de S. cervisiaey. Fuc O de E co//’ danen una nueva clase de ADHs El gen
para la ADH II se expresa por promotores en “tandem durante el crecnmlento en
medio rico y contiene una Iarga secuen a,no traducuda Ia cual se puede plegar en
estructuras. de tallo y asa. Estas. car ,terlstlcas son snmﬂares a las de los genes

para las ferritinas eucariotas reguladas por hlerro (Macken2|e, et al. 1989)

Si se compafa conla ADH I la ADH‘H‘ es la-enzima mas importante en produccion
de etanol durante el crecimiento en medios complejos. La sintesis de esta enzima
en Z mobilis es constitutiva alin con baja disponibilidad de hierro. Una vez plegada
en forma activa esta enzima no es degradada por la célula y persiste casi en los
mismos niveles que en condiciones de cultivo con suficiente hierro.

Bajo condiciones aerdbicas una parte del NADH, generado en la via glicolitica
Entner-Doudoroff, es oxndado por la respiracion. La cadena resp:ratorla compite

Ia? eacc;on de ADH. Comparando con Ias condxuones

por el NADH ,con

anaeréblcas, lo’ "nteno ovoca un decremento en el rendlmlento de etanol y la

acumulacuon de acetaldehldo

Los cultlvos anaeroblcos de Z. mobilis producen etanol a partlr de glucosa conh un
alto rendlmlento, cercano al valor tedrico maximo de 0.51 g de etanol producido
por g de g!ucosa consumido. Por el contrario, han sido reportados rendimientos

TESTQ CON
VT V‘W‘]

IO s”y eucarlotes; o

e s ’cerew_s'/ae e
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menores (0.13 g g") en aerobmsns El baJo rendlmlento de etanol a5| como la
acumulac:on de subproductos mas oxidados (acetaldehldo, acetona y acetato)

mdlcan que en culttvos aereado I

e,,fe‘rmeentar pentosas
mien 1y ‘baj ot ras que fermentan xilosa
(Pachyso/ o ':ho “han sido utilizadas .
exitos a su sensibilidad a altas

concentracuo e e lcondlcnones microaerofilicas

controladas, _ent e

Las vias bioquimica
bacterias entéricas

tradiciqnalm‘ente para la pr,od‘u,cc‘ié
cumpla simultdneamente con las caractenstlcas indlspensables para el
aprovechamiento de carbohldratos alternatlvos como lo son los hidrolizados de
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desechos agroundustnales como bagazo de cana, cascarllla de arroz, entre otros.
Estos desechos estan compuestos prmc;palmente de hgnocelulosa la cual aI ser -

celulosas,{ da glucosa y. el dlsacarldo ?celoblosa La hemlcelulo

L-rham osa, L-fucosa, D-xilosa, Larabmosa ave acndos urénicos. Por ultlmo la'fv:

hgnma es una macromolecula fenolica producto de Ia deshndratacnon de alcoholes

monomerlcos derlvados del acido p-cinamico; su hidrolisis produce fenoles

2.'~2.¥Ce;:jasL'é,t&ﬁolbgénicas. ‘

al
sustrato' derivados :de Ilgnocelulosa : se ha puesto enfasus enla construccnon de
ave .de Ia Ingenuerla de Vlas ‘Metabdlicas. La ingenieria

Debidd a alta"de un: mlcroorganlsmo natural para la fermentac:on efi ciente de

cas se deﬂne como el meJoramlento de formacion de un producto

o] de las propledades celulares por medio de la modificacion o introduccién de

nuevas reaccnohes bloqwmlcas especificas con tecnologias de ADN recombinante
(Balley’»1991~ ,'Stephanopoulos et al. 1998). En este caso nos interesa la via
etanologénica a partir del piruvato que llevan a cabo Z. mobilis y S. cerevisiae,
entre otros. La enzima objeto de nuestro estudio cataliza la reaccion necesaria
para la conversion de acetaldehido en etanol, después de la déscarboxilacién no
oxidativa del piruvato, llevando el flujo de carbono en esa dire‘ccién ‘

S. cerevisiaé y Z. mobifis pueden fermentar glucosa, fructosa y sacarosa, aunque
no xilosa, arabinosa, manosa o galactosa que se encuentran en Ios hldrollzados de
residuos orgamcos E co// utlhza los cmco azucares dando como productos
1o, etano/ (ZaldwarJ eta/ 2001)

acetato, formato,-

La construcad de epas ap = de producnr etanol a partlr de lignocelulosa esta

concentrada en tres microorganusmos 5 cerevisiae, Z. mobilis y E. coli. A

TESIS CON 9
'F/\]‘_f* I AR M




Generalidades

continuacion se reportan algunos datos importantes sobre los trabajos realizados al

respecto hasta este momento.-

Saccharomyces cerevisiae

Puede considerarse a S. cerevisize como el microorganismo etanologénico por
eXcelencié ‘ya que cumple con varias de las caracteristicas requeridas - del
bi‘oca'talizédor ideal: una alta productividad y altos rendimientos de etanol, -alta
tolerancia al etanol y tolerancia a las condiciones del proceso y a pHs baj’os.“Para
la produccnon a gran escala de etanol a partlr de hidrolizados de desechos
agroindustriales, las fermentaciones- con " cereV/S/ae se llevan a cabo a pH 50y
30 ° C. Sin embargo, este organlsmo no tiene la- capacudad de metabolizar

es productos en el metabohsmo de hexosas y

pentosas ademas de smtetlzar mult
presentar menor toIerancna a altas concentracnones de etanol si se compara con Z.

mobilis (Zaldlvar, et a/f 2001)

Para modificar 5 cereV/S/ae 'con el fin de que pueda fermentar xilosa, la pentosa
mas abundante en Ia hemlcelulosa, se han llevado a cabo tres estrategias
. principales: prlmero, la f-|nsercion de Ios genes bacterlanos de xilosa isomerasa;
S}genes para utilizar pentosas de Pichia stipitis; y por

después, la msercuon de
ultimo, el meJoramlento en @l consumo de xilulosa, promoviendo la fosforilacion en
el metabolismo de xﬂosa a través de la via PPP.

La insercion de los genes bacterianos de la xilosa isomerasa (de £. cofi B. ‘5ub’t/'//3
0 Thermus thermophilus) no le did a S. cerevisiae la capacidad de fermentér la
xilosa. Esto Se atribuyd. a factores tales como: diferencias en el pH intracelular
entre batterias y levaduras, en la capacidad para plegarse de las enzimas, en la
capacidad"devllevar a cabo modificaciones postraduccionales, a diferencias en la
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formacion de puentes disulfuro inter e ‘intramoleculares 'y a. Ia ausenc:a de
cofactores o iones esenciales (Sarthy et a/1987 Amore et al- 1989)

La insercion de Ios genes de XYL1 (xﬂosa reductasa) y de XYL2 (xnhtol
deshidrogenasa) de A. stjpitis habilitan ‘a 5 cereV/S/a : ecer en xnlosa, pero"
produce bajos nlveles de etanol; 1.6 g I'! de etanol : vap rti '
de 21:7- g de xﬂosa l’ (Kétter-y erlacy, 1993) El baJo rendlmlento de- etanol se
Oatrlbuye a tres causas principales: 1) la acumulacnon de xilitol debldo a que no
hay un balance de cofactores (NADPH/NAD*), 2) la ineficiente via PPP debldo a lay
insufi ciente activndad de en2|mas como transaldolasas y transcetolasas y/o 3) la:
mcapacndad de las pentosas para llegar hasta gliceraldehido- 3 fosfato via PPP
(defi uente) Y proveer Ias ultlmas reacciones de la via gllcolltlca reduaendose asi

: de una concentracnon

los mveles de etanol

Deng y- Ho (‘19910): reportan el mejoramiento en 'é|, consumo- de -xilulosa
demostrando que la fosforilacidon es un paso vital para el metabolismo de xilosa a
través de la via PPP. El gen de XKS1 (xilulocinasa) de S. cerevisiae y los genes
heterdlogos de XYL1 y XYL2 (de A. stipitis) se insertaron en un huésped hibrido
obtenido por la clasica cruza de S. wvarum y S, diastaticus generando una cepa
capaz de crecer en «xilosa como Unica fuente de carbono. Sin embargo, el
rendimiento de xilitol es alto debido a que no hay balance entre los cofactores de

Xilosa reductasa y Xilitol deshidrogenasa.
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Zymomonas mob/'//'s.
En Z mob///s se han Ilevado a cabo intentos. para: aumentar su capac:dad para
aSImIIar un rango de sustratos mayor, en partlcular la utﬂnzacuon de pentosas. Al

mtroducnr Ios genes xy/A (xilosa isomerasa) y. xy/.8 (xnlulocmasa) de Xanthomonas
campestr/s y: Klebsiella pneumoniae en Z. mob///5 no hubo crecimiento con xilosa

: como unlca fuente de carbono debido a. Ia def‘cuenaa de intermediarios para Ia vna )
PPP. Sln embargo, al introducir otros genes de Ia misma via: xylA (xnlosa
isomerasa) xy/B (xilulocinasa), tal (transaldolasa) y tktA (transcetolasa) de £ co//',
Z. mobilis fue capaz de crecer en xilosa como.unica fuente de carbono alcanzando .
el 86% del rendimiento tedrico. (Zhang et al. 1995). Ademas, se han construido
otras cepas de Z. mobilis capaces de utilizar L- arabinosa (componente de los
hidrolizados de Ilgnocelulosa) con rendimientos hasta del 84% del tedrico, no sdlo
con xllosa, sino con mezclas de azlicares (Deanda et al. 1996).

Se transformo una cepa de Z mob///s con un plasmldo que contlene Ios genes araA ‘
(L-arabmosa isomerasa), araB (L- rlbulocmasa), araD (L—rlbulosa 5fosfato 4-
epimerasa) (a/B (trasaldolasa) y tktA (transcetolasa), de E. coli. Esta construcaon
permitio a la cepa de Zymomonas utilizar ambos az(cares a partlr de una mezcla
alcanzando hasta 84% del rendimiento tedrico de etanol. En la actualidad se eéstan
haciendo esfuerzos por integrar al cromosoma de Z. mobilis los génes antes
mencionados, para lograr la estabilidad necesaria de la cepa en los procesos a

gran escala.

TESIS CON
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Escherichia coli,

Se han Iogrado altos rendumlentos,‘ utirlrizandor Vazucaresm provenlentes 'de '
hadrollzados de hemlcelulosa, tanto. en S.- cerevisiae: como en. Z ;mob///s S|n
embargo, de |gual |mportanC|a es la productividad, meJorada n E co//,“ para
procesos industrlales EI rendimiento requerido-para- un- ot es-
10 g de etanol/l por h; el cual se ha usado para e
construndas (Zaldlvar et al. 2001) '

rtir de hexosas y pentosas muy

Los prlmeros estudlos demostraron que E. coli es capaz de expresar los genes pdc
y adh B (enznmas PDC y ADH II) de Z. mobilis en plasmido, bajo el control de un
solo promotor, creando el operdn PET (produccidn de etanol) (Ingram et al. 1987)
el cual fue introducido en multiples huéspedes. Sin embargo, con el objetivo de
obtener una cepa mas estable se integré el operdn PET al cromosoma del
huésped. Después de un minucioso estudio, la cepa de £. coli ATCC 11303 (£. coli
B) se eligio para la integracidon por ser la méds resistente a condiciones ambientales
adversas. En un primer intento, después de la integracion, los niveles de pdcy
adhB fueron mucho més bajos que aquelios observados en las construcciones
hechas en pUC18 y la redireccion dyel metabollsmo del plruvato fue madecuada
(Ingram et al: 1987). La seleccio_ﬁ posterlor de cepas de: E co// etanologenlcas por
los métodos de genetica clasicos |nd|caron una reIaCIo: direct entre la expresion
el;extremo 3’ en esa

de los genes pdcy adhB y eI gen cat el cual se. encuent
construccion (Ohta et a/1991). Utlllzando alta ’coy centracnones de cloramfenicol

en medio sdlido, se obtuvieron colonlas de gran tamano, Ias'cuales expresan los
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genes etanologenlcos en £ colien un alto nivel (Conway, et aj, 1987) Aun mas,
cuando estas colonlas se anahzaron en placas especnales para detectar Ia actwudad ,
ADH presentaron un fenotlpo color rOJO intenso Io cual facullto la: ldentlf“cauon

vnsual de las cepas que presentan d|cha actawdad La clona KO4 fue obternda dew
fue modlf'cada deletando el gen frd. (fumarato reductasa) para

esta manera
evitar la: producclon de succmato o

Posterlormente se construyo na: cepa denominada KO11 (proveniente de Ia KO4)
a la cual se integro el operon PET en Ia region gen pf7 que codifica para la piruvato
formato liasa (PFL). La PEL r‘epres:enta ‘un punto de competencia para la desviacion
del piruvato por lo qoé al “"'blo‘quearla se aumentaria el flujo hacia la via
etanologénica, sin embargo se comprobo que en la KO11 no se interrumpid. El gen
pfl se expresa -en altos nlveles en E co// por al menos seis promotores, durante el
crecimiento” anaeroblco Ademas dIChO gen estd bien caracterizado y ha sido
clonado y secuenCIado La KOll tlene mutado recA para evitar la recombinacion.

