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1. RESUMEN

La L-malato deshidrogenasa (EC 1.1.1.37) dependiente de NAD(P)" cataliza la
interconversion entre malato y oxaloacetato. Esta enzima ha sido estudiada en gran
cantidad de organismos y participa en varias vias metabodlicas esenciales, de las cuales
la mas importante es el ciclo de Krebs ya que a partir de éste se genera ATP y otros
compuestos en las bacterias aerobias; a pesar de ésto, la MDH ha sido muy poco
estudiada en actinomicetos.

Saccharopolyspora erythraea CA340 es el principal microorganismo productor
de eritromicina, antibidtico sintetizado a partir de una molécula de propionil-CoA y 6
moléculas de metilmalonil-CoA. Estas moléculas precursoras de eritromicina se pueden
sintetizar a partir de succinil-CoA, un intermediario del ciclo de Krebs, por esta razén
en nuestro grupo se decidid estudiar la regulacion y propiedades de algunas enzimas del
ciclo de Krebs en esta bacteria.

Siguiendo esta linea de investigacion, en este trabajo se estudio el efecto de la
fuente de carbono sobre el perfil de actividad de MDH, para lo cual fue necesario
estandarizar los métodos para obtener el ELC, medir actividad y realizar el zimograma
de esta enzima. Los resultados obtenidos sugieren que el gen que codifica para esta
enzima presenta un patron de expresion constitutivo, ya que el perfil de actividad
especifica al crecer a la bacteria en glucosa como fuente de carbono muestra que ésta se
mantuvo constante dentro de cierto rango a lo largo del tiempo de cultivo, este mismo
perfil se observé al utilizar otras fuentes de carbono tales como galactosa y lactosa,
mientras que con sacarosa la actividad diminuye mostrando un valor minimo a las 72
horas y luego vuelve a aumentar presentando un pico a las 96 h. Al utilizar fructosa
como unica fuente de carbono la actividad aumenta a lo largo del tiempo de crecimiento
mostrando un maximo a las 96 h. Estas diferencias observadas en los perfiles de
actividad no son causadas por diferencias en el crecimiento, ya que este
microorganismo creci6 eficientemente en fuentes de carbono como glucosa, sacarosa y
fructosa, mientras que en galactosa el crecimiento es menor y en lactosa fue casi nulo.

Debido a que el perfil de actividad observado en fructosa es diferente al de las
otras fuentes de carbono, se analizaron los perfiles obtenidos con diferentes
concentraciones de este compuesto (5, 10, 20 y 40 g/1), mostrando que el aumento en la
actividad especifica es mayor al disminuir la concentracion de fructosa (5 g/l),
contrariamente a lo que ocurre con el crecimiento.

Con el fin de determinar si el perfil observado en fructosa se debe a un aumento
en la sintesis de la enzima o a una disminucién en su degradacion, se crecio a la bacteria
en presencia o ausencia de un inhibidor de sintesis de proteinas (cloranfenicol) y con
fructosa o glucosa como fuentes de carbono. Los perfiles de actividad obtenidos en este
experimento sugieren que el aumento de actividad observado en el perfil de fructosa se
debe a una induccion de la sintesis de MDH.

También se realizé una purificacion parcial de MDH con el fin de determinar el
peso molecular aparente (PM) de la proteina y sus subunidades, asi como las constantes
cinéticas K y Vmax para NADH y oxaloacetato. Asi el PM calculado para la proteina
intacta fue de 40 kDa, mientras que para las subunidades fue de 37 kDa lo cual sugiere
que ésta es una proteina monomérica. La Km para oxaloacetato fue 14.9 uM y para
NADH 56 uM, estos valores se encuentran dentro del rango de lo reportado para la
MDH de otros organismos mostrando que la enzima de Sac. erythraea presenta una alta
afinidad por oxaloacetato. La Vy,.x de la enzima fue 235 umol/mg/min y la enzima se
inhibid a altas concentraciones de oxaloacetato.



2. ANTECEDENTES

2.1. METABOLISMO CELULAR

El metabolismo es la suma de todas las transformaciones quimicas que se
producen en una célula u organismo y tiene lugar en una serie de reacciones catalizadas
enziméaticamente que constituyen las rutas metabolicas. Este se divide en anabolismo y
catabolismo siendo este ultimo la fase degradadora en donde moléculas nutrientes
organicas (carbohidratos, grasas y proteinas) se convierten en productos mas pequefios y
sencillos (ej. acido lactico, CO,, NH3). Las rutas catabolicas generan energia libre, parte
de la cual se conserva en la formacion de ATP y transportadores electronicos reducidos
(NADH y NADPH) (Nelson y Cox, 2000).

En el anabolismo, también llamado biosintesis, precursores pequeiios y sencillos
se integran en moléculas mucho mayores y complejas, entre las que se cuentan los
lipidos, polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos. Las reacciones anabdlicas requieren
aporte de energia, generalmente en forma de energia libre obtenida de la hidrélisis del
ATP y el poder reductor del NADH y NADPH (Nelson y Cox, 2000).

En bacterias, las rutas metabolicas estan reguladas a dos niveles. El primero es la
forma de respuesta mas inmediata para la regulacion y es a través de la accion de
enzimas alostéricas, que son capaces de cambiar la actividad catalitica en respuesta a
moduladores, ya sean estimuladores o inhibidores. El segundo nivel de regulacion
metabolica consiste en el control de la velocidad de un paso metabolico por regulacion
de la concentracion de su enzima en la célula. La concentracion de un enzima en un
momento determinado es el resultado de un equilibrio entre su velocidad de sintesis y su
velocidad de degradacion, estando las dos sujetas a regulacion en una escala de tiempo

que va de minutos a horas (Nelson y Cox, 2000).

2.2. CATABOLISMO DE CARBONO

La energia utilizada por las células para realizar trabajo bioldgico proviene de la
degradacion de la glucosa y otras moléculas combustibles organicas, generalmente
carbohidratos, los cuales son polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas, o bien
sustancias que dan lugar a estos compuestos después de su hidrélisis. Segun la cantidad

de unidades de polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas contenidos en la molécula, los



carbohidratos se clasifican en monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos o
polisacaridos. La D-glucosa es el principal combustible de la mayoria de organismos y
ocupa una posicion central en el metabolismo (Nelson y Cox, 2000).

Los estreptomicetos habitan en el suelo, en donde los materiales derivados de las
plantas son la principal fuente de nutrientes, por lo que es un medio rico en fuentes de
carbono y pobre en nitrogeno y fosfatos; como consecuencia, estos organismos
presentan una gran variedad de vias catabdlicas degradadoras de carbohidratos. Los
estreptomicetos obtienen los nutrientes simples secretando complejos enzimaticos
extracelulares que rompen las paredes de las plantas. La induccion de estos complejos
enzimaticos es generalmente coordinada por inductores que no siempre tienen relacion
estructural con el sustrato y en algunos casos tampoco con el producto de ninguna de las
enzimas que conforman el complejo; por ejemplo, el producto de la degradacion de
xilano induce la produccion de celulasas (Hodgson, 2000). Saccharopolyspora
erythraea puede crecer en glucosa, xilosa, ramnosa, fructosa, galactosa, manitol e
inositol como fuentes de carbono; arabinosa, y sacarosa son asimilados moderadamente,
mientras que rafinosa es poco asimilada (Waksman y Henrici, 1948); también es capaz
de asimilar acetato, citrato, lactato, malato, propionato, piruvato y succinato (Labeda,
1987).

La mayor parte de las células eucaridticas y un gran nimero de bacterias
(incluyendo a Streptomyces y Saccharopolyspora) son aerdbicas y oxidan sus nutrientes
completamente a CO;, y H,O. El conjunto de los procesos moleculares involucrados en
el consumo de O, y en la produccion de CO, por parte de las células se denomina
respiracion celular. Esta tiene lugar en tres fases principales (Fig. 1). La primera fase; la
glucolisis, estd constituida a su vez por dos etapas; en la primera ocurre una serie de
reacciones por medio de las cuales cada molécula de glucosa proporciona dos moléculas
de gliceraldehido-3-fosfato, utilizando dos moléculas de ATP; en la segunda etapa el
gliceraldehido-3-fosfato mediante cinco reacciones forma piruvato y se producen cuatro
moléculas de ATP y dos de NADH (Nelson y Cox, 2000).

Hay varias vias que pueden proporcionar gliceraldehido-3-fosfato para la
segunda etapa de la glucdlisis. Hay evidencia de que tanto la glucolisis, como la via de
las pentosas fosfato se encuentran presentes en Streptomyces coelicolor, Streptomyces
griseus, Streptomyces reticuli y Streptomyces scabies (Cochrane, 1961). Dekleva y
Strohl (1988) extendieron estas observaciones a Streptomyces C5, Streptomyces lividans

y Streptomyces aureofaciens. Estos autores reportaron la ausencia de dos enzimas
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Fig. 1. Fases de la respiracion celular
(Nelson y Cox, 2000).

claves para la via de Entner-Doudoroff (Fig.
2) en estos estreptomicetos, sin embargo, en
una especie del género Nonomuraea se reportd
que la glucosa se metaboliza principalmente
por la via de Entner-Doudoroff; este es el
primer reporte de que esta via es reconocida
como la via catabdlica principal para obtener
gliceraldehido-3-fosfato en  actinomicetos
(Gunnarsson et al., 2004).

La segunda fase, el ciclo de Krebs,
solo ocurre en la respiracion aerobia. En ésta,
los grupos acetilo se incorporan al ciclo donde
son oxidados hasta CO2. La energia liberada
en esta oxidacion se conserva en los
portadores de electrones reducidos NADH,
NADPH y FADH2 (Nelson y Cox, 2000).

En la tercera fase de la respiracion, la
cadena de transporte de electrones y la
fosforilacion oxidativa, estos cofactores
reducidos son a su vez oxidados, liberando
protones y electrones. A continuacién se
produce una transferencia de electrones a lo
moléculas

largo de wuna cadena de

transportadoras, conocida como cadena

respiratoria, hacia el O,, que, al reducirse, da lugar a H,O. Durante este proceso de
transferencia electronica se libera una gran cantidad de energia que se conserva en
forma de ATP gracias al proceso denominado fosforilacion oxidativa (Nelson y Cox,
2000). En Corynebacterium glutamicum, analisis bioquimicos y moleculares recientes,
junto con informacidon obtenida de la secuencia del genoma muestran que este
microorganismo cuenta con una cadena de transporte de electrones ramificada (Bott y
Niebisch, 2003).

En Streptomyces coelicolor se realizaron estudios protedmicos y metabolémicos
en crecimiento diduxico en MM con maltosa y glutamato. El perfil de crecimiento

muestra una primera fase (RG1) en la que el organismo usa glutamato como fuente de



carbono y nitrégeno, luego se observa una

fase de transicion (T) en la que el

Glucose
Gioose dehycogenase NADIP) organismo se encuentra en  estrés
HAD{PHH + H . . .
M nutrimental debido a que se termina el
Gluconate B
glutamato; después hay una segunda fase
Gheonate dehydrafase .. -
KO de crecimiento en la cual se utilizan

2-kelo-3-deoxygluconate

maltosa como fuente de carbono y amonio

KD Aldolase /\ (producido por la degradacion de
glutamato) como fuente de nitrogeno
uvale Glyceraldehyde Lo
o 4 ! (RG2) y por ultimo se presenta la fase
NADP-
e oy Cstacionaria (S). Los genes que codifican
Glycerate para las enzimas del ciclo de Krebs citrato
Giycerale kinase ATP sintasa, isocitrato deshidrogenasa, malato
e deshidrogenasa y succinil-CoA sintasa
SPhoIEhogherTe mostraron una alta expresion durante las
Enva . .
s - dos fases de crecimiento (RG1 y RG2) y
una marcada disminucién en la expresion
Phosphosndlpyruvate
) ADP en las fases T y S. Las enzimas glicoliticas
Pyruvale kinase
ATP se expresaron principalmente durante
Pyruvate RG2. Las enzimas asociadas con el

Fig. 2. Via de Entner-Doudoroff
{wwrw biochetny. orgihi).

almacenamiento de energia se indujeron
en la fase T. Los genes involucrados en el

procesamiento de proteinas se expresaron

en las fases T y S. En la fase S se observo lisis celular, mayor expresion de proteasas y
disminucion en la expresion de enzimas del ciclo de Krebs y de la glucdlisis. Asi, en las
fases en las que se detuvo el crecimiento, se reprimid la sintesis de proteinas
involucradas en el anabolismo y se activaron los sistemas de reciclamiento de nutrientes
(Novotna et al., 2003).

