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Resumen.

Es conocido que las LDH's de diversos organismos causan un efecto de toxicidad
cuando se sobre-expresan en E.coli. En este trabajo, nosotros encontramos un
efecto negativo de crecimiento bacterial cuando E. coli VAL23 (pflB", IdhA") se
transformd con pTrcIctE bajo induccién con IPTG (0.05 mM). Para remover el
efecto de toxicidad que reduce la velocidad de crecimiento, fue generada una
libreria de mutantes LDH mediante PCR mutagénica la cual fue seleccionada en

medio anaerobio en presencia de IPTG.

Cuando se cultivd en medio anaerobio, en cultivos liquidos controlando el pH
(Medio M9, 40g de glucosa/l y 0.1 mM IPTG), fue observada una rapida
produccion de lactato de las bacterias que fueron transformadas con las variantes
6T3 y 2P* resultando en una mayor velocidad de crecimiento en comparacién con
las bacterias que fueron transformadas con la clona WT. Estas variantes también
alcanzaron un incremento en la velocidad especifica de produccién de lactato que

la clona WT.

La variante 6T3 incluyd 6 sustituciones de aminoécidos (N3D, A22T, D141E,
Al145V, K230R y Y235F), y la variante 2P* incluy6 4 sustituciones (K87N, L120lI,
D270E, L311F). Las sustituciones fueron mapeadas sobre la estructura
cuaternaria conocida de la LDH de B. stearothermophilus (28) y se encontraron en
la superficie de la proteina expuestas al solvente.

En resumen, nuesteros resultados sugieren que la mutante no fermentativa (IdhA-,
pflB-) puede ser usada para remover propiedades indeseables de la proteina que
podrian tener un impacto en los rendimientos de produccion de metabolitos

importantes tales como el L-lactato.



INTRODUCCION.

Acido lactico.

El acido lactico es una molécula organica que se produce en el curso del
metabolismo de anaerobiosis, también es conocido por su nomenclatura oficial
como acido 2-hidroxi-propanoico o acido a-hidroxi-propanoico y es un compuesto
que juega un importante rol en diversos procesos bioquimicos de la fermentacion,
en solucion puede perder el protdn y convertirse en el anion lactato. El acido
lactico es un quirdbmero que posee dos isbmeros Opticos, uno es el dextrégiro,
acido D-(-)-lactico o d-acido lactico (en este caso, se trata de acido (R)-lactico); y
el otro es el levagiro, acido L-(+)-lactico 6 I-4cido lactico (en este caso se trata del

acido (S)-lactico) como se muestra en la Figura 1.

He .~ CHs CH; o -H
HO | OH HO OH
o]
D (-) Acido Léctico L (+) Acido Lactico
(Dextrégiro) (Levégiro)

Figura 1.- Orientaciones quirales del acido lactico.

Acido Poli-Léctico.

El Acido Poli-Lactico (APL) presenta buenas propiedades mecanicas, de
apariencia y biodegrabilidad; por ello, se considera un polimero de interés
potencial en la fabricacion de envases y otros bienes de consumo. El APL es un

material biodegradable que es producido a partir de recursos renovables y no es
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toxico para el cuerpo humano ni para el ambiente. EI APL es utilizado como
material biomédico para la regeneracion de tejidos, para la fabricacion de matrices
de liberacion de drogas y como una alternativa de polimero comercial para reducir
el impacto sobre el ambiente (1). EI APL esta siendo desarrollado como un
material alternativo de los plasticos convencionales basados en petréleo (2,3), y es
un plastico versatil que puede ser manipulado para aplicaciones especificas
mediante la alteracion de las proporciones de los isomeros L-(+) y D-(-) del acido
lactico (4).

El APL se forma a partir de mondmeros de L-lactato y D-lactato para formar
cadenas de poliéster alifatico de L-Acido Poli-Lactico (L-APL) y D-Acido Poli-
Lactico (D-APL) respectivamente, la polimerizacion se lleva acabo mediante la
deshidratacion y formacién de enlaces éster del carbono carboxilico del &cido
lactico. Numerosos estudios se han llevado acabo con respecto a la formacion,
estructura, propiedades, degradacion y aplicaciones del APL en la formacion de
cristales y fibras que son utilizados en la elaboracion de biopolimeros como
plasticos biodegradables. La estéreo-complementacion de cadenas L-APL y D-
APL mediante fuerzas de van-der-Waals fortalece las propiedades mecanicas, la
resistencia térmica, de hidrdlisis y ambiental del APL. Se ha demostrado que los
parametros cruciales que afectan la estéreo-complementacién son la proporcion
en la mezcla y el peso molecular de las cadenas de L-APL y D-APL, lo cual

requiere monomeros de L-lactato y D-lactato 6pticamente puros para su formacion

(1).



Los isémeros Opticamente puros pueden ser generados como productos
separados mediante la fermentacion microbiana de carbohidratos (5), utilizando
las enzimas, L-(+) lactato deshidrogenasa (L-LDH) y D-(-) lactato deshidrogenasa
(D-LDH); aunque la glucosa es la materia prima comercial, la adicién de otros
azucares tales como pentosas (xilosa, arabinosa) y celobiosas, potencialmente

disponibles, permitiria bajar los costos de produccion (5, 6).



ANTECEDENTES

Ingenieria de rutas metabdlicas para la produccion de lactato.

Una variedad de microorganismos pueden ser usados para producir los isdmeros
Opticamente puros de acido lactico (5). Estos tipicamente requieren la adicion de
nutrientes complejos debido a las limitaciones biosintéticas, lo que incrementa los
costos por nutrientes, purificacion y traslado de residuos. Una alternativa para la
produccion de acido lactico esta siendo disefiada tanto en levaduras como en
Escherichia coli (7, 8), microorganismos generalmente usados como plataforma en
la biotecnologia (2).