Como resuitado de o anterlor esta cepa tlene una estabxlldad de 100% de
retenaon para produccion de etanol despue ‘de 68 generacuones (Kazuyoshi, et

al 1991).

2.3 Piruvato Descarboxilasa;,'

La enzima PDC se detecto por primera vez en extractos de levadura en 1911 por
Neuberg y Karczag Esta enzima y su correspondiente secuencna de ADN se ha
encontrado en hongos y plantas superiores, pero es relativamente rara: qn
procariotes y no se conoce alguna de origen animal. En hongos, se havreportado‘
en S. cerevisiae, S. carlsbergensis y S. wuvarum, ‘Neurospora crassa v en Ios,, i

geéneros Kluyveromyces vy Aspergillus; Hansen/aspora uvarum
Schizosaccharomyces pombe. También se ha encontrado en varledad de plantas ‘

como maiz, frijol, soya, arroz, entre otros; asi como en muy pocos procarxotes
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entre los que estan Z mob///s, .S'arc/na ventricull, - C/ostr/d/um botu//num,
Zymobacter pa/mae (Chandra: RaJ K et a/ 2002), especies de Acetobacter y

propledades cnnetlcas que no tienen: competencna significativa con dlchas enzimas..

La PDC de . mob///5 sigue una cinética normal de Mlchaells Menten con una Kn
, mM Es dependlente ademas de TPP de Ia presencia de
lrectamente reIacaonado con su estabmdad multimérica ya que

para el plruvato

Mg*2lo cual es
para ser actlva requxere -estar en forma de homotetramero (Hoppner y Doelle,

1983)

El geh pdc de Z mobilis ha sido aislado y c‘Io'n_ado y,‘ como ya se menciond, la
prote_l'nab ha sido expresada en £. coli. Se ha reportado la purificacion de esta
enzima,y’,se sabe que es estable y ha sido c‘ristalizada (Dobritzsch et a/., 1998),
permitiendo el acceso a informacion imporfante a nivel molecular y estructural.

Se han llevado'a'cab'o NUMEerosos estljdios aplicando la ingenieria genética ‘para
mejorar las pfopiedades de la PDC de Z mobifis. En particular se ha usado la
mutagenesns sitio-dirigida para camblar algunos aminoécidos del sitio activo con el
proposnto de meJorar sus constantes cinéticas. Sin embargo, sdlo se ha logrado
estudiar a los aminodcidos lmportantes en la catah5|s sin ventajas reales de las
mutantes. También se ha logrado- cambiér"eyl rango de productos de esta enzima,
lo cual no es relevante para Ia produccmn .de. etanol (Candy M.y Duggleby RG ‘
1998). R :
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2.4 Alcohol Deshidrogenasa.

Las ADHs son. un grupo de ‘oxidoreductasas que requieren NAD(H) o) NADP(H)
/ estan:presentes en-practicamente todas Ias formas de vuda A

““como coenzn‘ma
pesar de que estas’ protelnas‘tlenen una: funcion general simllar, Ia lnterconversmn

reversnble

e alcoholes en: aldyehldos/cetonas, cada enznma presenta Jiferenci

cuan‘to a,,espe‘g:if‘ cidad

sustfatos, lo cual reﬂeJa su rol blOlOglCO
La cla5|f‘ caC|on e Iar 7 Hs: d acuerdo a su tamano consndera tres grupos: las de
cadena corta con aprox» SO residuos, que no-unen iones metalicos y que han sido

caractenzadas funcxonal Yy ‘estructuralmente en la Gltima década; las de cadena .
media con aprox 350 reSIduos, que en su mayoria unen zinc vy han sndo :

caracterlzadas a. nlvel de estructura trndnmenssonal a partir de los 705, y‘ Ias de -
cadena larga que van desde 385 hasta algunos casos de 900 resnduos las c‘:ales y

aun. no. han sido bien caracterizadas. Las ADHs de - cadena medla estan,'

ampliamente distribuidas en la naturaleza vy podemos encontrarlal

hongos, plantas, cefaldopodos y vertebrados ,‘La AD H de: hngado elcaballo (HLADH)
ha sido una de las mas estudladas por crlstalograﬁa "de rayos-X 51endo Ia enzima

representatlva de esta clase Esta enzima es un dnmero, como todas‘-‘las ADHs que
unen zinc en plantas superlores y mamlferos, mlentras que: as bacterlanas son -
tetrameros. Existen varios reportes sobre estudios crlstalograf“ cos de Ias enzimas -
dimeéricas, contrastando con sdlo tres estructuras resueltas de tetrameros la 'ADH -
hipertermofilica. dependiente de NADP(H) de Thermoanaerobacter brockii
(TbADH); su analoga mesofilica de Clostridium bejer/nk// (CbADH) Ias cuales.,
comparten un 75% de identidad en secuencia y por. ultimo Ia ADH termoacudoflllca )
de Sulfolobus solfataricus (SsADH) (Esposito et al. 2002) ’
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Otra clasificacidon considera dentro de Ias ADHs de cadevna media a un grupo
partlci,:laf' de enzimas que no.unen z:nc -sino . hierro, qu'e' contieiri_én':f; :
A_ontramos a la ADH de Z. mob///s yﬁ a

;aproximadamente 385 residuos y's

Fewson 1994). Entre estas enzimas

v de S. cereV/S/ae. El tamano promedlo de la: subunldad de Ias enzimas de,este
~grupo es de 40 kDa. La ADH II de Z mob/l/s tlene un. peso molecula*dei“ 87/ Da y
10

“es-un- tetramero (Neale et a/ 1986) El valor de- K- para etanol es: alto, de 1 X
M, mlentras que para acetaldehido es sdlo de 1.5 x. 10 M lo cual |nd|ca que el

papel primario es fermentativo, y no oxidativo (Wills et a/ 1981). La veIocndad
para Ia' reduccion del acetaldehido llevada a cabo por esta enzima es estimulada
por la acumulacion de etanol contrarrestando la inhibicion por producto y la
revesibilidad de la reaccién (Neale et g/, 1986). La ADH II de Z. mobilis es muy
especifica en cuanto a sus sustratos, s_iendo activa Unicamente con etanol, n-
butanol y en menor grado cpn n-propanol y alcohol alilico (Wills et a/. 1981).

Se han hecho grandes esfuerzos para meJorar tanto Ios mveles de expresmn como
las propledades cataliticas de la PDC y de la ADH _de VZ : mob///S por: medio de
Ingemerla genética. La estrategia en la que se construyo ‘un operon con: ambas

enzimas .en £. coli ha funcionado efi uentemente para la: produccnon de etanol a
partir de hidrolizados de lignocelulosa pero ‘és"importante enfatizar que esta
tecnologia fue desarrollada en E.E.U.U. y esta patentada (patente # 5 000 000)
Por lo anterior se considera una prlorldad Ia busqueda de nuevas enzumas, qmza
mas eficientes, estables y en general mas apropladas, para aplicarlas aI proceso de
produccion de etanol a partlr de azucares obtenidos de diversas fuentes como lo

son los hidrolizados de I|gnocelulosa

17
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Aunque la enzima‘que dirige el flujo de carbono hacia la produccion de etanol es la
‘PDC, "'noé'f'inier:etsa;"encontrar ADH distintas arlas; reportadas para desarrollar -una
tecnologla propla en produccion de etanol. La tecnologla desarrollada en el grupo
del Dr. Ingram estd patentada y su utilizacion requiere del pago de regalias.

Ademas, al explorar la biodiversidad de microambientes como lo son las bebldas
fermentadas se podrian encontrar enzimas con . propiedades blotecnologlcamente

“interesantes.

2.5 Pulque.

El pulque es una beblda alcoholrca : tradlcional mexrcana que se produce por la

La microbio?logr'é 'd'el*"tbulque'com‘enzo' a estudiarse en los 80's. Los primeros
estudios, . se enfocaron en el alslamtento e “identificacion de m|croorgan|smos
presentes en el aguamiel y en el pulque fermentado de acuerdo con las
caracteristicas fenotipicas y las propiedades celulares observables de dichos
microorganismos (Chellapandian, et al, 1998; Estrada- Godlna et al, 2001; Sanchez-
Marroquin, 1967; Sanchez-Marroquin et al, 1967). Las especies bacterianas
identificadas frecuentemente en  diversas muestras':de'—pulqu'e comprenden
bacterias acido-lacticas homo- y hetero- fermentatlvas, una bacterla lmportante en

producmon de etanol Zymomonas mob///5, (con al menos once cepas colectadas) y
Leuconostoc mesentem/des ' S : B E ‘

como prerrequnsnto para

mlcroamblentes naturales, por I
caracterrzados sxendo las tecnlcas de cultlvo la,llmltante. Para contender con este
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problema, se han desarrollado recientemente, técnicas m‘oIeCuIares basadas en el
analisis de genes especificos con lo cual se han Iogrado nuevos hallazgos en la
ecologla mlcroblana de beb|das fermentadas tradncnonales (Escalante et al, 2001)

Es |mportante senalar que debxdo a que'?Z ‘mobilis es una bactena aislada del
Fer' entada de alta distribucidn

pulque, y este, a su vez, es ‘una beblda tradldon‘
prlmeramente con el metagenoma obtenido de.

muestras de pulque de dlstlntas regnones del pals Sin- embargo, también se
purlf‘co el metagenoma de tuba y de tesgumo las. cuales también son bebidas
alcohollcas fermentadas preparadas con savua de palma y con maiz
respectivamente pero con una distribucion geogra'ﬁca mucho mas localizada;. la
~ tuba es originaria de Colima y el tesgtiino de Chihuahua.
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OBJETIVOS.

General.-

Buscar genes de ADH a partir de zonas homodlogas con el gen adhB de
Zymomonas mobilis aprovechando la biodiversidad microbiologica del pulque para
obtener enzimas diferentes a las reportadas.

Particular.-

Obtener una ADH a partir- del metagenoma del pulque para su apllcaaon en la
construccion de cepas etanologénicas. . E .
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 Materiales y Métodos
3. Materiales y Métodos,

Todas las enzimas de restriccion,-DNA ligasa, DNA polimeasa, fosfatasaalcalina, y
marcadores de peso molecular fueron de New England Biolabs (Beverly MA. USA),
Boehringer Mannheim GmbH f(OhWeiIer, Germany) o Gibco-BRL (life technology,
Rockville, MD. USA) y se uyfilfz:aron de acuerdo con las recomendaciones de los
fabricantes. Todos Ios demas reactlvos necesarios para el trabajo de microbiologia
y biologia molecular fueron obtenidos de Sigma-Aldrich Quimica (Steinheim,
Germany), Research Organlcs Inc.( Cleveland OI. USA), Difco Laboratories (Dtroit,
MI.USA). Todas las manipulaciones de ADN, en general, se realizaron como segun

- describe Ausubel et a/. (2001).

3.1 Procedimientos genéticos y técnicas de ADN recombinante

3.1.1 Obtencion del metagenoma del Pulque.
La técnica para extraccion del metagenoma de bebidas fermentadas se adaptd en
el laboratorio y consiste en lo siguiente:
Soluciones.-~

Buffer TE: TRIS-HC! 33 mM, EDTA 1 mM, pH 8.

Buffer TSE: TRIS-HCI 50 mM, sacarosa 0.75 M, EDTA 10 mM, pH 8.

NaCl 5M

Todos los anteriores deben esterilizarse.