La mayoria de los organismos se alimentan de varias fuentes de carbono y no
solo de glucosa. Estos nutrientes son degradados a moléculas que pueden entrar en
ciertas partes del ciclo de Krebs o de la via glucolitica. Por ejemplo, los polisacaridos
como el almidon son degradados en sus monosacaridos constituyentes y fosforilados a
glucosa 6-fosfato; de esta manera penetran en la via glucolitica. Las grasas primero se

escinden en sus componentes glicerol y acido graso. Luego, los acidos grasos son



degradados en fragmentos de dos carbonos y entran en el ciclo de Krebs como acetil-
CoA. Las proteinas son degradadas en sus aminoacidos constituyentes. Los
aminoacidos son desaminados y el esqueleto de carbono residual se convierte en un
grupo acetilo o bien en uno de los compuestos de carbono de la via glucolitica o del
ciclo de Krebs, de manera que puede ser procesado en esta etapa de la via central

(Curtis y Barnes, 1993).

2.2.1. VIAS ANAEROBICAS

La fermentacion es un término general que indica degradacion anaerdbica de la
glucosa u otros nutrientes organicos a diversos productos para obtener energia en forma
de ATP. En estos procesos anaerobicos se da lugar a la glucdlisis produciendo acido
piravico, pero éste no forma acetil-CoA para entrar a ciclo de Krebs sino se reduce para
producir acido lactico 6 etanol (Nelson y Cox, 2000).

La mayoria de las bacterias que realizan la glucdlisis y la via de las pentosas
fosfato pueden crecer anaerdbicamente en glucosa y azucares relacionados. Sin
embargo, los estreptomicetos usualmente se clasifican como aerdbicos obligados
(Hodgson, 2000). Se ha demostrado que S. griseus produce bajos niveles de lactato al
crecer en glucosa en condiciones de poca aeracion, lo que implica la presencia de
lactato deshidrogenasa (Hockenhull et al., 1954). Para explicar la causa por la cual, los
estreptomicetos no pueden crecer anaerObicamente en glucosa, se ha sugerido que
probablemente son sensibles a los desechos producidos por la fermentacion. También es
probable que se requiera oxigeno para otros procesos celulares esenciales (Hodgson,
2000). En S. coelicolor, una cepa mutante en el gen citA que codifica para la citrato
sintasa, primera enzima del ciclo de Krebs, mostro acidificacion del medio y
deficiencias en la diferenciaciéon morfologica y en la biosintesis de antibidticos. Estas
deficiencias en el desarrollo de la cepa mutante se debieron en parte a la acidificacion
del medio, ya que esta cepa fue capaz de producir micelio aéreo y pigmentos cuando se
agregd buffer al medio para mantener un pH neutro (Viollier ef al., 2001). En cultivos
de Sac. erytrhaea hay produccion de acido en presencia de varias fuentes de carbono
como fructosa, galactosa, glucosa y sacarosa entre otras (Labeda, 1987). En el caso de
S. alboniger, la acidificacion del medio al crecer en glucosa se debe a que se secreta
piruvato debido a un desbalance entre la glicélisis y el ciclo de Krebs (Redshaw et al.,

1976).



2.3. CICLO DE KREBS

El ciclo de Krebs es la via metabdlica mas importante para la generacion de ATP
en las bacterias aerobias (Fig. 3); ademas provee importantes precursores biosintéticos
como succinil-CoA y juega un papel clave en la produccién de energia cuando la
glucdlisis es incapaz de satisfacer las necesidades de la célula (Nelson y Cox, 2000).

En el inicio de una vuelta del ciclo de Krebs, también llamado ciclo de los
acidos tricarboxilicos o ciclo del acido citrico, el acetil-CoA dona su grupo acetilo al
compuesto de cuatro atomos de carbono oxaloacetato, formando una molécula de citrato
de 6 carbonos. A continuacion el citrato es transformado en isocitrato, otra molécula de
seis carbonos, que, al deshidrogenarse con pérdida de CO,, genera el compuesto de
cinco atomos de carbono a-cetoglutarato. Este Gltimo compuesto sufre también una
pérdida de CO, dando lugar finalmente al producto de cuatro carbono succinato. A
continuacion el succinato es convertido, mediante una secuencia de tres reacciones
enzimaticas, en el compuesto de cuatro carbonos oxaloacetato con el que se inici6 el
ciclo; en este punto el oxaloacetato esta listo para reaccionar con otra molécula de
acetil-CoA y dar comienzo a una segunda vuelta. En cada vuelta del ciclo se produce la
entrada de un grupo acetilo (dos carbonos) en forma de acetil-CoA y la salida de dos
moléculas de CO; (Fig. 3). Cuatro de los pasos de este proceso son oxidaciones en las
que la energia se conserva, con gran eficacia, mediante la formacion de cofactores
reducidos (NADH y FADH,) (Nelson y Cox, 2000).

En Escherichia coli se encuentra un grupo de genes en el minuto 17 del
cromosoma en el que se encuentran nueve genes que codifican enzimas del ciclo de
Krebs. Estos genes, gltA-sdhCDAB-sucABCD, codifican cuatro enzimas o complejos
enzimdticos del ciclo de Krebs (citrato sintasa, succinato deshidrogenasa, o-
cetoglutarato deshidrogenasa y succinil-CoA sintetasa) en tres diferentes unidades
transcripcionales. Los genes correspondientes a las otras enzimas del ciclo de Krebs,
tales como isocitrato deshidrogenasa, fumarasa y malato deshidrogenasa, se encuentran
muy alejados tanto entre ellos como del grupo de nueve genes (Nimmo, 1987).

En la mayoria de los microorganismos, la regulacion del ciclo de Krebs es
ejercida a nivel de la actividad de algunos pasos del ciclo. El flujo de atomos de carbono
de piruvato en y a través del ciclo del 4cido citrico esta bajo una estricta regulacion en
dos niveles: la conversion de piruvato en acetil-CoA (piruvato deshidrogenasa) y la

entrada de acetil-CoA en el ciclo (citrato sintetasa), aunque éste también es regulado a
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nivel de la isocitrato deshidrogenasa y de la a-cetoglutarato deshidrogenasa (Nelson y
Cox, 2000). En E. coli se ha observado que la citrato sintasa controla la velocidad del
flujo a través del ciclo ya que su actividad se regula por varios compuestos como ATP,
acetil-CoA, NADH y a-cetoglutarato; por otro lado, no hay evidencia confiable de que
la isocitrato deshidrogenasa tenga un papel importante en el control del ciclo excepto al
crecer en acetato o fuentes de carbono equivalentes (Nimmo, 1987).

Tres factores gobiernan la velocidad del flujo a través del ciclo: la disponibilidad
de sustrato, la inhibicion por productos que se acumulan y la inhibicion por
retroalimentacion alostérica de enzimas iniciales por intermediarios en el ciclo (Nelson
y Cox, 2000).

Por mucho tiempo se habia dado por hecho que las enzimas del ciclo de Krebs
presentan un patron de expresion constitutivo, sin embargo, en varios microorganismos
como E. coli, se ha observado que su expresion no es ni constitutiva ni coordinada. En
general, estas enzimas se reprimen total o parcialmente en condiciones anaerobicas.
Esta represion es particularmente fuerte para la o—cetoglutarato deshidrogenasa. En este
microorganismo también se ha observado que varios genes que codifican para enzimas
del ciclo de Krebs estan sujetos a represion catabolica por glucosa, tal es el caso de la
citrato sintasa, la succinato deshidrogenasa y la a—cetoglutarato deshidrogenasa
(Nimmo, 1987).

En organismos aerdbicos, el ciclo de Krebs es una via anfibolica, es decir, que
no solo funciona en el catabolismo oxidativo de carbohidratos, acidos grasos y
aminoacidos, sino que también genera precursores de muchas vias biosintéticas. Ciertos
intermediarios del ciclo de Krebs, pueden salir del ciclo y actuar como precursores de
aminoacidos, nucleotidos, porfirinas, grupos hemo, acidos grasos, esteroles y glucosa.
El oxaloacetato participa en varias reacciones anabolicas dando lugar a precursores de
aminoacidos (aspartato, asparagina, serina, cisteina, fenilalanina, tirosina y triptofano),
nucledtidos (pirimidinas) y glucosa. El o-cetoglutarato también participa en la
formacion de aminoacidos (glutamato, arginina, prolina y glutamina) y nucledtidos
(purinas). El citrato participa en la formacion de acidos grasos y esteroles (Nelson y

Cox, 2000).
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Las enzimas del ciclo de Krebs han sido estudiadas en varios estreptomicetos
mostrando evidencias de que este ciclo es completo y activo en estos organismos
(Cochrane, 1961; Dekleva y Strohl, 1988; Hostalek ef al., 1969).

Cuando algun intermediario del ciclo de Krebs lo abandona para actuar como
precursor biosintético, se produce un descenso en la velocidad del flujo a través del
ciclo. Por medio de reacciones anaplerdticas, es posible reponer los intermediarios
perdidos del ciclo del acido citrico (Nelson y Cox, 2000). En bacterias, el oxaloacetato
es restituido principalmente gracias a la PEP carboxilasa que cataliza la reaccion de
fosfoenolpiruvato (PEP) a oxaloacetato El malato es resustituido por accion de la
enzima malica que cataliza la interconversion entre piruvato y malato (Nelson y Cox,
2000).

El ciclo del glioxalato, una via anaplerdtica, es una modificacion del ciclo de
Krebs en donde la degradacion de isocitrato no se produce a través de la reaccion de la
isocitrato deshidrogenasa, sino mediante una desviacion catalizada por la isocitrato liasa
que da lugar a la formacion de succinato y glioxalato. A continuacion, el glioxalato se
condensa con el acetil-CoA para dar lugar a malato en una reaccion catalizada por la
malato sintasa. Después ocurren la serie de reacciones del ciclo de Krebs que llevan de
malato hasta isocitrato y se reinicia el ciclo, el cual es una via anabodlica que permite la
conversion de acetato en oxaloacetato como fuente de fosfoenolpiruvato para la sintesis

de carbohidratos (Nelson y Cox, 2000).

2.4. MALATO DESHIDROGENASA (MDH)

Esta enzima (L-malato-NAD oxidoreductasa, EC 1.1.1.37) cataliza la
interconversion de malato a oxaloacetato, utiliza NAD(P)" como cofactor y es la tiltima
enzima del ciclo de Krebs (Fig. 4).

El equilibrio de esta reaccion se encuentra muy desplazado hacia la izquierda en
condiciones termodinamicas estandar. Sin embargo, en la célula intacta, el oxaloacetato
estd siendo continuamente retirado por la reaccion altamente exergénica de la citrato
sintasa, como consecuencia de cllo, la concentracion intracelular de oxaloacetato se
mantiene en niveles muy bajos (< 10°M), lo que empuja la reaccion de la malato

deshidrogenasa hacia la formacion de oxaloacetato (Nelson y Cox, 2000).
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Fig. 4. Reaccion catalizada por la malato deshidrogenasa (Nelson y Cox, 2000).

2.4.1. MALATO:QUINONA OXIDOREDUCTASA

En varias bacterias gram-positivas y gram-negativas tales como Pseudomonas,
Azotobacter, Mycobacterium, Micrococcus, Bacillus, E. coli y Corynebacterium
glutamicum, se ha detectado otra enzima que cataliza la interconversion entre malato y
oxaloacetato denominada malato:quinona oxidoreductasa (EC 1.1.99.16) (MQO), pero a
diferencia de la MDH que se encuentra en citoplasma, esta enzima se asocia a la
membrana celular y no usa NAD' como aceptor de electrones, sino que éstos son
donados a quinonas u otros aceptores artificiales en condiciones in vitro. En algunos
organismos como Mycobacterium smegmatis y Pseudomonas ovalis no se encontrd
MDH dependiente de NAD". La actividad de MQO usualmente requiere cofactores
adicionales como FAD", quinonas, lipidos o detergentes (Molenaar et al., 1998). La
AG®’ para la oxidacion de malato por la MDH es de +28.6 kJ/mol, mientras que la AG®’
de la reaccion catalizada por la MQO es de -55 o -18.9 kJ/mol dependiendo si el aceptor
es ubiquinona o menaquinona respectivamente; esto sugiere que cuando ambas enzimas
estan presentes al mismo tiempo, catalizan la reaccion en direcciones opuestas
(Molenaar et al., 2000).