E. coli silvestre produce una mezcla de acidos y productos de fermentacion como
se muestra en la Figura 2 (9).

Varios grupos han reportado ingenieria metabodlica de estos organismos para la
produccion de D- lactato usando diferentes propuestas genéticas. La cepa de E.
coli desarrollada por Chang et al. (7) contiene mutaciones en la fosfotransacetilasa
(pta) y fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc); produce un alto rendimiento de acido
lactico, pero requiere de acidos dicarboxilicos o nutrientes complejos para su

crecimiento. Aunque la omision de la mutacién de ppc elimina el requerimiento de



acidos dicarboxilicos, el rendimiento fue significativamente disminuido por la

acumulacion de succinato.

Glucosa Biogintesis

D-lactte (17, 1

NAD
IdhA PEP pPpe Oxaloacetato
WADH — L ADP +
[

N ATP -

NAD Piruvato Fumarato

pfiB CcCO
aceEF.Ipd :::H 2 | frdaBCD
]
Acetil-CoA

MNADH

NADH
i
-y / Py HADE NAD
s NAD
. adhkE
Bsetaty.—— Acetil~P Acetaldehid
ATP GCM ADPF
Oxaloacetato Citrato — Biogintesis

Figura 2. Fermentacién de glucosa por E. coli, los productos de fermentacion estan indicados
dentro de Ovalos obscuros y los genes de las enzimas importantes estan escritos en italicas.
IdhA, lactato deshidrogenasa; ppc, fosfoenolpiruvato carboxilasa; frdABCD, fumarato
reductasa; pflB, piruvato formatoliasa; aceEF, Ipd, complejo piruvato deshidrogenasa; pta,
fosfotransacetilasa; adhE, alcohol deshidrogenasa; ackA, acetato cinasa.

Una alternativa propuesta por Zhou, et al. (8) combind mutaciones en cuatro
genes: frdBC, fumarato reductasa; pflB, piruvato formatoliasa; adhE, alcohol
deshidrogenasa; ackA, acetato cinasa. La cepa resultante (SZ63) produjo, a partir
de azucares, altos rendimientos de D-lactato durante el crecimiento en un medio
de sales minerales sin la adicion de nutrientes. Zhou, et al (6) realizaron ingenieria
metabolica en E. coli para generar cinco supresiones cromosomales (pflB, ackA,
adhE, IdhA, y frdBC) e integraron el gen IdhL de la L-(+)-LDH de Pediococcus
acidilactici (10). La cepa resultante (SZ85) produce altos rendimientos de L-(+)
lactato Optimamente puro a partir de glucosa y xilosa en un medio de sales

minerales.



Evolucién dirigida de proteinas.

La evolucion permite seleccionar de manera natural especies que estén mejor
adecuadas a una serie de factores, Segovia L, et al (11) sugiere que p-cristalino la
cual es una proteina que funciona como lente en algunos marsupiales, siendo un
componente natural de la retina y de otros tejidos, es sometida a un reclutamiento
génico para ganar un rol estructural adicional en la lente, durante la evolucién de
las especies marsupiales diurnas. Y propone que p-cristalino podria ser una
enzima, posiblemente del metabolismo de aminoacidos, con particular importancia

para fotoreceptores.

Asi mismo las enzimas son poderosos catalizadores que son capaces de
incrementar la velocidad de reaccion en varios 6rdenes de magnitud con respecto
a la reaccién no catalizada (12, 13). Ciertas enzimas muestran un control perfecto
sobre la estereoquimica y selectividad, estas caracteristicas pueden ser atractivas
para la industria, ademas de que algunas enzimas catalizan naturalmente las
reacciones que los quimicos necesitan bajo condiciones que son industrialmente
convenientes y econémicamente ventajosas. Muchos esfuerzos estan actualmente
dirigidos hacia la modificacion de la actividad enzimatica para satisfacer las

necesidades industriales.

Multiples propuestas han sido desarrolladas para permitir la identificacion de
enzimas mutadas que posean cualidades deseables tales como el incremento de
la actividad enzimatica, la modificacion de la especificidad o la unién al cofactor.

Propuestas recientes han sido usadas en el disefio racional de enzimas. Estas



propuestas requieren un conocimiento profundo de las caracteristicas
estructurales del sitio activo de la enzima y de su contribucion y funcién. La
complejidad de la relacion Estructura/Funcion en las enzimas ha sido un factor que
limita las aplicaciones del disefio racional. Recientemente, la evolucion dirigida ha
probado ser una herramienta poderosa para la modificacion de la actividad
enzimatica, y actualmente es la herramienta generalmente usada en estos casos.
La evolucién dirigida consiste en la generacion de mutaciones aleatorias en un
gen de interés, seguida de seleccion de la proteina mutada que posee las
caracteristicas deseadas. La evolucion dirigida puede permitir una ingenieria
enzimatica relativamente rapida sin requerir un entendimiento profundo de la
relacion Estructura/Funcion, La principal limitacion de la evolucién dirigida es la
necesidad de desarrollar una metodologia de alta resolucion que permita la

identificacién de las propiedades deseadas bajo condiciones relevantes (14).

Método de seleccion.

Las L-lactato y D-lactato deshidrogenasas, las cuales estan involucradas en la
reduccion de piruvato a L-lactato y D-lactato, pertenecen a familias enzimaticas no
relacionadas evolutivamente. Los genes que codifican la L-LDH han sido usados
como un modelo de duplicacion génica debido a los mdultiples paralogos

encontrados en eubacterias, arqueobacterias, y eucariontes (15).

Algunos enfoques genéticos han sido usados para la produccion de L-lactato
mediante E. coli modificada, productora en un principio de D-lactato, en todos ellos

se ha remplazado la ruta fermentativa nativa por el gen que codifica la enzima L-
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LDH (6). Los primeros estudios por Clark et al. (9,16) demostraron que la cepa de
E. coli que contiene mutaciones en la piruvato formatoliasa (pflB) y la lactato
deshidrogenasa (Idh) es incapaz de metabolizar glucosa anaerdbicamente en
medio de sales minerales, a menos que se suplemente con una ruta alternativa
para la oxidacién de NADH, subsecuentemente, esta doble mutante ha sido usada
para aislar plasmidos expresando los genes de la LDH de una variedad de

diferentes microorganismos (17, 18, 10).

