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Resumen

1 RESUMEN

En este trabajo planteamos que existe una relacion directa entre la velocidad
de crecimiento bacteriano y la velocidad enzimatica de regeneracion del NAD".
Proponemos que la velocidad de regeneracion de NAD®, en cepas no
fermentativas complementadas con una ruta alterna, depende a su vez, de la
capacidad catalitica de la enzima limitante de dicha ruta.

Con el fin de demostrar lo anterior, construimos la cepa de Escherichia coli
VAL23 carente de los genes IdhA y pflIB (que codifican para D- lactato
deshidrogenasa y piruvato formato liasa, respectivamente) y la complementamos
con dos rutas fermentativas de importancia industrial. La ruta de produccion de
etanol, con los genes pdc y adhB de Zymomonas mobilis que codifican para la
piruvato descarboxilasa (PDC) y la alcohol deshidrogenasa (ADH),
respectivamente. Y para la produccion de L-lactato (precursor del plastico
biodegradable, acido polilactico) con el gene IctE de Bacillus subtilis que codifica
para L-LDH

Con la cepa E. coli VAL23 complementada con la ruta homoetanologénica de
Zymomonas mobilis se demostrd que la velocidad de crecimiento en condiciones
anaerobias es directamente proporcional al nivel de expresion de la enzima PDC,
al ser ésta la primera enzima de la via y el paso limitante. La relacion entre la
velocidad de crecimiento y la capacidad catalitica de la enzima limitante se
demostré6 de manera contundente al complementar E. coli VAL23 con diferentes
variantes de la L-LDH.

Dada esta relacion entre actividad enzimatica y velocidad de crecimiento, fue
posible desarrollar una novedosa estrategia de seleccién basada en la velocidad
de crecimiento para el mejoramiento de enzimas fermentativas por técnicas de
evolucién dirigida. Con este método se analizaron bancos de variantes en pdc y
IctE, usando como criterio de seleccién la velocidad de crecimiento. Los resultados
indican que el método es eficiente para encontrar proteinas con propiedades
mejoradas.




Summary

2 SUMMARY

In this work, we proposed that there is a direct relationship between specific
growth rate and the enzymatic NAD" regeneration rate. On a non-fermentative
Escherichia coli strain, NAD" regeneration rate should depend on the catalytic
turnover of the pathway limiting enzyme.

To demonstrate our hypothesis we constructed an Escherichia coli strain which
lacks IdhA and pfiB, (encoding D-lactate dehydrogenase and pyruvate formate
lyase, respectively). The non-fermentative strain (E.coli VAL23) was
complemented with two fermentative pathways: ethanologenic pathway, i.e. pdc
and adhB from Zymomonas mobilis; and L-lactic acid pathway, i.e. ICtE from
Bacillus subtilis.

By complementing the non-fermentative E. coli strain with the recombinant Z.
mobilis ethanol pathway, we evaluated the effect of different levels of enzymatic
activity on growth rate, demonstrating that there is a direct relationship between
anaerobic growth rate and the total specific activity of pyruvate decarboxylase
(PDC), which is the limiting enzyme of this specific fermentative NAD" regenerating
pathway. This growth rate — catalytic turnover relationship was conclusively
demonstrated by complementing E. coli VAL23 with L-LDH variants with different
catalytic parameters.

This relationship proved to be useful for establishing a novel selection strategy
based on growth rate for improving fermentative enzymes through directed
evolution. By means of this method, IctE and pdc gene libraries were analyzed,
using growth rate as selection criterion. This method resulted useful to find
improved variants.
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3 INTRODUCCION:

La fermentacion —la aplicacion de la biocatalisis mas antigua y sofisticada-
representa un mercado mundial muy competitivo. Muchos metabolitos de uso
general, como combustibles y quimicos a granel pueden ser producidos por
fermentacion partiendo de carbohidratos renovables. El incremento en los costos
del petrleo ha creado la oportunidad para que estos productos quimicos
obtenidos por fermentacion tengan un precio competitivo con los obtenidos del
petréleo. Dos metabolitos de particular interés son el etanol — como combustible
automotor- y acidos organicos, como el lactico para la produccién de plasticos
biodegradables; que producidos por fermentacion, ofrecen el potencial de
reemplazar una porcion significativa del petréleo consumido (y su consecuente
disminucion de la emisién de gases con efecto invernadero). A diferencia de los
productos de alto valor agregado como nutracéuticos o compuestos de uso
médico, el precio de venta de los quimicos a granel depende en gran medida de
los costos de la materia prima de los caldos de fermentacién.

Por medio de la fermentacién, las materias primas se transforman mediante
una serie de reacciones quimicas catalizadas por multiples enzimas, todas dentro
de una célula. A los agentes bioldgicos (ya sean células completas o preparados
enzimaticos) que transforman la materia prima se les conoce de manera general
como biocatalizadores.

La busqueda de nuevos biocatalizadores que permitan desarrollar tecnologias
alternativas para la produccién de metabolitos de interés de manera sustentable y
con costos competitivos es uno de los grandes retos de este siglo.

3.1 Ingenieria de vias metabodlicas

Algunas de las ventajas que brindan los biocatalizadores para una serie de
transformaciones son su alta selectividad y la posibilidad de utilizar recursos
renovables como materia prima con un menor costo ambiental. Sin embargo, los
microorganismos existentes rara vez cumplen con todos los requisitos para un
proceso rentable, por lo que existe un gran interés a nivel académico, industrial y
gubernamental para identificar o construir nuevos biocatalizadores con mejores
criterios de desempefio asi como para ampliar la gama de productos quimicos
obtenidos de fuentes renovables.
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En las udltimas décadas, se ha trabajado en los procesos bioldgicos para
aumentar las productividades volumétricas y rendimientos; sin embargo, su
competitividad no supera a la sintesis quimica para un vasto numero de
compuestos y materiales. Las limitaciones mas comunes de los biocatalizadores
son sus bajos rendimientos, bajas productividades o titulos, asi como pobre
tolerancia hacia condiciones extremas del proceso, tal como temperatura, pH y
altas concentraciones de solutos.

Las técnicas de ingenieria genética permiten dar mas flexibilidad a la
optimizacion del proceso. Dichas técnicas pueden emplearse, por ejemplo, para
ampliar el nimero de sustratos que un organismo puede utilizar, para alterar el
perfil de productos secretados por la célula, o para incrementar el rendimiento y
productividad de productos convencionales o novedosos.

Aungue la ingenieria genética ha sido parte fundamental en la construcciéon de
cepas con propiedades mejoradas o Unicas, el gran reto recae en generar
incrementos mucho mayores en las rutas metabdlicas de los microorganismos
industriales, tales como las levaduras, los bacilos, Streptomyces y Escherichia coli.
Dichas amplificaciones en los flujos metabdlicos se requieren para alcanzar
incrementos significativos en las productividades especificas de los sistemas
bioldgicos que les permita competir con los procesos quimicos convencionales
(Stephanopoulos & Simpson 1997).

La ingenieria de vias metabdlicas, que emplea tecnologia del DNA
recombinante, ofrece la posibilidad de manipular los procesos enzimaticos, los
sistemas regulatorios y de transporte en la célula, con el propédsito de elevar el
rendimiento de un producto especifico. La oportunidad de introducir genes
heterélogos y elementos regulatorios distingue a la ingenieria de vias metabdlicas
de los procesos genéticos tradicionales de mejoramiento de cepas (Bailey 1991).

La falta de un microorganismo adecuado para la conversion industrial de
biomasa vegetal en etanol o en lactato es uno de los principales factores que
impiden el desarrollo exitoso de una industria basada en la utilizacion de
lignocelulosa. Por lo que en las ultimas dos décadas un blanco obvio en el campo
de la ingenieria de vias metabdlicas, ha sido la confeccion de tal microorganismo,
combinando caracteristicas favorables de diferentes organismos.

3.2 Materias primas.

Una gran variedad de fuentes pueden emplearse para proporcionar los
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azucares necesarios para la produccion de etanol y lactato; principalmente cultivos
alimentarios y biomasa lignocelulésica. Los cultivos alimentarios mas usados son:
cafia de azucar y remolacha que son ricos en sacarosa; asi como maiz y otros
cereales ricos en almidon.

La relevancia de ciertos cultivos alimentarios como materia prima se destaca
por el hecho de que alrededor del 90% del etanol deriva de dichos cultivos (60%
de cafia de azucar, y remolacha, y el restante de granos, principalmente maiz)
(Berg 2000). El uso de estos cultivos alimentarios es tema de debate puesto que
representa una competencia con los cultivos destinados a la alimentacién humana,
y de acuerdo a algunos estudios (Hill et al. 2006), tienen costos ambientales
mayores que el empleo de combustibles fésiles. En contraste con los cultivos
alimentarios, la utilizacion de lignocelulosa como sustrato para la fermentacion,
representa una mejor alternativa que, sin embargo, tiene una barrera debida a su
compleja estructura, que es muy resistente a la degradacion.

Existen abundantes fuentes de biomasa lignocelulésica, entre las que
podemos mencionar: residuos agricolas, desechos del procesamiento de
alimentos, madera, desechos sélidos municipales y de la industria del papel; asi
como pastos y plantas lefiosas de rapido crecimiento, que podrian servir como
materia prima de bajo costo para la produccion de etanol y lactato. Se ha estimado
gue la lignocelulosa representa el 50% de la biomasa vegetal del planeta (Claasen
et al. 1999). Diversos autores han enfatizado las ventajas de usar lignocelulosa
como materia prima, en particular para la produccion de biocombustibles. A
diferencia de los combustibles fosiles, los biocombustibles se producen con una
materia prima (lignocelulosa) distribuida uniformemente en todo el planeta, lo que
posibilita la produccién doméstica y garantiza el suministro energético de cualquier
region del mundo. Comparado con el cultivo de maiz o soya para la produccion de
etanol o biodiesel, la materia lignoceluldsica requiere menor inversion energeética,
no se requiere de una tierra fértil para su cultivo; ni uso intensivo de fertilizantes y
pesticidas. Por lo que se minimiza el conflicto de uso de tierras cultivables para la
producciéon de alimentos. Por Ultimo, los biocombustibles producidos con
lignocelulosa generan menor emision neta de gases con efecto invernadero,
reduciendo el impacto ambiental, y en general provocan un impacto socio-
econdémico favorable (Hahn-Héagerdal et al. 2008).

La lignocelulosa contiene en promedio, 35 - 50% de celulosa, 20-35%
hemicelulosa y 10 — 15% lignina (Figura 1).
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Figural. Composicion de la lignocelulosa. (Tomado de Zaldivar et al. 2001). Las flechas
representan hidrdlisis (solo los mondmeros indicados con flechas oscuras pueden
fermentarse). G: glucosa, Gal: galactosa, Man: manosa, X: xilosa, Ara: arabinosa, Otros:
ramnosa, fucosa, acidos urénicos.

La celulosa es un polimero lineal compuesto por moléculas de D-glucosa
anhidra unidas por enlaces glucosidicos B(1,4). La unidad bésica repetida es la
celobiosa (Figura 2). Las moléculas de celulosa son cadenas, o microfibrillas, de
hasta 14000 unidades de D-glucosa, que se agrupan en haces torsionados, a
manera de lazos, sujetos por puentes de hidrogeno. La conformacion secundaria y
terciaria de la celulosa, asi como su estrecha asociacion con la lignina,
hemicelulosa, almidon y elementos proteicos y minerales, hace que sea una
molécula muy resistente a la hidrdlisis. La celulosa puede ser hidrolizada
guimicamente con acido diluido o concentrado, o bien, enzimaticamente.
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HO
s W ¢
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Figura 2. Estructura de la celulosa

La hemicelulosa es un heteropolimero altamente ramificado que contiene
residuos de azucares tales como hexosas (D-galactosa, L-galactosa, D-manosa,
L-ramnosa, L-fucosa), pentosas (D-xilosa, L-arabinosa) y acidos urénicos (D-
glucoronato). La hemicelulosa se hidroliza mas facilmente que la celulosa. La
composicion de la hemicelulosa varia en cada organismo.
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La lignina es el polimero aromatico mas abundante en la naturaleza, es una
macromolécula de caracter fendlico, constituido por tres clases diferentes de
alcoholes hidrocinamilicos llamados lignoles (coniferilico, sinapilico y p-cumarilico;
Figura 3). La polimerizacién se produce por peroxidasas y lacasas, que generan
radicales fenoxilo y posteriormente metiluros quinonicos. Estos reaccionan entre si
dando lugar a unos seis tipos mayoritarios de enlaces en los dimeros. Distintas
ligninas difieren en el contenido de cada uno de los lignoles, en la cantidad de
enlaces diméricos y en la forma que las cadenas se enlazan entre si.
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Figura 3. Precursores basicos de la formacion de la molécula de lignina

Para que la lignocelulosa sea factible de fermentar, deben llevarse a cabo
diferentes tratamientos que liberen los azlcares monomeéricos para que puedan
posteriormente ser transformados por los microorganismos. Los dos pasos
principales son: 1) pretratamiento (por medios fisicos y quimicos) que libera
hexosas y pentosas de la hemicelulosa y 2) tratamiento enzimatico (o
alternativamente, hidrdlisis por métodos quimicos) que generan glucosa a partir de
la celulosa. No existe actualmente ningin microorganismo que pueda emplear los
monoémeros de la lignina para producir alcohol.

La materia lignocelulésica, en particular de madera y materiales de la
agricultura, pueden contener entre 5 — 20% (0o mas) de las pentosas xilosa y
arabinosa. La xilosa es por mucho, la pentosa mas abundante, mientras que la
arabinosa puede representar alrededor de 14-15% en rastrojo de maiz y salvado
de trigo (Hahn-Hagerdal et al. 2008).

Los microorganismos mas comunmente usados en la industria para la
produccién de etanol o lactato (e.g. Saccharomyces cerevisiae o0 bacterias acido-
lacticas); no son adecuados para la fermentacion de hidrolizados de hemicelulosa
debido a su limitada o nula capacidad de fermentar las pentosas. Por lo tanto, se
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han seguido diversas estrategias para obtener nuevos biocatalizadores que
puedan fermentar eficientemente las mezclas de azlcares derivadas de la
hidrolisis de la lignocelulosa.

3.3 Ingenieria de vias metabdlicas para la produccion de
lactato y etanol

La produccién de etanol o de lactato basada en lignocelulosa no es una
tecnologia simple: una vez que la materia prima se trata para liberar los azlUcares
fermentables, se lleva a cabo una fermentacion de azlcares mixtos en presencia
de compuestos inhibitorios como &cidos organicos de bajo peso molecular,
derivados de furanos, asi como de compuestos fendlicos e inorganicos que se
liberan durante el pretratamiento e hidrélisis de la materia prima. Algunos
investigadores han citado las caracteristicas requeridas para un microorganismo
adecuado para la industria, en particular para la produccion de etanol, pero que
aplican también para la producciéon de lactato a partir de hidrolizados de
lignocelulosa; tales caracteristicas son: 1) altos rendimientos 2) alta tolerancia al
metabolito de interés y a los inhibidores, 3) crecimiento robusto y requerimientos
nutricionales simples y 4) condiciones de pH y temperatura compatibles con el
proceso de sacarificacion (Dien et al. 2003). Mientras que ninguna cepa cumple
todos los requerimientos citados, se han logrado grandes avances en el desarrollo
de microorganismos prometedores para la industria.

Al ser la xilosa la pentosa méas abundante en la lignocelulosa, varios grupos
han dirigido su trabajo hacia capacitar a distintos microorganismos para fermentar
xilosa eficientemente. Entre los microorganismos que fermentan naturalmente
xilosa se encuentran bacterias, levaduras y hongos filamentosos.

Para la produccion de etanol los acercamientos mas exitosos hasta ahora son:
1) aislamiento de levaduras que fermentan xilosa, que desafortunadamente tienen
bajas productividades; 2) ingenieria de vias metabdlicas de microorganismos que
fermentan pentosas como Escherichia coli y otras bacterias Gram negativas; y 3)
ingenieria de vias metabolicas de Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas
mobilis para la utilizacion de pentosas (Figura 4).

Las bacterias mas prometedoras para la explotacion industrial son E. coli,
Klebsiella oxytoca y Zymomonas mobilis. Mientras que Z. mobilis, que no posee la
capacidad de metabolizar pentosas, se ha manipulado para metabolizar la
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arabinosa y la xilosa (Mohagheghi et al. 2002); E. coli (Ingram et al. 1987) y K.
oxytoca (Burchhardt & Ingram 1992), que fermentan naturalmente un amplio
espectro de azucares se han habilitado para producir etanol al introducir los genes
etanologénicos de Z. mobilis. Una vez capacitados estos microorganismos para
producir etanol a partir de mezclas de azulcares, el siguiente reto consiste en
mejorar el rendimiento de las cepas modificadas.

En el caso de levaduras, las primeras cepas de S. cerevisiae desarrolladas
para metabolizar pentosas se generaron al introducir los genes de Pichia stipitis
gue codifican las enzimas que metabolizan xilosa (Kotter & Ciriacy 1993). Mas
tarde, se construyeron cepas de S. cerevisiae con genes de Thermus thermophilus
(Walfridsson et al. 1996) y Piromyces sp. (Kuyper et al. 2003) que codifican para
xilosa isomerasa. Con S. cerevisiae se han tenido que aplicar diversas estrategias
de ingenieria de vias metabdlicas para incrementar los flujos de utilizacién de
pentosas y para evitar el uso de componentes complejos en el medio (Hahn-
Hagerdal et al. 2008). La coproduccion de xilitol, bajas velocidades de produccién
de etanol, requerimiento de oxigeno y fuentes de carbono co-metabolizables son
aun aspectos a resolver con las cepas recombinantes de S. cerevisiae (Jeffries &
Jin 2004).

E. coli N
K. oxytoca \\genes rec

\\\
\,
R}

Pentosas --------- > Z. mobilis —— Etanol

genes rec‘ /
S. cerevisiae

Figura 4. Cepas modificadas por ingenieria de vias metabdlicas (tomado de Hahn-
Hagerdal et al. 2006) Lineas punteadas: genes recombinantes.

De manera similar, ain cuando muchos microorganismos producen &cido
lactico, para la produccién industrial de lactato se emplean cominmente bacterias
acido-lacticas como especies de Lactobacillus debido a su alta tolerancia a pHs
bajos y susceptibilidad de ser modificada genéticamente para la produccion
selectiva de los is6meros 6pticamente puros D(-) o L(+). Sin embargo las bacterias
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acido lacticas tienen caracteristicas inconvenientes, tales como requerimiento de
nutrientes complejos, lo cual eleva los costos de produccion en un 30%, que
ademas complica la recuperacion del acido, aunado a su baja o nula capacidad
para fermentar pentosas. Algunos hongos productores de acido lactico como
Rhizopus oryzae pueden utilizar pentosas pero tienen muy bajas productividades.
La produccion de mezclas racémicas de D y L lactato también es frecuente en las
bacterias acido-lacticas. Se han estado explorando otros microorganismos, los
cuales incluyen Rhizopus, Bacillus, E. coli, Saccharomyces, y Kluyveromyces.
Cepas modificadas de E. coli han probado ser excelentes plataformas para
convertir mezclas de hexosas y pentosas en isOmeros de acido lactico
Opticamente puros (Dien et al. 2002, Zhou et al. 2003b, Zhou et al. 2003a).