En Corynebacterium glutamicum, las actividades de MQO, MDH vy succinato

deshidrogenasa (SDH) se regulan coordinadamente en respuesta a la fuente de carbono,
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mostrando una menor actividad al crecer en glucosa que en sustratos como lactosa,
piruvato o acetato en los que se requiere una mayor actividad del ciclo de Krebs para el
crecimiento. MQO es la enzima principal para la catalisis de la oxidaciéon de malato a
oxaloacetato (Molenaar et al., 2000).

En E. coli la expresion del gen de mgo también se regula por la fuente de
carbono, mostrando una menor expresion al crecer en glucosa como fuente de carbono,
que en manitol, glicerol, lactato, succinato, malato, acetato y la mayor expresion se
observa al crecer en piruvato. La expresion de esta enzima parece estar bajo represion
catabdlica al igual que los genes mdh y sdh (succinato deshidrogenasa). La actividad de
esta enzima fue muy alta durante la fase de crecimiento exponencial y disminuye
dramaticamente al entrar en fase estacionaria. Tanto MDH como MQO estan presentes
al mismo tiempo en esta bacteria; sin embargo, no se ha encontrado un papel
significativo de MQO en la oxidacién de malato aunque en mutantes con delecion en el

gen de mdh, 1a MQO sustituye parcialmente sus funciones (Rest van der et al., 2000).

2.4.2. ISOFORMAS DE MDH

Se han identificado muchas isoformas de MDH, las cuales difieren en su
localizacion subcelular y en su especificidad por el cofactor (NAD® o NADP")
(Mikuléasova et al, 1998). En células eucaridticas se encuentran al menos dos isoformas
de MDH; una mitocondrial y una citosolica (Gietl, 1992). En Saccharomyces cerevisiae
hay 3 isoformas de esta enzima: la MDHI1 se encuentra en la mitocondria y es la que
participa en el ciclo de Krebs. La interrupcion en este gen causa incapacidad de crecer
en acetato como fuente de carbono, siendo este un fenotipo compartido con otras
levaduras mutadas en genes que codifican para otras enzimas de este ciclo; la MDH2
participa en la gluconeogénesis, es una enzima citosolica y también es requerida para
crecer en acetato como fuente de carbono al igual que otras enzimas gluconeogénicas
como la PEPcarboxicinasa; la MDH3 se encuentra en el peroxisoma y participa en el
ciclo del glioxalato (Gibson y McAlister-Henn, 2003). En Methanobacterium
thermoautotrophicum se encuentran dos malato deshidrogenasas; una es especifica para
NAD" y cataliza la deshidrogenacion de malato aproximadamente a un tercio de la
velocidad a la que cataliza la reduccion de oxaloacetato; la otra puede utilizar
igualmente NAD" y NADP" como coenzimas y cataliza esencialmente solo la reduccién

de oxaloacetato (Thompson ef al., 1998). En la mayoria de las malato deshidrogenasas
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eucarioticas y bacterianas, la eficiencia con NADP(H) no excede del 1.5% de la
eficiencia con NAD(H) (Benveniste y Munkres, 1970), excepto la MDH de cloroplastos
de plantas que es especifica para NADPH (Issakidis et al., 1992), la MDH de
Methanothermus fervidus (Honka et al., 1990) y una MDH de Methanobacterium
thermoautotrophicum (Thompson et al., 1998).

2.4.3. PESO MOLECULAR Y SUBUNIDADES

Las MDHs son enzimas homomultiméricas con subunidades de peso molecular
de 30 a 40 kDa. Estas enzimas son casi siempre homodimeros u homotetrameros
(Sundaram et al., 1980; Bonneté et al., 1993; Maloney et al., 2004) aunque se ha
reportado un solo caso de MDH homooctamérica en Nitzschia alba (Yueh et al., 1989)
y una tetramérica con dos subunidades diferentes (a0 y P) en Neurospora crassa
(Munkres, 1970). Las MDHs se dividen en dos grupos filogenéticos, en el primero se
encuentran las MDHs homodiméricas, mientras en el segundo se encuentran las MDHs
mas cercanamente emparentadas a las lactato deshidrogenasas (LDH) por lo cual son
homotetraméricas (Madern, 2002) aunque se ha reportado un solo caso en
Archaeoglobus fulgidus una enzima homodimérica perteneciente a este grupo (Irimia et
al., 2004).

Cada subunidad de MDH contiene dos dominios estructural y funcionalmente
diferentes; el sitio de union al dinucledtido y el sitio activo. El primer dominio, es
similar en estructura y funcién a otras enzimas dependientes de nicotinamida
dinucleétido (Langelandsvik et al., 1997).

El dominio catalitico contiene seis aminoacidos involucrados en la catélisis.
Estos estan muy conservados entre especies encontrandose también en las LDHs aunque
los aminoacidos involucrados en la especificidad a sustrato son diferentes
(Langelandsvik et al., 1997). El residuo 53 es importante para la unioén a la coenzima,
en las MDHs dependientes de NAD", este sitio corresponde a aspartato pero en las
MDHs de cloroplastos de plantas, especificos de NADP", este sitio corresponde a
glicina. Hay 3 residuos de arginina (R102, R109 y R171) que se encuentran
conservados en todas las MDHs y son importantes para la union a sustrato y la catalisis.
Los residuos H195 y la D168 se encuentran muy conservados en todas las MDHs y
LDHs secuenciadas lo que sugiere que ambas enzimas operan mediante un mecanismo

similar (Goward y Nicholls, 1994).
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2.4.4. ESTRUCTURA PRIMARIA, SECUNDARIA Y TERCIARIA DE MDH

Se ha reportado una gran cantidad de secuencias de nucledtidos y de
aminodcidos de MDHs de eucariontes, arqueobacterias y eubacterias (Welch y Bartlett,
1997) y se ha observado que la estructura secundaria se encuentra relativamente
conservada entre especies y consta de aproximadamente 40% a-hélice, 20% hojas-f y
40% asas (Maloney et al., 2004).

Las secuencias de aminodcidos de las MDHs que participan en el ciclo de Krebs
bacterianas y eucaridticas son muy similares, de tal forma que la MDH de E. coli es
58% 1idéntica a la de mitocondria de puerco, lo cual concuerda con la teoria
endosimbiotica de la evolucion de las mitocondrias (Welch y Bartlett, 1997).

Se ha identificado una secuencia consenso amino-terminal para MDHs de seis
cepas de actinomicetos, incluyendo una especie de Streptomyces (S. atratum), también
se ha obtenido la secuencia amino-terminal de S. aureofaciens (Mikulasova et al.,
1998). Esta secuencia se encuentra muy conservada en MDHs procarioticas y
mitocondriales (Maloney et al., 2004). Asi, la secuencia de aminoacidos del extremo
amino-terminal reportada para S. aureofaciens (TRTPVNVTVTGAAGQIGYAL)
presenta un 100% de identidad con las reportadas para S. coelicolor, S. atratus, S.
avermitilis, Kibdelosporangium aridum y Thermobifida fusca (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Las MDHs de muchos organismos se han cristalizado, tales como las de
Thermus flavus (Kelly et al., 1993), Aquaspirillum arcticum (Kim et al., 1999),
Haloaracula marismortui (Richard et al., 2000), Archaeoglobus fulgidus (Irimia et al.,
2004) y E. coli (Hall et al., 1992) (Fig. 5). Entre MDHs lejanamente relacionadas, hay
generalmente una baja identidad, en ocasiones menor al 20%; a pesar de ésto, la
estructura tridimensional es esencialmente idéntica entre las diferentes MDHs y LDHs

(Goward y Nicholls, 1994).
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Fig. 5. Estructura tridimensional de la malato deshidrogenasa de Escherichia coli
(www.ncbi.nlm.nih.gov).

2.4.5. pH OPTIMO

Tanto para procariontes como para eucariontes, los valores de pH optimo
reportados para la reduccion de oxaloacetato por malato deshidrogenasa se encuentran
entre 7 y 8 incluyendo a la MDH de S. aureofaciens, que tiene un pH 6ptimo de 8
(Mikulasova et al., 1998), mientras que para la oxidacion de malato el valor aproximado
es de 10 (Tabla 1). Se ha aceptado que la His195 es un residuo clave para la actividad
de MDH, ya que debe protonarse por la unidon a oxaloacetato y desprotonarse por union
a malato, lo que explica que el valor de pH Optimo se encuentre tan conservado entre

especies (Ingold y Hudson, 1993).

2.4.6. OTRAS VIAS EN QUE PARTICIPA MDH

El oxaloacetato actiia como precursor de varias vias biosintéticas dando lugar a
aminoacidos, nucledtidos y azucares y es a su vez restituido en el ciclo por medio de
vias anaplerdticas (Nelson y Cox, 2000). Asi, esta enzima participa en diversas
actividades metabodlicas ademas del ciclo de Krebs, tales como la biosintesis de
aspartato y la gluconeogénesis (Banaszak y Bradshaw, 1975) y forma parte de vias

biosintéticas como el ciclo del glioxalato y la produccion de succinil-CoA a partir de
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oxaloacetato. Esta ultima via ocurre principalmente en condiciones anaerobicas y la
reaccion se realiza en direccion de oxaloacetato a malato, es decir, en sentido contrario
al ciclo de Krebs, sin embargo, en E. coli se ha reportado en condiciones aerdbicas con
glucosa como fuente de carbono cuando la energia requerida por la célula es

satisfactoriamente proporcionada por la glucolisis (Nimmo, 1987).

Microorganismo pH op t1'r}10 pH'OptI‘I}’IO Fuente
reduccion | oxidacion
P. stutzeri 8 10.5 Labrou y Clonis, 1997
Vibrio sp. 8 9.5 Ohkuma ef al., 1996
T. emersonii 7.5 10 Maloney et al., 2004
S. aureofaciens 8 Mikulésova et al., 1998
S. ruber 7.5 Madern y Zaccai 2004
H. marismortui 7.6 Madern y Zaccai 2004
Corazon de pollo 7.8 10 Kitto y Kaplan, 1966
Ilyanassa obsoleta 7.9 Meizel y Markert, 1967
Bacillus termofilico 7.5-8.0 11-11.5 Wynne et al., 1996

[Tabla 1. pH 6ptimo de la malato deshidrogenasa reportado para varios organismos|

2.4.7. RELACION ENTRE MDH Y OTRAS ENZIMAS EN CITOPLASMA

La MDH2 de Saccharomyces cerevisiae, enzima citosolica que participa en la
gluconeogénesis, se relaciona in vivo con la PEP carboxiquinasa y la fructosa-1,6-
bifosfatasa facilitando el flujo metabolico a través de la gluconeogénesis. Se ha sugerido
que esta enzima se inhibe cuando el organismo crece en presencia de glucosa como
fuente de carbono; ésto puede mostrar una ventaja fisioldgica al remover las enzimas

que interfieren con la velocidad de la glicolisis (Gibson ef al., 2003).

2.4.8. UBICACION EN EL CROMOSOMA

Tanto en Thermus flavus (Nishiyama et al., 1991) como en T. thermophilus
(Park y Kilbane, 2004) y en T. aquaticus (Nicholls et al., 1990) el gen que codifica para
MDH (mdh) se encuentra en un operén junto a los genes que codifican para las

subunidades o y B de la succinil-CoA sintetasa (scs4 y B); el codon de término de scsB
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se sobrelapa con el de inicio de scsA y la regidn intercistronica entre scsA y mdh es muy
corta. En E. coli, el gen mdh se encuentra ubicado en el minuto 70 de su cromosoma
circular, alejado de los demas genes que codifican para enzimas del ciclo de Krebs

(Nimmo, 1987).

2.4.9. REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE MDH

En general, las MDHs dependientes de NAD" no estan sujetas a regulacion a
nivel de actividad, a excepcion de la enzima mitocondrial que depende de control
alostérico por citrato. En cambio las LDHs de eubacterias estdn sujetas a regulacion
alostérica por fructosa 1,6-bifosfato (Goward y Nicholls, 1994).

Frecuentemente se ha observado que altas concentraciones de oxaloacetato
tienen un efecto inhibidor sobre la malato deshidrogenasa (Madern y Zaccai, 2004;
Labrou y Clonis, 1997; Langelandsvik et al., 1997); sin embargo, la actividad de la
MDH de S. aureofaciens no se vio afectada a altas concentraciones de sustrato
(Mikulasova et al., 1998). Esta es la tnica MDH que se ha caracterizado
bioquimicamente en estreptomicetos.