Este defecto fermentativo puede ser compensado mediante una actividad
enzimatica que restaure la canalizacion de piruvato hacia la regeneracion de
NAD", y se ha visto que plasmidos que codifican para actividades que
complementan el crecimiento anaerdbico son altamente estables, al grado que su

pérdida es letal para la viabilidad de la doble mutante (19).

Diferentes reportes han demostrado que usando esta mutante no fermentativa
(pfIB",1dhA"), cualquier ruta que restaure el equilibrio redox también restaura el
crecimiento anaerobico (20, 10, 19). Basados en este hecho, Vazquez-Limoén ha
planteado que la velocidad a la cual el NAD" es regenerado influye en la velocidad
de generacion del ATP mediante el catabolismo de la glucosa, y asi, mientras que
el flujo de carbono no sea limitado por otros pasos en la glucdlisis, existe una
correlacion directa entre la velocidad de crecimiento y la actividad de la enzima

que limita la ruta de regeneracion de NAD" (21).



La estrategia anterior nos permite discriminar variantes funcionales de bancos de
enzimas que regeneran NAD", puesto que las variantes inactivas son segregadas,
y aun cuando exista contaminacién de actividad parental, ésta puede ser
discriminada al utilizar vectores que permiten un nivel de expresiéon muy bajo del
gene que codifica a la enzima de interés. Finalmente aquellas variantes con
propiedades mejoradas son facilmente identificadas basandose en su rapida
velocidad de crecimiento, resultando en colonias significativamente mas grandes

(21).

Antecedentes del mejoramiento de los parametros cataliticos de la L-LDH.

Zhou, et al. (6) encontré cinco mutaciones en la regidon que codifica IdhL de SZ85
(Pediococcus acidilactici); (I) codon 15, GAC (asp) a GGC (gly); (Il) coddén 63, AAC
(asn) a AGC (ser); (lll) codon 221(doble mutacién), GCA (ala) a AAA (lys); y (IV)
coddn 228, AAG (lys) a GAG (glu). Las mutaciones observadas en la region que
codifica ldhL y su region terminadora de SZ85 contribuyen en el incremento de la
actividad de la L-(+)-LDH, lo cual podria deberse al aumento en la estabilidad del
mensajero, al mejoramiento en la estabilidad y plegamiento de la proteina, o al

incremento de la actividad enzimatica.

Humberto Flores, et al. (22) mediante alineamiento de secuencias de aminoacidos
gener0 una libreria filogenética donde sustituyd0 de manera preferencial
aminoacidos cerca del sitio de union al cofactor NADH de la lactato
deshidrogenasa de B. stearothermophilus. Un estudio mostré que una triple

mutante (Mut31) es mas eficiente cataliticamente que la enzima silvestre asi como

8



también fue mejor en la utilizacion de NAD", y débilmente activa para NADP" y

NMN".

Efecto toxico de sobre-expresién de la L-LDH

Se ha observado que la L-LDH de varias especies de Bacillus sobre-expresada
en E. coli causa un efecto toxico, el cual se ve reflejado en la disminucién de
generacion de biomasa, y en la caida de los rendimientos de acido lactico (21). De
igual forma se ha observado que la expresion de mutantes de la L-LDH de B.
subtilis sin actividad enzimatica (sin produccion de &cido lactico) desencadena el
mismo efecto de toxicidad cuando se sobre-expresa la proteina en el medio
intracelular (21), lo cual podria estar asociado a interacciones de regiones
hidrofobicas en la superficie de la proteina, que evita la adecuada solubilidad, y

por tanto conlleva a la formacion de agregados.



PLANTEAMIENTO.

En este trabajo se plante6 mejorar los parametros cataliticos de la lactato
deshidrogenasa (LctE) de Bacillus subtilis mediante evolucion dirigida, ademas de
incrementar los niveles de expresion de proteina LDH activa mediante la
eliminacién del efecto toxico que genera la sobre-expresion de la LctE de Bacillus
subtilis en E. coli. Para esto se utiliz6 una cepa de E. coli que contiene las
supresiones genéticas en IdhA y pflB, lo cual confiere a las bacterias una
velocidad de crecimiento disminuida en condiciones anaerobias a menos que se

integre una enzima que restaure el equilibrio redox de NAD".
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HIPOTESIS.

Mediante evolucion dirigida se puede eliminar el efecto tdoxico de la LctE

expresada en E. coli y mejorar los parametros cataliticos de la LctE de Bacillus

subtilis.

OBJETIVO GENERAL.

Incrementar la produccion de L-lactato generada por la LctE de Bacillus subtilis

expresada en E. coli.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Mediante evolucion dirigida de la LctE de Bacillus subtilis determinar el

impacto de seleccién en la regeneracion de NAD+

e Eliminar el efecto téxico que causa la LctE de Bacillus subtilis expresada en

E. coli.

e Evaluar la produccion de L-lactato con la LctE de Bacillus subtilis en E. coli.

10



MATERIALES Y METODOS

Cepa, plasmidos y medio de crecimiento.

Se utilizo la cepa de E. coli (VAL23), la cual carece de secuencias completas de
pflIB y IdhA y tiene una velocidad de crecimiento disminuida en condiciones
anaerobicas (21). Fue utilizado el plasmido pTrc99A (Pharmacia Biotech) para
clonar la secuencia IctE de Bacillus subtilis, se utiliz6 medio de crecimiento “Luria
Broth” (23) que contiene 200 mg de ampicilina/l. Para la expresién del operén de
la L-LDH bajo condiciones anaerobias, el medio fue suplementado con glucosa e
(IPTG). Los cultivos para el andlisis de los productos de fermentacion fueron
realizados en medio mineral M9 (23) suplementado con glucosa al 4%.