SDS 20%

EtOH 70% e

Preparados en recipientes 'estérilés con kagua estéril,
Se centrifugaron 1000 ml. de Pulque a 1000 x g ‘a 4°C por 15 min para separar: las
levaduras y otras partlculas, recuperando el sobrenadante y centrifugando a 23
000 x g a 4° C por 20 mln para obtener ‘la fraccion bacteriana.- Se Iavo el :
precipitado con - TE*2 veces usando 100 ml cada vez. Se recupero en 10 ml de TSE
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y se transfirid a un tubo para centnfuga esterll de 50 ml. Se adicionaron 50 pl de
SDSal~20% - mcubando por 10 mm a temperatura ambiente, Nuevamente se

centrifugd a 23000 X g a‘ 4‘,"

resuspendié en 3.5 ml d , :
concentracién de 5mg/m| Se,lncubo a 37°C durante 1 hcon agntacuon ocasional.
Se adicionaron 0.5 mi de una solucmn de 10 mg/ml de proteinasa K,
homogenizando con vortex; se incubé a:v37,‘.’C duljante, 1"h:"Se calentd a 65°C enun
bafio con agua y se adicionaron 0.25 ml de SDS al 20% permaneciendo 10 min a

dicha temperatura. Se refrigeré toda la noche. Se hicieron dos extracciones con un
volumen de mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (24:24:1) y una-con -
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Se precipitd con 1/25 de NaCi 5 My. 25 vobl" ‘
de etanol absoluto Se. centrlfugo por 15 min a 10 000 rpm vy 4°C se decanto eIr SN i

NaCl 5My 2.5 vol. de etanol absoluto. Se centrifugd por 15 min a: 10 000 rpm y
4°C lavando con etanol al 70% 3 veces. Se secd la pastilla por evaporacnon y se e

resuspendio en agua estéril.

3.1.2 Mutagénesis sitio-dirigida.

En el procedimiento basico se utiliza:un vector de ADN doble hebra superenrroliado
(dsDNA) con el inserto de interés y dos oligonucledtidos sintéticos que contienen la
mutacién deseada. Los oligonucledtidos inversos y complementarios se amplifican
durante varios ciclos a temperatura controlada por medio de una DNA polimerasa
de alta fidelidad (Pfu, Vent, etc.). Durante la incorporacion de los oligonuclétidos
se produce un plasmldo mutado con dos nlcks escalonados. Después de los CIC|OS ’
de ampllf‘ caC|on eI producto ‘ e _trata con Dpn L La endonucleasa Dpn 1. tlene E

como. secuencia
hemimetilado dlglr,le:ndof amen
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el ADN smtetlzado que contiene la mutacion. EI vector con Ios dos nlcks es
introducido - a E co// la cual -repara - los - nicks: y se obtiene el vector con la

mod|F caC|on deseada

Esta tecnlca se Ilevo a cabo para la modlfcauon del vector pLOI284. EI desarrollo
de este protocolo se basa en el knt QuickChange™ de Stratagene vy se monto la

tecmca de la S|guxente manera:

Se dxsenaron dos ohgonucleotxdos inversos y complementarlos para cada mutacnon
Previamente se analizd la secuencia para determinar la pQS|c|on a mutar, El
objetivo fue crear o eliminar sitios de restriccion con,uvﬁa?‘mutacién puntual y
silenciosa preferentemente. Las secuencias de los olirgond‘c‘le'ét‘idOS se presentan en

la tabla 2.

Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo con la enzima Deep Vent DNA

polymerase (New England Biolabs).

Tabla 1. Condiciones de PCR para la ampllfcaaon del vector

No de ciclos Etapa Tiempo Temperatura
1 desnaturalizacion 30s 940C
desnaturalizacion 155 ~ 940Cc
12 alineamiento 4 min variable®
extension 4 min 72
-1 extension final 5 min 72

a: La temperatura de alineamiento depende de Ia Tm de los oligos utilizados. Las Tm de

alineamiento variaron entre los 58 y los 68°C.
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Tabla 2. Oligonucledtidos usados para msd.

Oligo Secuencia (5"’ a3’) Longitud

Para eliminar el sitio PstI del pLOI284

Pstf CTCTAGAGTCGACCTTCAGGCATGCAAGCTTG 32amero
Pstr CAAGCTTGCATGCCTGAAGGTCGACTCTAGAG 32amero

Para crear el sitio £co RI en la region central del gen adhB
6 CCATACCAGCGAGGAATTCGGCATAAGCCATAGC 34mero
msdeco-546 GCTATGGCTTATGCCGAATTCCTCGCTGGTATGG 34mero

Para crear el sitio PstI en la region central del gen ad/B
msdspt-546 GGCCTTCCAGAACTGCAGTAACAGTCGGGTTCGG 34mero
5 CCGAACCCGACTGTTACTGCAGTTCTGGAAGGCC 34amero

Para recuperar Q247 eliminando el sitio Eco RI en la region central del gen adhB
RecEF CCATACCAGCGAGGAATTGGGCATAAGCCATAGC 34mero
RecER GCTATGGCTTATGCCCAATTCCTCGCTGGTATGG 34mero

Para crear EcoRI en la construccion del pGET665
EcocenF CCAATGGTGGTGAATTCAAAGACTACGAAGG 3lamero
EcocenR CCTTCGTAGTCTTTGAATTCACCACCATGGG - 3lamero
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3.1.3 Pur/'ﬁcacidn de ADN p/asm/b’/'co

El ADN plasmldrco de E co// se extra]o a partlr de un cultlvo de 5 mI que crecro
durante toda la noche a 37°C vy 250 rpm en eI medro LB adicionando antiblotlco
: : rpm v se.

Las celulas se colectaron por centrlfugauon 1. mm
resuspendleron en 1.mlde buffer SET (sacarosa 20%, 50 m, de
50.mM_de EDTA) para. Iavar ‘Se. centnfugaron Y. resuspen r
mismo buffer Posterlormente ‘se adicionaron 10 pl de RNA a
y 350ul.de SDS (2 %)/NaOH (0.4 M) 50:50, se mezclo_po'
un bafio de hrelo por 10 minutos. Se agregaron 250ul de 3 M de acetato de sodio
pH 4.8 vy se mezclo antes de incubar en hielo por 30 mmutos Se centrifugd 10
mrnutos y ‘el SN se" transfirié a un tubo Irmplo para preciprtar se agregé un
volumen de: |sopropanol ‘se_mezcléd muy bien: por |nversion y se centrifugé por 5
mlnutos a 14000 rpm La pastllla se lavo con etanol al 70 % y se resuspendid en
30wl de buffer TE o agua o

10 n g/ml) agltando

__lon e incubd en

El ADN plasmldlco de co// para secuenciacion se extrajo con el Plasmid Mini Kit
de QIAGEN 'S|g endo las mdlcacrones del proveedor a partir de cultlvos de 5 mI

crecldos en medio L'B' aducronados con el antibidtico requerrdo para cada plasmldo

3.1.4 Reaccin en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para obtener las amplificaciones por PCR durante el aislamiento de los fragmentos
del gen y para la mutagénesis sitio dirigida se utilizé la enzima Deep Vent DNA
polymerase (New England BiolLabs). Las amplificaciones realizadas para clonar en
los vectores TOPO fueron amplificadas con Elongase Enzyme Mix (Invitrogen) la :
cual deja una A necesaria para la reaccion de topoisomerizacion. I
De manera “general, las reacciones de PCR se realizaron en un vo‘lume‘n' de
reaccién de 20 ul-con 100 uM de dNTP s, 20 pM de oligonucledtidos y 1.5rnM‘de
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Mg®* en el caso de las reacmones reahzadas con Ia enznma Elongase, para el caso
de las reallzadas con Deep Vent se: utlllzo una concentramon de 2 mM de Mg2+ X

" del buffer. lndncado por -l proveedo agu 7 en
deseado. Las reaccnones se realizaron en‘un: Termomclador RoboCycIer Gradlent 96 o

Stratagene.”

Los ciclos de ampllf caclon eI DNA fueron ‘dlferentes de acuerdo con la enzima

que se utilizd, la’ Tf
los fragmentos a amplificar (tabla 3).

Tabla 3. Condiciones de PCR para la amplificacion de los fragmentos de DNA.

No de ciclos Etapa Tiempo Temperatura (°C)
1 Desnaturalizacion 30s 94
desnaturalizacion 15s 94
30-35 alineamiento 1 min variable®
extension variable® 68 6 72°
1 extension final 16 2 min ‘ 68 6 72°

a: La temperatura de alineamiento depende de la Tm de los oligos utilizados. Las Tm de
alineamiento variaron entre los 58 y los 68°C,

b: Los tiempos de extension variaron segun el tamafio del fragmento a amplificar, En
general se considerd 1min/kb.
Para analizar los productos obtenidos en las PCRs, se corrieron 5 ul de cada uno en geles de
agarosa al 0.8%. Los oligonuclectidos utilizados eh;elﬁpresente estudio fueron sintetizados en la
Unidad de Sintesis de Oligonucleotidos del Instituto de Biotecnologia de la UNAM vy se listan en Jas .
tablas 2 y 4. ‘ '

¢: La temperatura de extension para Ia enzuma Elongase es de 68°C mlentras que para Deep
Vent es de 72°C, L
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Tabla 4. Subrayadas se muestran las secuencias que reconocen las enzimas de restriccion EcoR1
(GAATTC) y Ast1 (CTGCAG). | ~ e

Oli'giow o Secuencia (5"a3’) Longitud

Para el aislamiento los fragmentos del gen adh B

5 CCGAACCCGACTGTTACTGCAGTTCTGGAAGGCC -34amero
6 CCATACCAGCGAGGAATTCGGCATAAGCCATAGC 34amero

Para amplificar del plasmido pL0I1284 excluyendo el fragmento de 552 pb

7 GGCCGAATTCCAGAACTGCAGTAACAGTCGGGTTCGG 37amero

8 GAAGCTATGGCTTATGCCGAATTCCTCGCTGGTATGG 37amero
Para la secuenciacion de los fragmentos de 552 pb una vez clonados

FRPQ-1 CCGGTGTTGTGAAGCAGGTTGCTG 24mero
FRPQ-2 GCAGGTTGTAGTAGCCGCCCAAC 23amero.

Para la clonacion del gen hibrido PQ1 y adhB en el vector pBAD/TOPO
adhpBADR  GAAAGCGCTCAGGAAGAGTTCTTCAAC 27amero
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315 Transformacxon de E. coll,
La cepa E C0|l DHSa' fue transformada por electroporamon en un aparato

AMlcropuIser Bio- Rad - (bio- Rad Laboratones, Hercules, CA) en - las 5|gulentesr "
condxcuones 2.5 KV, 25 UF y 200 Q 0 ‘

De 2 a5 ul de ligaélén se puéieron en contacto con 100 pl de ‘células

~~electrocompetentes en una-celda-de-0:2- mm, despues de- Ia electroporaclon Ia s e

celda fue puesta en hielo y se agrego 1 mI de _medio SOC Ias ;ce‘ulas se
7°C’y.:,250 rpm =

para que se recuperaran. Postenormente se plaquearon en caJas de LB- con el

transfirieron a un tubo eppendorf y fueron mcubadas por 1 h a 3

antibidtico adecuado.

Las células quimico- competentes de E co// B se transformaron adicionando de 2-a
idico a.un tubo con 200 pl de células. Se incubd en hielo por 30

a i37v9C sin agitacion durante 2 min y por dltimo a
r"iO 'min” Se adiciond 1 ml de LB con glucosa al 10% y

20 a 50 ul de cada tubd en cajas de LB adicionado con antibidtico, incubando a 30
°C de 8 a 12 h.

3.2 Cepas y medios de cultivo.

La cepa £ coli DH5-a fue utilizada como huésped para las clonaciones realizadas
en este estudio. El genotipo de estacepa es: A(mcrA)183, A(mcrCB-11sdSMR-
mrm)173, endAl, 5upE44 th/—l ré'cAlb gyh96, relAl, lac, [F° proAB,
lacPFZAM15 TnlO(tet‘)] La; cepa crecuo a 370C y 250 rpm en medio Luria-Bertani
(LB) (Ausubel y. col. 2001). £
) ng/ml kanamlcm

edlo‘ e adlcuono con 200 pg/ml de ampicilina o 50
irio para mantener los plasmidos, 1.5 % de

agar fue adlaonado alimedlo para Ia preparacion de placas.
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La cepa £. coli B fue utilizada como huesped para producaon de Ias en2|mas ADH

con Ias que se trabajod en este estudio.

3.3 Medicion de actividad ADH

Cant:dad = : "3"' = Molaridad
39019 MES 19524  20mM
0.407 MgCl2.6H20 ~  203.31 2mM
2.992 NaCl 5844 50mM

Se disolvieron las sales en aguaidé‘stilada, en un volumen cercano a 1 L, ajustando
el pH a 6.5 con KOH al 45%'y se kaforé a 1 L con agua destilada.