La MDH de  algunos  organismos como  Methanobacterium
thermoautotrophicum, Archaeoglobus fulgidus y E. coli también se inhibe por NADH
(Thompson et al., 1998; Langelandsvik et al., 1997, Nimmo, 1987). La de M.
thermoautotrophicum se inhibe ademds por NADPH, mientras que la de A. fulgidus por
malato (Langelandsvik et al., 1997). En Pseudomonas stutzeri esta enzima se inhibe no
solo por oxaloacetato, sino también por ADP, a-cetoglutarato y acido oxalico; el citrato
inhibe cuando la reaccion va en direccion de oxaloacetato a malato y activa en direccion

de malato a oxaloacetato (Labrou y Clonis, 1997).

2.4.10. EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO SOBRE LA SINTESIS Y
ACTIVIDAD DE MDH

Para varios microorganismos se ha reportado que la expresion del gen mdh esta
regulada por la fuente de carbono. Por ejemplo, en 7. thermophilus, la expresion del
operén en el que se encuentra mdh varia en un rango de dos veces dependiendo de la
fuente de carbono, pero en todos los casos hay expresion mostrando un nivel basal

constitutivo. Se observa una menor expresion al crecer en MM con glucosa o en MC; la
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mayor expresion se observa al crecer en presencia de malato, seguida de succinato,
piruvato y glutamato (Park y Kilbane, 2004).

En 1966, Gary y colaboradores y en 1985, Sutherland y cols. demostraron que la
cantidad de MDH en células de E. coli se reduce en presencia de glucosa y en
condiciones anaerobicas y se induce por acetato y malato. En 1995, Park y cols.
confirmaron que la expresion de este gen se regula por represion catabolica, mostrando
una menor expresion al crecer en medio completo Luria (LB) o en medio minimo con
glucosa, que al crecer en MM con otras fuentes de carbono tales como glicerol,
piruvato, acetato, fumarato y succinato. La mayor expresion se observa en piruvato, la
cual es aproximadamente 10 veces mayor a la observada en LB con glucosa en
condiciones aerdbicas. En condiciones aerdbicas se observa aproximadamente el doble
de expresion que en condiciones anaerdbicas. El producto del gen arcA4 es un regulador
negativo de la expresion del gen mdh, mostrando un efecto regulatorio mucho mas
fuerte en condiciones anaerdbicas. Los patrones de regulacion por la fuente de carbono
observados para el gen mdh son similares a los reportados para citrato sintasa (g/t4) y
para succinato deshidrogenasa (sdhCDAB) (Park et al., 1995).

En Corynebacterium glutamicum, las actividades de MQO, MDH y SDH se
regulan coordinadamente en respuesta a la fuente de carbono. En orden ascendente la
actividad de estas tres enzimas en las diferentes fuentes de carbono fue la siguiente:
glucosa, fructosa, manitol, lactato, piruvato y la mayor actividad se obtuvo en acetato.
Estas tres enzimas mostraron respectivamente 3.4, 3.1 y 1.8 veces mayor actividad al
crecer en acetato que en glucosa (Molenaar et al., 2000).

En T. emersonii se realizaron andlisis de Northern blot para determinar las
diferencias en la transcripcion de mdh al crecer al hongo en diferentes fuentes de
carbono (glucosa, galactosa, lactosa, trealosa, melibiosa, rafinosa, xilano, pectina citrica
y pectina citrica con glucosa). En todas las muestras se observd expresion, lo cual
concuerda con el sobreentendido de que las enzimas del ciclo de Krebs son
constitutivas; sin embargo, se observaron diferencias en la intensidad de las bandas, lo
cual muestra el efecto de sustratos inductores en la expresion de mdh. En general, se
observd un mayor nivel de expresion en monosacaridos y disacaridos como glucosa,
galactosa, melibiosa y trehalosa. El nivel de expresion fue notablemente menor en
oligosacaridos y polisacaridos como rafinosa, xilano y pectina citrica. Esto puede
reflejar una mayor rapidez metabolica al crecer al organismo en fuentes de carbono mas

simples (Maloney et al., 2004).
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2.4.11. EXPRESION Y ACTIVIDAD DE MDH A TRAVES DEL TIEMPO DE
CRECIMIENTO

En E. coli se observé una relacion inversamente proporcional entre la velocidad
de crecimiento y la expresion del gen mdh (Park et al., 1995).

La expresion de mdh a través del tiempo de crecimiento de 7. emersonii, al
crecer en pectina como fuente de carbono, se mantuvo constante (Maloney ef al., 2004),
mientras la MDH de S. coelicolor mostrd un patréon asociado al crecimiento, con una
alta expresion durante las fases de crecimiento y una marcada disminucién en las fase

de transicion y estacionaria (Novotna et al., 2003).

2.4.12. FILOGENIA DE MDH

La L-MDH dependiente de NAD(P)", la L-lactato deshidrogenasa (L-LDH)
dependiente de NAD" y la alcohol deshidrogenasa (ADH) son miembros de una
superfamilia de deshidrogenasas y se encuentran distribuidas en los tres dominios:
arqueobacterias, eubacterias y eucariotas (Banaszak y Bradshaw 1975; Birktoft et al.,
1989). La L-lactato deshidrogenasa cataliza la interconversion entre piruvato y lactato
durante la fermentacion lactica. La alcohol deshidrogenasa participa en la reduccion de
acetaldehido a etanol para la fermentacion alcoholica. Se han hecho estudios
filogenéticos sobre la relacion entre L-MDH y L-LDH que claramente muestran que dos
eventos ancestrales de duplicacién génica son necesarios para explicar la existencia de
dos funciones enziméticas y de tres grupos principales en la superfamilia: L-LDH,
(LDH-like) L-MDH y L-MDH. Los tres tipos de enzimas se han reportado tanto en
eubacterias como en eucariotas, sin embargo, en arqueobacterias solo se han encontrado

la (LDH-like) L-MDH y la LDH (Madern, 2002).

2.5. Saccharopolyspora erythraea

Saccharopolyspora erythraea es el principal microorganismo productor de
eritromicina, antibidtico sintetizado a partir de una molécula de propionil-CoA y 6
moléculas de metilmalonil-CoA, las cuales provienen del succinil-CoA, un
intermediario del ciclo de Krebs (Cortés ef al., 1995).

Esta bacteria tiene una alta similitud con los estreptomicetos. Anteriormente se

le denominaba Streptomyces erythraeus hasta que, en 1987 Labeda lo reclasificd
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colocandolo en el género Saccharopolyspora ya que su pared celular contiene acido
meso-diaminopimélico, arabinosa y galactosa. Este género muestra gran similitud con
otros géneros de actinomicetos tales como Nocardiaceae, Nocardiopsis y Streptomyces
(Williams et al., 1984).

Este microorganismo pertenece a la orden Actinomicetales y a la familia
Pseudonocardiaceae (www.ncbi.nlm.nih.gov). La mayoria de las actinobacterias
presentan metabolismo oxidativo aunque algunos taxa son fermentativos; la lisina es el
mas comun diaminoéacido en la pared celular. El término “nocardiforme” se refiere a
actinomicetes que forman micelio que se rompe en elementos pequefios; los miembros
de esta familia son organismos Gram positivos, aerobicos y con DNA rico en guanina y
citosina.

Los miembros del género Saccharopolyspora presentan un ciclo de vida
complejo con un crecimiento vegetativo filamentoso, formacion de hifas aéreas y
diferenciacion de estas hifas en cadenas de esporas (Fig. 6), su micelio estd bien
desarrollado y ramificado. El micelio aéreo se encuentra segmentado en cadenas de
esporas. Estas bacterias son resistentes a muchos antibidticos pero susceptibles a
lisozima. Son quimioheterétrofos y su cromosoma es lineal (Paradkar ef al., 2003).

Tanto Sac. erythraea como Streptomyces son bacterias que habitan en el suelo,
donde actiian como organismos saprofitos. En este ambiente hay una gran cantidad de
microbios que compiten por los nutrientes, incluyendo bacterias, hongos y protistas, es
por eso que el suelo es un ambiente pobre en nutrientes u oligotréfico. Sac. erythraea'y
Streptomyces son oligétrofos facultativos, ya que son capaces de crecer tanto en un
ambiente oligotréfico como en un ambiente rico en nutrientes (Hodgson, 2000).

Los actinomicetos, en general, son microorganismos muy importantes
biotecnoldgicamente, ya que son capaces de producir una gran variedad de metabolitos
secundarios, de los cuales se obtiene el 70% de los antibioticos usados en la clinica para
combatir enfermedades, asi como también muchas enzimas hidroliticas usadas en la

industria (Morosoli et al., 1997).
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Fig. 6. Ciclo de vida de Streptomyces y Saccharopolyspora erythraea
(http://home.hiroshimau.ac.jp/mbiotech/hosenkin_lab/Strepto(Eng).html).

Las vias y regulacion del metabolismo secundario en actinomicetos han sido
muy estudiados por su interés industrial; sin embargo, se conoce muy poco sobre su
metabolismo primario a pesar de que éste proporciona los precursores para el
metabolismo secundario (Hodgson, 2000).

En el caso de Sac. erythraea existe muy poca informacion acerca del
metabolismo primario, por lo que se ha tomado como base la informacion publicada

para otros actinomicetos, particularmente Streptomyces.
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En este sentido, Novotna y colaboradores (2003) realizaron andlisis protedmicos
en Streptomyces coelicolor, los cuales muestran que la actividad de enzimas del
metabolismo central que participan en la glucdlisis, el ciclo de Krebs, almacenamiento
de nutrientes y proteolisis presentan patrones identificables de sintesis que concuerdan
logicamente con la etapa de crecimiento del cultivo. Estos estudios también muestran
una regulacion interactiva entre el metabolismo y el sistema de respuesta a estrés.

En varios estreptomicetos como S. aureofaciens, Streptomyces CS, S. coelicolor
y S. lividans se ha comprobado que la PEP carboxilasa es la enzima involucrada en la
formacion anaplerética de oxaloacetato. Ademas, en S. aureofaciens se ha reportado la
presencia de la enzima madlica, la cual es responsable de restituir el malato al ciclo
mediante la interconversion entre piruvato y malato. En Streptomyces murayamaensis 'y
Streptomyces verticillatus se reportd la presencia de la fosfato dicinasa, que es
responsable de la interconversion entre piruvato y PEP (Hodgson, 2000).

En S. aureofaciens, S. lividans, S. coelicolor, S. arena, S. clavuligerus y S.
collinus se ha demostrado la presencia de malato sintasa al crecer en compuestos C2,
aunque en ninguno de estos casos se encontrd actividad de isocitrato liasa, es por eso
que se ha sugerido la existencia de una ruta alternativa a la via del glioxalato en
estreptomicetos (Hodgson, 2000).

A pesar de que a partir del succinil-CoA, un intermediario del ciclo de Krebs, se
sintetizan los dos precursores de la molécula de eritromicina, hasta la fecha solo se han
reportado tres articulos sobre la actividad y propiedades de las enzimas del ciclo de
Krebs en esta bacteria (Mironov et al., 2004).

Lum et al. (2004) analizaron los niveles de trascripcion de genes de Sac.
erythraea utilizando microarreglos con las secuencias de genes de S. coelicolor. Estos
mostraron que los genes relacionados con el crecimiento se reprimen a las 20 horas de
cultivo, sin embargo, el gen que codifica para la succinil-CoA sintetasa es el unico gen
de enzimas del ciclo de Krebs que muestran en sus resultados.

En nuestro grupo estamos interesados en las rutas de formacion de los
precursores que dan origen a la eritromicina y en consecuencia en las enzimas que
participan en el ciclo de los acidos tricarboxilicos. Resultados obtenidos previamente
mostraron que la actividad especifica de isocitrato deshidrogenasa (ICDH) de Sac.
erythraea mostrd un perfil asociado al crecimiento, teniendo un maximo a las 72 h al
crecer al microorganismo en MM con sacarosa y glicina como fuentes de carbono y

nitrogeno; los niveles de esta enzima disminuyen considerablemente cuando el
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organismo deja de crecer (Bermudez et al., 1998; Alvarado y Flores, 2003).
Aparentemente, no hay un perfil comun de actividad especifica de ICDH en diferentes
microorganismos. En Bacillus subtilis, la sintesis de la enzima ocurre al inicio de la fase
estacionaria (Jin et al., 1997), mientras que en C. glutamicum es constitutiva durante
todas las fases de crecimiento (Eikmanns ef al., 1995).