Los cultivos anaerobios en medio solido fueron cargados en jarras anaerdbicas
(Becton-Dickinson) en una atmésfera de H,-CO,, usando un “Gas-Pak®© Kit”
(Becton-Dickinson). Para el crecimiento anaerébico en medio liquido, se utilizé un
equipo de fermentacién multiple (6 mini-fermentadores), a 100 rpm, pH 7, 37°C y

200 ml de medio de cultivo.

Manipulacion de ADN.
Se utilizaron los procesos estandar para la preparacion de plasmidos, enzimas de

restriccion, ligacion, transformacion y electroforesis (23).

Construccion del plasmido pTrc-IctE y pTrc-lctwk.
El pldsmido pTrc-IctE fue construido mediante la insercion del gen IctE de Bacillus
subtilis dentro del vector de expresion pTrc99A como se muestra en la Figura 3. El
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plasmido pTrc-IctEwk serd disefiado mediante la insercion de una secuencia
“Shine-Dalgarno” que codifica para una region de baja afinidad al sitio de union del

ribosoma y se insertara en el vector de expresion pTrc99A (23).

pTrc-lctE
5140 pb

Figura 3.- Vector de expresion pTrc-IctE, la secuencia IctE
codifica para la L-LDH de Bacillus subtilis.

El gen LctE fue amplificado mediante PCR y los oligonucleétidos 99HIinD y 99NCO
(Tabla 1) se disefiaron de manera tal que permitieron la insercion de un sitio de
restriccion adecuado y una cola de poli-histidina en la regiéon C-Terminal del
péptido de la L-LDH para fines de purificacion (Figura 4).
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99 NCO
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IctE

poli-H

99 HIND

[

I

—

Figura 4.- Disefio de oligonucledtidos con fines de amplificacion y clonacion del

segmento IctE, asi como la insercion de un fragmento poli-H con motivos de

purificacion.

Tabla 1.- Oligonucleétidos empleados para la amplificacion por medio de PCR

Mutagénica.

Oligonucledtidos

Secuencia

99NCO

5 AGCCGTGGATCGTGGGCGCCGACATCATAACGGTTCTGGC 3’

99HIND

3 CCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCGGTGCTAGGTGCCGA &

Enzimas de restriccion.

Se utilizaron las siguientes enzimas para la digestion de la secuencia ICtE y del

vector de expresion pTrC99a como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2.- Enzimas de restriccion empleadas para digerir ICtE y pTrc99a.

ENZIMA

SEGMENTO DE CORTE

Hind Il

5!

v

... AAGCTT...3’

..TTCGAA....%Y’

A

Nco |

51

3!

v

...CCATGG...3

...GGTACC...

A

a
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Se utilizé la Tabla 3 obtenida del protocolo Mutazyme® Il Polymerase que fue

recomendado por la compafiia GeneMorph® para obtener una frecuencia media de

mutagénesis.

Tabla 3.- Frecuencia mutagénica vs. Cantidad de muestra inicial.

Frecuencia Mutagénica.

Cantidad de muestra inicial

Amplificaciones recomendadas

0-4,5 (baja) 500-1000ng 1,5-10
4,5-9 (media) 100-500 ng 10-100
9-16 (alta) 0,1-100 ng 100-10,000

Clonacioén de la secuencia IctE.

La Figura 5 muestra los productos de amplificacion de la PCR mutagénica, el

producto amplificado esperado es de 1025 pb, lo cual coincide con el tamafio

esperado segun el marcador de peso molecular.

1000 pb —»

Dig Plasmido
MPM IctE

Figura 5.- Productos de PCR mutagénica resueltos en un gel de agarosa al 2%.

Los productos de PCR mutagénica digeridos con Ncol-Hindlll fueron ligados como

se muestra en la Figura 6. En el primer carril se observa el inserto digerido el cual
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fue producto de la PCR mutagénica, en el segundo se colocé el plasmido digerido,
en el tercero se observa el producto de ligacion, en el cual se percibe un barrido
antes y después de la banda esperada, los cuales son generados debido a dobles
y triples ligaciones y a productos lineales respectivamente, el cuarto muestra la

extraccidon de plasmido obtenido después de la transformacion.

Figura 6.- Ligacion del producto de PCR de IctE de Bacillus subtilis en el plasmido

pTrc99a.

Los productos de ligacion fueron transformados en la cepa VAL23, y se tomé 1 pl
para inocular una caja con medio LB-GLU, el medio restante de electroporacion se
transfirio a un matraz con 20 ml de medio LB-GLU liquido, y después de 10 h, las
células fueron recuperadas mediante centrifugacion a 4000 rpm durante 10
minutos, a las cuales se les extrajo el plasmido usando el Kit “High Pure Plasmid
Isolation de ROCHE, el cual sirvi6 como banco muestra para realizar diversos

experimentos.
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De la caja se picaron 15 colonias, las cuales fueron crecidas en 5ml de medio LB
durante 10 h, las células fueron recuperadas mediante centrifugacion a 4000 rpm
durante 10 minutos y posteriormente se extrajo el plasmido de cada una de las

variantes.

El ADN obtenido de las extracciones fue digerido con las enzimas Ncol y Hind 1ll, y
fue separado en un gel de agarosa al 1% como se muestra en la Figura 7, de las
cuales se seleccionaron aquellas que corren a la misma altura de la banda del
inserto (producto de PCR de IctE) (Figura 7, 8). Las muestras seleccionadas se

enviaron a secuenciar para corroborar la presencia de la secuencia IctE.

1 2345 67 8 9101112131415

Figura 7.- Digestiones de ADN plasmidico del segmento IctE, con las enzimas

Ncol y Hindlll (15 colonias).
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Dig...Inserto. Dig...

1000 pb —>

Figura 8.- Determinacion del tamafio esperado de la secuencia ICtE (inserto) en

relacion al plasmido digerido con Ncol y Hind 111

Métodos analiticos.