B.- Buffer de cosecha. A

Se preparo el dia que se. utlllzo, por cada 100 mi de solucion stock de MES KOH se
adiciond lo 5|gulente e R
Cantidad Compuesto " 'PM  Molaridad Nombre -

017629 CsHsOs '~ 1762  10mM 4cido L-ascrbico
Fe(NH4)z(SO4)z _392.1;_ - 0.5mM - ,yysulfato‘ f?/rrdso‘j;defamOnio

0.0196 g

rmeablllzaC|on : :

a |cxonando 1 ‘mg de hsoz:ma por mI de buffer de cosecha (MES-
KOH). . . ' ‘ ‘
D. CIoroformo
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Permeab///zaaon
Se lavo-el- pellet con 1m| de buffer de cosecha. Se resuspendlo en 0.2ml de_~

buffer de permeabuluzacnon Se adicionaron 25uI de cloroformo mezclandof'

v1gorosamente con_ ‘vortex por 15s (tres ciclos de mezclad de 4s, descansando
1s). Despues de Omln de incubacion en hlElO, se adicuonaron O 8 ml de buffer de
hlelo,y se m|d|o act:vudad 1nmedlatamente :

cosecha enfrlado

Ensayo de actividad / -
A. Buffer de enzima. ;TRIS HCI 30 mM. pH 8 5.

Cantldad ; Compuesto PM

3.63g . Trizma base 121.15

Se disolvié la sal en agua destilada y se ajusté el pH a 8.5 con HCl. Se aforé a 1.L.

B. Etanol 1M
PM ] Densidad
46 0.8

Se adlc10naron 0. 288 mi de etanol absoluto por cada 5 ml de buffer de‘enzima.

c. NAD*ZOmM i s |
Se adicionaron. 0 01' 2 9 d:w NAD* por cada ml de bu ‘er TRIS HCI

Los buffers B: y (e se prepararon el mlsmo dla del ensayo El NAD* es muy inestable
y se uso mmedlatamente despues de preparar Ia squC|on Se mantuvo en hlelo

durante las 'mediciones.

La mezcla de ensayo se preparo en una celda de cuarzo de 1cm Se adicionaron
850ul de la solucidn de etanol 1M, 50 ul de buffer de enzima, 50 i de la solucion
de NAD+, y 50ul del extracto celular Se mezclo por inversidon cubriendo con
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parafiim. Se midié absorbancia a 340nm durante 3 min en el espectrofotometro
- Beckman® DU640 usando el método. para cinética. Se obtuvo la pendlente en delta

o A340/min. o

Actividad volumétrica.
Ugnzima/ M= (deltaA340/m|n) x (1) / [(6. 22) X (0 1) 11
< DONAES e e
1 = vol. de reaccion. s e e
6.22= coeficiente de extmcmn m|I|moIar deI NADH a 340 nm.
0.1 =vol. en mlde exgracto _celularﬁen?_la,r:eaccjon‘. [

Actividad EﬁpeC/ﬁea.'«" .:."7;7

Para determinar la actlwdad espemf' ca, se d|v1d|o Ia acttvndad vqumetnca entre Ia

Bradford (1976), utllizando el kit Bio-Rad (Hercules, CA) y alb ;
(fraccion V, SIGMA), como estandar. o

3.4 Método de screening en colonia para la actividad ADH.

Dentro de los antecedentes de este trabajo, existe un trabajo realizado por el
grupo del Dr. L.O. Ingram en el cual se reporta un método de screening en placa
para.la actividad ADH (Conway et a/. 1987). El fundamento de esta tecnlca es Ia :
reaccion bien caracterizada del reactivo de Schiff (mezclas de para rosanlllna y
blsulf‘ to) par detectar aIdehldos Enun prmupno comenzamos el screemng con esta
tecnlca, sm embargo, se presentaron problemas con los controles negatlvos ya que
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todas las colonias desarrollaron la coloracion de rosado: a I’O]O en las placas de‘ =
actividad.- Por. tal.motivo se montd una técnica. reportada ‘por: EI Hawrani_
(1996) para ldentif‘ car- Ia actlwdad de Ia Iactato deshldrogenasa:(LDH)’ La" ecmca :

consiste en acoplar la transferenaa de hldrogeho,‘ 'e'un S|stem NADH/NAD+ a

otras reacclones redox con metasulfato de fenazma y. nltroazu tetrazo
las colonlas en una membrana, y se trabaJa sobre bases humedas de mtrocelulosa,t

las cuales contlenen dlferentes buffers que permiten lisar. las celulas, lavar y- Ilevar, EAN
a cabo una reaccion de actlwdad especifica para la enzima (ADH en este’ caso), e
produccion de NAD‘H reduce al metasulfato de fenazina (PMS) y este a su vez

reduce al nitroazul-tetrazolio dando una coloracién azul principalmente en los
bordes de la colonia. En este caso se uso etanol y NAD* como sustratos para dar

especificidad al ensayo.

El esquema general . es el siguiente:

HIDROXIACIDO CETOACIDO

NAD® NADH

PMS red. PMS ox,

NBT ox.

Preclpitado azul

Fig. 3 Esquema de las reacciones de acoplamlento de electrones para detectar la actividad ADH

en el screenmg en colonia con NBT.

Se crecneron en caja. Ias colonlas a anallzar lncubando a 37°C Se transF rieron a
una membrana de nitrocelulosa Ia cual fue colocada sobre un papel Whatman 1,
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con las colonias hacna arrlba a temperatura ambiente En caJas de petn se‘

solucnones a utlllzar EI pri:
PMgClzH:0 2 mM, NaCl
membrana se col c6sob
incubo a 30°C por_ 0

papel Whatman. Flnalmente Ia membrana se. coIoco sobre papel con. el buffer de
ensayo eI cual contiene Tris 20 mM aJustado a pH de 8 5 con acudo clorhidrico, 1

mM de NAD*, 1 mg/ml de nltroblue tetrazollum, 05mg/m| de. metasulfato de
fenazina y etanol 1 M. La memb'ran‘a en este buffer se incubo en obscuridad
detectando el desarrollo de color, de v:oleta a azul en- presencua de actlvidad ADH’
mientras que las colonias sin actlvudad conservaron Ia coloracnon amarllla del

buffer de ensayo.

3.5 Electroforesis de proteinas

Las proteinas fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de acuerdo con el método de Laemmli
(1970). Se utilizd una cdmara Mighty small 1I, con geles de 1mm de espesor. Un
gel concentrador al 4 % precede al gel de separacion al 10% vy al 12%. Las
muestras a analizar se incubaron durante 5 minutos a 95 °C en preSencia de una
solucion de desnaturalizacion que contiene TRIS-HCI 0.125 M pH 6.8, SDS 4 %,
glicerol 20 %, p-mercaptoetanol 10% y azul de bromofenoI'OIOVS % “La migracion

se efectud a amperaje constante de entre 30.y 50 mA Despues de la migracion el

gel siguié el tratamiento de colorauon
El gel se incubd en una solucion de aC|do acetlco (10% v/v), metanol (30% v/v) vy
azul de Coomassie (0.2% v/v). Postenormente se reallzaron Iavados del gel en una
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solucién de acido acético (10% v/v), metanol (30% v/v) para quitar el exceso de
colorante. - T

3.6 Analisis de las secuencias obtenidas

Los alineamientos entre secuencias de amino acidos se realizaron con el programa
Clustal W. Las comparaciones de las secuencias tanto nucleotidicas como de amino
acidos con las bases de datos se realizaron utilizando las distintas versiones Blast
(www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAS;F/).

3.7 Purificacion de ADH.

Se purifico la ADH de PQ1 creciendo un cultlvo de Ia cepa en 1LdelLB adlcxonado
con 200 ug/ml de ampicilina e IPTG 0. 1mM Despues de crecer toda la noche y:
alcanzando una DO entre de 3 y 4 medlda a 550nm, se centrifugo a 10 OOO Xg

durante 10 min en tubos para centnfuga estériles de 50 ml. Se lavé con 30mil de
buffer de enzima y se centrifugd nuevamente a 10 000 x g por 10 min. Se desechd:
el SN vy las células fueron resuspendidas en 30ml del mismo buffer. Las células‘Se' :
lisaron enla prensa de French, obteniendo aprox. 25 ml de extracto concent‘ra'did.'
Se centrifugd a 10 000 x g por 15 min pasando el SN a un tubo limpio. Se apl‘icé el
SN a una columna de Sephacryl 5.200 (26/60), equilibrada con el mismo';bu‘ffe'r y.

eluida con un flujo de 2ml/min. Se colectaron las fracciones con actiVidad ADH V‘Ias, ‘l
cuales fueron dializadas contra el buffer MES-KOH, 20mM, pH 6.6y aphcadas a
una columna de intercambio idnico de DEAE- sefarosa Las proternas fueron eIundas’-,ﬁ
con un gradlente lineal de 0-0.15 M de NaCl: en buffer MES EI qu;o usado fue de,
iml/min. Las muestras con actnvndad fueron recuperadas y dlaluzadas contra buffer
MES ad|C|onado con hlerro
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4, Resultados y Dlscusmn ,

El-aislamiento de nuevas o/y meJores enznmas se ha realizado trad:aonalmente,
obteniendo - los mlcroorganlsmos y posterlormente las-enzimas directamente del
ambiente, Para ello es necesarlo anallzar y separar una gran cantidad de
microorganismos los cuales se seleccnonan de acuerdo con el medio de cultivo y las
condiciones de este, con este método se excluye a los microorganismos incapaces
de crecer en medios de cultivo habituales. Con dicha estrategia mas del 99% de la
diversidad microbiana no se explora debido a las dificultades para proporcionar las
condiciones -adecuadas para el crecimiento de muchas especies microbianas. La
alternativa es explorar los genomas de la microbiota no cultivable de un ambiente
determinado, es decir, aislar y caracterizar el metagenoma (Knietsch, et al. 2003)
de.. ese amblente. Esta alternatlva permite Ia construccién de bibliotecas
metagenomlcas por extracaon durecta y: cIonacuon de fragmentos del ADN
obtenido. Posteriormente los bancos son analizados para obtener los genes de
interés. Mediante este proCedimiento se han aislado genes que codifican para
enzimas biotecnoldgicamente vimportantes como: lipasas, celulasas, amilasas, entre
otras. Una modificacion a dicha estrategia es la que se propone en este trabajo, la
cual consiste en aislar fragmentos de los genes de interés y reconstruirlos
completando el gen con . secuencias conocidas. para asi- obtener ,enzimas‘

funcionales.

Los resultados se’ presentan en varlas secaones

En la primera seccmn se presenta el anahsus de Ias secuencias de ADHs reportadas.

que se I'EC]UIFI ra determlnar la region a amplificar, asi- como el dlseno deI‘

sistema de clonaaon y expresuon para la reconstruccion de genes de ADHs a partlr. .
de los fragmentos obtenidos del metagenoma del pulque. EE
En la segunda secc;on se presenta la purificacion del metagenoma y Ia obtenaon "
por PCR de los fragmentos su clonacion.y el anal15|s de Ias ADHs obtenidas
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En la tercera y Ultima seccidn, se presenta la caracterizacion cinética, los trabajos
de- purificacién realizados y el modelamiento de una ADH nue\’/a;obter}ida L@U la

estrategia desarrollada.

Primera seccion.
4.1. Disefo y estrategia de clonacion.

Dado que se han reportado varias secuencias de genes que codifican para ADHs,
se disefiaron (a partir de estas) oligonucledtidos que permitieran obtener por PCR
fragmentos internos de genes adh del mayor tamaﬁo posible introduciendo sitios
de restrlccion Los.. fragmentos asi obtenldos no codlf“ can para proteinas

funcnonales" por Io que Se propuso completar el gen con los extremos amino y
OXi termlnales deI gen que codifica- para Ia ADH II de Z. mobilis. Para ello se

disefio una strategla propuesta por el Dr Enrlque Merlno Pérez y la M.C. Ma.