Al crecer a Sac. erythraea en presencia de NH4Cl 20 6 40 mM, la actividad de
ICDH diminuy¢ en un 50% respecto a la obtenida con glicina como fuente de nitrogeno.
Cuando se utiliz6 glucosa 55 mM (1%) la actividad fue aproximadamente 30% mayor
que cuando se crecio en glucosa 220 mM (4%); sin embargo, la actividad especifica fue
3 y 1.7 veces mayor al crecer en glucosa 55 mM y 220 mM respectivamente, que la
observada con sacarosa 55 mM. Asi, la sintesis de ICDH fue reprimida por cloruro de
amonio y estimulada por glucosa (Bermudez et al., 1998). Respecto a la regulacion de
ICDH, Sac. erythraea es similar a las archeobacterias Anabaena sp. y Synechocystis sp.
ya que en estos organismos la sintesis de ICDH también se reprime por amonio (Muro
etal., 1996).

Alvarado y Flores (2003) reportaron que la actividad especifica de la ICDH de
Sac. erythraea incrementdé dos veces al crecer en presencia de glucosa o fructosa,
mientras que en presencia de sacarosa, galactosa, lactosa y almidon, la actividad
especifica aumentd 20-60% sobre los niveles basales obtenidos con piruvato. Estas
diferencias no se debieron a los cambios en la velocidad de crecimiento. Resultados
similares se obtuvieron para Bradyrhizobium japonicum donde la actividad especifica
de ICDH vari6 en un rango de aproximadamente dos veces dependiendo de la fuente de
carbono utilizada para el crecimiento (Green et al., 1998) y se han reportado variaciones
en varias bacterias entéricas como E. coli, Klebsiella aerogenes, Salmonella
typhimurium 'y Serratia marcescens al crecerlas en diferentes fuentes de carbono
(Bennett y Holms, 1975).

La caracterizacion de la ICDH de Sac. erythraea mostrod valores de K, para
isocitrato y NADP" de 0.14 uM y 0.026 uM respectivamente. La enzima mostrd un
porcentaje de inhibicion de entre 10 y 60% por ATP, ADP, GTP, acido citrico,
oxaloacetato, a-cetoglutarato, glioxalato y glioxalato mas oxaloacetato (Alvarado y

Flores, 2003).
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3. OBJETIVOS

e Observar el efecto de la fuente de carbono sobre el perfil de actividad de la

MDH de Sac. erythraea.

e Realizar la purificacion parcial de la malato deshidrogenasa de Sac. erythraea
para determinar las siguientes caracteristicas fisicoquimicas:
- Peso molecular de la enzima nativa y de sus subunidades

- Constantes cinéticas K, y Vmax para oxaloacetato y NADH
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4. JUSTIFICACION

Sac. erythraea es el principal microorganismo productor de eritromicina. Los
dos precursores de este antibidtico provienen del succinil-CoA, un intermediario
del ciclo de Krebs; sin embargo no se ha estudiado a profundidad y a la fecha
solo se han reportado tres articulos sobre la actividad y propiedades de enzimas

pertenecientes a este ciclo en esta bacteria (Mironov ef al., 2004).

Se ha observado que en Sac. erythraea la sintesis de ICDH (una de las primeras
enzimas del ciclo de Krebs) estd regulada por la fuente de carbono (Alvarado y
Flores, 2003); es por eso que decidimos investigar si la sintesis de MDH
(enzima que participa al final del ciclo) se regula de la misma forma ya que, de
ser asi podriamos sugerir que la expresion de los genes que codifican para
enzimas del ciclo de Krebs en este microorganismo tienen un patron de

regulacion comun.

La MDH se encuentra muy difundida en la naturaleza ya que es una enzima
esencial que participa en muchas vias metabolicas tales como el ciclo de Krebs,
el ciclo del glioxalato, la sintesis de aminoacidos y nucledtidos, la
gluconeogénesis y el mantenimiento del balance oxidacién / reduccion. Por esta
razén y porque existe un método facil y economico de medir su actividad, la
MDH ha sido caracterizada y aislada de fuentes muy diversas tales como
eubacterias, arqueobacterias, hongos, plantas y animales y de organelos
subcelulares como mitocondrias, cloroplastos, glioxisomas y peroxisomas; sin
embargo, en actinomicetos ha sido poco estudiada por lo cual resulta importante
analizar sus caracteristicas en estos organismos y compararlas con lo reportado

previamente.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. MICROORGANISMO

Saccharopolyspora erythraea CA340, microorganismo productor de

eritromicina, se obtuvo de Abbott Laboratories, IL., EUA.

5.2. CONSERVACION DE LA CEPA

El microorganismo se mantuvo en cajas con medio so6lido YEMES (4 g/l de
extracto de levadura, 4 g/l de sacarosa, 10 g/l de extracto de malta y 15 g/l de agar)

resembrandose cada mes.

5.3. CULTIVO

Para la cuantificacion del crecimiento y la obtencion del extracto libre de
células, se inocularon 50 ml de medio YEMEG liquido (Kieser et al., 2000)
contenidos en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, con 10° esporas de Sac. erythraea
CA340 y se incubaron a 37°C con agitacion rotatoria (200 rpm) por 48 horas.
Después de este tiempo, se centrifugd el micelio, se lavd asépticamente y se
resuspendioé en el minimo volumen de agua estéril. Con esta suspension de micelio se
inocularon 500 ml de medio minimo (MM) contenidos en un matraz Fernbach de
2800 ml. E1 MM contenia por litro: 2.5 g de K,HPOy, 5 g de NaCl, 0.5 g de MgSOs,,
0.5 g de FeSOy4, 0.05 g de ZnSOy4, 0.001 g de MnCl,, 0.001 g de CoCl,, 10 g de
fuente de carbono, 2 g de glicina como fuente de nitrogeno y 10 g de buffer MOPS.
El pH se ajusto a 7.8 con NaOH IN. Los matraces se incubaron a 37°C con agitacion

de 200 rpm (Flores y Sanchez, 1985).

5.4. CUANTIFICACION DE CRECIMIENTO

El crecimiento se cuantificd como proteina por el método de Lowry usando
albumina sérica bovina como estandar, de acuerdo a la metodologia reportada por

Flores y Sanchez (1985).
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5.5. OBTENCION DEL EXTRACTO LIBRE DE CELULAS

A los diferentes tiempos de incubacion, el micelio se recuperd por
centrifugacion a 5,000 rpm, se lavé una vez con buffer Tris-HCI 0.01M, pH 7.0 con
35 pg/ml de PMSF, 0.3 mg/ml de EDTA y 1 mM de DTT (buffer A) y se
resuspendi6 en 5 ml de este mismo buffer por cada gramo de pellet. Posteriormente
se sonico en un equipo Vibra-Cell Modelo 9130 durante 1 minuto en intervalos de 15
s en hielo. Para separar los restos celulares se centrifugd a 18,000 rpm por un lapso
de 30 min a 4°C. El extracto libre de células (ELC) se uso para la determinacioén de
actividad y para las electroforesis de proteinas. La concentracion de proteina se
determind por el método de Bradford (1976) utilizando albumina sérica bovina como
estandar. Se realizaron las determinaciones por lo menos por triplicado en todos los

Casos.

5.6. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE MALATO DESHIDROGENASA

La actividad de la enzima fue ensayada midiendo la disminucion en la
absorbancia a 340 nm debido a la desaparicion de NADH. La mezcla de reaccion
contenia 0.01M de buffer Tris-HCI, pH 7.0 (buffer B), 0.1 mM de NADH, 0.3 mM
de acido oxaloacético y 2.5 ng de proteina en un volumen final de 1 ml (Mikulasova
et al, 1998). La reaccion se inicid por adicion de la enzima e inmediatamente se leia
la disminucion en la absorbancia a 340 nm a temperatura ambiente en funcion del
tiempo en un espectrofotometro Shimadzu Modelo UV-1201. La actividad
volumétrica se reportd en pmoles de NADH oxidado por minuto por ml de enzima.
La actividad especifica se reportd en pmoles de NADH oxidado por min por mg de

proteina. En todos los casos la actividad se midi6 por lo menos por triplicado.

5.7. EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO SOBRE EL PERFIL DE
ACTIVIDAD DE LA MDH

Se creci6 a Sac. erythraea CA340 en matraces Fernbach con 500 ml de MM
con las siguientes fuentes de carbono: glucosa, fructosa, sacarosa, galactosa,
almidoén, acetato de sodio y lactosa a una concentracion de 10 g/l. Se tomaron

muestras cada 24 h de cultivo desde 0 hasta 120 h para medir actividad y cuantificar
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crecimiento. Las muestras de tiempo cero se midieron en el YEMEG utilizado para
inocular el MM tomando en cuenta la dilucion. El experimento con cada fuente de

carbono se realizd por lo menos dos veces.

5.8. ELECTROFORESIS DE POLIACRILAMIDA Y TINCION DE PROTEINAS
EN LOS GELES

La electroforesis de las muestras se llevo a cabo en geles al 12.5% de
acrilamida siguiendo la metodologia reportada por Bollag ef al (1996) en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) y no desnaturalizantes (ND-PAGE). Las proteinas se
tineron con la técnica de nitrato de plata cuando se encontraban en baja
concentracion (2 a 10 ng de proteina por banda) y con azul de Coomassie cuando se

tenian altas concentraciones de proteinas (0.1 a 1 pg de proteina por banda).

5.9. IDENTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE MDH EN GELES DE
POLIACRILAMIDA (ZIMOGRAMA)

Para la identificacion de las bandas de actividad en los geles ND-PAGE, se
agregaron 15.43 mg de NADH a 70 ml del buffer de electroforesis y después del
corrimiento, los geles se lavaron dos veces por 10 min en buffer Tris-HCI 0.01M, pH
7.0 (buffer B). Después se colocaban en 15 ml de una mezcla de reaccion
conteniendo10 mg de oxaloacetato y 5 mg de NADH. Después de unos minutos de
incubacion a temperatura ambiente, los geles se colocaban sobre un transiluminador
bajo luz UV y se observaban bandas obscuras de actividad sobre un fondo claro

(Manchenko, 1994).

5.10. PURIFICACION DE LA MDH DE Sac. erythraea CA 340

Se corrieron cuatro geles no desnaturalizantes (ND) con 12.5 % de acrilamida
colocando 500 pl del ELC de Sac. erythraea crecida en MM con fructosa como
fuente de carbono en cada uno de ellos (un solo pozo). Se realizaron los zimogramas,
se cortd la banda que mostr6 actividad de MDH y posteriormente se rompi6 la malla
de poliacrilamida por homogeneizacion con un pistilo de teflon y se separd la

proteina contenida en el gel por centrifugacion (10 min a 5,000 rpm). La proteina
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extraida fue sometida a electroforesis ND-PAGE y SDS-PAGE, los cuales se tifieron

para proteinas con el método de nitrato de plata para verificar la pureza de la enzima.

5.11. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES Ky, Y Vimax DE LA MDH DE

Sac. erythraea CA 340

Para determinar las constantes para el oxaloacetato se midié actividad con
0.035 pg de MDH purificada, manteniendo en la mezcla de reaccidén constante la
concentracion de NADH en 0.1 mM y variando la de oxaloacetato en un rango de
concentraciones de 0.00375 a 2.4 mM.

Las constantes para NADH se obtuvieron midiendo actividad en un rango de
concentraciones de 0.005 a 0.4 mM, manteniendo constante la concentracion de
oxaloacetato en 0.3 mM y se usaron 0.035 ug de MDH purificada en cada reaccion.

Los datos se analizaron mediante graficas de dobles reciprocos (Copeland,

1996).

5.12. INDUCCION DE LA MALATO DESHIDROGENASA POR FRUCTOSA

Para ver el efecto de la concentracion de fructosa en el patrén de actividad
especifica se crecid a Sac. erythraea CA 340 en matraces Fernbach con MM con
diferentes concentraciones de fructosa (5, 10, 20 y 40 g/l), se tomaron muestras cada
24 h de cultivo para medir actividad especifica y crecimiento hasta las 120 h.