La actividad enzimatica de la L-LDH fue medida de manera indirecta mediante el
analisis espectrofotométrico de consumo de NADH a 340 nm, la actividad se
reporta como Ul (U moles de NAD+ producidos/min) por miligramo de proteina
celular. La concentracion de acido lactico, glucosa y otros acidos organicos fueron

determinados mediante HPLC (“High-Pressure-Liquid-Chromatography”, Waters).

Método de seleccidn:

Emplear evolucion dirigida siempre implica utilizar un método de seleccién que
permita identificar variantes con caracteristicas de interés de una amplia
poblaciéon, por lo que el grado de éxito siempre estara en funcién del tipo de

seleccion que permita aislar aquellas variantes con caracteristicas de interés.
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Para fines de este trabajo se ha utilizado un método de seleccion que se basa en
la regeneracion de NAD" utilizado en la dependencia de la gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa para el funcionamiento de la glucdlisis (Figura 9), bajo
condiciones anaerobias, practicamente imposible que E. coli (VAL23) mantenga
un crecimiento normal. Por lo tanto basados en este hecho se propone que
cualquier enzima capaz de restaurar el equilibrio Redox (NAD") permitira que la
velocidad de crecimiento esté en funcion de la actividad enzimética, logrando con
ello descartar aquellas variantes de la lactato deshidrogenasa que carecen de

actividad o desencadenan una serie de factores asociados a toxicidad.

Por tanto, para este trabajo se clonaron una serie de variantes de L-LDH
obtenidas mediante PCR mutagénica, en el vector pTrc99a y se transformaron en
la cepa VAL23, las colonias obtenidas fueron colocadas en placas con medio LB-
GLU y depositadas en una camara de anaerobiosis, obteniendo después de dos
dias colonias de diferentes tamafos, de las cuales se seleccionaron aquellas de

mayor didmetro que en principio estan relacionadas a la actividad enzimatica
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Polisacaridos = Monosacaridos

1

Glucolisis

v

Gliceraldehido-3-fostato
deshidrogenasa

)

NAD* Fosfoglicerato NADH

A quinasa
]
]

v ATP

Piruvato quinasa l

Piruvato Generacion de biomasa

' L-LDH

Lactato

<
<

Figura 9.- Método de seleccidn en condiciones anaerobias que se basa en la
regeneracion de NAD" por la enzima L-LDH, lo cual permite que el flujo glucolitico
continue, y por tanto, la produccién de ATP se vea reflejada en la generacion de

biomasa.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Disminucion de toxicidad.

Se realiz6 evolucion dirigida a la secuencia IctE mediante PCR mutagénica
(Mutazyme® 1l Polymerase, GeneMorph®), la diversidad de secuencias fueron
integradas en el vector de expresion pTrc-IctE, las colonias transformadas fueron
seleccionadas con base en su velocidad de crecimiento (generacion de biomasa),
el fenotipo observado consistié en la formaciéon de UFC (Unidades Formadoras de
Colonias) de diferentes tamarfios, de las cuales se seleccionaron aquellas que
presentaban un didmetro mayor. La seleccién se llevé acabo bajo condiciones
anaerobias, de las colonias seleccionadas se extrajo el plasmido mediante
columnas de purificacion (Roche USA), y se retransformd para corroborar el
fenotipo previamente observado. Estas variantes fueron secuenciadas para
determinar los cambios presentes en cada una de ellas, y analizar las
modificaciones estructurales de las enzimas mediante el alineamiento con la
secuencia de B. stearothermophilus, la cual ha sido cristalizada y actualmente se

encuentra reportada (24).

Mejoramiento de los parametros cataliticos.

El inicio de la sintesis de proteinas en E. coli involucra el reconocimiento de la
subunidad ribosomal 30S por elementos especificos del ARN-mensajero cerca del
coddn de inicio de una region de codificacion. Corriente arriba del codon de inicio
de casi todos los ARNm’s de E. coli, se encuentra la secuencia Shine-Dalgarno
(S/D) (25), la cual forma pares de bases Watson-Crick con el ARNr 16S de la

subunidad 30S (26). Entre estos dos elementos se encuentra una region de

20



longitud variable y composicion de nucleétidos denominada “espaciador” como se
muestra en la Tabla 4. Mediante analisis genéticos y estadisticos, la longitud

Optima de esta secuencia aparece en nueve nucledtidos.

Tabla 4.- Determinacion de actividad especifica de p-galactosidasa en una serie
wKN, en la cual se han utilizando diferentes longitudes del “espaciador” al sitio de
union del ribosoma (27).

Actividad especifica

Clona SECUENCIA B subtifiz | B.ooli
whk2 AAAMMAMNNBTOAARA 0 72
w3 AAAMAAMNGTALAMA ] 235
wld AAAMAANGGANAABA 0 217
wk5 AAAMAEGTAANLABA 1.8 a1é
wko AAAANGGAAAALAAL 5.8 1323
wl7 AAALMGTEANAANAMLA 10.4 30288
whk?3 AAACGGOAANAANAMS A 133 2573
w9 AAAGGEIAALAAALALAAM 254 2523
whk11 AAAGEAANAN DL AD DA DS 203 171%
w12 AAAGEIAALAAALALDAMDLS S 211 1182

Por lo tanto, para disminuir los niveles de expresion (traduccién) se utilizara una
secuencia “Shine-Dalgarno” de baja afinidad al sitio de union del ribosoma, lo cual
permitira bajar los niveles de expresion de la L-LDH en el medio intracelular, de tal
manera que se pueda inferir sobre mutaciones que estén involucradas
propiamente en el mejoramiento de los pardmetros cataliticos y no en la sobre-

expresion de la proteina.

Posteriormente se realizara evolucion dirigida a la secuencia que codifica ICtE y se
integrara en el vector de expresion pTrc-IctEwn, las colonias transformadas seran
seleccionadas con base en su velocidad de crecimiento en condiciones

anaerobias. Finalmente se mediran los parametros cinéticos de la L-LDH vy las
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concentraciones de lactato y acidos carboxilicos mediante técnicas previamente

mencionadas.