Elena. Rodrrguez Alegna y se presenta a contmuacron e

4.1.1. Reg/on interna del gen adh:

Se hlcxeron alineamientos con las secuenuas reportadas para ADHs bacterlanas y
la del gen adh B de Z. mobilis (fi g 5) Esto permitié determlnar la reglon mas
grande posible entre secuencias con;_;ervadas para obtener un fragmento interno y
crear sitios de restriccion con una*mLitaCién puntual y preferentémente silenciosa.
Los sitios de restriccion susceptibles de ser creados en las regiones conservadas y
que permitieron el disefio para amplificar un fragmento de 552 pb fueron los que
cortan las enzimas £co RI’y‘f’PstI*(Fg 4), es importante mencionar que estas
enzimas son de uso- comun'por lo que se tiene alta disponibilidad, son muy

eficientes y de baJo cos,o e Iv"""a -otras enzimas de restriccion. Para generar el

sitio Pst I se realizo N
fue necesarlo introducw la;, mutacnon smonlma Q247E (ver fig.5). Es importante ‘

on puntual Y. snlencnosa, sin embargo- para: Eco RI.
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menc10nar que la enznma ADH . IT tiene dos dominios denomlnados domlmo

catahtlco y domimo de unién a coenzima y el fragmento comprende parte
_ ambos p_ergj,u,era del'sitio catalitico y del sitio de union al cofactor (fig.4).

de -

1149} pb (gen adhB)

I
Dom/n/o ca!a//aco Dom/n/o de union a cofactor

552 pb

—_

1400 pb

Zmpro  S.D. Pst1 Eco BI Terminador transc.
- s

Fig. 4. Esquema del fragmento clonado en el pLOI284. Se sefialan fa region correspondiente al

fragmento de 552 pb y los dominios en los que estd dividido el gén adhB.

TESIS. CON

PALLA L

nw ORK‘ BN
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ECOLI
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YEAST
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KLEPN

SU:DHAT
SW:DHAT
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47.3%
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11.8%
36.3%
36.8%
37.0%
33.2%
27.2%
25.8%
26.9%

100.0%
100.0%
63.4%
57.4%
53.5%
47.8%
47.3%
43.9%
41.8%
36.3%
36.8%
37.0%
33.2%
27.2%
25.8%
26.9%

100.0%
100.0%
63.4%
57.4%
53.5%
47.8%
47.3%
43.9%
41.8%
36.3%
36.8%
37.0%
33.2%
27.2%
25.8%
26.9%

100.0%
100.0%
63.4%
57.4%
53.5%
47.8%
97.3%
43.9%
41.8%
36.3%
36.8%
37.0%
33.2%
27.2%
25.8%
26.9%

1

a1

161

241

Oligo 5 {Pst 1)
T . : . . - .
HASSTFYIPFVHREMGEGSLEKAYKDLNGS GFKHAL IVSDAFIMNKS GUVKVADLLKAQGINSAVYDE
~ASSTFYXPEVNEMGEGSLERAIKDLNGS GEKNAL IVSDAFMHKS GUVK(VAD LLKAGGIHSAVYD GVMIHI TV TAVLEG
MARSTPEIP SVRVLGAD SLABAMIAALYOF TRTL IV TDINML TKE GHA DDV G KALLERN LY SV LYDCLYPID TTERVARG
MPVSAFYYP SENLFGKOCLARARK( TS GFKHTL IVTDP G I TKVGE YDRVKALLEEQS T TVIR.YDUVUP NP TV GRYBQL
MSSVLEYIPRISEFGEGALEBR AN YIKREDXKKAL IV FDEG EAD 16E S CRV BLMLEERDELNVA XYDRYUPNDL ARV TAL
VRMFDYLUPHURFFRRIRA T SUVGERCKE LG AKKALIVIDUHL rRDBAVDO KTLTHEREAG TOVWVED GVEPHD KD TRVREG
VIBEE CYLVDPNUNE £ GEBR L SVRGELCYL COBKBALLY TDEHL ckDGAVORTL HYLREAG LEVALED GUEPNPAB TRVIREG
e PHEPTRRS SO EERRAVERD GORL K TGAKEAL TV TDAR LME TGRS EEVAKNIREAGLDVA LE CKBOPDPAB TIVHES
MUANRMILRETAGE GREAVOAL T DEVERRGEIEAL IV ID K ELVYCLVRARY IDIRIDAAGLAYA LYDGUVPNP T L TYVKES
YRVKTPSVPPUTL OB GEYSSCHQURG FRELKALEVHAD SFLHOACH TALL TUSL PUKC FRMTLYL CPVUER CITDVCAR
OXERTFEIR TVIKHG IGAERHTGEEVAAL GVSRAL LV TDP G TYRAGVAD IV LEALKEAG ITVYLF HKVEPNP PUTE VHER
MM TLERDIYYORGSLEG - LKRLRGK - KABLYL LG ANMERECEVD AV LG TLREAGI #ULL THBVEPDPSVE FVERE
UHVETE SUR PO CE). GAL 58 CHUEABARGYSHEN WM DS FLHEA GO TELLARSLAME CRAB T 1 PURLC LTOV AL
MLSEDLSIPYKVY FEROKYIDY IGEE IKKY BSRVE I G EHS LERRGIYDRATA YLKERHIAF Y ELSGVEPRE R Y TIVRKG
HENETYYRP TKL I GRGQLEYLRKI FRREECKAVE LYY H G FERBGE YOQUTHILKERGAVINIPLAGVEPNP LA TVIKG
MYDFEYSIPTRIFFOYDKINVLOIELKKZCERVE IVYGEHS ERPRG IYDKAY 5 ILEKRS TKE YELAUCVEPNP RV TTVEKC
. 1 . - . . H
LKILKDRHSDFVISLGHGSPHD AKALALVATNULEVKDYEG IDKSKKFALPLRS INTTAGTASEHTRE 1 I TDEVRIVK
LKILKDHHSDEVISLGUGSUHD AKALALVATHCGEVKDYEG IDKSKKUALPIHS IHNTTAGTASERTRE 11 TDEVRHVE
LKLLKENNCDSVISLGGGSEND AKGIALVAAHGGD THDYEGVDRSAKE YL PHIAINTTACTASEMTRE [ITDESRIYK
LEIVKKENCDSMUS L6GESAND AKGIALLATHGEKIADYEGYDKS SKPULPL LA LHTTAGTASEMTREN (T TRETRHYK
LKVLKEUNSEIVUS LGGUSAHDHAKATALIATHGGE TUDYECTH QS KKARLPLYA LT TAGTASEMTRE T1 L SHEEKKIK
LEVFREEHCD T IVTVGGESPHD GKGTGIRRTHEGDLYSYACIBTLIHPL PP IVAVHTTAGTASEVTRY Vi THTHTHVE
LAVERPEQCDTIVIVEGUSPHD CKGIGIAATHEGRL YYYAL IETLAHPLPPIVAYHTTAGTASEYTRE U THIETHVK
VHVEKQEHCDALVYS EGGGS SHDTAKAT GLVARNGCRIADY YLV HEVEKPVYPYYALTTTAGTGSETT SLAY LTD SARVVE
LGYERBSCADYL T4 X GGGSPUDTCRAL G X SHRD aBVISLEGLSPTHKP SUP 1 LATY TTAGTASEVT | HYY FTDELKURK
VAULRESCCDGY IAEFKGGS VEDRAKAY TLLYTHED 511 AMESEESVE LR PLYAIPTTAGTGSE TTHVYR 1 (DAY 5 UK
SELYREENCRGLYAYGCGS SHD TAKA T SYBATHEGEVIDYERAD - HKKPL e pL T Y IPTTAGTGSEYTOHAY ITDEEREYK
AFTIMRUFEPDWIYMGE6SP IDAAKAIG TP YHp 4D IKDP VP RLREYA ~KFLATPSTSGTATEYTAFSVITDVRTL TR
VAYLPEHACDGVVAF GG ES VR DAAKAVALLY TR RQ L SARYEE S LN PL EAVPTTAGTGSETTHVIV L IDAVSGRK
TRICRENNUDLVIATGCESAID SKVIAAGVYIRGD CUDMVEDP SKTTHVLE FASTLTLSS THSEMD QTAVL SHMEFHEXK
IHLCRENDIDFLLAVGEESYID TKATARGFVKEDGEDAUD FFSKEVTAEDALPEGIVLTLAB T HSEMHPD SV LY BUETREK
VKICHEHGREVVLALEGESALD AKY LARACEYD(BIIUD LY LD GSHIHPLR EAS LT IART GSEMD TWAV DB TSEK

. . . 2 . . . .
HAIVDRHVTEHVSVADY LLMVEHPKUL TAATGUDAL THAEEAXSSTARTY LTDA. ALKAASHIAKHLKTA DHUKDMEAR
MAIVDRHVITPRVSVNDPLIMVEHKKGLTARTCHDAL THAFERYSSTARTP Y TDA ALKAASHLAKHLKTA DHCKDUMI'ADR
MAXVDKHVTPLLSVIDASIMTAIPKSLTAATGNDAL THATEAYVS TAR TR ITDA ALKAVTHIAUHLPLAVIEDGSHAYAR
MAIXDKHIMDPILSUNDIEXMYGLE P SLTAATGHMDAL THAVEAYVYS TARRS L TDA AVKCIELVRKYLKPAYDNGRDELAR
MAITIDUHNVTPAVAVHDP SYMEGLEPAL TARTGLDAL THCIEAYVSTASHP { TDA ALKGIDL IRESLVAR XD GKDKKAR
FVIVSHRHLPSY S IHDPLEMLGRPBILTAATOGUMDAL TRAVEAY E SXBARBL TDAAA T QA K LAUNLROARAL G5 1) KAR
LVIVSHRELY SVSTHDALLHIGEISAL TAATGHDAL THAVEAY ESKOBANC G TDAAAMYA IR LARNLRUAYAL GHHLEAR
HEVIDEKITRIVAIVD P ELHVKHPACLT IATGHDAL SHALEAYVAKCATIVTDATA L QAMKL FITE YL P FAVARGED LEAR
PYCUDPHD AP QVAL IDARRNDGHP YL RKAATUUVDAL THA LEGY L TRUABAL TDALHAKATE LTIALALBUSVACDKD - AL
(VLAHASLUP IWALLDAAL TEGVE S HY TAMT U XDAL THA LEAY SALMA TP TD S LAXUA 1AM & PHAVHYGHDIGAR
FRYGGPLESAHLTTIDP ELHVSHMPA BV TAMTGADALBIAIECY YHEFA P TTDAVALMA I EYSARY I KRAFHD GEDLEAR
YRLADE G ETEOVAVRDS ELAKTHPURLTANT GUDAL THATEAYVATELB P TDY LAHS LEMIE 84X ELEKSYEGDKE -~ AR
YULANASLHUDPBVS ILDAAY - THVR OBV TAMT C XDAL THRYEAYSAL TR RIL PGP - X CA LBMI CKSLPKRVOY GHD LIRS
LOVGUDEHRPEY SVIDP PYTETVPKIHUTARCTAD QIS HTYESY s (W ECAYV D S IREATLR T C YK GKERMBKTND YRR
FURGSHVTHPRY S LI DP AN T IVE LB TU X LYDMII S HY PEYy IVEH TP L D UNCEAVEL TV TR TAPKLLERLEUYELR
LIAMPDHAPKF S TIDPYTYTYI TV T TAADTAD THAHIFEVY s HTKTAYL. GDIMALAL ERTC TKY CRIALFKPDDYTAR

Oligo 6 (£co RI)