Para observar la induccion por fructosa se incub6 a Sac. erythraea en 1000 ml
de MM con glucosa durante 48 h a 37°C y agitacion a 200 rpm. Entonces el micelio
se centrifugod, se lavd y se resuspendidé en el minimo volumen de agua estéril y
posteriormente se dividido en cinco partes iguales para inocular cada uno de los
matraces Erlenmeyer que contenian 200 ml de MM con glucosa (10 g/1), glucosa con
cloranfenicol (100 pg/ml), fructosa (10 g/1), fructosa con cloranfenicol y el ultimo sin
fuente de carbono. En el matraz que no contenia fuente de carbono se tomo6 muestra
en ese momento para actividad de MDH y crecimiento; este valor se consideré como
tiempo cero. Los otros 4 matraces se incubaron a 37°C con agitacién a 200 rpm y se
tomaron muestras a las 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h para medir actividad y crecimiento.
En los matraces con cloranfenicol, éste se agregd adicionalmente a las 12 y 36 h de

cultivo.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La L-malato deshidrogenasa (EC 1.1.1.37) dependiente de NAD(P)" cataliza la
interconversion entre malato y oxaloacetato. Esta enzima es de suma importancia
principalmente porque forma parte del ciclo de Krebs, aunque también participa en otras
vias metabolicas esenciales tales como el ciclo del glioxalato, la gluconeogénesis y la
biosintesis de aminodcidos y nucleotidos. A pesar de su importancia, esta enzima ha
sido muy poco estudiada en actinomicetos. En el caso de Saccharopolyspora erythraea,
a partir de succinil-CoA, un intermediario del ciclo de Krebs se sintetizan los dos
precursores de la molécula de eritromicina, es por esta razén que en nuestro grupo se
decidi6é estudiar la regulacion y propiedades de la isocitrato deshidrogenasa (ICDH),
una de las primeras enzimas del ciclo (Bermudez et al., 1998; Alvarado y Flores, 2003),
mostrando que la sintesis de esta enzima esta regulada por la fuente de carbono pero no
por la fuente de nitrégeno. A partir de estos resultados se decidio estudiar el efecto de la
fuente de carbono sobre la actividad de MDH con el fin de definir si la sintesis de
ambas enzimas presenta un patréon de regulacidon comin ya que de ser asi podria
sugerirse que la sintesis de todas las enzimas del ciclo de Krebs se regulan de la misma

forma en esta bacteria.

6.1. ESTANDARIZACION DEL METODO PARA MEDIR ACTIVIDAD DE MDH

Para cumplir con este objetivo fue necesario primero estandarizar el método para
medir la actividad de esta enzima. Inicialmente el ELC se obtuvo como se reportd para
ICDH (Alvarado y Flores, 2003). Con este extracto se procedié a medir actividad, la
cual, como se ha reportado en gran cantidad de articulos (Maloney et al., 2004: Labrou
y Clonis, 1997; Mikulasova et al., 1998; Madern, 2002; Nishiyama et al., 1991) puede
ser facilmente detectable debido a que el NADH absorbe a 340 nm de longitud de onda.
De esta forma, se prepara la mezcla de reaccion en una celda de cuarzo y se cuantifica el
aumento o la disminucién en la absorbancia en funcion del tiempo debido a la aparicion
o desaparicion de NADH respectivamente. Inicialmente, se intentd medir actividad en
direccion oxidativa, es decir, de malato a oxaloacetato, sin embargo no se logré detectar
actividad en esta direccion a pesar de que se us6 ELC proveniente de Sac. erythraea
crecida en MM con dos fuentes de carbono distintas (glucosa y lactosa), se intentd

dializando y sin dializar el ELC, se utilizé buffer pH 7.5 y pH 8 y por ultimo se intent6
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con NAD" y con NADP". Debido a que para los objetivos planteados en este estudio
resultaba indistinto medir actividad en un sentido u otro, se decidido medirla solo en
direccion de oxaloacetato a malato, lo cual ha sido reportado en varios articulos
(Mikulasova et al., 1998; Madern, 2002; Nishiyama et al., 1991; Park et al., 1995). Para
esto se prepard la mezcla de reaccion tomando como modelo lo reportado para
Streptomyces aureofaciens (Mikulasova et al, 1998) e inmediatamente se observo la
disminucion en la absorbancia a 340 nm como resultado de la actividad de MDH de
Sac. erythraea.

Posteriormente se estandarizaron las condiciones de reaccion para obtener una
adecuada medicion de la actividad de MDH tomando en cuenta lo siguiente: 1) el
sustrato y el cofactor deben estar en exceso en el coctel de reaccion ya que el factor
limitante de velocidad debe ser la enzima, 2) la actividad de muchas enzimas se ve
afectada en altas concentraciones de sustrato, producto o cofactor, por lo tanto, se debe
verificar que la cantidad de estas sustancias en el coctel no tengan un efecto negativo
sobre la actividad de esta enzima y 3) la cantidad de NADH debe ser suficientemente
baja para que el espectrofotdmetro realice una buena deteccion de la absorbancia a 340
nm. Para determinar la concentracion adecuada de NADH se midi6 actividad con
diferentes concentraciones de este compuesto (25, 50, 100, 200, 300, 400 y 500 uM). La
actividad obtenida con NADH 25 y 50 uM fue muy baja debido a que éste no se
encontraba en exceso, con 300, 400 y 500 uM la medicioén en el espectrofotometro fue
muy inexacta debido a la alta absorbancia obtenida. Con 100 y 200 uM la actividad se
mantuvo en su valor maximo. Con base en estos resultados se decidio utilizar NADH
100 uM en cada reaccion.

De esta forma, también se determino la concentracion adecuada de oxaloacetato
para la mezcla de reaccion, se compard la actividad volumétrica obtenida al medir con
oxaloacetato 75 uM y 300 uM utilizando ELC de 24, 48 y 84 hr de cultivo y no se
observo diferencia significativa entre las actividades obtenidas. Al realizar los
experimentos para determinar la estabilidad de este compuesto en congelacion se
determind que éste se degrada lentamente a -20 °C, asi la actividad volumétrica medida
con oxaloacetato 75 pM se ve afectada después de almacenar una solucion stock de este
compuesto durante 8 dias a -20 °C; en cambio la actividad calculada con oxaloacetato
300 uM no se ve afectada al utilizar una solucion stock congelada durante 8§ dias a esta

temperatura (datos no mostrados), por lo tanto, se determin¢ utilizar oxaloacetato 300
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uM en la mezcla de reaccion proveniente de una solucion 3 mM de este compuesto, la

cual se guard6 congelada durante un maximo de § dias.

6.2. ESTANDARIZACION DEL METODO PARA ZIMOGRAMA DE MDH

Como no pudimos detectar actividad en direccion oxidativa decidimos no
intentar realizar el zimograma utilizando los métodos indicados por Manchenko (1994)
para esta enzima, ya que utilizan este sentido de la reaccién, ocupando malato y NAD"
como sustratos. Fue por eso que decidimos estandarizar el método reportado por este
autor para el zimograma de la gluconato reductasa para la MDH, ya que éste método se
basa en la emision de fluorescencia del NADH. En este sentido se prepararon geles ND-
PAGE y SDS-PAGE vy al buffer de electroforesis se agregd NADH. Después de la
separacion de las proteinas, el gel se incubo a temperatura ambiente en la mezcla de
reaccion y a los pocos minutos se observo en el gel ND-PAGE una banda oscura de
actividad sobre un fondo claro causada por la desaparicion de NADH en luz UV de
onda larga (Fig. 7). En el gel SDS-PAGE no se detectd actividad bajo estas mismas
condiciones, por lo que el gel se lavo tres veces para quitar el SDS del gel que podria
estar inactivando a la enzima pero tampoco asi se observé el zimograma. Esto puede

deberse a que el gel SDS desnaturaliza a la proteina.

20 pl MM
50 pl MM
100 pl MM
50 pl MC
15 ug BSA
20 pl MM
50 pl MM
100 pl MM
50 ul MC
15 pg BSA

Fig. 7. Zimograma de MDH en geles ND-PAGE. Se usé ELC de 19 h de cultivoen MM 0 24 h
en MC. A, tincion de proteinas con azul de Coomassie, B, zimograma de MDH. La flecha
indica a posicion de MDH.
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Al tediir el gel para proteinas se observo que la banda de MDH muestra un peso
molecular menor al de la de albumina y que esta banda se distingue bien de las otras
bandas (Fig. 7 A). En el zimograma se observo perfectamente bien la banda de MDH
aunque no se pueden distinguir las diferencias de grosor esperadas a causa de las
diferencias de concentracion de la enzima (Fig. 7 B).

También se probd agregando el NADH en el gel en vez de ponerlo en el buffer
de electroforesis pero de esta forma no gelificd. Cuando no se agregdé NADH todo el gel
se ve oscuro ya que no absorbe la luz UV por lo que no se distingue la banda de

actividad de MDH.

6.3. OBTENCION DEL ELC

También fue necesario estandarizar el método para obtener el extracto libre de
células (ELC) para evitar que haya pérdida, desnaturalizacidon o inactivacion de MDH a
causa de este proceso, ya que la MDH es una enzima intracelular. Para esto, se compard
la actividad calculada con ELC obtenido mediante varios procedimientos.

En principio se probaron dos soluciones amortiguadoras diferentes para lavar y
resuspender el micelio utilizado para obtener el ELC, obteniéndose mejores resultados

con el buffer A (Fig. 8).

N
[6)]

O Sobrenadante

20 1 del dializado
15 B8 BLC dializado
m Buffer B

Buffer A

()]
|

Actividad Volumétrica ( pmol/ml/min)
o S

Fig. 8. Comparacion de la actividad de MDH en diferentes
condiciones de extraccion.
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El hecho de que se obtenga una mayor actividad en buffer A indica que la MDH
es susceptible a la accion de proteasas y a la oxidacion. También se dializ6 el ELC para
eliminar metales, iones u otras moléculas pequefias que podrian interferir en la
actividad, tal y como ocurre para ICDH, sin embargo, este no fue el caso de MDH ya
que su actividad no aumenta al dializar sino que por el contrario disminuye debido a que
una pequena cantidad de esta enzima se pierde en este proceso; esto se observa al
detectar actividad de MDH en el sobrenadante del dializado (Fig. 8).

Para cumplir con los objetivos planteados en este estudio era necesario manejar
una gran cantidad de muestras cada dia, obtener el ELC, medir actividad y cuantificar
las proteinas. Esto resultaba sumamente complicado, ademds de que en ocasiones era
necesario verificar la actividad y la proteina cuantificadas previamente. Por estas
razones fue necesario encontrar un método, mediante el cual, la actividad de MDH se
conservara durante varios dias ya sea en el micelio o en el ELC.

Inicialmente se intentdé mantener el micelio o el ELC a -20°C. La actividad de
MDH disminuy6 aproximadamente en un 50% después de almacenar el ELC durante un
dia a esta temperatura, después de lo cual se mantuvo dentro de cierto rango (Fig. 9). La
actividad tampoco se conservo en el micelio congelado durante una semana, mostrando
solo un 70% de la actividad original. Estos resultados muestran que la actividad de
MDH no se conserva ni congelando el micelio ni congelando el ELC.

Posteriormente se intentd mantener la actividad del ELC a 4°C. Como se puede
observar en la Fig. 10, la actividad se conservd dentro de ciertos rangos aceptables
durante 13 dias a esta temperatura. Estos resultados concuerdan con varios articulos en
los que se reporta la purificacion de MDHs bacterianas y almacenan la enzima pura a
4°C (Langelandsvik et al., 1997; van Kuijk y Stams, 1996; Wynne et al., 1996); sin
embargo, también hay varios articulos en los que reportan el almacenamiento de la
MDH a -20°C, entre estos se encuentran los articulos en los que estudian las MDHs de
Streptomyces aureofaciens y de Corynebacterium glutamicum que al igual que Sac.
erythraea son actinomicetos (Mikuldsova et al., 1998; Thompson ef al., 1998; Molenaar

et al., 2000).
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Fig. 10. Efecto de la refrigeracion (4°C) sobre la actividad de MDH.
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Para establecer la razon por la cual se pierde actividad después de congelar se
analizaron las proteinas y se realizé el zimograma en un gel ND-PAGE en el cual se

corrieron muestras de ELC de diferentes horas de cultivo almacenado durante dos

meses, una parte a 4°C y otra a -20°C (Fig. 11).

O
s

=
=
=
o~

24 h, -20°C
48 h, -20°C
72h,-20°C
96 h, -20°C
24 h, -20°C
48 h, -20°C
72 h, -20°C
96 h, -20°C
1 ug BSA

48 h, 4°C
72h,4°C
24 h,4°C
48h, 4°C
72h,4°C
96 h, 4°C

Fig. 11. Comparacion entre ELC congelado a —20°C y refrigerado a 4°C durante dos meses. A,
tincion de proteinas con nitrato de plata. B, zimograma. Se utilizaron 3 pg de proteina por carril.
La flecha indica a posicion de MDH.