La tecnologia basada en el uso de lignocelulosa para la produccién de etanol
y lactato se encuentra aun a nivel laboratorio y es dificil la comparacion de las
cepas desarrolladas hasta ahora, debido a las diferencias reportadas en los
trabajos de investigacién con respecto a las condiciones de la fermentacion, el tipo
de materia prima y las condiciones de tratamiento e hidrdlisis de la misma (Hahn-
Hagerdal et al. 2008). Sin embargo las cepas etanologénicas y homolacticas de E.
coli presentan varias ventajas y representan hasta ahora una de las mejores
opciones para el desarrollo de esta tecnologia.

Las ventajas de E. coli son: 1) capacidad de metabolizar naturalmente
pentosas y acidos urénicos; 2) no requiere factores de crecimiento complejos; 3)
facilidad de cultivo; 4) amplio conocimiento de sus rutas metabdlicas y
disponibilidad de técnicas para su manipulacion genética; 5) previo uso industrial
en la produccion de proteinas recombinantes, de hecho E. coli es uno de los
hospederos mas utilizados para la biosintesis de productos recombinantes; 6) en
general, ha resultado menos complejo introducir las vias de formacion de lactato o
etanol en E. coli, que capacitar a S. cerevisiae 0 Z. mobilis para metabolizar
pentosas, en parte porque implica la introduccion de menos genes heterélogos y
por otro lado porque se tiene mayor conocimiento de la fisiologia E. coli; 7) por
altimo, es importante sefialar que trabajar con E. coli genera la posibilidad de
integrar dos procesos muy similares para producir tanto etanol como lactato en
una bio-refineria

Las principales desventajas de E. coli frente al uso de levaduras y otras
bacterias son: 1) no es un microorganismo reconocido generalmente como seguro
(no GRAS); 2) requiere cultivo aséptico; 3) las condiciones de pH y temperatura de
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cultivo no son compatibles con las de celulasas, por lo que no seria posible un
proceso simultaneo de sacarificacion y fermentacion (SSF).

Aun cuando se ha avanzado en la obtencion de etanol y lactato por
fermentacion, quedan muchos retos para obtener una tecnologia limpia que
permita producirlos de manera sustentable y sin aumento en la emision de gases
con efecto invernadero. En particular, el etanol puede convertirse en una opcion
interesante a medida que la humanidad se acerque al fin de otras fuentes de
energia como el petroleo o el gas natural.

11
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4 ANTECEDENTES

4.1 Rutas metabdlicas de E. coli.

E. coli es un organismo anaerobio facultativo que puede operar bajo
condiciones tanto aerébicas como anaer@bicas, su metabolismo energético en
cada condicién diverge en el destino que toma el piruvato obtenido durante la
glucdlisis (Clark 1989). Posee diferentes rutas catabdlicas que la capacitan para
conservar energia eficientemente bajo un amplio rango de condiciones redox.

En presencia de oxigeno u otros aceptores de electrones (como nitrato,
fumarato o dimetil-sulféxido), la reoxidacién de NAD®, ocurre en la cadena
respiratoria. En cambio, en ausencia de aceptores de electrones, la sintesis de
ATP solamente ocurre a nivel de fosforilacion del substrato. Bajo tales condiciones
E. coli, fermenta a la glucosa, y excreta productos de lo que se conoce como
fermentacion de acidos mixtos.

La permanencia de la sintesis de ATP via la glucdlisis es el requerimiento
bésico para el crecimiento de la célula en dichas condiciones, por lo que el
objetivo clave de la fermentacion es el reciclamiento de NADH a través de la
conversion del piruvato en productos especificos tales como etanol, acetato,
lactato, succinato y formato (0 CO, y Hy) (Clark 1989). La velocidad relativa de
formacion de estos productos esta gobernada por la necesidad de alcanzar una
condicién redox neutra (Alexeeva et al. 2000).

Las dos principales rutas en E. coli para la formacion de productos de
fermentacion terminales son: la conversion directa de piruvato en D-lactato, la cual
ocurre mediante una reaccion catalizada por la lactato deshidrogenasa (LDH), y el
rompimiento del piruvato en acetil coenzima A y formato por accion de la piruvato
formato liasa (PFL) con la consecuente conversion de acetil coenzima A a
cantidades aproximadamente iguales de etanol y acetato (Figura 5; Bock &
Sawers 1996).

12
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Figura5. Rutas fermentativas de E. coli. Las enzimas codificadas por los genes
indicados son: acetato-cinasa (ackA), alcohol deshidrogenasa (adhE), formato
deshidrogenasa (fdh) fumarato reductasa (frdABCD), fumarasa A y B (fumA/B), lactato
deshidrogenasa (IdhA), malato deshidrogenasa (mdh), piruvato formato liasa (pfiB),
fosfotransacetilasa (pta).

4.1.1 E. coli no-fermentativa.

El grupo de David Clark (Southern Illinois University) aislé una cepa de E. coli
deficiente en las enzimas LDH y PFL (Bunch et al. 1997, Mat-Jan et al. 1989). Esta
cepa es incapaz de crecer en medios carentes de oxigeno, puesto que no puede
regenerar el NAD" mediante la reduccion de piruvato a lactato u otros productos
de fermentacion. Este tipo de cepas se denominan “no fermentativas” por su
incapacidad de crecer en ausencia de oxigeno.

Las cepas no fermentativas han sido aplicadas con éxito para estudios que
tienen como objetivo disminuir los efectos negativos que provocan las condiciones
oscilantes de oxigeno disuelto en tanques agitados a gran escala (Lara et al.
2006). Lara y colaboradores reportaron una triple mutante (E. coli VAL24) con IdhA
y pflB eliminadas y poxB inactivada (que codifica la piruvato oxidasa) para
demostrar que aunque E. coli responde rapidamente a las fluctuaciones de TOD
(tension de oxigeno disuelto) desviando sus flujos metabdlicos hacia las vias
fermentativas, tales rutas pueden ser eliminadas puesto que no son necesarias
para la sobrevivencia de la bacteria durante los cortos tiempos de anaerobiosis
gue se presentan en los cultivos a gran escala. Este acercamiento abre nuevas
posibilidades para disefiar cepas modificadas en sus vias metabdlicas, con menor
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sensibilidad hacia los gradientes de TOD y mejor desempefio bajo las condiciones
tipicas de los cultivos a gran escala.

Al complementar cepas deficientes en LDH y PFL con una via de regeneracién
de NAD’, recuperan la capacidad de crecer en anaerobiosis. Por estas
caracteristicas, estas cepas no-fermentativas han tenido una obvia utilidad para
localizar actividades de LDH en bancos genomicos, seleccionando por
complementacion del crecimiento anaerobio. Asi se ha aislado a: D-LDH de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Bernard et al. 1991); D-LDH de E. coli
(Bunch et al. 1997); L y D - LDH de Pediococcus acidilactici (Garmyn et al. 1995a,
Garmyn et al. 1995b); L-LDH de Thermotoga maritima (Ostendorp et al. 1993); L-
LDH de Streptococcus bovis (Wyckoff et al. 1997), L-LDH de Rhizopus oryzae
(Skory 2000), entre otras.

Estas cepas no fermentativas también han sido de especial utilidad para
producir metabolitos de interés sin la formacién de otros acidos organicos que
representan subproductos indeseables. Se ha obtenido 1-2 propanediol (Altaras &
Cameron 2000) y succinato al complementar con la enzima malica (Hong & Lee
2000, Stols & Donnelly 1997), o con la enzima piruvato carboxilasa (Vemuri et al.
2002).

El grupo de Bothast (National Center for Agricultural Utilization Research,
USDA) ha complementado cepas no fermentativas para producir eficientemente
lactato (Dien et al. 2001, Dien et al. 2002) y etanol, (Dien et al. 1998, Hespell et al.
1996). Las cepas no-fermentativas confieren ademas estabilidad en condiciones
anaerobias a los genes heterdlogos que codifican a las enzimas fermentativas, ya
gue son seleccionados positivamente, puesto que la pérdida de estos genes
impide que el crecimiento contintde (Hespell et al. 1996).

En los trabajos citados anteriormente se comprobd que la recuperacion del
equilibrio redox, también recupera el crecimiento anaerobio. Con estas cepas no
fermentativas complementadas, se logré una produccion eficiente de metabolitos,
e incluso en algunos reportes se puede relacionar una mayor expresion de la
enzima recombinante que regenera NADH, con un incremento en la velocidad de
consumo de glucosa (Stols & Donnelly 1997). Sin embargo en ninguno de estos
trabajos se identificd una relacion directa entre la regeneracion del cofactor por la
enzima recombinante y la velocidad del crecimiento bacteriano. Esta ultima
propiedad es importante para el desarrollo de un eficiente método de seleccion.
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4.2 Ingenieria de vias metabdlicas en E. coli para la produccion
de etanol.

La construccion de cepas para producir selectivamente etanol (Ingram et al.
1987) fue una de las primeras aplicaciones exitosas de la ingenieria de vias
metabdlicas. Como se menciona arriba, E. coli posee una ruta de formacion de
etanol diferente a la ruta homoetanologénica caracteristica de las levaduras y Z.
mobilis que convierten eficientemente piruvato en etanol por accién de PDC y
ADH.

En 1987 el grupo de L.O. Ingram de la Universidad de Florida reporté la
transformacion de E. coli con un pladsmido que expresa los genes pdc y adhB de Z.
mobilis con lo que consiguieron dirigir el flujo de carbono preferencialmente hacia
etanol. Ademas, los genes pdc y adhB se co-expresaron bajo el control de un
promotor lac, y nombraron a la construccion el “operén pet” (de produccién de
etanol; Figura 6).

B - —

P) pdc adhB

Figura 6. Operon pet

Las primeras cepas recombinantes de E. coli para la produccion de etanol,
dependian de la expresion en plasmido de los genes adh y pdc, lo que puede
resultar en una inestabilidad genética inapropiada para su uso en fermentaciones
industriales. Por lo tanto, para estabilizar las cepas Ingram y colegas integraron los
genes en el cromosoma de la cepa ATCC11303 (E. coli B, que es una cepa
prototrofica) (Ohta et al. 1991). El operdn pet junto con el gen de resistencia a
cloranfenicol (cat) se inserté interrumpiendo el gen de la piruvato formato liasa
(pflB) en un intento por eliminar una enzima que compite por el piruvato. La
estrategia que se siguid para incrementar la expresion de adh y pdc fue
seleccionar en medios con concentraciones elevadas de cloranfenicol, y
finalmente, se seleccionaron cepas hiper-resistentes e hiper-productoras de
etanol. Ademas, se elimind la produccidén de succinato al eliminar el gen terminal
de la ruta, fumarato reductasa (frd). La cepa final (E. coli KO11) fue capaz de
convertir glucosa y xilosa en etanol en medios ricos con rendimientos arriba del
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100% teodrico. El etanol extra se obtuvo de otros carbohidratos presentes en el
medio que no fueron tomados en cuenta para el balance final.

La cepa E. coli KO11 se ha evaluado para la fermentacién de hidrolizados de
hemicelulosa de diversas fuentes. Esta cepa fermenta glucosa, xilosa y arabinosa
con buenos rendimientos y productividades (Hahn-Hagerdal et al. 1994). Ademas
tolera concentraciones relativamente altas de inhibidores presentes en
hidrolizados. Este es uno de los pocos microorganismos que fermentan
eficientemente arabinosa en etanol (Dien et al. 1998). Sin embargo, se ha
reportado que KO11 es fenotipicamente inestable cuando se cultiva repetidamente
en lote 0 en continuo, en ausencia de antibiético (Lawford & Rousseau 1995,
Lawford & Rousseau 1996).

Hespell y colaboradores construyeron cepas productoras de etanol usando
como cepa parental a mutantes de E. coli no fermentativas (pflB" IdhA)
transformandolas con plasmidos que contienen el operon pet (Dien et al. 1998,
Hespell et al. 1996). Las cepas obtenidas produjeron selectivamente etanol a partir
de arabinosa, glucosa o xilosa, ademas, las construcciones son muy estables en
ausencia de antibidticos. Estas cepas se han usado para fermentar hidrolizados de
materiales lignocelulésicos con buenos rendimientos y altas productividades
puesto que los tiempos de fermentacion son de 36-60 h (Dien et al. 1999, Dien et
al. 2000).

Méas adelante, se construyeron variantes de estas cepas sin represién por
glucosa puesto que tienen una mutacion en el sistema de la fosfotransferasa
(ptsG) (Nichols et al. 2001). Estas cepas tienen la capacidad de utilizar
simultdneamente arabinosa, glucosa y xilosa. Sin embargo, las cepas ptsG
también inactivan el transporte activo de glucosa de E. coli; como resultado,
crecen mas lento y son mas sensibles que las cepas FBR a inhibidores presentes
en los hidrolizados (Dien et al. 2003).

La cepa E. coli KO11, es hasta ahora, una de las mejores construcciones para
la produccion de etanol, ha sido constantemente estudiada por el grupo de Ingram
para mejorar las condiciones de crecimiento y permitir que tolere concentraciones
altas de inhibidores (Martinez et al. 1999, Underwood et al. 2002a, Underwood et
al. 2002b).

Aun cuando se ha avanzado en la obtencién de nuevas cepas de E. coli para
producir etanol por fermentacion aun quedan muchos retos para obtener una
tecnologia limpia que permita producirlo de manera sustentable y sin aumento en
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la emisién de gases con efecto invernadero.

4.3 Piruvato descarboxilasa

La PDC es la enzima clave en todas las vias homo-fermentativas de
producciéon de etanol (Neale et al. 1987b). Cataliza la descarboxilacion no
oxidativa del piruvato que produce acetaldehido usando pirofosfato de tiamina y
magnesio como cofactores (Figura 7). Esta reaccion ocurre en el C2 del anillo
tiazolio del cofactor pirofosfato de tiamina. El acetaldehido es posteriormente
reducido a etanol por la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH). Las enzimas ADH
se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza (Reid & Fewson 1994).
Mientras que PDC es comun solamente en plantas, levaduras y hongos, no se
encuentra en animales y es rara en procariotes. PDC solo se ha encontrado en 4
bacterias: Zymomonas mobilis, Sarcina ventriculi, Acetobacter pasteurianus y
Zymobacter palmae (Chandra Raj et al. 2002).

La PDC también cataliza una reaccion de condensacion aldolica en la cual el
intermediario “acetaldehido activo” unido a la enzima se condensa con un segundo
aldehido. A esta reaccién se le llama actividad carboligasa. Cuando se condensa
con acetaldehido se forma acetoina; y con benzaldehido se forma (R) fenil acetil
carbinol que es un importante intermediario para la sintesis de L-efedrina. Dada la
importancia de estos productos, varios grupos han intentado optimizar la reaccion
carboligasa por mutagénesis sitio dirigida. (Chang et al. 1999a, Chang et al. 2000,
Goetz et al. 2001, Huang et al. 2001, Killenberg-Jabs et al. 1997, Pohl 1997, Wu et
al. 2000).

coor mgz 02 H NADH + H* NAD*
I TPP | /
CcC=0 _L» C=0 T CI:HZ OH
| Piruvato | Alcohol CH
CHs, descarboxilasa CH, deshidrogenasa 3
PDC ADH
Piruvato Acetaldehido Etanol

Figura 7. Ruta de formacién de etanol por accion de PDC y ADH.

Tres laboratorios independientes purificaron la PDC de Z. mobilis, generaron
anticuerpos, clonaron y secuenciaron el gene pdc que codifica para esta enzima

17



Antecedentes

(Brau & Sahm 1986, Conway et al. 1987, Neale et al. 1987a).

La PDC de Z. mobilis tiene una actividad especifica descarboxilasa de 100 U/
Myprot Y UN KM 0.4 mM (Chandra Raj et al. 2001). Sus propiedades cataliticas son
mejores que las encontradas en las PDC de levadura (Vmax 40 —60 U/ mgprot Y Km
2.2 mM, (Konig et al. 1990)) y de eucariontes (Pohl 1997). Otra bacteria,
Zymobacter palmae, también posee una PDC con mejores propiedades cataliticas
que las enzimas de levaduras y eucariontes, e incluso es ligeramente mejor que la
PDC de Z. mobilis con una Vmax del30 U/mgpo: Y un Km de 0.24 mM (Chandra
Raj et al. 2002).

La PDC de Z. mobilis es un tetrdmero de cuatro subunidades idénticas, y cada
una de ellas consiste de 568 aminoacidos con un peso molecular de
aproximadamente 60 kDa (Bringer-Meyer & Sahm 1988, Neale et al. 1987b). A pH
optimo (6.0), cada subunidad une un juego de cofactores (pirofosfato de tiamina, e
iones de Mg®"), que a pesar de ser una unién muy fuerte no es covalente. Los
cofactores estabilizan la estructura cuaternaria en un amplio rango de pH.
Solamente las PDC de Saccharomyces cerevisiae y de Zymomonas mobilis se
han caracterizado a detalle y se cuenta con la estructura cristalografica de ambas
(Arjunan et al. 1996, Dobritzsch et al. 1998). Varios residuos importantes para la
catalisis han sido identificados a través de diversos trabajos de mutagénesis sitio-
dirigida (Candy & Duggleby 1998, Wu et al. 2000).

4.4 Produccion de acido lactico

El acido lactico es un importante producto final de la fermentacion bacteriana
de glucosa y otros carbohidratos, el nhombre del acido es derivado del latin lac,
lactis que significa leche puesto que cuando la leche se agria naturalmente, la
lactosa usada por las bacterias es convertida principalmente en lactato. El acido
lactico es un compuesto quimico versatil ampliamente usado: 1) como acidulante,
saborizante y conservador en las industrias farmacedutica, de alimentos, peletera y
textil, 2) para la produccion de quimicos base y 3) para la produccion del polimero
biodegradable acido polilactico (PLA). El acido lactico existe en dos formas
enantioméricas D(-) y L(+). Ambas formas isoméricas pueden ser polimerizadas
obteniendo polimeros con diferentes propiedades dependiendo de la composicion.
De las 80 000 toneladas de acido lactico producidas por afio en todo el mundo,
cerca del 90% es producido por fermentacion bacteriana y el resto se produce
sintéticamente mediante la hidrélisis de lactonitrilo (Hofvendahl & Hahn-Hagerdal
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2000).

La pureza enantiomérica es importante para los diferentes usos industriales, y
es el isomero L(+) el que tiene mayor demanda. La produccién por fermentacion
ofrece la ventaja de que al seleccionar el microorganismo adecuado que produzca
uno de los isbmeros, se obtienen isémeros Opticamente puros mientras que por
métodos quimicos se generan mezclas racémicas. Ademas, por metodos
biolégicos se pueden emplear recursos renovables como sustratos, tal como el
almidon o la celulosa (Hofvendahl & Hahn-Hagerdal 2000).