L . - . . 3 . .
'NHASLUX\I HAMAMQLOGUYYNLOHOY MAVELITHVLAYHASVVAGIL KDY GVAMULD LANL GDKECGA
EAMAYAQFLACHMAF NHASL CYVHAMAHQLGOYYNL PHGY MAVELPHULAYNASVVAGRLEDVGVAMULD LANL GDKECA
EAMAYAQFLAGHAFRNASL GYVHAMAHQLGUFYNLPHGY NAVLLPHV VT NSEVARARLRD CAARMBYVIVTGERDAEGA
MMAYALYLGGHAFNRAS L CYVHARANPLGUFY G 1IDPHLY KAVE ARV QLR NS HdaARL CD LA LU LIEEED ¥ .3 -9
TIRICYXARXLAGAENHASL GYXVHALANQL GOPYHBLDPHEV HAVLLPIVLGHRGCPKor L CF LBLREG HEBEDE
EMAYANLLA@NFHNANL GYVHARANQL GELY EMPHEVSHAVLLPHYSHYHY. EARY BEXEAD LALIMGEHIDGLE TH0AA
EMIAYASLLAGHAY N GYXVHANMANQL GULY BMPHGVAHAVLLEPHVSRY UL JAKPEKEAD LALLMCENITOL S TL AR
EAMAYAQMAGVAFHNGGLGLVHS ISHQUGOUYELQHGL HAVIMPHV CAYHL LAKTERFANIALL LOLNVSCL SThARA
EIMALCQYVAGMLE SRV CLGLVHIMANPLGALYRTPHVAHA TLLPHVERYHADBF TG EK YD FARVMGUKVE RIS LFEARR
ESHLIASCHAGMAF S SACL GRCHAMAHQUUSALHIVHGIANANI LD TUME S NIV CRERY S YL GRALPTK - e KSDD
YHMAQRAMLAGLSYB4ESAGAAHAMS G TI.GOT LYVARGE VAAMMGYUMEYNURGYPEKFSRTIAKMBTDYSKUT TEERA
EUMRYAJCLAGMAF SHALL G LEHSMAHKY GAVESSIPFHGCANN EXLPYV IBEFHSKRYSLERYS KL - AKQISLAGHIBEELY
ERM LASCHAGUAF S SACLCLCHAMAHQ L GAALHIPHGSANAMELLP TUMEE NEMUCRERFE S Y LORAL -~ - - -~ THHRK DD
ANIMHASSL ag L LGKDRKHSCHPMEHEL SAYYD I THOUGL A TL Y PHEMEY ILN At LMEE WS YO L v g ID ~- KNHDRYE YA
ETHLYACYTA - -1 NGTLRICGYTRTIMEHAVSAVYR TP HAGGLA LLPPHUMRY TLD THVGRE KLU Hnd AD TEGKTDKE TA
AMHASSLagl ¢ YOKD THHSVHIMPHPL RAYY DR T THLVGI A TL TP NNy nND TVY - KEVE 78y vWBID - KEXNIVD TA
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Resultados

321 . 1 383
473540 100.0% !‘.ATIQILVRDIMSIblPMLTELGAKKLDVPL!J\D)U\LKD}\ m_'nwnut,numvzzr.rx.su
SW:ADH2 2YMNO 100.0% EATIQAVRDLAAS ICIFANLTEL GAKKEDVILLADHALKDA ALTHIRQGDQKEVEELFLSAF
SV:ADH2 ECOLI 63.4% EACINATRELAKKVDIPAGLRDLUVIKEEDFAVIATHALKDA G¥ THR YQATHEEIVAYYRAAM
SU:ADHF SCHPO 57.4% EARLDRISULYLIVKIRPHLYDLGYKERDFBVLVDHAMKDA CATHP YQP THBEVER YFXSAN
SV:ADH4 YEAST 53.5% EETZKALHULERIMUIPANLKEL GVKTEDEEILAEHAMIDA 30 THPVQF THEQUVA TIKRKAY
SU:DHAT CITFR 47.8% ELATHATARL SADT G TP O HLRDL GVKEADED ¥ GV EMALKD GHAY SHPRECHEKE FRE TFRAF
SV:DHAT KLEPN 47.3% EXATAALTELSMD LGP SHLPLL GVKEAD D VITALALKD GHAY SHYREGHEQE LA LFRQAF
SU:MEDH BACHT 43.9% ERAIVALERYHXBECIDS GYAESGVKEED [ ELLANHAFEDY TUSHPRVAIVUD IADX TREAL
SU:FUCO ECOLI 41.B% RARVEAVIALNIDVGLPY HLRDVEYRKED LPALAJAALDDY TGLNPREATLED IVELYHTAR
SW:EUTG ECOLI 36.3% ADATHMAVSELTAFVOLGHILCAVER T SAHLCAVAGAALEDT LRGHORTIASLEQTVGLYASAY
SW:GBSD BACSU 36.8% KASVHWHYDLVEDL EVP T-LEE 6 SRR IERL S HEMIKDY OTE GHPRDLHEKAYBY L EKRCF
SW:ADH1 CLOAB 37.0% DELTHLYKELNKKMQIP TILKEY G IHEGovDLISERAYGDA TESHURQLNEDEIKKIFE €Y
SW:EUTG SALTY 33.2% RLAIAAVIEL INEVEQS KHLADS GAKFEHYSARARDG - - HYLGAGYPRTAT A0 EDLYSALG
SW:ADHA CLOAB 27.2% REATKRTREYEPNSLEYP S KLREVGECKD KLELSAXQAR NS g i HSLRO THAEDVLE YFRESY
SW:ADHB DACSU 25.98% LEGEDKL SAFHISLGAD SRLAD YR ECEEKLEL TAD TAAKEMEHG GF GHE RLEKBDVLA TLRR
SW:ADHB CLOAB 26.9% MUATQXTRD XK 9w gb.P SRERDVE IR EERL) IMAKESVKLEGT TENLRPYRASEVI. QIFKKEY

Fig. 5. Alineamiento de secuencias protéicas de ADHs. En recuadro rosa, se muestran las
secuencias correspondientes a los oligonucledtidos 5 y 6. Los puntos rosas indican el aminoacido
afectado al crear los sitios de restriccion Pst1y Eco RI contemplados en el disefio.

4.1.2. Construccion del vector de clonacion.

Para obtener genes funcionales los fragmentos sevclonaron en un vector que
permite completar el gen con Ios extremos ammo termlnal y carboxulo termmal del
gen adhB de Z. mobilis. La fuente del,rlge'hr adh B.de’ Z.-mobili :u?sado en este
estudio fue el plasmido pL01284 Este 'p4]'sm|> o | fue proporc:lonado por el grupo
del Dr. L.O. Ingram y es un denvado del pUC18 que contiene un fragmento de 1.3
kb el cual comienza a 29 pb arrlba del ATG y contintia hasta 119 pb después del
coddn de paro (incluyendo un termlnador transcripcional). En el plasmido pLOI284
la expresion del gen esta bajo el control del promotor /ac de E. coli, Dado que este

plasmido tiene los sitios de restriccion Pst I y Eco RI fuera del gen el primer paso

fue eliminarlos.
Para la construccion del vector ‘,i;le clonacion se propusieron dos etapas:
1.- Eliminacion de sitos de restriccion.

Se inicid con una técnica que consiste en cortar, polimerizar y ligar en cada sitio
de restriccion. Sin embargo, sélo el sitio Fco RI se elimind de esta manera del
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pL01284 Lo mlsmo se intentd varias veces para Pst 1 sin lograr resultados
posntlvos Se recurrlo ala mutagénesis sitio dirigida (descrita en materiales y
métodos) para,elgmmar dicho sitio. El pldsmido asf obtenido es el pGET.

2.- Amplificacion por PCR.

Una vez eliminados los sitios de restriccion £co RI y Pst I que se encontraban
flanqueando el fragmento de 1.3 kb; se-amplifi co-el plésmido:excepto en la region
que corresponde al fragmento de 552 pb. Para ello se utlllzaron un par de
oligonucledtidos, el oligo 7 contiene-un sitio £co RI y un sitio Pst1y el oligo 8 sdlo
el sitio £co RL. De esta manera el fragmento amplificado de aprox. 3.5 kb se digirid
con £co RI para circularizarlo en el mismo sitio ligando extremos Cohesivos y asi
conservar un sitio £co RI y un-.sitio Pst I, necesarios para Ia clonacnon Este

plasmido no contiene el gen completo (fig. 6).

plonzgs  9dN
4oaxpu
Eliminacidn de los

Pl sitios EcoRI y Pst1

msd

dpr=

EcoR1
Ligacién -

pGET 666
3530pb
{

Fig. 6 Esquema que describe la estrategia intentéda'p

btenmon del pGErGG6 La
eliminacién de los sitios de restriccion se llevd a cabo por mutagenes SItIO-dlrIgIda(de) para Pstl
y por digestion, polimerizacidn y ligacién*(dpl) para:£Eco RI
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_Esta metodologia se siguié con éxito hasta la amplificacién por PCR, pero no se’
logré circularizar el plasmido (pGET666) ya- que al f'tré'rrisfoﬂrmar!—h'orﬁ‘CEeVCiferon‘r .
colonias. P e :
Después de varios intentos, se recurno ‘a Ia mutagenesns SltIO dll‘lglda Se
disefiaron un par de oligonucledtidos para- crear cada uno de los sitios en las
posiciones predeterminadas del gen (tabla 2). La creacion de los sitios de

restricﬁcién ~se corrobord por digestiones. Una--vez creados ambos sitios de
restriccion se liberd el fragmento esperado de 552‘pb al hacer una digestion doble
con Fco R y Pst1. Este plasmido es el pGET664 y es importante hacer énfasis en
que contiene el gen completo y al transformar  £. co/i da positivo el ensayo de
actividad ADH. Por este motivo se realizd otra ronda de mutagénesis sitio dirigida
para crear otro sitio de restriccion Eco RL. dentro del fragmento de 552 pb que
permite liberar un fragmento de apro' P OO'pb al dlgerlr solo con E£co RI. Después

de digerir se ligo en este sitio para obtener" el pGEI'665 que contiene el gen adh B

truncado por lo cual no codifica: para una'ADH funcional evitando el fondo respecto
a la actividad del plasmido anterlor La fi igura 7 muestra el esquema general para
la construccién del vector desde el pLOI284.

Pst.
pcer 664 AN

plLOI284 msd msd . 4031pb EcoRl
4031pb ’ Apr
Apr ® P
Eliminacién de siti Generaclén de sitios
M Pstly EcoR 1 EcoR1y Pstl

ﬁsd

Generaclén de EcoR 1

EcoR1
Ligacion

PGET 665

3638pb

Fig. 7 Construcciones realizadas a partir del pLOI284 para obtener el vector de clonacién

PGETE65 el cual contiene los extremos del gen adhBde Z. mobilis. Mutagénesis sitio-dirigida= msd
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4.1.3. Validacion 'def/a fé&tfateg/adé b/onac/o’ri.

Una vez obtenido »,el vector de cIonacnon y los fragment internos del gen

amplific cados a ;part__ del ADN: cromosomal de Z mob///5 (ZM4) y:del pL01284 se

corroborar que se obtendrl una : protelna :

cIonaron dlChOS fragmentos par.

funcnonal despues del proceso de- obtencnon de fragmentos de. estos templados Yoo

. Las-

por ende, deI metagenoma del pulque lo cual valida la estrategla de clonaC|o
clonas obtenidas con los fragmentos de ambos templados fueron sometldas aI
screening para “actividad ADH y se verifico el patron de restriccion con Eco RI y Pst
I enel. que se obtienen un fragmento de 552 pb y uno- de 3500 pb
correspondientes al inserto y al vector respectivamente. ' :

Segunda seccion.

4.2, Obtencion del metagenoma bacteriano de bebidas fermentadas.

4.2.1 Adaptacion de la técnica para la obtencion de ADN a partir de bebidas
alcohdlicas fermentadas.

El método_ utilizado para la extraccion de ADN de muestras ambientales es critico
ya que se debe obtener un ADN representatlvo de |a mayor,cantlda k'de espeaes

en la muestra. En Ia I|teratura se han reportado muchos ‘meétodos 'e,punflcaaon

_ “ 1o
riales. y “‘metodos Cabe mencionar que la

ermentadas, se establecio

separacion de: la “fraccnon pesada_ (levaduras y restos organicos, entre otros) por
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centrifugacion diferencial‘f,sé llevé -a cabo- con - el objeto de "Obten'ber-
mayoritariamEnte,,'AVDN’{;d‘e‘.‘v‘b‘act,erias._Consider@mgs;ﬂu_é la homologla «,quer se

optlm|zar el ens mbIaJeren'eI vect)c)rf;cffi's;é:ﬁa,do ara la

212226 pb —>

Fig. 8 Electroforesis en gel de agarosa donde podemos observar el metagenoma bacteriano

obtenido de: 1.-Pulque de Zempoala 2A.

43



Resultados y Discusion

4.3. Obtencién y clonacion de los fragmentos internos del gen adh.

4.3.1. Obtencion de los fragmentos por PCR.

Para amplificar los fragmentos de 552 pb a partir del metagenoma bacteriano del
pulque, se utilizaron los oligonucledtidos especificos disefiados para amplificar el
fragmento correspondiente al gen adh 8 de Z mobilis (tablad). El templado
utilizado fue el metagenoma obtenido de la muevs;tr‘aj;A (pulque de Zempoala).
También se verificd la amplifi CaCicSn Con'todos' los *'metagenom‘as purificados en el
‘ menos Ia presencia del gen de Zymomonas en

paso anterior corroborando por 1
todos los casos. Se obtuvo ademas _ fny fragmento de aprox 700 pb que no se
esperaba, lo cual podrla represeritar la exnstencua de un gen de mayor tamafio.
Tratamos de purlﬁcar dlcho ragmento para clonarlo a la par del de 552 pb, pero

ifi C|on “se deJo como alternativa posterior. En la fig. 9

por problemas con

podemos obse” ar Y “tqs:,ampl;_fcados con el metagenoma del pulque 2A,

y el control ‘po ymplificado a partir del ADN cromosomal de Z. mobilis (ZM4).