En el zimograma se observa que la banda de actividad de MDH obtenida con
ELC refrigerado presenta una banda de actividad aceptable a diferencia de la obtenida
con ELC congelado en donde se observa una banda muy delgada y tenue. Al tefiir para
proteinas se puede notar que la banda correspondiente a esta enzima desaparece lo que
sugiere que la enzima cambia su conformacion al congelarse o que se degrada lo que es
menos probable ya que a bajas temperaturas las proteasas no deberian actuar. Ademas,
estos resultados muestran que no solo la MDH se ve afectada al congelar el extracto,

sino que el patrén de muchas otras proteinas se altera con este proceso (Fig. 11).

6.4. PERFIL DE CRECIMIENTO Y ACTIVIDAD DE MDH EN GLUCOSA
COMO FUENTE DE CARBONO

Cuando se utiliz6 glucosa como unica fuente de carbono, Sac. erythraea mostrd
una fase exponencial de crecimiento durante las primeras 48 horas, después de las

cuales la biomasa se mantuvo constante.
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El perfil de actividad especifica de MDH a través del crecimiento en glucosa se
mantiene relativamente constante sugiriendo que la sintesis de esta enzima es
constitutiva (Fig. 12). También en el zimograma correspondiente se observd que
efectivamente hay actividad de MDH durante las diferentes fases de crecimiento de este
microorganismo (Fig. 13). Estos resultados contrastan con el perfil reportado para
ICDH, el cual presenta un pico muy marcado mostrando el valor méximo a las 72 horas
de cultivo mientras a las 0 y 172 h, la actividad fue casi nula indicando que su sintesis
se induce solo en cierta etapa de crecimiento (Alvarado y Flores, 2003). Estos
resultados descartan nuestra hipotesis de que la sintesis de MDH tiene un patrén de

regulacién comun con la ICDH.
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Fig. 12. Perfil de crecimiento y actividad de la MDH de Sac. eythraea al crecer en MM con 1%
glucosa como fuente de carbono.
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Fig. 13. Zimograma de MDH a diferentes horas de cultivo de Sac. erythraea en glucosa 1%.
Se utilizaron 10 pl de ELC por pozo.

Por otro lado, el perfil de actividad de MDH de Sac. erythraea concuerda con el
patron de expresion reportado para el gen mdh de T. emersonii, en donde la expresion se
mantiene constante a través del tiempo de crecimiento (Maloney et al., 2004), sin
embargo, es diferente del patron reportado para otras bacterias como S. coelicolor en
donde la mayor expresion ocurre en la fase de crecimiento exponencial (Novotna et al.,
2003) y E. coli en donde la mayor expresion del gen ocurre durante la fase estacionaria
(Park et al., 1995).

Para ICDH tampoco se observé un perfil comin entre diferentes
microorganismos. Mientras en Sac. erythraea se observd un pico de actividad muy
marcado con un maximo a las 72 hr de cultivo (Alvarado y Flores, 2003), en B. subtilis
la sintesis de esta enzima ocurrid en la fase estacionaria (Jin et al., 1994) y en C.

glutamicum se observo un patron de sintesis constitutivo (Eikmanns et al., 1995). Por lo
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que no parece haber un patron comun entre los diferentes microorganismos para la

sintesis de las enzimas del ciclo de Krebs.

6.5. PERFILES DE CRECIMIENTO Y ACTIVIDAD DE MDH AL CRECER EN
DIFERENTES FUENTES DE CARBONO

Para confirmar que realmente la sintesis de la MDH era constitutiva, se decidio
estudiar el perfil de actividad de MDH en diferentes fuentes de carbono, ya que podrian
observarse variaciones dependiendo de la composicion del medio de cultivo.

Los resultados obtenidos al medir el crecimiento en las diferentes fuentes de
carbono (Fig. 14) mostraron que éste presenta su valor maximo al crecer a la bacteria en
fuentes de carbono como glucosa, fructosa y sacarosa, mientras que en galactosa y
lactosa éste fue menor y cuando se utilizo almidon o acetato de sodio no se observo
crecimiento. Sac. erythraea CA340 se encontrod en fase exponencial hasta las 48 h de
cultivo, posteriormente se observo la fase preestacionaria y a las 72 h entré en fase
estacionaria. La ausencia de crecimiento en acetato probablemente se debe a que este
microorganismo carece de las vias alternas para restituir intermediarios de las vias
metabolicas previas al ciclo de Krebs, los cuales son esenciales para la formacion de
algunos aminodcidos y otras reacciones biosintéticas. La falta de crecimiento en
almidén sugiere que este microorganismo no produce amilasas; ésto nos llama la
atencion ya que los desechos de ciertas plantas son ricos en almidon (Nelson y Cox,
2000). Waksman y Henrici en 1948 reportaron que esta bacteria crece bien en glucosa,
fructosa y galactosa como fuentes de carbono, mientras que en presencia de sacarosa
crece pero moderadamente. Las diferencias en los resultados obtenidos en este trabajo
con los reportados por Waksman y Henrici referente a la asimilacion de sacarosa y
galactosa pueden deberse a diferencias fisiologicas entre las cepas utilizadas ya que
ellos utilizaron la cepa silvestre NRRL 2338 mientras que para este trabajo nosotros
utilizamos la cepa CA340, la cual se ha modificado genéticamente por lo que presenta
una mayor produccion de eritromicina.

Los resultados obtenidos al medir actividad especifica sugieren fuertemente que
la sintesis de la malato deshidrogenasa presenta un patrén constitutivo (Fig.15), ya que
al crecer a la bacteria en MM con galactosa, lactosa o glucosa como fuentes de carbono,
la actividad especifica se mantiene aproximadamente constante a lo largo de todo el

tiempo de cultivo, mientras que en fructosa, ésta aumenta conforme transcurre el tiempo
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de cultivo presentando el valor maximo a las 96 h; ésto puede deberse a que la fructosa
induce la sintesis de MDH ¢ a que en esta fuente de carbono la velocidad de
degradacion de esta enzima es menor al promedio de las otras proteinas intracelulares.
Al crecer en presencia de sacarosa como fuente de carbono la actividad especifica
disminuye hasta las 72 h, posteriormente aumenta un poco y luego vuelve a bajar; esto
resulta muy extrafio ya que esta molécula es un disacarido formado por una unidad de
glucosa y una de fructosa y justamente en estos dos azucares se observa el maximo
crecimiento (Fig. 14).

Al analizar los zimogramas para la actividad de MDH en las diferentes fuentes
de carbono se confirma que en todos los casos hay una banda de actividad, aunque no es
posible distinguir diferencias entre valores altos o bajos de la misma, lo que puede
deberse a que el zimograma es muy sensible y detecta la actividad aunque sea muy baja
(Fig. 16 A, B, C y E). Las proteinas intracelulares se tifieron con nitrato de plata y la
MDH se observa como una banda muy bien definida en todos los casos, aunque
tampoco pudimos distinguir las diferencias esperadas. Al analizar el patron general de
bandas se ve que algunas proteinas aparecen o desaparecen dependiendo de la fuente de
carbono utilizada o del tiempo de cultivo (Figs. 16 D y F).

Estos resultados concuerdan con lo que se ha reportado para otros
microorganismos en el sentido de que siempre se observa un nivel basal constitutivo de
esta enzima, sin embargo hay diferencias en los niveles de expresion del gen mdh. En E.
coli (Park et al., 1995), T. termophilus (Park y Kilbane 2004) y C. glutamicum
(Molenaar et al., 2000) se reporté una menor expresion en presencia de glucosa o en
MC que en otros azucares menos facilmente asimilables; por el contrario, 7. emersonii
mostrd una mayor expresion del gen al crecer en presencia de glucosa y galactosa que

en melibiosa, trehalosa, rafinosa y xilano (Maloney et al., 2004).

43



10

Crecimiento (mg/ml)
o

0.01

0.001

AT

24

Horas de cultivo

120

—e— glucosa
—=— sacarosa
—¥— fructosa
—e— galactosa
—a— almidon
—x— lactosa
acetato
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carbono al 1% (w/v).
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Fig. 16. Geles ND-PAGE con ELCs obtenidos al crecer a Sac. erythraea en MM con diferentes
fuentes de carbono. A, B, C y E, zimogramas. D y F, patron general de proteinas tefiidas con
nitrato de plata. Se utilizaron 3 pg de proteina por pozo. Las fechas indican la posicion de
MDH. glu: glucosa, sac: sacarosa, lac: lactosa, gal: galactosa, fru: fructosa, alm: almidén y acet:

acetato de sodio.

45




6.6. PERFILES DE CRECIMIENTO Y ACTIVIDAD DE MDH AL CRECER EN
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FRUCTOSA

Debido a que el perfil de actividad especifica de MDH observado con fructosa
fue distinto al de las otras fuentes de carbono, se decidié determinar si estas diferencias
dependen de la concentracion de fructosa. Para ésto, se incubd a la bacteria en MM con
diferentes concentraciones de este azlicar y se midio actividad y crecimiento a las
diferentes horas de cultivo.

En la figura 17 se puede observar que, como era de esperarse cuando se tiene
una menor concentracion de fructosa (5 g/l) el crecimiento es menor; sin embargo,
cuando la concentracion de este azicar es de 10, 20 o 40 g/l se obtiene el maximo
crecimiento y las diferencias en los valores obtenidos con estas concentraciones no son
significativas; esto se puede deber a que otro componente esencial como la fuente de
nitrégeno se agota antes que la fuente de carbono.

La figura 18 muestra que la actividad especifica presenta el patron opuesto al
observado para el crecimiento; es decir, al disminuir la concentraciéon de fructosa
aumenta la actividad especifica mostrando el méximo valor de actividad al utilizar 5 g/
de esta fuente de carbono. La actividad es menor cuando se utiliza 10, 20 o 40 g/l de
este compuesto. En este sentido, el efecto de la fructosa sobre el perfil de actividad de
MDH es similar al efecto de la glucosa sobre el perfil de ICDH reportado para esta
bacteria en donde se observo una mayor actividad especifica al utilizar glucosa como
fuente de carbono aunque al aumentar su concentracion en el medio de cultivo se
detect6 una disminucion en la actividad (Alvarado y Flores, 2003).

Al realizar los zimogramas de MDH con el ELC obtenido de las diferentes
concentraciones de fructosa se observa que en todos los casos, a las 24 h de crecimiento
aparecen otras bandas de actividad (Fig. 19 A y C). Esto puede deberse a la formacion
de isoformas de MDH ya que esto ha sido reportado para otras MDHs (Doménech et al.,
1987; Kulick y Barnes, 1968) o a que se inducen otras enzimas que utilizan NADH. Al
teflir las proteinas en estos geles se puede notar que el patron de varias proteinas se ve

alterado por la concentracion de fructosa (Fig. 19 By D).
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Saccharopolyspora erythraea.

47




VB oL esopny ‘Y9s | It-’

V5 01 ssoony 2. [

6 0| esopny ‘y gy
V6 0| BsopNy ‘Y T
ved

VB gesoony ‘Y oz}
V6 g esopny ‘Y 96
VB g esopny ‘Y zL

VB 5 esojony ‘Y g

B G esoyony ‘Y g

6 01 esolony ‘Y g
VB 0 esoRny Yz
16 ol esony Y gy
B 01 esopny ‘Y 2
V54

VBg esopny ‘Y oz 1
6 g esojny Y gg
6 g esopny Yz
6 g esojony ‘y gy

V6 g esopny Y ¥z

5 op esorony w o5 | (MMM
V6 oresooru v 22 | I
5 opesopny v ov | NN

vsd ' . .

/8 0z esopniy ‘Y 0z 1 _

VB 0z esoony Y 96 _
"

B 0t esony Y 95
VB ot esojony Y g2
VB Ot esopny ‘U gt
B ot esopny ‘Y $2
vsd

/6 oz esopny Y ozt
6 0z esojony ‘Y 96

V6 0z esoyorul Y z2

16 0z esopny 'y g

6 0g esojony 'y #g '

Fig. 19. Geles ND-PAGE con ELC de Sac. erythraea crecida en MM con diferentes
concentraciones de fructosa a diferentes horas de cultivo. A y C, zimogramas, B y D, tincion de

proteinas con nitrato de plata. Las flechas sefialan la posicion de MDH.

48



6.7. EFECTO DE LA FRUCTOSA SOBRE LA SiNTESIS DE MDH

Con el fin de determinar si el perfil de actividad de MDH observado al crecer a
Sac. erythraea en MM con fructosa como fuente de carbono se debe a que la sintesis de
esta enzima se induce por fructosa o si mas bien se debe a que en esta fuente de carbono
la degradacion de MDH es menor que en otras fuentes de carbono, se comparo la
actividad especifica y el crecimiento obtenidos al crecer en presencia de fructosa y
fructosa con cloranfenicol utilizando glucosa como control. El cloranfenicol es un
antibidtico que inhibe la sintesis de proteinas por los ribosomas bacterianos al bloquear
la transferencia de peptidilo (Nelson y Cox, 2000).