Los mayores problemas asociados con la produccion de &cido lactico por
fermentacion han sido los requerimientos nutricionales complejos de las bacterias
acido-lacticas que incrementan en un 35% el costo de produccion y la inhibicion
por producto (Singh et al. 2006).

Muchas especies forman lactato, y son frecuentes las fermentaciones mixtas.
E. coli forma de 1 a 0.8 mol de lactato a partir de 1 mol de glucosa.

Los principales géneros de bacterias que forman lactato son colectivamente
llamadas bacterias &cido-lacticas y comprenden los géneros a) Streptococcus y
Pediococcus y algunas especies de Lactobacillus, todas ellas convierten al menos
un 85% de la glucosa consumida en lactato (homofermentativas) y b) el género
Leuconostoc y las restantes especies de Lactobacillus, las cuales forman tan solo
1 mol de lactato por cada mol de glucosa usada; y el resto puede ser CO,, acetato
o etanol (bacterias heterofermentativas).

La produccién de acido lactico tomé relevancia con el descubrimiento del acido
polilactico (PLA), desde entonces la demanda ha ido aumentando rapidamente. Se
espera que el polimero biodegradable, producido a partir de materias renovables,
vaya reemplazando a varios polimeros derivados del petroleo en diversas
aplicaciones (Singh et al. 2006).

El PLA es un plastico verséatil, biodegradable y no téxico para el cuerpo
humano, ni para el ambiente. Se ha utilizado en materiales biomédicos para la
regeneracion de tejidos; en matrices para sistemas de dosificacion de
medicamentos, y como alternativa de materiales poliméricos de aplicacion
comercial, reduciendo el impacto al ambiente. Las propiedades fisicas y de
biodegradabilidad del PLA dependen de la proporcién de los enantiomeros L(+) y
D(-); ademas de las condiciones de polimerizacion. Por lo tanto, para controlar
estas caracteristicas se requiere emplear isémeros L(+) y D(-) Opticamente puros.
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La mayor proporcién en los plasticos corresponde al isémero L(+), por lo que
existe mayor demanda de éste (Zhou et al. 2003a).

Aun cuando se han logrado avances en la capacitacion de bacterias acido
lacticas para la utilizacion de pentosas, su productividad es muy baja (Dien et al.
2001). Con cepas de E. coli modificadas por ingenieria de vias metabdlicas, se ha
avanzado rapidamente para la produccion del metabolito a partir de diversas
fuentes de carbono.

Dien y colaboradores reportaron la produccion de L(+) lactato al transformar
una cepa de E. coli no fermentativa con el gen que codifica la L(+)-LDH de
Streptococcus bovis (Dien 2001). Usando las cepas FMJ39 y NZN111 del grupo
de Clark; obtuvieron rendimientos cercanos al 60 % del te6rico maximo, usando
glucosa o xilosa como fuente de carbono. Reportan ademas otra cepa no
fermentativa construida a partir de E. coli B que crece a mayor velocidad y por lo
tanto lograron obtener mayores productividades (Dien et al. 2001).

Posteriormente el mismo grupo logré aumentar la eficiencia de transformacion
de mezclas de glucosa y xilosa al modificar las mismas cepas no fermentativas,
eliminando ademas ptsG (Dien et al. 2002).

Algunas otras cepas de E. coli modificadas en diversas rutas (de formacion de
acetato y otros metabolitos, e.g. ack, pta, adh) se han empleado con éxito, al
redirigir el flujo de carbono hacia la formacion de lactato. (Chang et al. 1999b,
Zhou et al. 2003b, Zhou et al. 2003a)

4.5 Lactato deshidrogenasa

Las bacterias homofermentativas usan la ruta Embden-Meyerhof y en el paso
final, convierten el piruvato en lactato y regeneran NAD" a partir del NADH que se
forma en los pasos previos (Figura 8). En las bacterias heterofermentativas, aln
cuando se forman otros metabolitos, la conversién de piruvato a lactato es también
el mayor paso para la regeneracion de NAD". Todas las bacterias acido-lacticas
tienen por lo tanto una gran cantidad de lactato deshidrogenasa ligada a NAD
(nLDH). Estas enzimas son citoplasmaticas. El piruvato se convierte en L(+) o D(-)
lactato por diferentes enzimas (EC. 1.1.1.27 y EC. 1.1.1.28, respectivamente).
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COO- NADH + H* NAD* Ccoo-
I I
cC=0 / CH - OH
| > |
CH, Lactato CH,
deshidrogenasa
Piruvato LDH Lactato

Figura 8. Ruta de formacién de lactato por accion de LDH.

Otras bacterias diferentes a las bacterias acido-lacticas también cuentan con
nLDH’s aunque son de menor importancia para la sobrevivencia de estas
especies que no estan restringidas al uso de carbohidratos para el crecimiento y
obtencion de energia, e.g. enterobacterias, estafilococos y el género Bacillus.
(Garvie 1980).

Otro tipo de LDH, que no usa NAD/NADH como cofactor, se encuentra en una
variedad de bacterias. Tales enzimas se conocen como NAD-independientes
(iLDH's) y tienen diferentes funciones en cada especie. Convierten lactato en
piruvato y existe poca evidencia de que la reaccion inversa ocurra in vivo o in vitro.

Las n-LDH’s deben verse como enzimas clave en la produccion de energia
para el amplio e importante grupo de bacterias acido-lacticas. Un analisis de las
caracteristicas y funcion de las nLDH’s en muchas especies diferentes contribuira
al entendimiento del efecto que las bacterias tienen en su ambiente y en los otros
organismos con quienes cohabitan (Garvie 1980).

Los estudios de estas enzimas son escasos y generalmente los datos solo han
sido reportados por un un laboratorio. E. coli posee una enzima soluble ligada a
NAD/NADH que convierte el piruvato a D(-) lactato, esta enzima LDH se activa
alostéricamente por piruvato y esta bien caracterizada (Tarmy & Kaplan 1968). Por
otro lado, Bacillus subtilis posee una enzima que es especifica para la formacion
de L(+) lactato, también dependiente de NAD (Yoshida 1965), que a diferencia de
la LDH de E. coli no se activa por sustrato, y dentro de la clasificacion de las L(+)
LDH'’s, pertenece al grupo que se activa por 1,6-FDP (1-6, fructosa difosfato).

La L(+)LDH de B. subtilis (codificada por ICtE) es un homotetramero de 140
kDa, comparte un 65% de identidad con la L(+)LDH de B. stearothermophilus,
esta Ultima se ha estudiado ampliamente y se cuenta con su estructura
cristalografica (Schar et al. 1982).
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4.6 Evolucion dirigida

La evolucion dirigida se refiere a la manipulacién in vitro del gen con el fin de
obtener una version mejorada de la proteina codificada, imitando el proceso de
evolucién natural. Las técnicas de evolucién dirigida representan el método mas
versatil para ajustar las propiedades de las proteinas a las necesidades de las
aplicaciones industriales, asi como para elucidar relaciones estructura-funcion.
Inspirado por un experimento de Spiegelman y colaboradores (Mills et al. 1967)
quienes introdujeron el concepto de “evolucién en tubo de ensayo”, hemos visto en
los dltimos afios el florecimiento de la evolucién dirigida de proteinas. Los casos
exitosos que se reportan incluyen al campo de las biotransformaciones para
sintesis quimica, biosensores, biorremediacion, vacunas, proteinas terapéuticas,
estudios de estructura-funcion y muchos otros (Wong et al. 2006). La reciente
popularidad de los enfoques de evolucion dirigida se debe a dos razones
principales: 1) muchos de los intentos por mejorar enzimas mediante disefo
racional han fallado debido al adn limitado entendimiento que se tiene de la
relacion estructura-funcion de las proteinas; 2) el desarrollo reciente de las
técnicas de biologia molecular ha incrementado en gran medida la versatilidad y
éxito de los experimentos de evolucion dirigida.

El proceso consiste tipicamente de tres pasos basicos desarrollados en forma
iterativa: a) generacion de diversidad genética mediante mutagénesis in vitro
(aunque también se puede partir de la biodiversidad natural); b) seleccién o
tamizaje de la proteina; y c¢) amplificacion o reproduccion de las ganadoras. Si se
aflade un paso combinatorio extra, el proceso de evolucién puede avanzar mas
rapidamente. Mediante la recombinacion de dos o mas secuencias parentales, se
pueden acumular mutaciones benéficas, asi como eliminar mutaciones deletéreas.

Cada paso de las técnicas de evolucién dirigida enfrenta retos particulares: a)
el reto de la diversidad: como crear diversidad sin sesgo y como explorar el mayor
namero de las variantes generadas; b) el reto de la recombinacion: como barajar
secuencias de DNA con identidades debajo del 60% y c) el reto de la seleccion: el
sistema de tamizaje o seleccidon representa el corazon de cada experimento de
evolucién dirigida; un método valioso es aquel que permite un alto rendimiento a
bajo costo, que es confiable y reproducible. Eliminar mutantes inactivas
incrementa la probabilidad de éxito, por lo que esquemas de seleccidbn son
preferibles que aquellos no selectivos.
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4.6.1 Generacion de diversidad

Los métodos para generar mutaciones aleatorias en los genes pueden
dividirse en 3 categorias, dependiendo del método empleado para generar las
substituciones en los nucleodtidos. La categoria 1 se refiere a los métodos basados
en enzimas como las técnicas de mutagénesis in vitro con DNA polimerasas y
enzimas que modifican al DNA (ligasas, enzimas de restriccion o nucleasas). Un
ejemplo de esta categoria es la PCR propensa a errores (error-prone PCR). La
categoria 2 comprende los métodos quimico-sintéticos, como la generacion
mutaciones por medio de sintesis basada en oligonucleétidos; y los métodos que
emplean andlogos de nucleétidos o compuestos que modifican al DNA. La
categoria 3 incluye métodos que involucran el uso de células completas, como los
métodos de mutagénesis aleatoria in vivo, el uso de cepas mutadoras o proteinas
mutadoras para generar mutaciones en el organismo hospedero (Wong et al.
2006).

46.1.1 PCR sexual

El DNA shuffling o también llamado PCR sexual inventado en 1994 por W. P.
Stemmer dio origen a una nueva etapa de la evolucion dirigida (Stemmer 1994). El
PCR sexual introduce el mecanismo de recombinacion de alelos que permite la
fijacion y combinacion de mutaciones benéficas, asi como la segregacion de las
deletéreas. El fundamento del PCR sexual se puede describir de la siguiente
forma. Una poblacién de genes con mutaciones puntuales (o bien de un solo gen
al que se le introducen las mutaciones durante el proceso) se fragmenta al azar
digiriendo con DNasal. Posteriormente se aislan los fragmentos de 100 a 300
pares de bases y se someten a una reaccion de PCR sin iniciadores que consiste
en las tres etapas de una reaccion comun de PCR. El primer paso es la
desnaturalizacion del DNA por un incremento de temperatura, el segundo paso es
la hibridacion a baja temperatura de los fragmentos de cadena sencilla que
participan como templado e iniciadores a la vez. Finalmente se incrementa la
temperatura para activar la DNA polimerasa que extiende los extremos 5’ del DNA
utilizando la otra hebra de DNA como templado, permitiendo la recombinacion de
alelos y la introduccién de nuevas mutaciones preferentemente al inicio de la
extension. Los extremos 3’ permanecen sin cambios. Estos tres pasos se repiten
de manera iterativa.. El tamafio promedio de los fragmentos de DNA se
incrementa cada ciclo hasta obtener fragmentos del tamafio original que se
amplifican en una nueva reaccion de PCR agregando oligonucleétidos especificos
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a los extremos. Los genes obtenidos habran adquirido nuevas mutaciones ademas
de haberse recombinado las mutaciones de los genes parentales. Durante el
proceso de reensamblaje se puede controlar la tasa de mutagénesis, dependiendo
del tamafio de los fragmentos en la reaccion sin iniciadores; asi como de la
fidelidad de la DNA polimerasa utilizada (Stemmer 1994).

4.6.2 Seleccion y tamizaje de variantes.

Una vez generada la diversidad, el cimulo de genes obtenidos se expresa en
un organismo hospedero y se examina cada uno en busca de la funcion deseada.
La identificacion de la enzima con las propiedades deseadas puede alcanzarse
mediante estrategias de seleccion o tamizaje. La seleccion parte de un sistema
adecuado en el cual la presencia de la actividad catalitica proporciona una ventaja
de crecimiento al microorganismo que la posee. Cuando no es posible la seleccion
(lo cual ocurre en la mayoria de los casos) los microorganismos individuales
presentes en la libreria deben separarse fisicamente para el analisis individual de
la catélisis, lo que constituye el laborioso proceso de tamizaje.

Existe una gran variedad de métodos de tamizaje que van desde sencillas
reacciones colorimétricas acopladas a la actividad enzimatica buscada, formacién
de halo por degradacion de componentes del medio de cultivo en placa; hasta la
inmunodeteccién y la unidén especifica a moléculas inmovilizadas. Con un buen
método seleccién usualmente se pueden analizar 10® variantes, mientras que los
métodos de tamizaje a menudo abarcan no méas de 10 variantes, ain con el uso
de robots.

Los métodos de seleccion para enzimas dependientes de NAD(P)H, tales
como las enzimas fermentativas LDH y ADH; hasta ahora solo se pueden realizar
mediante tamizaje. La medicion del consumo de NAD(P)H mediante la deteccion
directa de la absorbancia a 340 nm, es ideal para determinar las cinéticas de
enzimas purificadas, sin embargo no es adecuado para el andlisis directo en
colonia. Una opcion es la deteccion fluorimétrica del producto generado después
del tratamiento alcalino del NAD(P)* (Tsotsou et al. 2002) o al acoplar la reaccion
de 6xido — reduccién del NAD(P)H con otra reaccion cuyo producto sea detectable
por color, como aquellos acoplados a sales de tetrazolio (EIHawrani et al. 1996).
Algunos esquemas involucran el tamizaje de alto rendimiento (high throughput
screening), que es posible de automatizar con el uso de robots, pero sigue siendo
un proceso muy laborioso con limitaciones en el tamafio de la poblacion de
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variantes que pueden analizarse.

En la reaccion de descarboxilacion de la PDC tanto el sustrato piruvato como
el producto acetaldehido son muy parecidos quimicamente, por lo que hasta la
fecha no se ha podido encontrar un método de deteccién especifico para alguno
de ellos. La unica forma que existe para el analisis de variantes de PDC es acoplar
la reaccion de ADH para la transformacion de acetaldehido en etanol. De esta
manera se detecta la aparicion de NADH. Breuer y colaboradores (Breuer et al.
2002) reportaron un método de tamizaje de alto rendimiento para la reaccion
alterna de la PDC (carboligasa), que convierte al piruvato en (R) fenilacetilcarbinol,
acoplando la reaccion con la reduccion de una sal de tetrazolio.

En el presente trabajo se introduce por primera vez una estrategia de
seleccion basada en la velocidad de crecimiento de la bacteria que a su vez
depende de los niveles de expresion o de propiedades cataliticas de una enzima
fermentativa que puede aplicarse a cualquier ruta fermentativa que regenere
NAD", que hasta ahora solo eran posibles de seleccionar mediante tamizaje.
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5 HIPOTESIS

La velocidad de crecimiento en Escherichia coli es directamente proporcional a
la velocidad de regeneracion del NAD™ en anaerobiosis, y puede ser usada como
criterio de seleccion de variantes fermentativas mejoradas.

6 Objetivo General:

Desarrollar un sistema de seleccion para el mejoramiento de enzimas
fermentativas mediante el uso de una cepa de Escherichia coli carente de IdhA y
pfiB.

7 Objetivos Particulares:

1. Obtener una cepa de Escherichia coli carente de IdhA y pfiB.

2. Establecer las condiciones del sistema de seleccion con la PDC de

Zymomonas mobilis como enzima modelo.

3. Aplicar el método de seleccion para mejorar la actividad de PDC utilizando
evolucion dirigida.
4. Retar el método de seleccion con la L-LDH de Bacillus subtilis como enzima

modelo.

5. Aplicar el método de seleccién para mejorar la solubilidad de la L-LDH de

Bacillus subtilis sobreexpresada en Escherichia coli.
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8 MATERIALES Y METODOS

8.1 Cepasy plasmidos.

Las caracteristicas de las cepas y plasmidos usados se resumen en la Tabla 1

Tabla 1. Cepas y plasmidos empleados

Caracteristicas relevantes

Referencia

Cepas
E. coli XL1 Blue

supE44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA46 (Nal®),
thi, relAl, lac™ F[traD36 proAB+ lacl® lacZAM15,
Tn10 (Tet®)]

Stratagene

E. coli W3110 F A7 INV(rrD-rrnE)1 (Jensen 1993)

E. coli VAL23 E. coli W3110 IdhA- pfiB- Este trabajo

E. coli WVIdh- E. coli W3110 IdhA- Este trabajo

E. coli Wvpfl- E. coli W3110 pfiB- Este trabajo

Plasmidos

pLOI510 Derivado de pUC19 que contiene pdc y adhB de (Ohta et al. 1991)
Z. mobilis, resistencia a cloranfenicol y ampicilina

pUCIdh Derivado de pUC19 con IctE de B. subtilis (Romero et al. 2007)

pTrc99A Derivado de pKK233-2 con el promotor trc Pharmacia Biotech
clonado antes del sitio mdltiple de clonacion y
terminador rrnB

pKO3 Origen de replicacién M3ori y RepA (sensible a Figura 9 (Link et al.
temperatura), SacB, y resistencia a cloranfenicol  1997)

pT4Bla Promotor de TEM-1 B lactamasa, resistencia a Figura 24 (Osuna et al.

kanamicina, origen de replicacion ColE1

Derivados de pTrc99A

pTrcPET
pTrcPDC
pTrcADH

pTrclctE

V3

Derivados de pKO3

pKO3ldh

pKO3pfl

Derivados de pT4Bla

pT4PDCwK
pTAPETWK

Contiene pdc y adhB de Z. mobilis
Contiene pdc de Z. mobilis

Contiene adhB de Z. mobilis

Contiene IctE de B. subtilis

Mutacion en la caja -35 del promotor trc

Contiene una version truncada de IdhA de E. coli
Contiene una version truncada de pflB de E. coli

Contiene pdc de Z. mobilis con un RBS débil

Contiene pdc con un RBS débil y adhB con su
propio RBS

2002)

Este trabajo (Figura 17)
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo (Figura 27)
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Las cepas se cultivaron en medio rico LB o medio mineral M9 (Sambrook &
Russell 2001) suplementando segun se indica con: glucosa (GlIc); sacarosa (sac);
Na,COgs; isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG), y adicionando segun
requerimientos con antibiéticos: ampicilina (Ap) 0.2 mg/ml; cloranfenicol (Cm) 20
mg/ml; kanamicina (Km) 25 mg/I,

8.2 Técnicas genéticas:

Las transformaciones, construcciones de plasmidos, digestiones de DNA,
ligaciones, PCR, electroforesis en gel de agarosa, etc. se realizaron segun los
procedimientos estandar (Sambrook & Russell 2001).