El Diagrama 1 muestra la estrategia empleada para lograr mejorar los parametros

cataliticos y disminucién del efecto toxico.

DIAGRAMA DE FLUJO 1.

Eliminacion del efecto toxico e incremento de los parametros
cataliticos de la L-LDH de Bacillus subtilis

Gen (IctE). Secuenciacién de IctE.

] I

Evolucion dirigida Insercién de la secuencia “Shine-
: gida, Dalgarno” de baja afinidad, para disminuir
mutaciones al azar. los niveles de expresion de la L-LDH.

A 4 l

Expresion de la L-LDH de variantes en el Evolucion dirigida, mutaciones al
vector pTrc-LctE azar y “ADN Shuffling”

Seleccié i A0 d loni Expresién de la L-LDH de variantes en
eleccion por tamafio de colonias en el vector pTrewk-LctE.
anaerobiosis.

A 4

A 4

Seleccién por tamafio de colonias en
Andlisis anaerobiosis.

T~ —

Produccion de lactato Actividad enzimatica Produccién de lactato

Actividad enzimatica ;
y metabolitos (HPLC). y metabolitos (HPLC).
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Para lograr la seleccion de una variante LDH capaz de abatir los efectos toxicos y
mejorar sus parametros cataliticos, es necesario lograr establecer un método de
seleccidn eficaz que permita discernir entre variantes con caracteristicas benéficas
para la productividad de acido lactico, por lo tanto, nosotros decidimos poner a
prueba el método de seleccion planteado por Vazquez-Liméon C (21), en la
busqueda de una mutante con caracteristicas tales que mejoren el crecimiento
microbiano bajo la induccién con IPTG, y a la vez demuestren que el método de
seleccién basado en la regeneracion de NAD+ permite ser un método adecuado
para la seleccion de variantes de enzimas fermentativas en el mejoramiento de

sus propiedades cataliticas.

Tamafo del banco.

Con la finalidad de determinar el tamafio del banco, el cual es importante para
conocer la taza mutagénica, se partio del producto de ligacidon en el cual se
obtuvieron 4 ml de medio, generados durante la transformacién, se tomé 1 ul que
fue inoculado en una caja con medio LB-GLU, donde se observaron 52 colonias
después de 24 h de crecimiento, por tanto; en 4 ml se tiene aproximadamente

208,000 variantes resultado de la transformacion.

Debido a que después de la digestion sélo se observaron 12 plasmidos con inserto
de los 15 que fueron seleccionados, el tamafio del banco diminuye a 166,400. Sin
embargo, so6lo 9 corresponden al tamafio de banda esperado (Figura 7), por tanto
el tamafno del banco final es de 124,800 variantes. Las nueve variantes

23



mencionadas se enviaron a secuenciar (Figura 10), corroborando la presencia de

la secuencia IctE de Bacillus subtilis, y se alinearon los aminoacidos mediante el

programa de BioEdit. La Tabla 5 muestra los resultados de secuenciacion.

Tabla 5.- Resultados de secuenciacion.

NUmero de variantes

9

NUmero total de cambios de nucleétidos

49

Espacio analizado

9225 nucledtidos

Tasa mutagénica 0,53 % ( Aprox. 5,5 cambios por
secuencia)
Transversiones 24 (48,97%)

Transiciones

24 (48,97%)

Deleciones

1 (2,04%)

Mutaciones a cambio de aa

36 (73,47%)

Mutaciones silenciosas

13 (26,53%)
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Figura 10.- Secuencias de nueve variantes de IctE de B. subtilis, alineadas en sus

secuencias de nucleodtidos y aa.

WTLDH
7413
7414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

WTLDH
7413
7414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

WTLDH
7413
7414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

WTLDH
7413
7414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

WTLDH
7413
7414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

WTLDH
7413
7414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

10 20 30 40 50 60 70

E e | A B | - S S | - | B
CCATGGTGAACAAACATGTAAATAAAGTAGCTTTAATCGGAGCGGGTTTTGTTGGAAGCAGTTATGCATT 70

80 90 100 110 120 130 140
B | S S |- 2 B S . | .
TGCGTTAATTAACCAAGGAATCACAGATGAGCTTGTGGTCATTGATGTAAATAAAGAAAAAGCAATGGGC 140

150 160 170 180 190 200 210
| | L L | . L | | ) o |
GATGTGATGGATTTAAACCACGGAAAGGCGTTTGCGCCACAACCGGTCAAAACATCTTACGGAACATATG 210
...................................................................... 210

220 230 240 250 260 270 280
P T | A o |- 2 B oo - | 0
AAGACTGCAAGGATGCTGATATTGTCTGCATTTGCGCCGGAGCAAACCAAAAACCTGGTGAGACACGCCT 280
....... T o s 280

290 300 310 320 330 340 350
E N | 2 S - A B S . | B
TGAATTAGTAGAAAAGAACTTGAAGATTTTCAAAGGCATCGTTAGTGAAGTCATGGCGAGCGGATTTGAC 350

360 370 380 390 400 410 420
| | | | I | | | | | |
GGCATTTTCTTAGTCGCGACAAATCCGGTTGATATCCTGACTTACGCAACATGGAAATTCAGCGGCCTGC 420

430 440 450 460 470 480 490
B | . B - S S N - | S
CAAAAGAGCGGGTGATTGGAAGCGGCACAACACTTGATTCTGCGAGATTCCGTTTCATGCTGAGCGAATA 490

25



WTLDH
7413
414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

WTLDH
7413
7414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

WTLDH
7413
7414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

WTLDH
7413
7414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

WTLDH
7413
7414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

WTLDH
7413
7414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

WTLDH
7413
7414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

500 510 520 530 540 550 560
| | | | | | | | | | | | | |
CTTTGGCGCAGCGCCTCAAAACGTACACGCGCATATTATCGGAGAGCACGGCGACACAGAGCTTCCTGTT 560