Al graficar los valores obtenidos para el crecimiento se obtuvieron los resultados
esperados ya que en glucosa y fructosa se observa el mismo crecimiento mientras que
en presencia de antibiotico no hay crecimiento en ninguna de las dos fuentes de carbono
(Fig. 20).

La medicion de la actividad especifica en estas cuatro condiciones sugiere
fuertemente que la diferencia en el perfil observado en fructosa en comparacion con las
otras fuentes de carbono se debe a que la sintesis de MDH se induce por fructosa, ya
que al impedir la sintesis de proteinas la actividad especifica en esta fuente de carbono
se mantiene tal y como ocurre en las otras fuentes de carbono como la glucosa. Si el
perfil de actividad observado en fructosa fuera debido a una disminucion en la
degradacion, la actividad especifica de MDH aumentaria aun en presencia de
antibidtico; como esto no ocurre, se concluye que al crecer en fructosa la proporcion de
sintesis de esta proteina respecto a las demas proteinas celulares es mayor a la
observada en otras fuentes de carbono, ademds, como la actividad especifica tampoco
disminuye a lo largo del tiempo de cultivo al incubar a la bacteria en presencia de
cloranfenicol se concluye que no hay proteasas especificas para MDH (Fig. 21).

En los geles de acrilamida se observo perfectamente el zimograma, asi como la
banda perteneciente a MDH y otras proteinas al tefiirlas con nitrato de plata (Fig. 22 y
23) sin embargo, no fue posible distinguir las diferencias en el patrén de bandas ni en el

aumento de actividad de MDH causado por la induccion por fructosa.
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y en presencia o ausencia de cloranfenicol (100 pg/ml).
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Fig. 23. Tincién de proteinas con nitrato de plata al crecer a Sac. erythraea en MM con fructosa
o glucosa y en presencia o ausencia cloranfenicol (100 ug/ml). Las fechas indican la posicion de
MDH.
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6.8. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE MDH

El peso molecular de MDH calculado en geles de acrilamida ND-PAGE fue de
37 kDa, ésto se confirm¢é utilizando varios marcadores de PM diferentes (Sigma para
ND, Invitrogen para SDS y Bio Rad para SDS). Este valor concuerda con lo que se ha
reportado en la literatura para el tamafio de las subunidades de MDH en otros
organismos (Tabla 2), sin embargo, no se ha reportado ningtin caso de una monomérica,
ya que las MDHs son enzimas homodiméricas u homotetraméricas (Sundaram et al.,

1980; Bonneté ef al., 1993 y Maloney et al., 2004).

Tabla 2. PM de la MDH reportado para diferentes organismos.

Microorganismo: PM de las PM total Fuente:
subunidades (kDa)
(kDa)

Pseudomonas stutzeri 34 66.5 Labrou y Clonis 1997

Escherichia coli 30 60 http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Streptomyces aureofaciens 38 70 Mikulésova et al., 1998
Archaeoglobus fulgidus 35 70 Langelandsvik et al., 1997
Talaromyces emersonii 35 70 Maloney et al., 2004
Bacillus termofilico 35 140 Wynne ef al., 1996

En este caso el resultado esperado era tener una enzima homodimérica con un
PM aproximado para la enzima nativa de 70 kDa ya que este valor es el que se ha
reportado para la MDH de S. aureofaciens (Mikuldsova et al., 1998) y de otros
organismos similares, es por esto que al obtener un PM de 37 kDa para la MDH de Sac.
erythraea se sospecho6 que la enzima se estaba descomponiendo en sus subunidades por
el proceso de obtencion del ELC y seguia conservando actividad a pesar de no
encontrarse la proteina completa. Para demostrar o rechazar esta hipotesis se realizaron
las siguientes modificaciones al método de obtencion del ELC: las células se rompieron
lisando protoplastos, el cual es un método menos agresivo que la sonicacion, se utilizo
buffer pH 5 en lugar de pH 7 y se utiliz6 buffer B o buffer A modificado para lavar y
resuspender el micelio ya que los componentes del buffer podrian estar afectando la

estructura cuaternaria de la enzima (Fig. 24).
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Los resultados mostrados en la fig. 24 indican que la estructura cuaternaria de la
proteina no se ve afectada por el método de obtencion del ELC, ya que de ser asi, en
alguno de los carriles deberia aparecer otra banda de actividad correspondiente a un PM
aproximado de 70 kDa. Por lo tanto, el PM estimado para la MDH de Sac. erythraea es
de 37 kDa, sin embargo este valor deberia corroborarse con un método mas confiable ya
que la determinacién del PM en geles ND-PAGE resulta de baja confiabilidad. En los
casos mostrados en la tabla 2 en que se reporta el PM de la proteina completa, éste fue

determinado por cromatografia de filtracion en gel.

Buff. B-PMSF-EDTA
Protoplastos pH 5
Protoplastos pH 5

Sonicacion pH 5
Sonicacion pH 7

LL
G
=
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@

Fig. 24. Zimogramas de MDH realizados utilizando ELC obtenido mediante varios
procedimientos. Gel A, se vari6 la composicion del buffer utilizado para lavar y resuspender el
micelio con el que se obtuvo el ELC. Gel B, se vari6 el método para romper las células y el pH

del buffer A utilizado para obtener el ELC. Se utilizaron 10 pl de ELC por pozo.
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6.9. PURIFICACION PARCIAL DE MDH

Como no fue posible realizar el zimograma para MDH en geles SDS-PAGE, la
enzima se purifico como se indica en Material y Métodos con el fin de determinar el
peso molecular de la proteina en geles SDS-PAGE y compararlo con el obtenido
anteriormente en ND-PAGE. En la tabla 3 se muestra que la enzima se logré purificar
16 veces, siendo este un valor bastante bajo comparado con lo reportado en otros
articulos (Kuijk van y Stams 1996; Labrou y Clonis 1997 y Mikulédsova ef al., 1998), lo
cual sugiere que la enzima no se purifico totalmente sino que hay varias proteinas que
se encuentran en la misma banda del gel ND-PAGE por lo que se esperaria observar
varias bandas en el gel SDS-PAGE, sin embargo estas no se detectan probablemente
debido a su baja concentracion. En la figura 25 A y B se puede observar que realmente
se eluyo del gel solamente la banda perteneciente a esta enzima y en la figura 25 C se
observa una banda de proteina que aparentemente pertenece a MDH. El PM calculado
para esta proteina fue de 40 kDa. Los pesos moleculares para las subunidades de MDH
que han sido previamente reportadas en la literatura se encuentran entre 33 y 40 kDa
(Tabla 2), lo cual concuerda con lo obtenido en este estudio. Estos resultados sugieren
que esta es una enzima monomérica aunque el PM de la proteina completa se debe

corroborar por espectrofotometria de masas 6 por filtracion en gel.

Tabla 3. Purificacion parcial de la malato deshidrogenasa de Sac. erythraea.

Actividad  Actividad proteina Rendimiento
especifica volumétrica (mg/ml) Purificacién (%)
Extracto crudo 11.88 8.38 0.705 1 100
MDH eluida del gel 192.68 1.15 0.006 16.21 13.79
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Fig. 25. Purificacion parcial de MDH por elusion de la proteina del gel de electroforesis. Geles
Ay B, zimograma y tincion de proteinas con nitrato de plata en gel ND-PAGE respectivamente.
Gel C, tincion de proteinas con nitrato de plata en gel SDS-PAGE.
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6.10. CONSTANTES CINETICAS DE MDH

La MDH semipurificada se utilizé para calcular las constantes K, y Vimax para
NADH y oxaloacetato. En la figura 26 A se puede observar que altas concentraciones
de NADH no parecen tener un efecto inhibitorio sobre la enzima y en la fig. 26 B se
muestra la grafica de Lineweaver-Burk mediante la cual se obtuvo un valor de K, para

NADH de 56.1 uM y una Vs de 270 pumol/mg/min (Fig. 26 B).
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Fig. 26. Cinética de la reacciéon de MDH al variar la concentracion de NADH. A, Variacién de
la actividad especifica en funcion de la concentracion de NADH. B, Curva de Lineweaver-
Burck.
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En la figura 27 A se observa que el maximo valor de actividad se obtiene al
utilizar oxaloacetato 240 uM en la reaccion y que altas concentraciones de este
compuesto inhiben la actividad de la enzima. Con oxaloacetato 0.6 mM se observa un
11.3% de inhibiciéon y con 2.4 mM la enzima se inhibe en un 30.5%. El K., para
oxaloacetato es de 14.9 uM y la V.« de la reaccion tiene un valor de 200 pmol/ mg/min

(Fig. 27 B).
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Fig. 27. Cinética de la reacciéon de MDH al variar la concentracién de oxaloacetato. A,
Variacion de la actividad especifica en funcion de la concentracion de acido oxaloacético. B,
Curva de Lineweaver-Burck.
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Al comparar los valores de K, obtenidos para la malato deshidrogenasa de
Saccharopolyspora erythraea con los reportados para otros organismos (Tabla 4) se
observa que el K,, obtenido en este estudio para oxaloacetato es de los valores mas
bajos, mientras que el reportado para la enzima de S. aureofaciens se encuentra entre los
mas altos, por lo tanto la MDH de Sac. erythraea tiene una alta afinidad por este
sustrato en comparacion con otras MDHs. El valor de K, calculado para NADH se
encuentra aproximadamente en el promedio de los reportados, mientras que el de la
MDH de S. aureofaciens también se encuentra en los valores mas altos, mostrando que
la enzima de S. aureofaciens presenta baja afinidad por ambos sustratos.

Existen muy pocos articulos en los que se reporta el valor de Vy.x para esta
enzima y hay una enorme variacion entre los valores reportados para los diferentes
microorganismos. Esto probablemente se debe a que, como ocurre en este estudio, la
enzima no es totalmente purificada por lo que al estimar la Vi, se obtiene un valor

menor al valor real (Tabla 4).

Tabla 4. Comparacion de los valores de Ky, ¥ Vimax reportados para la malato
deshidrogenasa de varios organismos.

Microorganismo: K Kmn K K V max V max Fuente:
Oxaloacetato NADH | Malato | NAD" (pmol/mg/ | (umol/mg/
(mM) (mM) (mM) (mM) min) min)
reduccion | oxidacion
Pseudomonas 0.032 0.036 | 0.67 0.34 Labrou y Clonis,
stutzeri 1997
Streptomyces 0.1 0.085 |9 0.27 Mikuléasova et al.,
aureofaciens 1998
Helicobacter pylori | 0.128 0.065 |0.177 [0.161 |0.111 0.04 Pitson et al., 1999
Methanobacterium 0.04 0.08 0.4 0.110 Thompson et al.,
thermoautotrophicum 1998
Methanobacterium 0.03 0.09 1 0.5 Thompson et al.,
thermoautotrophicum 1998
Vibrio sp. 0.005 0.01 0.15 0.015 Ohkuma et al.,
1996
Archaeoglobus 0.043 0.024 880 ~ 88 Langelandsvik et
Sfulgidus al., 1997
Bacillus termofilico | 0.022 0.014 | 0.26 0.1 Wynne et al.,
1996
Talaromyces 0.02 0.025 | 1.25 0.12 4300 122 Maloney et al.,
emersonii 2004
Salinibacter ruber 0.004-0.03* | 0.028 Madern y Zaccali,
2004
Saccharopolyspora 0.015 0.056 235 Este estudio
erythraea

*Depende de la concentracion de sales
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7. CONCLUSIONES

e El gen que codifica para la malato deshidrogenasa tiene un patréon de expresion

constitutivo en presencia de glucosa, galactosa y lactosa como fuentes de

carbono.

e Con fructosa como fuente de carbono se induce la sintesis de MDH.

e Laenzima nativa y en SDS mostré un PM aproximado de 37 kDa.

e LaK,, calculada para oxaloacetato fue de 14.9 uM y para NADH fue de 56 uM.

e La V,u de la enzima fue 235 pumol/mg/min.

e La actividad de esta enzima se inhibe a altas concentraciones de oxaloacetato.
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8. PERSPECTIVAS

e Clonar y secuenciar el gen que codifica para la malato deshidrogenasa de Sac.
erythraea y confirmar los resultados obtenidos en este estudio sobre la

regulacion de la sintesis de esta enzima a nivel molecular.

e Sobreexpresar el gen y purificar la malato deshidrogenasa.
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