8.3 Cultivos anaerobios

Para los cultivos anaerobios liquidos, se usaron tubos con rosca de 13 x 100
mm con tapones horadados con sello de hule. Al medio se le elimind el oxigeno
mediante el siguiente procedimiento:

Se prepara en un matraz el medio de cultivo con un exceso de agua del 10%
del volumen final, se pone a ebullicibn manteniendo una corriente de nitrégeno
hasta que se evapore el exceso de agua y se deja enfriar sin retirar la corriente de
nitrégeno. Una vez frio el medio se transfieren 5 ml del medio a cada tubo; al que
previamente se le intercambio el aire por nitrégeno. Los tubos llenos y sellados se
esterilizan en autoclave.

Para inocular los tubos, se les pasa una corriente de nitrdgeno y se agregan
los nutrientes y antibiéticos, segun se requiera, se agrega el indculo y se retira la
corriente de nitrégeno.

La densidad Optica para estos cultivos se midié directamente del tubo en un
espectrofotdmetro Spectronic 20 (Bausch and Lomb).

Los cultivos sélidos anaerdbicos se realizaron en jarras anaerobicas (Becton
Dickinson) con una atmésfera de H,-CO, generada con el kit Gas-Pak® (Becton —
Dickinson).

Los cultivos microaerobios se realizaron en fleakers con medio minimo M9
suplementado con glucosa, ampicilina e IPTG segun cada caso.
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8.4 Construcciéon de los bancos IctE.

La mutagénesis a saturacion en la posicion 38 de LDH G38 se realiz6 por una
técnica de mutagénesis basada en PCR (Merino et al. 1992) con los siguientes
oligonucleotidos: Tail99Nco 5-AGCCGTGGATCGTGGGCGCCGACATCATAAC-
GGTTCTGGC, BsNNG/C 5-GCTTTTTCTTTATTTACSNNAATGACCACAAGCT-
CATCTGTG, (S: G 6 C; N: G, A, T 6 C) este primer fragmento se usé como
iniciador  (megaprimer) junto con los oligonucleotidos Tail20 5'-
GGAATAGCCGTGGATCGTGG y EldhBm (descrito arriba) para sintetizar el gene
completo IctE mutagenizado.

8.5 Aleatorizacion de IctE mediante “error prone PCR”.

Se obtuvo un banco de variantes de IctE mediante la técnica de PCR propensa
a errores (error-prone PCR) usando el kit comercial GeneMorphll Random
Mutagenesis (Stratagene), los oligonucleétidos empleados fueron Tail99Nco
(descrito arriba) y Tail-99Hind 5- AGCCGTGGATCGTGGGGACCACCGCGCT-
ACTGCCGCCAGG.

8.6 DNA shuffling o PCR sexual

Se sigui6 el método reportado por Stemmer (Stemmer 1994) que se describe a
continuacion.

Preparacion del molde. Se amplific6 por PCR la secuencia parental con los
oligonucleétidos: BpdcNco: 5-GGAGTAAGCCATGGGTTATACTGTCGGTACC, y
EpdcBm: 5-CGCGCGGATCCCTATTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGAGGAGC-
TTGTTAAC. Este DNA de doble cadena se purificé para eliminar los iniciadores y
se cuantifico.

Digestion con DNAsal. De 2 a 3 ug del DNA purificado se digirieron en 50 pl
(Tris-HCI 50 mM, MgCl, 1ImM pH 7.4) con DNAsal libre de RNAsa (Roche), a
temperatura ambiente, durante 30 min. Para obtener fragmentos de 100 a 300 pb.

Purificacién de los fragmentos. EI DNA de entre 100 a 300 pb se purificd
cortando el barrido de un gel de agarosa.

PCR sin iniciadores. Con el DNA fragmentado y purificado (20 y 30 pul) se
realizé una amplificacién por PCR sin iniciadores, con las siguientes condiciones
de reaccion: 1 ciclo (94°C - 1 min), 10 ciclos (94°C - 1 min, 35°C - 1 miny 72°C - 1
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min), 30 ciclos (94°C - 1 min, 50°C - 1 miny 72°C - 1 min) y 1 ciclo (72°C - 5 min).
PCR con iniciadores. Usando directamente el producto de la PCR sin

iniciadores como molde, y probando diferentes concentraciones de éste, se realiz

una segunda PCR, esta vez usando como iniciadores los oligonucleétidos Bpdc-

Nco y EpdcBm, para amplificar un fragmento del tamafio original del gen, es decir,
1.7 kb.

Ligacion en el vector. Una vez amplificado el producto de 1.7 kb, se purifica de
gel, partiendo de alrededor de 6 reacciones de 100 pl para tener suficiente DNA
para clonar en el vector. Este producto se digiri6 con Ncol y BamHI y se purifico
por columna. El producto digerido y purificado se ligo al vector pTrcADH
previamente digerido y purificado; usando 6000 U de T4 DNA ligasa (New England
Biolabs), con una relacion molar de 1 a 4 de vector con respecto a inserto. La
reaccion de ligacion se llevo a cabo durante 24 horas a 16°C.

Transformacion. Con la reaccion de ligacion purificada se transformaron
células de E. coli XL1lblue, (por electroporacion). Las células se recuperaron
durante 1 h a 37°C, en 1 ml de medio SOC (Sambrook & Russell 2001). Para
determinar el tamafio del banco, 1 ul de este caldo se sembré en LB-Ap. Con el
resto del cultivo se inocularon 10 ml de LB-Ap y se incub6 a 30°C durante 10
horas, pasado este tiempo se recuperd el paquete celular del cual se purificd
plasmido. Este DNA purificado contiene al banco generado.

8.7 SDS-PAGE

Los extractos celulares de las cepas obtenidas del banco de mutantes se
analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante siguiendo el
método de Laemmli usando SDS al 0.1%. La concentracion de acrilamida para los
geles de separacién y concentracion fue de 12% y 3% respectivamente. Las
bandas de proteina se revelaron usando una solucién de azul de Coomassie.

8.8 Western blot

La deteccion de las proteinas etiquetadas con poli-histidina se realizé por
Western blot siguiendo el procedimiento habitual (Towbin et al. 1979) que a
continuacién se describe brevemente. Las bandas de proteina de los geles de
poliacrilamida se transfieren electroforéticamente a una membrana de
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nitrocelulosa (a 70 mA™ por 1h). La membrana se trata con albumina sérica bovina
(BSA) al 3%, se lava y se incuba con el anticuerpo de ratén Anti-6His C-term
(Invitrogen ®), posteriormente se lava y se incuba con un anticuerpo secundario
antiraton acoplado a la fosfatasa alcalina (Anti-mouse Alk-phosphatase, Sigma ®),
y finalmente se agrega NBT (nitroblue-tetrazolium) para revelar las proteinas
marcadas con la etiqueta 6-His.

8.9 Purificacion de proteinas etiquetadas con 6-His.

Las proteinas PDC y LDH etiquetadas se purificaron por cromatografia de
afinidad usando columnas de niquel (Ni-NTA spin column, Qiagen) en condiciones
nativas. Para esto, se sonic6 el paquete celular de 20 ml de un cultivo crecido toda
la noche en LB adicionado con IPTG 0.05 mM. El paquete se resuspendié en
buffer de lisis (NaH,PO,50 mM, NaCl 300 mM, pH 8.0) y se sonicé 6 veces por 10
seg con 5 seg de descanso. El paquete lisado se centrifugd a 10,000 x g por 30
min a 4°C.

Se equilibré la columna con 0.6 ml de buffer de lisis y se centrifugd a 700 x g
por 2 min. Posteriormente se cargaron en la columna 0.6 ml del paquete lisado y
se centrifug6 igual que en el paso anterior. Una vez cargada la proteina en la
columna, se lavo dos veces haciendo pasar 0.6 ml de buffer de lavado (NaH,POg4
50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 10 mM, pH 8.0) y centrifugando a 700 x g por 2
min. Finalmente se eluyd la proteina con 0.2 ml de buffer de elucion (NaH,PO,4 50
mM, NaCl 300 mM, imidazol 250 mM, pH 8.0).

Para purificaciones de mayor volumen (semipreparativas) se us6 la misma
técnica, pero en vez de columnas “Ni-NTA spin” se empled resina Ni-NTA también
de Qiagen.

8.10 Determinaciéon de actividades:

La determinacion de actividad PDC en células se realizd6 midiendo
espectrofotométricamente la desaparicion de NADH en una reaccion acoplada a
ADH mediante una adaptacion del método reportado por Hoppner y Doelle
(Hoppner & Doelle 1983). El paquete celular se ajusta a 4 DO en amortiguador de
fosfatos 0.05 M, pH 6.5 y se sonica (3 ciclos 10 s por 2 min de descanso), al
extracto obtenido se le agregan los cofactores (Mg®* 1 mM y pirofosfato de tiamina
1 mM). La actividad de los extractos se ensaya en celdas de 1 cm, ajustando a un
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volumen final de 1 ml con amortiguador de MES 0.05 M — MgCl, 0.005 M, pH 6.5,
y adicionando NADH 0.15 mM, ADH 10 U, pirofosfato de tiamina 0.1 mM y
piruvato 0.1 mM (concentraciones finales). Después de agitar por inversion la
mezcla de reaccién, se monitorea la absorbancia a 340 nm por 3 minutos
(espectrofotometro DU650 Beckman). Como control se realiza el mismo ensayo
sin adicionar ADH.

Para medir actividad ADH, se le agrega al extracto: acido L-ascorbico 10 mM,
Mg®* 2mM vy sulfato ferroso de amonio 0.5 mM. La medicién se realiza en 1 ml de
amortiguador de Tris-HCI 30 mM pH 8.5 usando etanol 0.85 My NAD* 1 mM como
sustratos. Se monitorea la absorbancia a 340 nm por 3 min.

La actividad lactato deshidrogenasa de extractos crudos y proteinas
purificadas se midi6 con amortiguador de Na,HPO, 0.1 M pH 6.5, usando piruvato
10 mM y NADH 0.15 mM como sustratos a 35°C; midiendo
espectrofotométricamente la oxidacion de NADH a 340 nm.

8.11 Otros procedimientos analiticos:

Los productos de fermentacion se analizaron por cromatografia en un equipo
de HPLC (Waters) y un detector IR (Waters IR410). Se empled una columna
Aminex HPX-87H (BioRad), usando como fase mévil H,SO, 5mM a un flujo de 0.8
ml/min a 60°C.

La glucosa se midi6é en un analizador bioquimico YSI y el etanol se analizé por
cromatografia de gases (Agilent) usando n-butanol como estandar interno.

32



Resultados y Discusion

9 RESULTADOS Y DISCUSION
9.1 INGENIERIA DE VIAS METABOLICAS

9.1.1 Desarrollo de la cepaE. coli VAL23

Una cepa adecuada para evaluar la relacion entre la actividad enzimética
regeneradora de NAD" y la velocidad de crecimiento bacteriano, es aquella en la
gue solo la actividad de interés representa la Unica via posible de regeneracion del
NAD". Para esto se decidi6 construir una cepa no fermentativa partiendo de E. coli
W3110, que es una cepa usada para la expresion de genes heterdlogos. A
diferencia de las cepas reportadas (Bunch et al. 1997, Mat-Jan et al. 1989) se
decidi6 eliminar los genes en lugar de interrumpirlos, puesto que al analizar
bancos de mutantes bajo presion de seleccidn se requiere que la cepa sea
estable, evitando el riesgo de recuperacion de genes interrumpidos.

Partiendo del genoma de E. coli W3110, los genes IdhA y pflB se
reemplazaron por un fragmento que contiene una version truncada de cada gen,
usando el vector de reemplazo genético pKO3 que se muestra en la Figura 9 (Link

et al. 1997).
sacB repr
pKO3

5.7kb

WOI‘I cat
S NBN S
[ |

Figura 9. Vector de reemplazo genético pKO3. La region de clonacion se muestra
ampliada, los sitios de restriccién son: B, BamHI; N, Notl; S, Sall y Sm, Smal. sacB: gen
de levansacarasa y cat: gen de cloranfenicol acetil-transferasa; repA: origen de replicacion
sensible a temperatura; M13ori, origen de replicacion del fago M13 (adaptado de Link et
al. 1997)

El pldsmido pKO3 tiene los siguientes atributos: a) un origen de replicacion
repA(Ts) que es inactivo a 42 — 44°C; b) el gen cat (que codifica a la cloranfenicol
acetil transferasa) de resistencia a cloranfenicol; c) el gen sacB de Bacillus subtilis
que codifica para la levansacarasa que cataliza la formacién de un polimero de
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fructosa a partir de sacarosa.

Las secuencias de IdhA (990 pb) y pfiIB (2280 pb) se obtuvieron del genoma de
E. coli K12 reportado en la pagina electrénica “Colibri” del Instituto Pasteur
(http://genolist.pasteur.fr/Colibri).

La estrategia, reportada por Link y colaboradores, denominada “crossover
PCR” (0) consiste en disefiar dos pares de oligonucleotidos para amplificar, en la
primera reaccion, dos fragmentos de las zonas adyacentes al gene que se quiere
eliminar, estos productos poseen una zona homoéloga a partir de la cual se alinean
para formar, mediante la segunda reaccién (crossover PCR), un fragmento
sintético homologo al genoma, de aprox. 2000 pb, que carece del gene de interés.
Los oligonucleotidos de los extremos contienen ademas, un sitio de restriccion
para su posterior insercion al plasmido pKO3.

gen vecino 1 gen de interés gen vecino 2
genoma B ] ——
inicio: 1000 pb fin: 1000 pb

& A & C
1a PCR 7 = e
(sobre el genoma) > -

B D
2a PCR SA
(sobre los productos de | 7 AN — =
la primera reaccion) - _%
D

fragmento final con

fsx 17 =
el gen truncado \ /
7 TN

se digiere el fragmento pkO3
y se inserta en pKO3 \ /

Figura 10. Esquema de construccion del plasmido “knockeador”.

Los oligonucledtidos A y D, contienen un sitio de restriccion (SR) y los oligonucleétidos B
y C son complementarios en alrededor de 20 nucleétidos (zona marcada con lineas
inclinadas) o bien, esa zona corresponde a un sitio de restriccibn con el que
posteriormente se ligan ambos fragmentos. Adaptado de Link et al. 1997
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9.1.2 Construccion del plasmido para eliminar IdhA.

El gen IdhA tiene un tamafio de 990 pb, y esté flanqueado por los genes hslJ y
ydbH. Los oligonucleétidos correspondientes al Ay D de la 0, poseen los sitios de
restriccion Notl y BamHI, respectivamente. Ademas los oligonucleétidos B y C
contienen una region homologa de 26 pb. Se obtuvo el fragmento del gen truncado
y se insertd en el vector pKO3. El sitio BamHI de pKO3 se encuentra entre dos
sitios Notl, por lo que se afadié el sitio BamHI en el de Smal, mediante un
adaptador.

En la primera PCR se sintetizaron dos fragmentos: ini-ldh de 1042 pb y fin-ldh
de 752 pb (Figura 11) con los siguientes oligonucledtidos (los sitios de restriccion
se indican en negrita):

A. Inildh4: 5'- AAGGAAAAAAGCGGCCGCCGTCGCAGTAGCATGCCCAC -3
846 pb antes del inicio de IdhA (en ydbH), sitio: Notl.

B. Inildh3: 5-CAGGGGAGCGGCAAGATTAAACCAGTGAATTCCGGACCGCTTC-
GCAGCCATTGGCAG -3

142 pb después del inicio del gen, la zona subrayada es homdloga entre By C.
C. Finldh2: 5- ACTGGTTTAATCTTGCCGCTCCCCTG - 3

10 pb antes del codén de paro.
D. FinldhBam: 5- GCCGGGATCCGCCGCGCACGTAGCGCCAGG -3’
718 pb después del fin en ydbJ; sitio BamHI.

M (2384 8| 5| RO S (¥ S
2000
1650
1000 s
P ------_--
—
—
—
—
4

Figura 11. Ejemplo de la primera PCR donde se obtienen los fragmentos del inicio y fin
del gen. Carriles: M, marcador; 1y 2, ini-ldh; 3 y 4, fin-ldh; 5y 6 ini- pfl; 7 y 8, fin-pfl.
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Una vez que se obtuvo el fragmento truncado, se ligo en el plasmido pKO3. La
construccion resultante se utilizé para transformar a E. coli XL1 Blue, y se
seleccion6 en LB-Cm. Posteriormente, se aislé plasmido de 4 clonas elegidas al
azar. En la Figura 12 se muestra el plasmido digerido (BamHI-Notl), observandose
que tres (la 1, 3 y 4) de las cuatro colonias contienen el vector pKO3 (5.7 kb) y el
fragmento truncado de IdhA, de aproximadamente 1.8 kb.

M . T
Ll

6000 — — i S —

/
1000~

3000

/
2000
1650 /

Figura 12. Plasmidos digeridos, aislados de las cepas transformadas con la ligacion
pKO3-ldh. Los carriles 1 al 4: corresponden a los plasmidos de las cepas 1 a la 4,
respectivamente.

9.1.3 Construccién del plasmido para eliminar pfIB.

El gen pflB, de 2283 pb, esta flanqueado por los genes pflA y focA, en estas
regiones se disefiaron oligonucledtidos siguiendo una estrategia similar a la
utilizada con IdhA. Los oligonucleétidos A y D contienen los sitios de restriccion
Sall y Notl respectivamente. Los oligonucle6tidos B y C contienen un sitio de
restriccion para que una vez sintetizados los dos fragmentos, se puedan unir
mediante una reaccion de ligacion. En este caso no se usé la técnica “crossover
PCR” porque se obtuvieron eficiencias muy bajas en la segunda PCR; por lo que
en vez de incluir una zona complementaria entre los oligonucleotidos B y C, se
afadio un sitio de restriccion para unir los productos por ligacion.

Los fragmentos ini-pfl de 869 pb y fin-pfl de 885 pb (Figura 11) se obtuvieron
en la primera PCR con los siguientes oligonucledtidos (los sitios de restriccion se
indican en negrita):

A. inpfl2: 5 — CCGCGGCCGCTATGGCCAAGACGTCGACGGCCGAAGAGGCG-
GGTGTCTATAAAG - 3
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859 pb antes inicio pfl, sitio Sall

B. inpfll: 5 — CCCAAGCTTGCTCGGACATGTAACACCTACCTTC -3

10 pb después inicio pflB, sitio Hindlll para ligar

C. finpfl2: 5 — CCCAAGCTTCTCAATCTATGTAATTAGATTTGACTG - 3

14 pb antes del fin de pfIB, sitio Hindlll para ligar

D. finpfll: 5 — AAGGAAAAAAGCGGCCGCCGGTGGTTTAACACCGTCGAGT-
TTG-3

866 pb después del fin de pfiB, sitio Notl

El fragmento completo se obtuvo a muy baja concentracion debido a la baja
eficiencia en la reaccion de ligacion de los fragmentos individuales, sin embargo
se logré reamplificar por PCR. Este fragmento se digirid y se ligo en el vector
pKO3 digerido Sall-Notl.