570 580 590 600 610 620 630
| | | | | | | | | | | | | |
TGGAGCCACGCGAATGTCGGCGGTGTGCCGGTCAGTGAACTCGTTGAGAAAAACGATGCGTACAAACAAG 630

640 650 660 670 680 690 700
| | | | | | | | | | | | | |
AGGAGCTGGACCAAATTGTAGATGATGTGAAAAACGCAGCTTACCATATCATTGAGAAAAAAGGCGCGAC 700

.................. o (0 0]

710 720 730 740 750 760 770
| | [ | | | | [ | | | | [ |

770

780 790 800 810 820 830 840
| | | | | | | | | | | | | |
ACTGTCAGCACATATTTGGACGGGCAATACGGTGCAGATGACGTGTACATCGGTGTGCCGGCTGTCGTGA 840

850 860 870 880 890 900 910
| | | | | | | | | | | | | |
ATCGCGGAGGGATCGCAGGTATCACTGAGCTGAACTTAAATGAGAAAGAAAAAGAACAGTTCCTTCACAG 910

920 930 940 950 960 970 980
I . . [ T B . BT P S . . e
CGCCGGCGTCCTTAAAAACATTTTAAAACCTCATTTTGCAGAACAAAAAGTCAACCACCACCACCACCAC 980

26



WTLDH CACT

1413
7414
7415
7419
7420
7421
1422
7423
424

413
414
415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

T P T T B T T L .
WTLDH DCKDADIVCICAGANQKPGETRLELVEKNLK I FKGIVSEVMASGFDGIFLVATNPVDILTYAT

413
414
415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

. | .
WTLDH KERVIGSGT

7413
414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

R R T T L .
WTLDH ELDQIVDDVKNAAYHI | EKKGATYYGVAMSLARITKAILHNENSILTVSTYLDGQYGADDVYIGVPAV

7413
414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
424

7413
414
7415
7419
7420
7421
7422
7423
7424

990
| [

10

220
|-

AATAGGGATCCTCTAGAGTCGAC

1000
|

20
[ [ |

90

1020

1010
| [ | .

. |
CTGCAGGCATGCAAGCTT 1025

alineamiento aa

30 40 50 60

100 110 120 130
|- S S

WTLDH MVNKHVNKVALIGAGFVGSSYAFALINQGITDELVVIDVNKEKAMGDVMDLNHGKAFAPQPVKTSYGTY

KF

SGL

70

|
E

140

|
P

230
|-

| [ . .
TLDSARFRFMLSEYFGAAPQNVHAH I IGEHGDTELPVWSHANVGGVPVSELVEKNDA

......... T...

240

260

270
[ [ |

YK

E

280

N

70
70
70
70
70
70
70
70
70
70

140
140
140
140
140
140
140
140
140
140

210
210
210
210
210
210
210

210
210

280
280
280
280
280
280
280

290

279

L . T
WTLDH RGGIAGITELNLNEKEKEQFLHS

300
R . |-

310 320
o . S

- S oy
GVLKN I LKPHFAEQKVNHHHHHH 327

280
280

27



De acuerdo a las recomendaciones proporcionadas por el protocolo de la
compafia GeneMorph, mostradas en la Tabla 3, sé determiné adicionar 2.5 ug de
ADN de muestra inicial al tubo de reaccion de la PCR, asi como 20 ciclos de
amplificacion, los datos proporcionados por el protocolo corroboran con la Gréfica
1, en la cual se observa un maximo en la frecuencia mutagénica alrededor de 6
mutaciones por secuencia, dato que se encuentra en el intervalo de 4,5 a 9

mutaciones proporcionado por el protocolo.

Grafica 1.- Frecuencia mutagénica evaluada en 9 secuencias del gen IctE de

Bacillus subtilis.
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Seleccion de colonias.

Una vez que se obtuvo el banco con aproximadamente 124,800 variantes, este fue
transformado en la cepa VAL23, el producto de transformacion fue colocado en
cajas con medio LB-GLU, y depositado en una camara de anaerobiosis, otra
muestra fue colocada en condiciones aerobias, una mas en un tubo con medio LB-

GLU liguido sellado herméticamente. Después de 48 h se observaron colonias. En
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condiciones anaerobias se obtuvieron aproximadamente 30 colonias perceptibles
con diversos didmetros, en la caja bajo condiciones aerobias se observaron
alrededor de 150 colonias, también con diferentes tamarfos, y se tomdé una
alicuota del medio liquido después de 24 h, el cual fue colocado en una caja con
medio LB-GLU, se observo solo una colonia después de 48 h de crecimiento.

Posteriormente se tomd una colonia del crecimiento liquido (1A), 3 colonias bajo
condiciones anaerobias, las de mayor tamafio (3A, 4A, 5A)), tres colonias bajo
condiciones aerobias (5B, 6B, 7B), y se extrajo plasmido de las variantes
anteriores, los cuales fueron digeridos con Ncol y Hindlll, y separados en un gel

de agarosa al 1% como se muestra en las Figuras 11y 12.

1000pb —»

Figura 11.- Digestiones de plasmido con Nco |y Hindlll de las variantes 5B, 6B y

7B, las cuales fueron seleccionadas bajo condiciones aerobias.
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Figura 12.- Digestidon de plasmido con Ncol y Hindlll de las variantes 1A, 3A, 4Ay

5A, en condiciones anaerobias.

A partir de la extraccion de plasmido de las células obtenidas en medio liquido
bajo condiciones anaerobias, se retransformé la cepa VAL23, y se seleccionaron
en medio sdlido, nuevamente cepas capaces de crecer en anaerobiosis, cepas
capaces de crecer bajo tales condiciones, como ya ha sido mencionado con
anterioridad aquellas variantes sin actividad LDH, no podran crecer, a diferencia
de las variantes con alta capacidad de regeneracién NAD", por tanto en esta
seleccién se obtuvieron alrededor 20 colonias y fueron seleccionadas aquellas de

mayor tamano, (1P*, 2P*, 3P*, 4P*, 5P%).