4.3. 2C/onac70n

Se obfuvierOﬁ Vériés c‘!ohas'a'l ligar los fragmentos dde 552 pb (puriﬁcadbs) que se
ampliﬁcaron a partir de metagenoma bacteriano del pulque vy el vector pGET665.
Para la reaccidn de ligacion se uso una relacién inserto-vector de 4:1. La reaccion
de ligacion se incubd a 16 °C durante 16 horas. A pesar de que se intentaron
varias condiciones. alternas para llevar a cabo la reaccion de ligacion no se logré
“aumentar la eficiencia ya que el mayor nimero de clonas obtenido por reaccic’)n al
transformar varlo entre 5y 7. Se verifico el patron de restrlccuon con Eco RI y Pst1
de cada ciona y del pGEI‘664 los cuales se muestran en la ﬁg 10 Las clonas 14 Y.
23 no presentaron actnvndad EI"PC3 es un plasmldo control en eI que se clono el
fragmento de 552 pb ampllﬁcado a partir.del pL01284
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Pulque Z mobilis
1kb

A
e -~ ~

3K ——_
2Kb -

1 650 pp— T
1000 pb—__

8 50 pp——_—

6 50 pp—— =——

500 pb://_
400pb

«4——700pb
«4——550pb

Fig. 9 Electroforesis en gel de agarosa donde se observan los fragmentos amplificados con oligos

especificos para el gen adhB . La numeracidn corresponde a las diferentes temperaturas de
alineamiento en °C . A la derecha las amplificaciones hechas a partir del ADN cromosomal de ZM4.

1,- pGET664 5.-PQ 3.
<«—550 pb 2.-PC3. 6.-PQ 4,

3.-PQ 1. 7.-14.

4.- PQ 2. 8,- 23,

Fig. 10 Patrdn de restriccidn de las clonas obtenidas con el vector de clonacidn. Las digestiones
se hicieron con £coR1y Pstl.
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4.4 Obtencion de una nueva ADH en PQ1.

las 4 clonas obtenidas con actividad ADH al ligar el vector pGET665 y los
fragmentos de 552 pb amplificados del metagenoma del pulqué fueron:'
identificadas por el método de screening descrito en Materiales y Métodos. En la
fig. 11 se muestran las clonas positivas en color azul y el control negativo (£. coli ).

en amarillo (ver controles en Materiales y Métodos).

Fig. 11 Fotografia donde se observan las clonas sometidas al método de screening para actividad
ADH con NBT (en colonia). La coloracion entre azul y violeta indica la presencia de actividad ADH.
El control negativo es £ co/i DH5-w sin plasmido en color amarillo.

4.4.1 Andlisis cuantitativo de actividad ADH.

Las clonas obtenidas y los controles fueron analizados 'cuah,ti,tativamente para la
actividad ADH segun la técnica reportada por Neale et a/(1986).‘Cabe sefalar que
fue necesario transformar E. coli B con cada uno de los plasmidos, ya que la
reproducibilidad de las mediciones era nula cuando se midié con DH5-o y XL1-blue
como huéspedes. El control negativo es la cepa de £. coli B transformada con el
pGET665. La tabla con las actividades medidas se muestra a continuacion:

TEAIS CON
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Clona Actividad especifica (U/mg)
pLOI284 24 4. 02
PGET665 0.0 ..0.01
pGET664 0.83 .. 0.05

PQ1 0.89 ..-0.05

PQ2 0:76 4. 0.05
PQ3 0.73. 4+- 0.05

PQ4 0.62 - 0.1

Tabla 5. Actividad de las difere anv’al‘izadas.v La-actividad especifica fue calculada con

base en Iakp‘roktel'nafytotu'al en el ext _por el método d_efBr:altjfo’;d. S

En este punto es important en:que:a medlr Ia actlvudad de Ia cepa

que contiene el ,pL01284,encontramos que éata es mayor ala del control que
contiene el gen ath pero que fue modlf‘ cado para Ia construcc1on del vector
(PGET664). A pesar de que contamos con la secuencia del fragmento de 1.3 Kb del
pGET664 y no se encontraron diferencias con el pLOI284 (excepto las mutaciones
realizadas por. mutagénesis sitio dirigida); la actividad cae de 2.4 U/mg a 0.8
U/mg (aprox. nos quedamos con el 30% verificado por experimentos posteriores)
con pGET664 cuando la comparamos con la actividad medida en la cepa con el
pLOI284 ambos en E£. coli B. Tratamos de averiguar en que paso de la

construcaon deI vector se perdlo la-actividad midiéndola en cada modifi cacnon y '
encontramos que sucedlo en la ultlma ronda de mutagenesns Slth dmglda Este ,

gen en las construccuones con eI pGErGSS
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4.4.2 Ana//sfs de las secuenC/as de /os fragmentos c/onados

Sabiendo que las cuatro c|onas antes analizadas presentaron actnv:dad ADH el
para e||o sed

sngunente paso -fue secuencnar 'eI ':fragmento nclonado‘en ‘cada una,«

se anahza n los camblos de la secuencia nucleotldlca El analisis se presenta en
la tabla 6 La mayoria de las mutaciones encontradas en el fragmento clonado en :
PQ1 son silenciosas, por lo que consuderamos que el mlcroorgamsmo *aI cual,

de cuatro aminoacidos por otros totalmente distintos. S|n e_ bargo despues de

revisar las tablas reportadas de uso de codones de 3 ESDECleS de Zymomonas, se
especula respecto a la procedencia de este fragmento pues lo mas probable es que

48

! :Ia;secuenma fuera del\ ,



Resultados

se trate de un microorganismo del mismo género. Las mutaciones enlistadas en la
tabla 6 como “otras” se separaron del resto ya que no se encuentran en la region
en la que estan la mayoria de las mutaciones en PQ 1. Es importante observar que
el efecto de las mutaciones aparentemente no es trascendente ya que conserva la
actividad del control y como veremos mas adelante los aminoacidos diferentes no
afectan el plegamiento, es decir, se conserva la estructura de la enzima ADH 1I de

Z. mobilis.
PQ1 : KAQGINSAVYDGVMPNPTVTAVLEGLKILKDNNSDF GGGSPHDCAKAIALV GG
KAQGINSAVYDGVMPNP AVLEGLKILKDNNSD LGGGSPHDCAKAIJAL GG
ZM KAQGINS AVYDGVMPNP AVYLEGLKILKDNNSD LGGGSPHDCAKAIAL GG
PQ1 : EVKDYEGIDKSKKPALPLMSINTTAGTASEMTRFCIITDEVRHVKMAIVDRHVTPMVSVNDPLL
EVKDYEGIDKSKKPALPLMSINTTAGTASEMTRFCIITDEVRHVKMAIVDRHVTPMVSVNDPLL
ZM EVKDYEGIDKSKKPALPLMSINTTAGTASEMTRFCIITDEVRHVKMAIVDRHVTPMVSVNDPLL
PQ1 MVGMPKGLTAATGMDALTHAFEAY SSTAATPITDACALKAAIELISKS LKAAC Y NGK NMA
MVGMPKGLTAATGMDALTHAFEAYSSTAATPITDACALKAA] + |+K+LK AC NGK+ M
M MVGMPKGLTAATGMDALTHAFEAY SSTAATPITDACALKAASMIAKNLKTAC D NGK D MP
PQ1 AREAMAYAEFLAGMAFNNASLGYV
AREAMAYA+FLAGMAFNNASLGYV
ZM AREAMAYAQHR.AGMAFNNASLGYV

Fig. 12 Alineamiento de secuencias protéicas (BLAST) que corresponden al fragmento de 552 pb
clonado en PQ 1 y la regidn correspondiente de la ADH de Z. mobifis. En azul los 10 aminoacidos
distintos encontrados.

En rojo y con recuadro el inicio y fin de la region correspondiente al fragmento de 552 pb.
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Analisis de la regién variable de PQ1

Secuencia de ADN: de 1080-1145 (65pb)

Secuencia-de proteina: 217-238-.(22aa)-

Mutaciones silenciosas Mutaciones sinénimas Mutaciones (cambio de aa)
217 (L) TTG por TTA 222 (M) atG por TTG (L) 221 (S) por (E)
218 (K) aaG AAA 224 (A)aGcT TCG(S) 229 (T) (A)
219 (A) acT GCA 226 (N) aaT AGc(S) 232 (D) )
220 (A) Gca GCT 236 (D) GgaT AAT(N) 238 (P) (A)
225 (K) aaG AAA
233 (N) aac AAT
234 (G) GeT GGC
237 (M) TGC TGG
Se conservan: Otras :

Sinénima No sin.
223 (D) 230 (A) 93 (I) por (V) 112 (T) por (A)
227 (L) 231 (C)
228 (K) 235 (K)

Tabla 6. Mutaciones encontradas en el fragmento de 550 pb. amplificado a partir del
metagenoma del pulque y clonado en la cepa PQl.‘,

Tercera seccion.

4.5. Caracterizacion cinética de la ADH en PQ 1.

La caracterizacion cinética de la nueva enzima se realizo en extractos celulares de

la cepa de £ coli B transformada con los plasmidos correspondientes. Las
constantes cinéticas se determinaron para las enzimas codificadas en el pLOI284

(ADH II) y en PQ1. Esta enzima lleva a cabo la reaccion con dos sustratos y en el

50



' Resultados y Discusion

sentido deVderecha a ‘izquierda, que corresponde a la oxidacién : dé.etanol a
‘»anterlor, para

acetaldehido, se sabe- que tiene un mecanismo bi bi ordenado Por I
las reacciones en- Ias que se mldleron veIOC|dades |n|c1ales se. mantuvo constante la
concentracion - de - NAD+ vanando la concentraaon “de etanol y wceversa Se

determlnaron Ias constantes cmetlcas para ambos sustratos

4.5.1, Determ/naaon de Km-y Vmax.

Las mediciones de velocidades iniciales a diferentes concentraciones de sustrato
para cada enzima se realizaron durante 2min, monitoreando cada 10 seg de
acuerdo con lo reportado en Materiales y Metodos. Todas las mediciones se
llevaron a cabo por duplicado, los promedios de las mismas se muestran en la- -
tabla 7.

Concentracion de NAD* constante a 1 mM.
Conc. Etanol. | Actividad PQ | Actividad ADH IX
(M) 1 (pmol/min | (rmol/min mi)
mi)

0.85 4.78 9.35

0.425 3.46 6.45

0.3 3.11 5.84

0.085 1.76 2.88
Concentracion de Etanol constante a 1 M, . -
g:nc; deM Actividad PQ | Actividad ADH IT Louto L7

D* (mM) 1 (;u::;/mm (pmol/min ml) FALLA Dp i

1 1.85% 9.35

0.5 1.69%* 6.37

0.25 1.46* 4.2

0.1 0.77%* 2.2

Tabla 7. Concentraciones de sustrato utilizadas para determinar las constantes cinéticas de las
enzimas producidas en PQ 1 y pLOI284, * Experimento llevado a cabo con un lote distinto de
enzima.
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Fig. 13 Gréficas de Lineweaver-Burk para determinar Km y Vmax de ambas enzimas con l0s dos

sustratos a 30°C. A y B muestran los datos correspondientes a la enzima de PQ 1 y pLOI284,
respectivamente, variando las concentraciones de etanol cuando la concentracion de NAD* se
mantiene constante a 1mM. C y D muestran los datos obtenidos para la enzima de PQ 1 y pLOI284,
respectivamente, variando las concentraciones de NAD* cuando se mantiene constante la
concentracion de etanol a 1 M. El valor de b corresponde a 1/Vmax y la pendiente a Km/Vmax.
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f‘g. 13 se presentan en la-tabla 8.

Tabla 8. Constantes cinéticas de las enzimas producidas por las cepas PQ 1y pLOI284 medidas
a 30°C en extractos celulares. Huésped: £. coli B. *Experimento llevado a cabo con un lote distinto

de enzima.

By : NADS

Km (M) vmax (U/mil)

Al comparar los valores obtenidos de Km para etanol y NAD* en ambas enzimas se
encuentran en el mismo orden de magnitud, por lo que se pueden considerar
iguales. En cuanto a los valores de Vmax, también las consideramos equivalentes.
Las cinéticas con- PQ-1 se-llevaron a cabo con diferentes extractos enzimaticos
para cada sustrato, en los cuales la concentracién de enzima fue distinta por lo
que el valor de Vmax varia. Sin embargo, en ensayos posteriores se corroboro la

misma Vmax con ambos sustratos sila concentracion de enzima es la misma.