Con el producto de la ligacion anterior, se transformo a E. coli XL1Blue, al igual
que con ldhA, se seleccionaron las células en LB-Cm. En esta ocasion se eligieron
7 colonias a las cuales se les purificd plasmido. En la 0 se muestran los plasmidos
digeridos (Notl-Sall); como puede observarse, las cepas 1, 2, 3, 4 y 5 contienen el
fragmento de aproximadamente 1.9 kb, correspondiente al fragmento truncado de
pfIB y la otra banda corresponde al vector (5.7 kb).

11000 5" gy I 5 R

-] /6000
. = ~ 5000
pn = =-"_ 4000
==—— 3000
"‘\2000
wen 1650

-

—_—

== \ 1000
== 850
L

Figura 13. Plasmidos digeridos, aislados de las células transformadas con la ligacién
pKO3- pfl. Los carriles del 1 al 7 corresponden al nimero de la cepa de donde se purificd
el plasmido.
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9.1.4 Eliminacién del gen IdhA.

La eliminacion del gene IdhA se realizé siguiendo la estrategia reportada por
Link et al. (Figura 14) que se describe a continuacion:

A) Se transformo con con el vector pKO3-Idh a la cepa E. coli W3110 (que es
una cepa adecuada para la expresion de genes heterélogos).

B) Las células transformadas se cultivaron en cajas pre-incubadas con medio
LB, Cm 20 mg/ml, a 42 °C; en este paso se favorece la integracion del plasmido
(al recombinarse la regidon homdloga del cromosoma y plasmido) que no puede
replicarse a esa temperatura. Un evento de integracion permite la replicacion del
plasmido a partir del origen cromosomal, por lo que la célula puede crecer en Cm.

C) Las colonias que crecieron se cultivaron en cajas con LB, sacarosa 15% a
30 °C, para la eliminacion del plasmido mediante una segunda recombinacion
(doble recombinacion); este paso se favorece porque la levansacarasa contenida
en pKO3 sintetiza un polimero a partir de la sacarosa de alto peso molecular que
puede lisar a la célula; por lo que las células que crecen son aquellas que
escinden el plasmido de su cromosoma.

D) Se eligieron 50 colonias del paso anterior que se cultivaron por réplica en
LB, Cm 20 mg/ml y en LB, sacarosa 5%, de donde se distinguieron las cepas
sensibles a cloranfenicol y resistentes a sacarosa.

E) Para verificar la eliminacion de IdhA, 16 de las 50 cepas se cultivaron en
medio LB - glucosa 2%; después de 12 h de incubacion estética a 30°C en tubos
sellados, el caldo de fermentacion se analizé por HPLC para detectar lactato y
otros productos de fermentacion; en la Tabla 2 se resume la cuantificacion de las
sefiales para cada cultivo.
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Transformacion de E. coli

A silvestre con el vector pKO3
repae) ascl que contiene la secuencia
alterada in vitro
canl M11on
+ P T i
B ] Seleccién a 43°C (integracion
del plasmido)
B - FEFFFEF s
I Seleccioén a 30°C con sacarosa
C (pérdida del plasmido)
H@—d
Screening de colonias
cmf § resistentes a sacarosay
sensibles a cloranfenicol por:
D 1. Siembra por réplica
2. PCR
i
— |
T
B —
—
I
I
AT YT TR A | |
; ] Al W F X T T F T B’
i
L}

sacB mutado?

Figura 14. Protocolo de reemplazo genético.

La linea delgada ondulada representa la secuencia del vector de reemplazo. La linea
delgada recta representa el cromosoma de E. coli. Los rectangulos representan las
secuencias homologas clonadas en el vector (blanco) y localizada en el cromosoma de E.
coli (rayado). El rectangulo negro dentro de la secuencia homdloga del vector representa
cualquier tipo de alteracién en la secuencia. “sacB mutado?” en el panel izquierdo indica
la pérdida de la funcion del gen SacB por mecanismos desconocidos.Tomado de Link et

al. 1997.
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Tabla 2. Concentraciones de metabolitos después de 12 h de cultivo de las cepas
mutantes en I[dhA medidos por HPLC.

Muestra Glucosa residual (g/l) Lactato
(g
Control (LB-glu) 20.80 0.080
W3110 11.71 1.405
c01 11.46 0.273
c03 12.19 1.557
c06 12.42 1.693
c13 12.45 1.934
cl7 13.10 1.985
cl18 12.09 1.947
c23 12.24 0.149
c24 13.25 0.146
c28 12.48 1.661
c30 11.97 1.715
c31 12.76 1.654
c32 12.46 1.321
c44 12.16 1.604
c49 11.84 1.596
c50 13.31 2.086
c52 13.03 1.938

Como se puede observar en la Tabla 2, tres de las cepas analizadas
muestran disminuida la produccién de lactato. En estas cepas se observa una
concentracion residual de lactato puesto que aun cuando la conversion directa
de piruvato en D-lactato en E. coli bajo condiciones anaerobias solo puede
realizarse a través de la enzima D-LDH (Tarmy & Kaplan 1968); existe al
menos otra ruta independiente la cual convierte al metilglioxal en D-lactato
mediante el sistema de la glioxalasa (Inoue & Kimura 1995). Esta ruta tiene un
papel importante en la detoxificacion de la célula, sin embargo no regenera
NAD".

La comprobacion de la eliminacion del gen, se hizo mediante PCR de
colonia, con los oligonucleétidos IdhB (5'-GGGGAGCGGCAAGATTAAACC-
AGT-3) e Inildh4 (anteriormente descrito). El fragmento esperado, que
contiene la version truncada de IdhA, tiene un tamafio de aproximadamente 1
kb. Cabe sefialar que con los mismos oligonucleétidos se obtendria un

40



Resultados y Discusion

fragmento de 2 kb correspondiente al gen completo, que bajo las condiciones
de PCR empleadas no se amplificé. Es por esto que con la cepa silvestre
W3110 (que se muestra en el carril 5 de la Figura 15) no se obtuvo producto de
PCR. De la Figura 15, se observa también que con las cepas 23 y 24 se obtuvo
el fragmento esperado. De estas cepas, se eligio a la cepa 23, que se nombro
WVidh'. Partiendo de esta cepa WVidh™ se prepararon células
electrocompetentes para eliminar a continuacion el gen pfi.

pb

I

2000
1650

1000 -— J
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Figura 15. Fragmentos de DNA obtenidos por PCR de colonia para el gen Idh de las
cepas candidatas. Carriles: 1, cepa 01; 2, cepa 23; 3, cepa 24; 4, cepa 06; 5, W3110.

9.1.5 Eliminacién del gen pfl.

Con el plasmido pKO3-pfl se transformé la cepa 23 (WVIdh) y se siguio
exactamente el mismo procedimiento anterior. Para seleccionar las dobles
mutantes, se cultivo por réplica en condiciones aerobias y anaerobias. Se eligieron
aquellas colonias que practicamente no crecieron en anaerobiosis. El fenotipo de
las dobles mutantes creciendo en medio sélido bajo condiciones anaerobias es de
colonias muy pequefias a tiempos prolongados (Donnelly et al. 1998); cuando se
compara el crecimiento de la cepa parental con la doble mutante a tiempos de
cultivo cortos (24 h) el crecimiento de la dltima es practicamente nulo. La
eliminacion del gen se verific6 por PCR en colonia con los oligonucledtidos: finpfll
(descrito arriba) y pflpdc 5-CCGCCGACCACAAA-GTGCAC-3'. El fragmento del
gen truncado es de aproximadamente 1.4 kb, mientras que del gen completo se
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obtendria un fragmento de 3.6 kb, que no se amplifica bajo estas condiciones. Se
analizaron 5 cepas, de las cuales, como se muestra en la Figura 16, solamente las
cepas 23 y 37 produjeron el fragmento esperado. Estas cepas se designaron
como VAL23 y VAL37. En el carril 1 de la Figura 16 se muestra la amplificacion del
fragmento truncado de IdhA (analogo a la Figura 15) para comprobar que la cepa
utilizada para esta segunda modificacion no contiene al gen IdhA.

También se obtuvo una cepa carente de pflB al aplicar el método de
reemplazo genético en la cepa silvestre W3110 con el plasmido pKO3-pfl, la cepa
resultante, WVpfl, se selecciond por su pobre crecimiento en medio minimo M9 —
glucosa en condiciones anaerobias.
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Figura 16. Fragmentos de DNA obtenidos por PCR para pfl de las cepas candidatas.
Carril 1, Idh trunco de la cepa inicial (0.9 kb) oligos: IdhB vy inildh4; carriles 2 al 7: cepa 5;
cepa 14; cepa 20; cepa 23; cepa 37; y W3110. oligos: finpfl1 y pflpdc (1.4 kb)

9.1.6 Perfil de metabolitos de las mutantes de E. coli.

Se realizaron cultivos con las mutantes sencillas WVIdh', WV136pfl’; la doble
mutante VAL23; asi como con la cepa parental W3110 para comparar la relacion
de productos de fermentacién y comprobar las mutaciones. Estos experimentos se
realizaron en medio minimo (M9) para facilitar la cuantificacion de los &cidos
organicos por HPLC. La Tabla 4 muestra los metabolitos evaluados al final de la
fermentacion cuando aun quedaba glucosa en el medio. Las cepas W3110 y
VAL23 se caracterizaron en un trabajo previo (Lara et al. 2006) bajo condiciones
tanto aerdbicas, a una tension de oxigeno disuelto (TOD) constante de 10%; asi
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como bajo condiciones anaerdbicas transitorias (de TOD oscilante). Los datos de
ese trabajo, se resumen en la Tabla 3. Del trabajo citado, se sabe que la sintesis
de &cidos organicos y etanol se encuentra ligada el crecimiento y sélo cuando se
agota la glucosa, algunos de los acidos, como el acético y lactico se pueden
asimilar como fuente de carbono (Lara et al. 2006). Por lo tanto, los datos de la
Tabla 4 corresponden a los valores maximos obtenidos durante la fermentacion.
Cada cepa presenta un perfil de produccion de &cidos organicos diferente y
acorde con su fondo genético. La cepa WVpfl aumenta considerablemente la
produccién de acido lactico, mientras que el acido formico se mantiene en cero; al
contrario de la cepa WV23, la cual produce muy poco lactato (ver 9.1.4), mientras
gue la concentracion de acido acético y formico se elevan. Se ha reportado que
dobles mutantes (pfl, Idh’) en condiciones anaerobias, crecen a muy bajas
densidades (Donnelly et al. 1998). El perfil de metabolitos de VAL23 y la cepa
parental W3110 se analizé al transformar las cepas con un plasmido que expresa
la ruta etanologénica (pTrcPET, que se describe adelante). Nuestras
determinaciones indican que en LB, Ap, Glc 2 g/l; VAL23-pTrc99A tiene una p de
0.07 h'* mientras que VAL23-pTrcPET de 0.23 h™. Creciendo en M9, Glc 5 g/l las
cepas sin plasmido: W3110 y WVpfl tienen un valor de p de 0.32 y 0.15 h*,
respectivamente; mientras que VAL23 no aumenta de densidad Optica en 24 h.
Como se puede observar, con la cepa VAL23 transformada con el plasmido
etanologénico, el flujo de carbono esta dirigido preferencialmente hacia la sintesis
de etanol, se disminuye la formacion de subproductos como los &cidos lactico y
acetico, y se elimina la produccién de &cido férmico.

Tabla 3. Comparacion de las concentraciones maximas de metabolitos en las cepas E.
coliW3110 y VAL23. Tomado de Lara et al. 2006.

Concentracién maxima de metabolitos (g/l)
Cepa? | Condiciones de cultivo ° Acetato Formato Lactato Succinato Etanol
W3110 | Aerobia 0.674 0.343 0.0096 0.053 0.184
W3110 | Anaerobia transitoria 1.358 0.739 0.516 0.111 0.323
VAL23 | Aerobia 0.554 0.000 0.000 0.073 0.000
VAL23 | Anaerobia transitoria 1.201 0.000 0.000 0.117 0.213

% Estas cepas se encuentran transformadas con el plasmido pV21 que codifica para la GFP
(proteina verde fosforescente)
b Cultivos en medio minimo, Glc 5 g/l; los cultivos aerobios se realizaron a una TOD constante de
10%, mientras que los anaerobios transitorios se realizaron a una TOD oscilante.
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Tabla 4. Perfil de metabolitos de las cepas desarrolladas.

Cepa Concentracién maxima de metabolitos (g/l) ®

Succinato Lactato Formato Acetato Etanol

W3110/pTrc99A |0.21 +0.020 [0.34 +0.023 |1.01 +0.170 |0.39 +0.064 |0.33 +0.062
WVpfl/pTrc99A 0.08 +0.022 {1.90 +0.389 |0.00 +0.000 |0.01 +0.003 |0.15 +0.018
WVIdh'/pTrc99A 0.19 +0.031 |0.07 +0.016 |1.28 +0.105 |0.48 +0.030 |0.43 +0.084

W3110/pTrcPET |0.24 £0.018 |0.13 +0.001 |0.92 £0.301 |0.32 +0.099 |0.57 £0.183

VAL23/pTrcPET  |0.17 £0.005 |0.02 +0.002 |0.00 +£0.000 |0.02 +0.002 |0.92 +0.003

& Cultivos anaerobios en tubos sellados, medio minimo M9, Glc 5 g/l, bajo atmosfera de N, a 37°C.

9.2 Construccién del plasmido pTrc-PET

Como se menciona en los antecedentes, las cepas no fermentativas de E. coli
se han empleado exitosamente para la produccion de etanol y acidos organicos.
En este trabajo se busca desarrollar de un método de seleccidon basado en la
velocidad de crecimiento.

Para este fin, se construy6 un plasmido inducible que contiene al operdn pet,
con el objetivo de modular los niveles de expresion de la enzima PDC (que es la
enzima clave en la ruta de formacion de etanol) y evaluar el efecto que esto tiene
en la velocidad de crecimiento. De esta manera, la variacion en los niveles de
expresion de PDC imitaria los resultados de un experimento de mejoramiento en
las propiedades cataliticas por técnicas de ingenieria de proteinas.

Al plasmido pTrc99A se le insertaron los genes pdc y adhB de Z. mobilis bajo
el promotor trc. Los genes pdc y adhB se obtuvieron por PCR partiendo del
plasmido pLOI510 (Ohta et al. 1991). Los oligonucleétidos se disefiaron para
incluir sitios de restriccion apropiados y una etiqueta de polihisitidina en el extremo
C-terminal de la cadena codificante. Un sitio interno Ncol en pdc se elimino
usando el kit “quick-change site-directed mutagenesis” (Stratagene). Los
oligonucleétidos usados para la amplificacion de pdc BpdcNco: 5'-
GGAGTAAGCCATGGGTTATACTGTCGGTACC, y EpdcBm: 5-CGCGCGGATCC-
CTATTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGAGGAGCTTGTTAAC,; para adhB,
BadhBm: 5-GCCGCGGATCCCTAGTATGTAGGGTGAGGTTATAG y EadhHd: 5'-
CCCAAGCTTCTATTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGAAAGCGCTCAGGAA.

En un primer paso, se incluydo el gene adhB (plasmido pTrcADH) y
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posteriormente se insertd el gene pdc para completar el operon.

En resumen, el plasmido pTrcPET (Figura 17) contiene bajo el promotor trc
los genes: a) pdc con 6 codones de histidina y 2 codones de paro y b) adhB con
su propio sitio de union a ribosoma y una etiqueta de 6 histidinas y 2 codones de
paro. De manera analoga se integro al vector solamente el gen pdc, que se
nombr6 pTrcPDC.

. Nool

HindIll

L\ HindlTl

His-tag

2. BawHI1
1729 pb

. Hindlll
1199 pb

Figura 17. Plasmido inducible por IPTG, pTrcPET (no a escala).

9.3 Relacién velocidad de regeneracion de NAD" — velocidad de
crecimiento.

La cepa E. coli VAL23-pTrcPET se cultivd en LB liquido (glucosa 2 g /) bajo
condiciones anaerobias a diferentes concentraciones de inductor (IPTG).
Conforme el nivel de induccion fue incrementado, se obtuvieron mayores
velocidades de crecimiento (Figura 18 A y B), asi como mayores actividades PDC
(Figura 18 B). Esta observacion confirma la hipotesis de que la velocidad de
crecimiento es proporcional a la velocidad a la cual el NAD* es regenerado,
velocidad que a su vez, es controlada por el paso limitante de esta via, i.e. la
actividad PDC.

Ingram y Conway (Ingram & Conway 1988) encontraron anteriormente que el
nivel de expresion de las enzimas etanologénicas expresadas de plasmido en
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cepas silvestres de E. coli, correlaciona con la densidad celular final, sin embargo
atribuyeron dicha correlacion al reemplazo de productos de fermentacion acidos
por etanol que es un producto menos toxico para la célula. Nosotros encontramos
que el incremento en la velocidad de crecimiento a mayores actividades PDC,
también es proporcional a la velocidad de consumo de glucosa resultante de un
mayor flujo de carbono hacia la produccion de etanol, y por lo tanto hacia el
reciclaje del NAD" (Figura 18 C). Este efecto de mayor velocidad de consumo de
glucosa al incrementar la actividad de una ruta fermentativa ya se ha observado
anteriormente en una cepa no-fermentativa complementada con la enzima malica
gue reestablece el crecimiento anaerobio al convertir piruvato en malato que
posteriormente se convierte en succinato (Stols & Donnelly 1997).

Aun cuando los niveles tanto de PDC como de ADH se modularon con la
adicion de IPTG, se tienen indicios de que PDC es la actividad limitante en la via
heteréloga de formacion de etanol, (Martinez et al. 1999). Esto se confirmé al usar
el vector pTrcPDC (que no expresa la actividad ADHII). La actividad PDC por si
sola, fue capaz de reestablecer el crecimiento anaerobio de VAL23 (Tabla 5),
debido a la presencia de la actividad ADHE nativa que cataliza la conversion de
acetaldehido a etanol, reciclando el NAD®. Los datos indican que a bajas
actividades de PDC, la actividad ADH no representa un cuello de botella para la
conversion de piruvato en etanol, puesto que la velocidad de crecimiento aumento
con la concentracién de inductor adicionado (Tabla 5). Es claro entonces, que
dentro de cierto rango de actividad de PDC, existe una relacion directa entre la
actividad PDC vy la velocidad especifica de crecimiento, mostrando un efecto de
saturacion a mayores niveles de expresion (Figura 18C).
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Figura 18. E. coli VAL23-pTrcPET en LB, glucosa 2 g/l a diferentes concentraciones de
IPTG. A. Fase exponencial de las cinéticas de crecimiento anaerobio. B. Velocidad
especifica de crecimiento y actividad PDC. C. Efecto de la actividad de PDC en las tasas
especificas de: crecimiento (u), consumo de glucosa (-gs) y formacion de etanol (gp).

a7



Resultados y Discusion

Tabla 5. Correlacion entre la velocidad especifica de crecimiento y la actividad PDC en
E. coli VAL23-pTrcPDC cultivada en LB, glucosa 20 g /I (18 h cultivo).

[IPTGlmM  PDC (IU/mg prot)  u (h?)

0.00 0.6 0.10
0.01 18 0.40
0.03 7.2 0.44

Con estos resultados se comprueba la relacion directa que existe entre la
actividad PDC y la velocidad de crecimiento. Asi que la cepa VAL23 puede ser
empleada en la seleccion de las variantes mas activas de PDC obtenidas por
evolucién dirigida, al cultivarlas en medio liquido anaerobio. También es posible
detectar colonias de rapido crecimiento en un método de tamizaje mediante la
observacion directa del tamafio de colonia en cultivos solidos anaerobios. En la
Figura 19 se observa como el tamafio de colonia (directamente relacionado con la
velocidad de crecimiento) aumenta conforme se incrementa la concentracion de
inductor.

|
|
|
|
|
|
|
|
|
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
Diametro (mm)

Figura 19. Distribucion del diametro de colonia de E. coli VAL23-pTrcPET en medio
sélido LB, glucosa 20 g/l, en anaerobiosis a diferentes concentraciones de IPTG, 48h en
jarra anaerobia. Concentracion de IPTG (uM): A, 0; B, 10; C, 20 y D, 30. Abajo: diametros
de colonia medidos para cada condicion.
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9.4 Evolucion dirigida de PDC.

Siguiendo el método de “DNA shuffling” reportado por Stemmer (Stemmer
1994), se logré reamplificar un fragmento de 1.7 kb correspondiente al tamafio de
pdc. Este producto se ligé en el vector pTrc-ADH para generar un banco de
mutantes con el que se transformé a E. coli XL1Blue, el tamafio del banco
obtenido se estimé en 1x10° variantes. El proceso de reconstruccién del gen
completo a partir de los fragmentos de DNA introduce una tasa de mutaciones
puntuales de 0.7% (Stemmer 1994). De este banco crecido en LB-Ap sin presion
de seleccion se escogieron 7 colonias al azar para secuenciar y calcular la tasa de
mutagénesis. Se secuenciaron alrededor de 8000 pb, encontrandose por lo menos
una mutacion en cada clona, y en total se encontraron 11 mutaciones por lo que el
valor de la tasa de mutagénesis es de 1.4 mutaciones por kilobase. También se
puede observar que todas las mutaciones fueron transiciones (Ts) y que ninguna
se repite (Tabla 6).

Con el DNA que contiene al banco de mutantes, se transformoé a la cepa E. coli
VAL23. Al sembrar diluciones apropiadas de la transformacién en medio sélido LB-
Ap bajo condiciones aerébicas, se obtuvieron en total aproximadamente 2x10°
transformantes. Simultdneamente se sembré en cajas con LB, Glc 2%, Ap, sin
inductor, en condiciones anaerobias. De estas cajas crecieron aproximadamente
300 colonias. Esta diferencia del nimero de colonias de 4 6rdenes de magnitud
indica que muchas colonias no sobrevivieron en anaerobiosis, probablemente
porque llevaban alguna mutacion deletérea para la funcion de la PDC.

Las clonas que crecieron bajo presidbn de seleccion tuvieron diferentes
tamafios de colonia lo que podria relacionarse con la actividad enzimatica, sin
embargo, el tamafio de las colonias en caja también esta afectado por otros
factores, e.g. la disponibilidad de nutrientes en determinada zona, dado que todas
las colonias vecinas estan compitiendo por los nutrientes. Por lo tanto, se
escogieron 9 clonas al azar de diferentes tamafos, que se cultivaron en tubos
sellados con 5 ml de LB — Glc 2%, de los que se purificd plasmido para comprobar
la presencia del inserto por patron de digestion.

De las candidatas obtenidas de la seleccion en E.coli VAL23 en anaerobiosis,
se obtuvo la secuencia nucleotidica de 6 variantes: G12, M2, M3, C3, C4 y C42,
en este caso, se secuencio un total de 9900 pb, y se encontraron 10 mutaciones,
ocho del tipo transicion (Ts) y 2 de tipo transversion (Tv). Es importante sefialar,
gque como se observa en la Tabla 7, todas las variantes tienen al menos una
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mutacién y que ninguna se repite, con excepcion de las variantes C4 y C42,
puesto que C42 es una variante espontanea de C4 que mostré un crecimiento
mas robusto. Las clonas que contienen a cada una de las seis variantes se
caracterizaron bioquimicamente, y como se muestra mas adelante, todas tienen
PDC funcional, lo que nos indica que el método de seleccion, efectivamente
discrimina las mutaciones deletéreas.

Tabla 6. Banco de PDC expresado en E.coli XL1-Blue sin presién de seleccion.

Clona Mutacion * Posicion nt® | Posicién aa® | Tipo de | Tipo de cambio
mutacion °
Bal taT - taC | 489 163 Ts Silenciosa (Tyr)
Ba2 aaG - aaA | 657 219 Ts Silenciosa (Lys)
Gecec - Acc | 1111 371 Ts Ala- Thr
B2 aaA - aaG 1014 338 Ts Silenciosa (Lys)
B6 Ggt - Agt | 253 85 Ts Gly — Ser
B9 Gece - Acc 619 207 Ts Ala - Thr
Aaa - Gaa | 1063 355 Ts Lys — Glu
Atc - Gtc 1243 415 Ts lle — Val
B12 ccG - ccA | 1203 401 Ts Silenciosa (Pro)
atG - atA | 519 173 Ts Met — lle
gcT - gcC | 1287 429 Ts Silenciosa (Ala)

9

? La mutacién se indica en mayuscula, °. En la secuencia nucleotidica, °. En la secuencia de

aminoécidos, ¢. Ts:transicion

Tabla 7. Variantes expresadas en E. coli VAL23 obtenidas por seleccion en
anaerobiosis.

Clona Mutacién 2 Posicién nt® | Posicion aa ° Tipo de | Tipo de cambio
mutacion °
G12 atG - atA 519 173 Ts Met — lle
Cc3 gcT - gcC 699 233 Ts Silenciosa (Ala)
Ggc - Agc 712 238 Ts Gly — Ser
gAa - gGa 923 308 Ts Glu - Gly
gtC - gtA 1122 374 Tv Silenciosa (Val)
CdyC4a2 gTc - gCc 935 312 Ts Val — Ala
gcT - gcA 1023 341 Tv Silenciosa (Ala)
M2 gCc - gTc 830 277 Ts Ala- Val
Ggc - Agc 1546 516 Ts Gly — Ser
M3 cGec - cAc 1298 433 Ts Arg - His

2 La mutaciéon se indica en mayuscula, °. En la secuencia nucleotidica, °. En la secuencia de
aminoécidos, °. Ts:transicion, Tv: transversion.
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9.5 Caracterizacidén bioguimica de las variantes en PDC.

Las clonas que contienen a las variantes se cultivaron en condiciones aerobias
(LB-Ap, IPTG 0.05 mM). Se analiz6 la fraccion soluble de los extractos celulares
de cada cultivo porque contienen la mayoria de la actividad enzimética (resultados
no mostrados).

Con cada extracto se realizaron mediciones de actividad PDC. Estos datos se
compararon con la velocidad especifica de crecimiento obtenida de cultivos
liquidos anaerobios (LB- Glc 2 g/l). Los valores relativos de estos experimentos se
muestran en la Figura 20 donde el valor de 1 corresponde a los datos de la cepa
que contiene a la proteina PDC parental. Se observa una tendencia de aumento
de velocidad de crecimiento cuando existe una mayor actividad PDC. La actividad
de las variantes PDC-G12 y PDC-C42 es significativamente mayor (1.55 y 1,56
veces) que la actividad parental, con un aumento correspondiente en la velocidad
especifica de crecimiento (1.41 y 1.45 veces).
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Figura 20. Determinacién de actividades PDC y velocidad de crecimiento de las variantes
obtenidas del DNA shuffling, los ensayos se hicieron por duplicado.

En un segundo experimento se midi6 nuevamente actividad PDC de 4
variantes elegidas. El nivel de expresion de cada proteina se determiné mediante
inmunodeteccién de la etiqueta de histidinas de las proteinas. La intensidad de las
bandas de un “Western Blot” (Figura 21) se cuantific6 usando un programa de
andlisis de imagenes (Scion Image Beta 4.0.2) determinando los pixeles por area.
La informacion obtenida con la inmunodeteccion de las proteinas nos permite
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evaluar si las variantes se expresan al mismo nivel, aunque por las caracteristicas
del método, no es posible cuantificar con exactitud. Entonces, para calcular de
manera semicuantitativa la actividad especifica de cada variante, se normalizaron
los valores de actividad obtenidos, con los pixeles medidos del “western blot”.
(Figura 22).
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Figura 21. A. SDS-PAGE 12% tefido con azul de Coomassie. B. Western Blot con
anticuerpo anti6-His
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Figura 22. Actividad PDC de las variantes normalizada por pixeles.

Los valores de actividad para la proteina parental (WT), G12, C3, C4 y C42
fueron de 8.56, 12.51, 8.11, 5.91 y 7.48 1U/mgp: respectivamente. Al normalizar
por pixeles se obtuvieron los datos graficados en la Figura 22
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De acuerdo a estos resultados, aun cuando la proteina PDC-G12 presenta un
ligero aumento en la expresion (Figura 21), el valor de actividad normalizado se
mantiene con la tendencia de aumento con respecto a la proteina parental (1.3
veces). La actividad medida de la variante PDC-C42 fue menor que en el
experimento anterior, por lo que se descarto.

A continuacion se caracterizé a la variante PDC-G12 por mostrar mejores
resultados. La mutacion que contiene PDC-G12 se encuentra en el residuo 173
(Tabla 7). Ninguno de los residuos modificados en las mutantes seleccionadas,
esta cerca de los residuos importantes para la catalisis, ni de aquellos residuos
involucrados en la interfase de las subunidades.

Las proteinas PDC-G12 y PDC-WT se purificaron por cromatografia de
afinidad para una caracterizacion cuantitativa. Las actividades especificas con 5
mM piruvato de las enzimas purificadas resultaron similares entre ellas, de 28.5
lU/mgprot para PDC-G12 y 29.2 1U/mgpret para PDC-WT. Se determind también la
cinética enzimatica de ambas proteinas a diferentes concentraciones de sustrato,
los parametros cataliticos resultaron muy cercanos, con una ky de 34 IU/mgprot,
para ambas enzimas y un valor de Km muy cercano entre ellas (PDC-WT: 0.8 mM
y PDC-G12: 1.1 mM); teniendo la enzima parental una mejor afinidad por el
sustrato, lo que indica que las propiedades cataliticas de PDC-G12 no son
responsables del incremento en actividad volumétrica.

La secuencia nucleotidica de la mutante G12, se obtuvo desde el promotor trc
hasta el fin del gen pdc y principio del gen adhB inclusive. En esta fraccion no se
observé otro cambio ademéas del ya mencionado en el n519, Experimentos de
subclonacion de la variante a un vector fresco; dio como resultado una cepa que
no presenta la ventaja en la velocidad de crecimiento previamente observada. Con
este resultado y de acuerdo con las propiedades cataliticas de la enzima
purificada, creemos que existe una mutacion en el plasmido. Una posible
explicacion es un aumento en el nimero de copias del pldsmido. No se descarta
que la alteracion en el plasmido haya incrementado la actividad transcripcional en
la direccion del gene que codifica para PDC, por lo que se tendria un incremento
en la cantidad de proteina producida.

Este tipo de falsos positivos ocurren con frecuencia en los experimentos de
evolucién dirigida, por lo que es importante contar con una estrategia que permita
discernirlos. En este caso, el fenotipo de las cepas E. coli VAL23 que contienen al
genotipo parental (pdc de Z. mobilis) es de colonias grandes, incluso mayores que
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una cepa W3110, puesto que producen eficientemente etanol en condiciones
anaerobias.

Para superar esta limitaciébn es necesario partir de un fenotipo visiblemente
debilitado. Como regla empirica, cuando se alcanzan resultados como éste, se
sugiere aumentar la presion de seleccion al disminuir la concentracion intracelular
de la enzima. Esto se puede lograr mediante varias estrategias: cambiar a un
promotor débil que reduzca la transcripcion del RNA mensajero; proporcionar una
dosis muy baja del gene; usar sitios de unién a ribosoma muy débiles para
disminuir la traduccion de la proteina; o bien, agregar a la proteina una etiqueta
gue sea reconocida por una proteinasa especifica, para llevar a cabo una
protedlisis controlada (Neuenschwander et al. 2007).

9.6 Obtencidon de vectores de baja expresion

9.6.1 Vector con un promotor debil V3

El primer paso en la iniciacion de la transcripcion es la asociacion de la RNA
polimerasa con ciertas regiones en el promotor del DNA, en E. coli estas regiones
de wunion son dos hexadmeros de secuencia conservada localizadas
aproximadamente a 10 y 35 pares de bases corriente arriba del sitio de inicio de la
transcripcion (caja -10 y -35). Existe evidencia que estos hexameros son
determinantes en la fuerza de unién del promotor (Moyle et al. 1991).

Para aumentar la presién de seleccion usando el plasmido pTrc99A, se
propuso introducir al vector una mutacion en la caja -35 (TTGACA > TTGACC)
con la cual se ha reportado que se pueden bajar los niveles de transcripcion,
obteniendo tan solo el 8% de la expresion original de trc (Hernandez-Montalvo et
al. 2003).

Para lograr este objetivo se utiliz6 el kit “guick-change site-directed
mutagenesis” de Stratagene, el par de oligonucledétidos se disefiaron en la zona de
la caja -35, incluyendo la mutacion que se deseaba introducir. El plasmido
sintetizado se utiliz6 para transformar a E.coli XL1Blue. De las colonias que
crecieron, se ensayo actividad PDC (cultivadas en condiciones aerobias, en medio
LB-Ap-IPTG 1mM; Tabla 8). Bajo estas condiciones se observa que ninguna de
las candidatas presenta una actividad tan disminuida como lo reportado, sin
embargo, la variante V3 que presentd un ligero decremento, fue ensayada a
concentraciones menores del inductor, observando menor nivel de actividad.
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Tabla 8. Actividad PDC expresada a partir de los promotores mutantes en la caja -35.

(Cultivos aerobios, LB, Ap, IPTG 1 mM

Actividad PDC
Variante (U/MQprot cel)

T1 14.0

T2 13.9

T3 134

V1 13.1

V2 13.8

V3 9.8
pTrcPDC (control) 12.7

Al determinar la actividad enzimatica de extractos de la variante V3, cultivada a
diferentes concentraciones de IPTG (Tabla 9), se observdo que el nivel de
expresion no es tan bajo como lo esperado, sin embargo, en presencia de inductor
se obtiene una expresion de alrededor del 50% con respecto a la expresion
original; y cuando no se agrega inductor de un 30%. La mutacién en la caja -35 se
confirmé por secuenciacién nucleotidica.

Tabla 9. Comparacién de actividades entre el plasmido pTrcPDC nativo y el plasmido
V3, con la mutacién en la caja -35 a diferentes concentraciones de IPTG

(cultivos aerobios, LB-Ap).

Act. PDC promedio
U/mgprot cel
V3 pTrcPDC % act
[IPTG] mM (mut -35) (control) | V3/pTrcPDC
0 0.46 1.59 28.74
0.01 3.17 5.85 54.17
0.05 5.33 10.42 51.21
1.00 6.19 12.46 49.71

E. coli VAL23 transformada con el plasmido V3 se caracteriz6 en condiciones
anaerobias, a diferentes concentraciones de IPTG. Como se observa en la Figura
23 y en la Tabla 10, en ausencia del inductor, la velocidad de crecimiento es muy
baja (0.07 h™* contra 0.23 h™* con el vector original), pero se recupera al adicionar
IPTG, puesto que la actividad PDC incrementa a valores cercanos a los obtenidos
con el vector nativo (0.5 h™* contra 0,57 h* con el vector nativo). El fenotipo
observado al crecer E. coli VAL23-V3 en cajas LB-Glc 2% sin inductor, fue de
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colonias muy pequefias que tardan mucho tiempo en crecer (mas de 48 h)

. [IPTG] mM
] = 0.0

. a 0.01

) o 0.03

3

g 0.1-:

Q2

om

0.01 T T T T T

tiempo (h)

Figura 23. Cinética de creciemiento en tubo sellado E. coli VAL23-V3, LB-Glc 20 g/l.

Tabla 10. Andlisis del cultivo anaerobio E. coli VAL23-V3, LB-Glc 20 g/l

[IPTG] mM PDC U/Mg prot cel w(h™)
0.00 0.08 0.07
0.01 2.04 0.35
0.03 3.70 0.50

9.6.2 Vector pT4 con un sitio de union a ribosoma débil.

Se modifico el sitio de unién a ribosoma (RBS) de un vector pT4Bla Figura 24,
para disminuir el nivel de expresion de la proteina. El disefio se realiz6 segun lo
publicado por Vellanoweth & Rabinowitz (1992) quienes reportaron un marcado
decremento en la expresion del producto (en su caso, de la B-galactosidasa)
cuando disminuyen el espacio entre el RBS y el inicio de la traduccion. En E. coli
el espacio optimo es de 7 a 8 nucleodtidos (aprox 3000 U B-gal), cuando el espacio
disminuye a 3 nucleétidos, la actividad encontrada es de tan solo 72 U.

Por lo tanto, se decidio intercambiar el RBS de pT4Bla por la secuencia
reportada como wk2: AAAAAAAAAGGAAAA; donde la region subrayada
corresponde al RBS (Vellanoweth & Rabinowitz 1992).
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Aafll
~_ . Nuwl
N Xhol
N\ Spel

Figura 24. Plasmido pT4Bla.

Para introducir esta modificacion se empled la técnica “crossover PCR” con
dos fragmentos sintéticos como moldes. El primer fragmento (FR-wk) se sintetizo
con los oligonucleétidos 30tailEco que inicia 200 pb corriente arriba del RBS, y
SDpdcNde; usando como molde el plasmido pT4Bla (Figura 25).