Los valores de Km reportados para etanol y NAD*de la ADH II de Z. mobilis son
de 1x10" M y 1.44 x10* M respectwamente Ios cuales se encuentran dentro deI
mismo orden de magnitud que Ios.va(ores obtenldos en este estudio para ambas

enzimas.
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4.5 Estudio comparativo de termoestabilidad.

Se midi6 la estabilidad a temperatura en extractos enzimaticos a ;5aff§'ir de E. coli 8
para la ADH 1I de Z. mobilis y la enzima en PQ1. Encontrando que son idénticas.

La fig.14 muestra el perfil de inactivacion de ambas enzimas a 30°C.

Se obtuvo el tiempo de vida media (t‘/z) calculado kpor;’ la ecuacion de Arrhenius:
K= A0®/RT de la cual t¥2= In 2/K “_fLie'de; 115 min. K es la pendiente cuando se
grafican los inversos de la actividad.y el tiempo.

i Estab. ADH II 30°C Estab. PQ1 30°C |
5, z,
i ®
e ¢ &

: & 0\_. 1.5 @ ® ‘
LRE —_ 3 AR PN !
Z, R SN g ! o ®
: s 7] 1

2 I
Ll 05
!
S VSO - C s B ¢ 0; . . . . - .

[ 0 a0 60 80 100 120 o o 20 40 0 HO 100 120 190

tiempo (min.) i tiempo (min.}

Fig. 14 Inactivacion de la ADH I1 y Ia enzima obtenida en PQ 1 a 30°C,

4.6 Purificacion de la enzima en PQ 1.

Con la finalidad de purificar la ADH II de Z. mobilisy la ADH obtenida en PQ1 en
una sola etapa de purificacion, se clonaron ambos genes en el pBAD, el cual es un
vector de expresion en el cual se lleva a cabo una topoisomerizacion del fragmento
a clonar y pueden fusionarse a tiorredoxina y hexa-histidinas. La tiorredoxina
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permite el transporte de la proteina a espacio peripldsmico, siendo faciimente
liberada por choque osmético y la poli histidina permite la purificacion en un sélo
paso por cromatograﬁa de afinidad. En pBAD la expresion esta regulada por el
promotor araB el cual es lnduqble por arabinosa. Al inducir este plasmido de
expresion con arabinosa ,,se‘,gbrser,vo en SDS-PAGE un incremento considerable en
la proteina expreéada. Sin g‘,mbargo,"al medir actividad, ‘e]V» ensayo dié negativo. Se

,

atribuye,,lalperdida;‘total,‘de‘;l "aétividad ala imposibilid ' eimultimerizarse dela.

enzima cuando se fusnona a:¢t|orredoxma. Por Io anterlor contlnuamos con Ios

métodos de purlﬁcauon reportados para Ia ADH II de Z thob///S

La purifi cacxon de Ia nueva enzima ADH y de la ADH II de Z. mob///5 se reallzo
segun el protocolo—reportado por Cabiscol y colaboradores (1994). En la prlmera

etapa de’ punf“ icacion (fi ltracidn en gel), se obtuvo un factor entre 3 y 4 y una
recuperaciéh de la actividad entre 80 y 95% de la inicial. Tales resultados se
observan en la tabla 9. Al terminar la segunda etapa de purificacion por
intercambio anidnico con DEAE se detectd una pérdida casi total de la actividad.
No se recuperd adicionando directamente el buffer con Fe ni por didlisis con el
mismo buffer. El grado de purificacion de la proteina se puede apreciar en la fig.
15,

Tabla 9. Fracciones obtenidas de la columna Sephacryl S200. De las fracciones 20 a 23 se

recupera el mayor porcentaje de actlwdad y Ias veces de purlf'caaon(v P.).

Fraccion Prot. Prot. Acthad Act. Tot. Actividad Actuvndad V.P.

(mg/mi)  Tot.(mg) (U/mi) () Esp. (U/mg)  Rec.(%) |
Extracto  17.7408 35,481  210.102 378.184 11.57 100 1 :
17 0.0818 0.613 0.003 0.022 0.05 0.005  0.004 ‘
18 0.1311 0.983 0.076 0.570 0.93 0.15 0.08 :
19 0.1846 1.384 1.300 9.750 7.83 2.57 0.66
20 0.2026 1.520 6.770 50.770 36.68 13.42 3.10
21 0.2094 1.570 7.780 58.340 38.40 15.42 3.24
22 0.2183 1.637 6.950 52.130 33.18 13.78 2.80
23 0.2221 1.666 6.650 49.880 30.50 13,20 2.60
24 0.1918 1.438 4.290 32.250 19.30 8.53 1.63
25 0.1797 1.347 2.600 19.500 13.56 5.16 1.15
26 0.1380 1.035 1.400 10.500 7.80 2.80 0.66
27 0.1093 0.819 0.874 6.555 6.33 1.73 0.54
28 0.0899 0.674 0.453 3.397 4.15 0.90 0.35
29 0.0701 0.525 0.234 1.755 2.60 0.46 0.22
Total - - - - - 80,53
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FG

50 KD2 puum
ADH

40 KD e

Fig.15 SDS-PAGE donde se observa la banda que corresponde a la ADH de PQL. El carril
sefialado como FG corresponde a una fraccidn obtenida de la columna de filtracién en gel. IIF1y
1IF2 son-dos fracciones obtenidas de la columna de DEAE-sefarosa. '

Para aplicar la muestra a la columna de intercambio anionico, se requiere ,‘
dlal|zarla Para recuperar la actmdad es necesario reincorporar el-Fe y aJustar el
pH con el buffer de enzima, sun embargo, no se logroé recuperar la actuwdad pero
como muestra la figura 15, en egte paso . se eliminan muchas,pr,otemas del

extracto

Consideramos que la lnactlvamon‘ |rrever51ble se debe a la oxidacion de la enzima, -

a efectos de la carencna d Fi a’a deF ciente recuperacion del mlsmo, a nivel

molecular, cuando se adncuona buffer con Fe.

Debido a la sngmf‘ca :v p dlda actlwdad se midié proteina por densudad en gel
(pixeles) . a muestra recuperadas de la ‘columna sephacryl S-200 (filtracion en gel),
donde no hay perdlda_ de'r‘ actnwdad para hacer una estlmaC|on de la actividad

especﬁ‘ca de amba ‘enzimas En dicho gel, con muestras tratadas en las mismas

condmones, se.»observa una diferencia signifi catlva de Ia cantidad de proteina en
las bandas que corresponden a la ADH II de Z mob///5 (plL.O1284) y la ADH
obtenida en PQ1. Esto es mteresante porque representa una expresion deficiente
del gen adh en el vector de clonacion (plasmxdos pGETE64 y pGET66S), lo que
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explica la actividad menor medida en PQ 1a pesar- de que: las propledades
cinéticas de ambas enmmas sean lguales Las dlferencuas en la cantldad de enzima
expresada en Ias dlferentes cepas se: observa en la f‘ g 16 Los valores de actswdad

bandas "correspo dient —a-l 7en21ma con ,Ias del estandar se aprecna una._.
con5|derable dlferenCta qruek no concuerda con Ios valores obtenldos EI valor de
. protema para la enz:ma de PQ 1 es de 2.54 1g y para la ADH 11 (pL01284) de 3.83

1g.

PC Q1 pLOI2B4 MW

«@—40 KDa

Fig. 16 SDS-PAGE para medir proteina por pixeles. Se corrié como estandar una ADH de
levadura con un 90% de pureza. En el carril de la pLOI284 se observa la banda (seﬁalada con la
flecha) que corresponde a la ADH de Z, mobilis notablemente mas intensa.
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4.6 Modelamiento de la estructura tridimensional de ADH en PQ 1.

Una vez obtenida la secuencia del fragmento clonado en PQ1 se integré a la de los

extremos de la ADH II de Z. mobilisy se mandd al servidor SWISS MODEL para

encontrar el templado estructural mas cercano y hacer un modelamiento entre
ambas estructuras. Se encontrd que la mayor similitud se presenta con la ADH de
Thermotoga maritima con la cual se llevd a cabo el modelamiento. En la fig. 17 se

muestra el monomero plegado con base en la estructura de la ADH de Thermotoga™
maritima. La region en la que se encuentran la mayoria de los cambios (fig. 17 en
gris) se ubica en una a-hélice y un loop de la enzima. Es importante seﬁalathe :

en realidad la enzima es activa como tetramero, y que con este modelamiento no
podriamos conocer las interacciones de las cadenas laterales de los aminodcidos
que cambian cuando se trata de un tetramero, es decir, si se lievan a cabo de la
misma forma que en la ADH II de Z. mobilis. En el modelamiento se hace evidente

que la region distinta de PQ 1 no es parte del sitio activo.

Fig. 17 Plegamiento encontrado para el monomero de la ADH en PQ1 modelado con la
estructura de la ADH de Thermotoga maritima. En color gris estd la parte de la hélice y el loop en
los que caen las mutaciones. En rojo tenemos el resto que corresponde al fragmento de 552 pb y
en azul los extremos que se conservan de la enzima de Z. mobilis.
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Conclusiones.

Empleando una estrategla que consnste en explorar eI metagenoma bacternano de
bebidas alcohol:cas fermentadas con base en la ADH II de. Zymomonas mob///s se
obtuvo una nueva enzlma que difiere en 65 nucledtidos y 10 amtnoaudos respecto
. emostrado con el

-,

se senalo sus propieds des son semejantes.

Para vlogr:a/‘r, '»E';ste: 6bjétivo fue necesario desarrollar una metodologia para el
escrutinio de las clonas obtenidas que presentaron actividad ADH basado en un
meétodo colorimétrico con NBT. De igual forma, se adapté una metodologia para la
purificacion de ADN cromosomal bacteriano a la microflora de bebidas alcohdlicas

fermentadas.

Para la obtencién de los genes, se amplificaron a partir del metagenoma obtenido,
fragmentos internos de 552 pb con ohgonucleotldos especuf cosr para el gen adhB8
de Zymomonas mobilis los cuales fueron clonados. en ‘e _vector derlvado del
pLOI284 denominado pGET665 y expresados en E. co// B Ademas deI fragmentoﬁ ‘
de 552 pb se amplificd un fragmento de aprox. 700 pb el cual queda por estudiar.
Dicho fragmento podria pertenecer a una enzima de mayOr tamafio, por lo que
- podria ser incluida como una perspectiva derivada de este proyecto.
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6.- Perspectivas,

Con el antecedente de que-la- estrateg|a de busqueda de genes Y- de clonaC|on
funciona, se podria continuar explorando Ia blodlver5|dad que se encuentra en las
bebidas fermentadas trad|c10nales def'Mexnco Prlmero, tratando de hacer ef‘ cuente
la clonacidn, en particular: probando mas condiciones de hgauon Despues
amplificando los fragmentos de 552 pb con oligonticiéotidos degeneradps

El fragmento de 700 pb que se logro amplificar es una opcion interesante, ya que
podria representar una ADH diferente, de mayor tamafio. ‘

Los avances logrados para la purificacion de las ADHs nos permiten continuar
hacia la busqueda de alternativas como Ultimo paso de purificacion particularmente
se propone la cromatografia de afinidad. Aunque la prioridad es evitar la
inactivacion de la enzima. Una opcion muy atractiva es la clonacién en pBAD’ sm
tiorredoxina, sdlo con poli-histidina, ya que al clonar los genes que coduflcan para— '
ambas enzimas se pierde totalmente la actividad considerando que esto se debe a;

|mp05|b|hdad de muitimerizarse. La poli-histidina permstlrlan la punf“cacuon en una -
sola etapa. Otra ventaja seria la cantidad de enzima que se produce al mducnr el
pBAD con arabinosa. ‘ '

Considerando que Ia cantldad de protelyna que se expresa en PQ 1 es

considerablemente menor'a la; ue con el pLOI284 la cIonacnon de

para asegurar la -misma cantldad:de

ambos genes en un plasmldo:de prre5|o

mas reaI de Sus propledades

proteina expresada) permltlrla una comp:

La enzima obtenida podria aplicarse pérja ¢ cnon de cepas etanologemcas,
sin pagar regalias, en Bacillus subt///sy Sa nyc :
ADH 1II de Z. mobilis. ‘
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