30tailEco (inicia 50 pb arriba del sitio de restriccion Aatll, Unico en pT4Bla):
5- CCGTGGATGGTGGTTCTGCTTTCCCGGAGCA -3’

SDpdcNde (contiene 10 pb homodlogas a pT4Bla; el RBS modificado, y 18 pb
correspondientes al inicio de pdc, insertando 5 mutaciones puntuales para generar
un sitio Ndel -traducidas en 1 mutacion sindGnima y un cambio de aminoéacido
(valina por tirosina):

5- ACCGACAACATATGACATTTTCCTTTTTTTTTATTATTGAAGC -3
pT4Bla
30TailEco RBS wk2 Inicio pdc
— >

| AAAAAAAAAGGAAA] ATG [CATATGTTGTCGGT|

Aadll SDpdcNde Ndel

Figura 25. Amplificacion del fragmento FR-wk con el RBS modificado y el inicio de pdc.

Se reamplific6 el fragmento FR-wk con los oligonucleétidos 30TailEco y
pdcNdeR para incluir otras 20 pb de pdc, y asi, generar una zona homoéloga a pdc
mas amplia (de 38 pb en vez de 18 pb).
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pdcNdeR:
5'- CGCTCCGCTAAATAGGTACCGACAACATATGACAT -3’

El segundo fragmento (FR-pdc), que contiene a pdc, se amplific6 con los
oligonucledtidos BpdcNde y EpdcXho usando al plasmido pTrcPDC como molde.

BpdcNde:
5- ATGTCATATGTTGTCGGTACCTATTTAGCG -3’

EpdcXho (corresponde al final de pdc, que inserta ademas el sitio de restriccion
Xhol):
5'- CTCGAGCTATTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGAGGAGCTTGTTAAC -3’

El fragmento completo (que contiene el RBS modificado seguido del gen pdc
completo) se obtuvo usando como moldes FR-wk y FR-pdc; y como iniciadores

30tailEco y EpdcXho, obteniendo alta eficiencia en la sintesis del fragmento de
aprox. 1.9 kb (Figura 26).

30 TailEco
—
| FR-wk |
| FR-pdc |
38 pb D 2
EpdcXho

Figura 26. Sintesis del fragemento que contiene a pdc con el RBS modificado, usando
dos moldes, y dos iniciadores sintéticos.

Este fragmento digerido Aatll-Xhol se ligé con el plasmido pT4Bla digerido
con las mismas enzimas, para obtener el plasmido pT4PDCwk (3.8 kb), que tiene
las siguientes caracteristicas: un RBS débil (wk2), el gen pdc completo escindible
mediante digestion con Ndel y Xhol, ademas de una etiqueta de 6 codones de
histidina. Se verificd la construccion pT4PDCwk, secuenciando desde el promotor
hasta 760 pb de pdc, con lo cual se confirmaron las caracteristicas mencionadas.

Para tener al operén pet completo, se introdujo ademas el gen adhB, que se
sintetiz6 por PCR partiendo de pTrcPET como molde, usando los oligonucleétidos:

BadhXho: 5- CCGCTCGAGCTAGTATGTAGGGTGAGGTTATAGCTATG -3’
EadhSp: 5- ACTAGTCTATTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGAAAGCGCTC -3’

El fragmento obtenido se digiri6 Xhol-Spel, al igual que el plasmido
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pT4PDCwk. Mediante la reaccion de la ligasa, se obtuvo el plasmido pT4PETwk
(Figura 27), con las mismas caracteristicas que pT4PDCwk, pero que contiene
ademas el gen adhB.

Ndel

. Hind\1l
» O\ Hindlll

pT4PETwk .. WL.|.... Xl
1729 pb

" HindTl

Figura 27. Plasmido pT4PETwk

Los plasmidos construidos se evaluaron por complementacion del crecimiento
anaerobio de la cepa E. coli VAL23. De acuerdo a los resultados, el plasmido
pT4PETwk no le proporciona a la cepa una ventaja en crecimiento anaerobio,
puesto que su fenotipo fue de crecimiento muy lento (en medio sélido); a las 48 h
se observaron colonias muy pequefas, caracteristicas de la cepa E. coli VAL23
sin una via alterna de regeneracion de NAD®. Sin embargo, cabe notar que el
fenotipo de la doble mutante no es de nulo crecimiento (Donnelly et al. 1998) y es
posible observar crecimiento cuando se cultiva por tiempos prolongados (72 h). Lo
gue nos indica este resultado, es que la PDC contenida en el plasmido pT4PETwk
no se expresa a niveles suficientes para recuperar el equilibrio REDOX de la
célula por la via de conversion de piruvato a etanol.

No se logré detectar actividad de PDC en extractos celulares (provenientes de
cultivos aerobios); para comprobar la presencia de la proteina, se realizé una
inmunodeteccién contra la etiqueta de histidinas, encontrando que se expresa a
niveles muy bajos (Figura 28).
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MPM

O pT4PDCwk

Figura 28. Western blot del extracto celular de E. coli VAL23 expresando el plasmido
pT4PDCwk

Con los vectores construidos, es ahora posible aumentar la sensibilidad del
método de seleccidn, puesto que la proteina parental le confiere a la célula un
crecimiento muy pobre en anaerobiosis. Antes de clonar bancos de pdc en los
vectores, se analizo la pertinencia de continuar con PDC como proteina modelo.

La PDC de Z. mobilis se us6 en la primera parte del trabajo como proteina
modelo para determinar la relacion entre la velocidad de crecimiento y la actividad
enzimatica, este resultado se obtuvo al modular la expresion de la proteina. Las
ventajas de este modelo fueron que los niveles de expresion de la enzima no
causaron sobrecarga metabdlica ni limitacion del crecimiento de la bacteria. En el
primer banco generado por DNA shuffling, no se encontraron variantes con
mejores propiedades cataliticas. El siguiente paso para lograr explorar un mayor
espacio de secuencia es generar un nuevo banco, aumentando la tasa de
mutagénesis o cambiando el método de generacion de diversidad; ademas de
clonar en un vector como pT4PETwk con el que el nivel de expresion es lo
suficientemente bajo como para encontrar variantes mejoradas.

De acuerdo a los resultados obtenidos del primer banco de variantes en PDC,
cuya tasa de mutagénesis fue de 1.4 mutaciones por kilobase, se infiere que se
requiere de una exploracion de un espacio de secuencia mas amplio, puesto que
el incremento en la actividad especifica de las variantes arriba mencionadas, fue
de apenas 1.5 veces, es decir, muy cercana a la actividad desarrollada por la
enzima parental que ademas, de acuerdo a los resultados, la expresion de la
proteina fue el factor clave en este incremento.

Predecir si un problema particular puede ser resuelto por evolucion dirigida,
depende en cierta medida, de cuan fuerte ha actuado la evolucion natural hacia la
proteina. Si la caracteristica medida ya se encuentra bajo presion de seleccion, es
muy dificil que puedan obtenerse posteriores mejoras en el laboratorio (Arnold
2008).
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Como se menciona en los antecedentes, la PDC de Z. mobilis, presenta
mejores propiedades cataliticas que muchas de las proteinas relacionadas, por lo
que es probable que la actividad haya sido seleccionada naturalmente bajo
condiciones que exigian mayor eficiencia, ya que Z. mobilis es un microorganismo
que consume glucosa mediante la ruta Entner-Doudoroff en la cual 1 mol de
glucosa rinde 2 moles de piruvato generando tan solo 1 mol de ATP. Para
contender con este bajo rendimiento energético, su metabolismo es altamente
acelerado. Por lo que Z. mobilis posee elevados niveles de enzimas glicoliticas y
etanologénicas. Ademas, todas las enzimas involucradas en la fermentacion se
expresan constitutivamente; las enzimas fermentativas representan el 50% de la
proteina total celular (Zaldivar et al. 2001).

Alun cuando es posible mejorar actividades altamente eficientes usando
diferentes metodologias (Neuenschwander et al. 2007), es posible que encontrar
una variante de la PDC de Z. mobilis con mejores propiedades cataliticas implique
demasiados cambios que sean muy laboriosos de generar por métodos de
evolucion dirigida.

Para continuar con la evaluacion del sistema de seleccion se decidid emplear
como modelo enzimatico, la L-LDH de B. subtilis que esta involucrada en otra ruta
fermentativa de interés industrial.

9.7 Evaluacion de E. coli VAL23 complementada con LDH

La L-LDH de B. subtilis (codificada por el gen IctE) comparte una identidad de
65% con la L-LDH de B: stearothermophilus; se sabe que el residuo D52 de esta
tltima proteina (correspondiente al residuo 38 de la L-LDH de B. subtilis) es un
sitio conservado involucrado en la union de NAD/NADH, y que cualquier
sustitucion en dicho residuo causa un decremento en la afinidad hacia NAD.
Cuando se sustituye el aspartato de la posicion 52 por glicina ocurre una
disminucion de Kcat/Km de dos o6rdenes de magnitud (Holmberg et al. 1999).

El plasmido pTrclctE (Figura 29) se construyO insertando ICtE en pTrc99A
usando los sitios de restriccion Ncol y BamHI. IctE se amplificd por PCR usando el
plasmido pUCIdh (Romero et al. 2007) como molde. Los oligonucleotidos
empleados fueron:

BldhNc: 5-CATGCCATGGTGAACAAACATGTAAATA-AAGTAGC -3

EldhBm: 5-CGCGGATCCCTATTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTTGACTTTTT-
GTTCTGC -3’
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Figura 29. Plasmido pTrc-IctE.

La variante LDH D38G (equivalente a la D52G de B. subtilis) se construyo
mediante la técnica de “overlapping PCR”; los oligonucleétidos usados para
producir el primer fragmento que se sobrelapa fueron:

BldhNc (descrito arriba).

36LDHBs 5-GCTTTTTCTTTATTTACACCAATGACCACAAGCTCA (la mutacion
se marca en negritas).

Y para el segundo fragmento:
36LDH2 5’-GAGCTTGTGGTCATTGGTGTAAATAAA-GAAAAAGCA
EldhBm (descrito arriba).

Al determinar los parametros cataliticos de la variante LDH D38G, comparada
con la LDH parental (WT), se encontré6 que la Kcat/Km también es afectada
fuertemente (6.3x10° y 2.8x10* puM* min? para LDH-WT y LDH-D38G
respectivamente). Al comparar cultivos de E. coli VAL23 transformada con el
vector portador de dicha variante (pTrclctE-G38) y con la silvestre (pTrclctE-WT)
se observa una notable disminucion del tamafio de las colonias formadas en
condiciones de anaerobiosis (Figura 30).

Figura 30. Cultivos sélidos anaerobios LB, Na,COs 4 g/l y glucosa 2 g/l sin inductor. E.
coli VAL23 expresando:A. LDH WT, B. LDH G38
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Al trabajar con VAL23-pTrclctE, se encontré también que, a diferencia de PDC,
la expresion de esta enzima LDH en E. coli tiene un efecto téxico, lo cual se hace
evidente al sobreexpresar la proteina aumentando la concentracién del inductor
(Figura 31).

Figura 31. Efecto de la sobreexpresion de LDH de B. subtilis en E. coli VAL23
transformada con pTrclctE. Cultivos anaerobios LB, Na,CO; 4 g/l y Glc 2 g/l. A. Sin
inductor, B. IPTG 0.1 mM

9.8 Evolucion dirigida de LDH

La disminucién de crecimiento de E. coli VAL23 con pTrclctE que se observo al
agregar inductor al medio de cultivo, indica una sobrecarga metabdlica para la
bacteria cuando aumenta la expresion de la proteina. Con la finalidad de disminuir
o eliminar dicho efecto, se generd un banco gendémico mediante “error prone PCR”
y se selecciond en anaerobiosis, en presencia de IPTG.

De la seleccién en caja pudieron distinguirse clonas que en condiciones de
induccién claramente tuvieron mayor crecimiento. Las variantes 6T3 y 2P,
disminuyeron notablemente el efecto negativo de crecimiento que presenta la WT

Figura 32. Seleccién anaerobia de variantes de LDH obtenidas por evolucién dirigida en
E. coli VAL23. Cultivos en medio sélido LB, 4 g Na,CO3 4 g/l y Glc 20 g/l y 0.1 mM IPTG .
A. WT (amplificacion 2X), B. 6T3, C. 2P.

Las dos variantes 6T3 y 2P se caracterizaron en cultivos liquidos
microaerobios con y sin inductor a pH controlado (M9, Glc 40 g/I, pH 7.0). En la
Figura 33 se puede observar que el crecimiento de 6T3 y 2P es menos afectado
por la presencia del inductor que la WT (los valores de p sin IPTG fueron: WT,
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0.06; 6T3, 0.09 y 2P, 0.08 h™, mientras que con IPTG se obtuvieron: WT, 0.037;
6T3,0.11y 2P, 0.08 h™)

La produccion de lactato en presencia de inductor de las variantes mejora con
respecto a la WT pero tiene rendimientos inferiores comparados con los obtenidos
en ausencia de inductor. Por lo que inferimos que las variantes expresadas en E.
coli VAL23, en presencia de IPTG, siguen ocasionando un desequilibrio en la
célula, que sin embargo, es menor que el observado con la proteina parental.

Es importante sefialar que en el experimento mostrado en la Figura 33 no
podemos relacionar el crecimiento exclusivamente a la regeneracion de NAD®
puesto que no se trata de cultivos anaerobios sino microaerobios. En la siguiente
seccion (Figura 34), se muestra que la actividad obtenida con LDH-WT en el
mismo vector, sin inductor; esta por arriba del rango en el cual la relacion con la
velocidad de crecimiento es lineal. Por lo que un aumento en la expresion de la
proteina y por lo tanto en la actividad especifica ya no le proporciona una ventaja
de crecimiento a la célula. El efecto que estamos observando aqui es de
disminucion del dafio que provoca a la célula la expresion de la proteina
recombinante.

sin IPTG IPTG 0.1 mM
0.3
—o—WT
—#—6T3
3 0.2 2P
©
8
€
o
M 0.14
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Figura 33. Cultivos microaerobios de E. coli VAL23 pTrclctE (medio mineral, Glc 40 g/l)
con las variantes en LDH 6T3, 2P y la parental.
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Bajando el nivel de expresion de la proteina, podria continuarse la seleccion
de variantes que no generen efectos negativos cuando se expresan de manera
heteréloga y que ademas mejoren los rendimientos en la produccion de
metabolitos.

9.9 Mutagénesis a saturacion en la posicion G38 de la LDH

Partiendo de la mutante LDH G38 (expresada en pTrclctE-G38), se realizé una
mutagénesis a saturacion en la posicion 38 por PCR (Merino et al. 1992) para
permitir que el sistema de seleccion identificara cudl de las posibles substituciones
recupera la actividad de la enzima y por lo tanto permite un mejor crecimiento de
las bacterias en condiciones anaerobicas. El banco resultante de la mutagénesis a
saturacion se utilizo para transformar a E. coli VAL23, y se seleccion6 en medio
sélido LB-glucosa, adicionado con Na,CO3; (como amortiguador), sin IPTG y bajo
condiciones anaerobias. El tamafio de colonia, y por consecuencia, la velocidad de
regeneracion de NAD®, fue el criterio de seleccion. De las candidatas
seleccionadas y secuenciadas, se detectaron 3 substituciones: G38A, G38C,
G38E y el aminoacido silvestre recuperado: G38D. Sin presion de seleccion se
aislaron clonas que se secuenciarion posteriormente. Del analisis de la secuencia,
se encontro que aparece la mayoria de los 20 aminoacidos posibles, sin embargo,
sélo las clonas que contienen las substituciones originalmente seleccionadas en
anaerobiosis (G38A, G38C, G38E G38D) son capaces de crecer en condiciones
anaerobias. Cada una de estas variantes expresadas en E. coli VAL23 se evaluo
en cultivo liquido anaerobio (LB, Na,CO3; 4 g/l, Glc 2 g/l, Ap, pH 7, sin IPTG),
encontrando que la velocidad de crecimiento calculada correlaciona con el tamafio
de colonia observado en caja.
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Figura 34. Relacion entre la velocidad de crecimiento anaerobio y la actividad de
variantes de LDH G38 contenidas en E. coli VAL23.

Nota: u: promedio de 4 cinéticas (LB-Glc 2g/l, sin IPTG). Actividad especifica: promedio
de al menos tres mediciones de actividad con las enzimas purificadas.

Se determinoO la actividad especifica de las proteinas arriba mencionadas,
partiendo de las enzimas purificadas, puesto que los extractos crudos contienen
otras actividades deshidrogenasas que dificultan la evaluacion. Los datos se
presentan en la Figura 34 donde se evidencia nuevamente la relacion que existe
entre la velocidad de crecimiento y la velocidad de regeneracion de NAD™, que en
este caso estd controlada por la actividad limitante LDH. Este resultado
comprueba la utilidad de nuestro método de seleccion basado en crecimiento.
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10 CONCLUSIONES

1. Se comprobd la relacién entre la velocidad de crecimiento y la actividad

especifica responsable de regenerar NAD" en condiciones anaerobias

2. Se desarroll6 un método de seleccibn de variantes de enzimas

fermentativas basado en la velocidad de crecimiento.

3. El método se retd para dos enzimas fermentativas: PDC de Z. mobilis y
LDH B. subtilis.

4. Para PDC se obtuvieron cepas con mayores actividades, debidas a una

mejora en los niveles de produccion de la enzima.

5.  Se identificaron mutantes de LDH de B. subtilis que permiten disminuir el

efecto toxico de la sobreexpresion de esta proteina en E. coli.

6. Para LDH se identificaron variantes que mejoraron la catélisis usando como

punto de partida una mutante deficiente en la union de NAD (D38G).
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11 PERSPECTIVAS

Aplicar el método en un esquema de cultivo continuo. En un quimiostato
las clonas que contienen variantes con mejores propiedades cataliticas se
seleccionan, mientras que las desfavorecidas se “lavan” del reactor. Este esquema
se probd con otra cepa etanologénica (E. coli KO11) en tanques pequefios con
700 ml de medio, las variaciones de la velocidad de dilucién fueron de 0.05 h™. La
umax para esta cepa se determiné en 0.35 h™’. Por lo que metodolégicamente es
posible manejar el rango de velocidades observadas por E. coli VAL23 que como
se demuestra tiene una relacion lineal entre la actividad especifica y u a valores de
0.2a0.5h™,

Generar bancos de PDC con mayor tasa de mutagénesis, e insertarlos en
el vector de baja expresion pT4PETwk. Con una tasa de mutagénesis mas alta,
seria posible explorar un espacio de secuencia mas amplio, para determinar si la
PDC de Z. mobilis es aun posible de mejora. El vector de baja expresion permite
mayor sensibilidad puesto que descarta actividades parecidas a la WT.

Emplear el método para estudios estructura - funcion de enzimas
deshidrogenasas. La malato deshidrogenasa (MDH) y la LDH son miembros de
una familia homdloga funcional de deshidrogenasas, ambas enzimas tienen alta
especificidad de sustrato. Recientemente se ha logrado por mutagénesis sitio-
dirigida cambiar la especificidad de sustrato de la MDH para convertirla en LDH,
pero aun con baja eficiencia de conversion. Con el método reportado en este
trabajo es posible seleccionar variantes con mejores rendimientos.

Secuenciar el plasmido pTrcPDCG12 completo para determinar con
exactitud el cambio que originé un aumento en la expresion de la proteina.

Identificar las mutaciones LDH 2P y 6T3. Evaluar el efecto de cada una de
las mutaciones que disminuyeron la toxicidad de LDH, y aplicar otro ciclo de
evolucién para incrementar la produccién de lactato
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Abstract By complementing a non-fermentative
Escherichia coli (IdhA~ pflB~) strain with the
recombinant Zymomonas mobilis ethanol pathway
(pdc, adhB), we evaluated the effect of different
levels of enzymatic activity on growth rate demon-
strating that there is a direct relationship between
anaerobic growth rate and the total specific activity of
pyruvate decarboxylase, which is the limiting enzyme
of this specific fermentative NAD® regenerating
pathway. This relationship was proved to be useful
to establish a selection strategy based on growth rate
for the analysis of IctE libraries, which encode lactate
dehydrogenase from Bacillus subtilis.
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Introduction

Escherichia coli as a facultative anaerobe can operate
under aerobic or anaerobic conditions, its energetic
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metabolism in each condition diverges at the fate of
the pyruvate obtained by glycolysis (Clark 1989).
During fermentation neither the respiratory chain
linked to O, nor those linked to alternative electron
acceptors, such as nitrate, fumarate or trimethylamine
oxide, are functional (White 1999). However growth
under such fermentative conditions requires that
E. coli reoxidizes NADH and restores NAD™ so that
ATP synthesis by substrate level phosphorylation
during glycolysis can continue. Thus, the key issue in
fermentation is the recycling of NADH through
conversion of pyruvate to fermentation products.
(Clark 1989).

The two major pathways in E. coli for the
formation of terminal fermentation products are the
direct conversion of pyruvate to lactate, which is
carried out in a single step catalyzed by lactate
dehydrogenase (LDH), and the splitting of pyruvate
into acetyl coenzyme A and formate by means of
pyruvate formate lyase (PFL); with subsequent
conversion of acetyl coenzyme A to approximately
equal amounts of ethanol and acetate (Bock and
Sawers 1996). Therefore, E. coli double mutants
lacking /dhA and pflB are unable to regenerate the
NAD" used by glycolysis, rendering the cells inca-
pable of fermentative growth on glucose or other
sugars even when supplemented with acetate (Bunch
et al. 1997; Mat-Jan et al. 1989). This fermentative
defect can be offset by an alternative enzymatic
activity that could restore the pyruvate channeling
towards NAD" regeneration. As in the case of
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metabolically-engineered strains containing the PET-
operon, i.e. pyruvate decarboxylase (pdc) and alcohol
dehydrogenase (adhB) from Zymomonas mobilis,
which efficiently convert pyruvate to ethanol and
regenerate NAD+ (Hespell et al. 1996). Besides,
plasmids coding for activities that complement
anaerobic growth in these strains are highly stable
as their loss is lethal for the double mutant viability
(Hespell et al. 1996).

As these strains lack the two most important
anaerobic pathways, interest has been focused on
redirecting fermentative metabolism so, when the
proper enzymatic activity is given, the corresponding
metabolite can be produced with high efficiency and
low by-product amounts. However, the influence of
each complementing pathway on growth rate has not
been evaluated comprehensibly. As it has already been
demonstrated in different reports using these non-
fermentative mutants, any pathway that restores the
redox equilibria also restores anaerobic growth (Alt-
aras and Cameron 2000; Boernke et al. 1995; Garmyn
et al. 1995; Hespell et al. 1996; Stols and Donnelly
1997). Based on this fact, we hypothesized that the rate
at which NAD™ is regenerated should influence the rate
of ATP generation by glucose catabolism. Therefore, if
there is no flux control in another step in glycolysis,
there should be a direct correlation between growth
rate and the enzymatic NAD™ regeneration rate. To
evaluate this hypothesis we modulated the recombi-
nant PDC activity on the E. coli I[dhA™, pflB~ mutant,
finding increased growth rates at higher levels of PDC
activity. As a proof of this concept, growth rate was
used as a criterion for the selection of two LDH
libraries. A saturation mutagenesis at position 38 of a
NADH-binding deficient LDH (D38G LDH from B.
subtilis) (Holmberg et al. 1999) was carried out to find
variants that allow bacteria to grow faster than clones
containing the single D38G mutant. A second library
was intended to remove the bacterial toxicity observed
when the recombinant B. subtilis LDH is over-
expressed in E. coli.

Materials and methods
Strains, plasmids and growth media

Strain E. coli XL1-Blue (Stratagene) was used for
plasmid conservation. Strain E. coli VAL23 is a

@ Springer

double mutant (IdhA™, pflB~), constructed from
E. coli W3110. (Lara et al. 2006)

Plasmid pLOI510 (Ohta et al. 1991), was used as
template for amplification of PET operon genes, i.e.
pdc (pyruvate decarboxylase) and adhB (alcohol
dehydrogenase) from Zymomonas mobilis. Plasmid
pTrc99A (Pharmacia Biotech) was used for cloning
pdc, adhB and IctE.

Strains were grown on Luria Broth medium
(Sambrook and Russell 2001), containing 200 mg
ampicillin/l when appropriate. For the expression of
fermentative enzymes under anaerobic conditions,
media were supplemented with glucose and isopropyl
f-p-1-thiogalactopyranoside (IPTG) as indicated.

Microaerobic cultures were carried out on fleakers
with M9 minimal medium (Sambrook and Russell
2001) supplemented when appropriate with glucose,
ampicillin or IPTG.

Solid anaerobic cultures were grown on anaerobic
jars, in H,CO, atmosphere, using a Gas-Pak kit
(Becton -Dickinson). For anaerobic growth on liquid
media, rubber stoppered tubes were flushed with
nitrogen gas, filled with 5 ml of previously degassed
broth (boiled and flushed with nitrogen), sealed and
sterilized.

DNA manipulations

Standard procedures were used for plasmid prepara-
tion, restriction enzyme digestion, ligation, transfor-
mation, and gel electrophoresis (Sambrook and
Russell 2001).

Plasmids pTrcPET, pTrcpde, and pTrclctE

Plasmids pTrcpdc and pTrcPET were constructed by
inserting pdc, and pdc-adhB into the expression
vector pTrc99A. Genes were amplified by PCR using
the plasmid pLOI5S10 as template. The oligonucleo-
tides were designed to include appropriate restriction
sites and a C-terminal polyhistidine tag. An internal
Ncol site on pdc was eliminated using the quick-
change site-directed mutagenesis kit (Stratagene).
The oligonucleotides used for pdc amplification were
BpdcNco: 5-GGAGTAAGCCATGGGTTATACTG
TCGGTACC, and EpdcBm: 5'-CGCGCGGATCCC
TATTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGAGGAGCT
TGTTAAC; for adhB, BadhBm: 5-GCCGCGG
ATCCCTAGTATGTAGGGTGAGGTTATAG and
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EadhHd: 5-CCCAAGCTTCTATTAGTGGTGGTG
GTGGTGGTGGAAAGCGCTCAGGAA.

pTrclctE was constructed by inserting IctE (from
Bacillus subtilis) into pTrc99A at Ncol and BamHI
restriction sites. IctE was amplified by PCR using
plasmid pUCIdh (Romero et al. 2007) as template. The
oligonucleotides used were: BldhNc 5-CATGCCA
TGGTGAACAAACATGTAAATAAAGTAGC and
EldhBm 5-CGCGGATCCCTATTAGTGGTGGTG
GTGGTGGTGGTTGACTTTTTGTTCTGC.

IctE libraries building

The LDH D38G site directed variant was constructed
by overlapping PCR; the oligonucleotides used to
produce the overlapped fragments were: (1) BldhNc
(described above) and 36LDHBs 5-GCTTTTTCT
TTATTTACACCAATGACCACAAGCTCA (muta-
tion is boldfaced) and (2) 36LDH2 5-GAGC
TTGTGGTCATTGGTGTAAATAAAGAAAAAG
CA and EldhBm (described above).

Saturation mutagenesis at position 38 of LDH G38
was done by PCR-based mutagenesis (Merino et al.
1992) using the following oligonucleotides: Tail99N-
co 5-AGCCGTGGATCGTGGGCGCCGACATCAT
AACGGTTCTGGC, BsNNG/C 5'-GCTTTTTCTTT
ATTTACSNNAATGACCACAAGCTCATCTGTG,
this first fragment was used as megaprimer together
with oligonucleotides Tail20 5'-GGAATAGC
CGTGGATCGTGG and EldhBm (described above)
to synthesize the complete /ctE mutagenized gene.

Randomization of /ctE by error prone PCR

A library of variants on /ctE was obtained by error-
prone PCR using the commercial kit GeneMorphll
Random Mutagenesis (Stratagene), the oligonucleo-
tides used were Tail99Nco (described above) and
Tail-99Hind 5'-AGCCGTGGATCGTGGGGACCAC
CGCGCTACTGCCGCCAGG. This library was in-
serted into pTrc99A as described for pTrclctE.

Analytical procedures

Pyruvate decarboxylase activities were measured
from sonicated cell extracts as has already been
described (Conway et al. 1987a, b).

LDH D38variants and wild type were purified with
Ni-NTA resin (Qiagen) to determine their kinetic
parameters.

Lactate dehydrogenase activities from crude
extracts and purified enzymes were measured in
100 mM Na,HPO, pH 6.5 buffer at 35°C by mon-
itoring oxidation of NADH at 340 nm.

The amount of protein analyzed on crude extracts
was standardized by adjusting ODssq of each culture
prior to cell disruption. Total protein was estimated as
ODs50 of 1 = 0.23 mg cell protein per ml. Activities
are reported as IU per mg of protein (IU/mg o).

Protein was measured with Bradford reagent.

Ethanol was determined by gas chromatography
using n-butanol as internal standard. Glucose and
organic acids (lactic acid) concentrations were deter-
mined by HPLC equipped with a refractive index
detector using an Aminex HPX-87H column. A mobile
phase of 5 mM H,SO,4 was used at 0.8 ml/min, run at
60°C.

Results and discussion
Effect of PDC on growth rate

As an ldhA™ pflIB~ double mutant, E. coli VAL23 was
complemented with the PET-operon expressed on an
inducible plasmid (pTrcPET), in such a way that PDC
and ADH expression levels could be modulated by
adding IPTG. E. coli VAL23/pTrcPET was cultured
in anaerobic LB media, containing 2 g glucose/l and
different concentrations of inducer. As induction
level was increased, higher PDC activities were
obtained (Fig. 1A, B), as well as higher growth rates
(Fig. 1B). This observation confirmed the hypothesis
that growth rate correlates with the rate at which
NAD" is regenerated in the ethanol pathway, which
in turn is controlled by the limiting step of this
pathway, i.e. PDC activity as shown below.

Ingram and Conway (1988) have previously found
that the expression level of ethanologenic enzymes in
a wild type E. coli containing PET-plasmids, corre-
lates with the final cell density. These authors
attributed this correlation to the replacement of
organic acids by ethanol which is a less toxic
product. We found that the increase in growth rate
obtained at higher PDC activities, also correlates with
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Fig. 1 E. coli VAL23/pTrcPET grown on LB, 2 g glucose/l at
different IPTG concentrations. Note: Standard error was
calculated from three independent experiments, however,
symbols are greater than error bars in most of the reported
values. (A) Exponential phase of anaerobic growth kinetics.
(B) Specific growth rate and PDC activity. Note: PDC activity
was measured from crude extracts of cells at exponential phase.
(C) Effect of PDC activity on specific rates of: growth (u),
glucose consumption (—q) and ethanol formation (qp)

glucose consumption rate resulting from a higher
carbon flux toward ethanol production, and therefore
a higher NAD" recycling rate (Fig. 1C). The same
effect of increased glucose consumption rate at
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Table 1 Correlation between growth rate and PDC specific
activity in E. coli VAL23-pTrcpdc grown on LB plus 20 g
glucose /1

IPTG (mM) PDC activity (IU/mMgeel; pror) i (Y
0.00 0.6 0.10
0.01 1.8 0.40
0.03 7.2 0.44

increasing fermentative activity has been observed
on a non-fermentative E. coli strain complemented
with a malic enzyme, which restores anaerobic
growth by converting pyruvate into malate resulting
in the formation of succinate (Stols and Donnelly
1997).

Although both PDC and ADH expression levels
were modulated, in the heterologous ethanol path-
way, PDC is the controlling activity (Martinez et al.
1999). This was confirmed using a plasmid express-
ing only pdc (pTrcpdc). PDC activity was enough to
complement the anaerobic growth of E. coli VAL23,
due to the presence of the native E. coli ethanol
dehydrogenase (ADHE), which catalyzes the conver-
sion of acetaldehyde to ethanol, recycling the NAD™,
Table 1 shows that at low PDC activities, the ADH
step does not represent a bottleneck in the conversion
of pyruvate to ethanol, as growth rate increased with
the inducer concentration. It is therefore clear that,
within a specific PDC activity range, there is a direct
correlation between PDC level and specific growth
rate, with a saturating effect at higher expression
levels (Fig. 1C).

Although a continuous culture may be imple-
mented to select the fastest growing strains, an
alternative and straightforward way to detect them is
by direct observation of colony size after plating in
solid media. Colony diameter—which is directly
related to growth rate—increases at higher inducer
concentrations as shown in Fig. 2.

Saturation mutagenesis at position 38 of LDH

Holmberg et al. (1999) reported that substitution of
the conserved aspartate residue by glycine at position
52 in LDH from B. stearothermophilus (which
correspond to aspartate 38 in LDH from B. subtilis)
caused a significant decrement on the NADH affinity
and also a decrement on k_,,, resulting in a two orders
of magnitude decreased k.,/K,,. We constructed the
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Fig. 2 Colony size distribution of E. coli VAL23 pTrcPET on
anaerobic solid media LB, 20 g glucose/l, at different
concentrations of IPTG, 48 h on anaerobic jar. IPTG concen-
tration (UM): A, 0; B, 10; C, 20 and D, 30. Lower part: colony
diameters (Note: Colony diameter was measured from images
obtained with a stereoscope equipped with image analysis
software (ImagePro Plus, Media Cybernetics), 30-50 colonies
were analyzed from each plate) measured for each IPTG
condition

equivalent D38G on LDH from B. subtilis (which
shares 67% identity with LDH from B. stearother-
mophilus). As expected, mutant D38G yields very
small colony forming strains under anaerobic culture
conditions (Fig. 3B).

A library was constructed by saturation mutagen-
esis at position G38 and selected on E. coli VAL23,
under anaerobic conditions, on LB media supple-
mented with Na,COj; (as buffer) and glucose. Colony
size and consequently an improved NAD" regener-
ation rate was the screening criteria for mutants later
identified by nucleotide sequence as G38A, G38C,
G38E and G38D (Fig. 3). It is important to note that
under aerobic culture conditions, clones containing
most of the 20 amino acid substitutions were found;
however, most of them were unable to form easily
visualized colonies when grown on anaerobic culture
conditions.

LDH activity IU/mgpot

Fig. 4 Relationship of activity and growth rate of the E. coli
VAL23 containing LDH G38 variants. LDH specific activity
from the purified enzymes versus anaraecobic maximum growth
rate

Specific growth rates on liquid anaerobic media of
E. coli VAL23 transformed with variants D38G
(0.15 £ 0.019 h™"), G38A (0.41 + 0.009 h™"), G38C
(051 +0.021h™") and wild type LDH
(0.59 + 0.016 h™") show that the differences in
colony diameter correlates with specific growth rate.
Due to low production of LDH under anaerobic
conditions and to the presence of endogenous
NADH-NAD™ activities on crude cell extracts, spe-
cific activities of the above mentioned variants and
the wild type clone were obtained using purified
enzymes. Again, the specific growth rate of each
clone could be directly associated with the rate of the
limiting enzymatic step in the strain (Fig. 4), proving
the usefulness of the method.

Directed evolution of LDH

LDH from diverse organisms causes a cell toxicity
effect when over-expressed in E. coli (Dr. Humberto
Flores, personal communication). During this work,
we found a negative effect on bacterial growth when
E.coli VAL23 transformed with pTrclctE was grown

Fig. 3 E. coli VAL23 containing LDH G38 variants individually cultured on anaerobic solid LB media supplemented with 4 g
Na,COs/l and 2 g glucose/l. (A) LDH wild type, (B) LDH G38, (C) LDH G38A, (D) LDH G38C
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Fig. 5 Anaerobic selection of the E. coli VAL23 containing LDH variants obtained by directed evolution, cultured on solid LB, 4 g
Na,CO4/l, 20 g glucose/l and 0.1 mM IPTG. (A) WT (2X stereoscope amplification), (B) 6T3, (C) 2P

Table 2 Kinetic parameter of E. coli VAL23 containing selected LDH variants from directed evolution

Enzyme u ) qp (g lactate/gcey; h)* Maximum lactate concentration (g/1) LDH activity IU/mgce prmb
WT 0.04 221 2.4 0.68

6T3 0.11 4.35 6.4 6.5

2P 0.08 5.52 10.5 4.3

Microaerobic, pH controlled cultures on M9 media supplemented with 40 g glucose/l and 0.1 mM IPTG

 Specific lactate formation rate

® Specific activity measured from crude extracts of cells at exponential phase, adjusted to 1 OD prior to cell disruption

even at low levels of IPTG inducer (0.05 mM). To
remove the toxicity effect on bacterial growth, an
LDH mutant library generated by error-prone PCR
was selected on anaerobic media in the presence of
IPTG.

Variants 6T3 and 2P manifested the highest colony
diameter (Fig. 5). Variant 6T3 included six amino
acid substitutions (N3D, A22T, DI41E, Al145V,
K230R and Y235F), and variant 2P included four
substitutions (K87N, L1201, D270E, L311F). Substi-
tutions were mapped on the known quaternary
structure of LDH of B. stearothermophilus (Schar
et al. 1982) and found on the solvent exposed protein
surface, far from subunit interfaces and far from
ligand binding sites (not shown).

When cultured on microaerobic, pH controlled
liquid cultures (M9 media, 40 g glucose/l and
0.1 mM IPTG), a rapid lactate production from
bacteria transformed with variants 6T3 and 2P
resulted in higher specific growth rates as compared
with bacteria transformed with the wild type clone
(Table 2). It is important to point out that the specific
growth rate of E. coli VAL23 transformed with the
variants is similar independently of the presence or
absence of IPTG in the culture (data not shown), in
contrast to the specific growth rate of E. coli VAL23
transformed with the wild type clone which is
diminished twofold in presence of the inducer. These
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variants also reached a higher specific lactate pro-
duction rate than the wild type clone (Table 2).

In summary, we have demonstrated that the non-
fermentative mutant strain (IdhA~, pfIB~) could be
useful to select variants of fermentative enzymes with
improvements in their catalytic properties. Further-
more, the selection method could also be useful to
remove undesirable protein properties that might
have an impact in the production yields of important
metabolites such as L-lactate.
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