Una tercera seleccion fue llevada acabo en presencia de IPTG bajo condiciones
de anaerobiosis, utilizando el mismo banco inicial, y retransformando en VAL23,
de esta seleccidon se tomaron 10 colonias (1T3, 2T3, 3T3, 4T3, 5T3, 6T3, 12NB,
13NB, 14NB, 15NB), el plasmido extraido de estas variantes fue digerido con la
enzimas Ncol, y Hindlll, y separado en un gel de agarosa al 1% como se muestra

en la Figura 13.
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Después de la digestion con las enzimas de restriccidn, se observdé que soélo
algunas variantes contenian el plasmido y se digerian de manera correcta, por lo

gue se enviaron a secuenciar, obteniendo sélo las secuencias 2P*, 5P* y 13NB.

MPM 1T3 2T3, 3T3, 4T3,5T3, 6T3, 12NB, 13NB, 14NB,15NB

Figura 13.- Digestién de la secuencia IctE de Bacillus subtilis del plasmido pTrc,
seleccionadas en medio liquido, y soélida (segunda seleccién), con las enzimas

Ncol y Hindlll.

Secuenciacion de las variantes de seleccion.

Con base en los datos obtenidos de las digestiones, y una vez que se observo la
presencia del inserto ICtE de las diferentes variantes, se secuenciaron 12 mutantes
(Figura 14).

Las siguientes tres imagenes muestran 12 secuencias con sus respectivas
mutaciones (WT (Bacillus subtilis), 1A, 3A, 4A, 5A, 5B, 6B, 7B, 13NB, 5P*, 2T3,
2P*, 6T3). Los nucledtidos observados muestran los cambios de las diferentes

variantes en relacion con la cepa silvestre de Bacillus subtilis (WT).
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Figura 14.- Secuenciacion de 12 variantes de Bacillus subtilis.

WT CCATGGTGAACAAACATGTAAATAAAGTAGCTTTAATCGGAGCGGGTTTTGTTGGAAGCAGTTATGCATTTGCGTTAATTAACCAAGGAA
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WT CACTTGATTCTGCGAGATTCCGTTTCATGCTGAGCGAATACTTTGGCGCAGCGCCTCAAAACGTACACGCGCATATTATCGGAGAGCAC!
1A e T e T....
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wT GATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT

La Tabla 6 muestra el reporte de las secuencias de seleccion de las 12 variantes

anteriores, obtenidas bajo condiciones aerobias y anaerobias.

Tabla 6.
NUmero de variantes 12
NUmero total de cambios de nucleétidos |58

Espacio analizado

12,300 nucleétidos

Tasa mutagénica

0.471 % ( Aprox. 4,83 cambios por

secuencia)
Transversiones 30 (51.7%)
Transiciones 28 (48.3%)
Deleciones 0

Mutaciones a cambio de aa.

(sin incluir aa después de codén de paro)

32 (55.17%)

34




Alineamiento.

Una vez realizado el alineamiento basado en nucleotidos, se llevo acabd el
alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las diferentes variantes para lo
cual se utilizé el programa “BioEdit”. En la Figura 15 se observa el alineamiento de
12 variantes del gen IctE, Idh bacs (WT de Bacillus subtilis); y la secuencia Idh
bacst (Bacillus stearothermophilus), en esta figura se observan 3 secuencias
truncadas, producto de aminoacidos de paro, dos de ellas obtenidas de la
seleccidon bajo condiciones aerobias, la 5B y 7B, debido aparentemente a que la
proteina al desnaturalizarse no causa ningun efecto de toxicidad, y por tanto logra
crecer aun bajo induccion con IPTG en condiciones aerobias, logrando observar
crecimiento, estas mismas cepas fueron retransformadas y se inocularon en cajas
bajo condiciones anaerobias, en las cuales no se observé crecimiento, lo anterior
permite corroborar que el método de seleccion, bajo condiciones anaerobias,
conlleva a seleccion de colonias con actividad LDH, ya que la cepa VAL23 tiene
una tasa de crecimiento muy lenta bajo tales circunstancias, y s6lo una proteina
LDH con suficiente actividad restauraria el equilibrio redox, permitiendo el

crecimiento en condiciones anaerobias.
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En la Figura 15 se pueden percibir 32 cambios de aa en todas las sus variantes,

los recuadros seleccionan aa similares comparados entre bacst, Idh basu y

variantes.

Figura 15.- Alineamiento de aa

Idh bacst
WT(1dh_bacsu)
1

Idh bacst
WT(Idh_bacsu)
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WT (Idh_bacsu)
1A
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Retransformacion.

Conociendo las secuencias de las variantes, se retransform6é nuevamente en
VAL23, y cada mutante fue colocada en cajas con medio LB-GLU, y en una
cadmara de anaerobiosis, los resultados observados después de 48 hrs. de

crecimiento se muestran en la Figura 16 y 17.

Figura 16-. Unidades formadoras de colonias bajo induccién con IPTG de 5

variantes, tanto en aerobiosis como en anaerobiosis.

IPTG (Aerobiosis) PTG (Anaerobiosis)

14

38

44
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2p*

Sp*

Figura 17. Unidades formadoras de colonias bajo induccion con IPTG de 5

variantes, tanto en aerobiosis como en anaerobiosis.

IPTG (Aerobiosis) IPTG (Anaerobiosis)

2T3

613
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7B

4p*

N -

WT

(Bacillus
subtilis)

En las imagenes anteriores se observa crecimiento en todas las variantes bajo
condiciones aerobias, algunas con mayor tamafio que otras, observando
crecimiento disminuido en las variantes 4A, 9T3 y WT, sin embargo; bajo
condiciones anaerobias, sélo las variantes 1A, 3A, 2P* 2T3, 6T3, presentan
crecimiento apreciable, teniendo a las variantes 2T3, 6T3, y 2P* con el diametro
mas perceptible; en las variantes 4P*, 5P* 7B, 13NB y WT no se observa

crecimiento, corroborando hasta el momento con los datos obtenidos de la
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secuenciacion, ya que las variante 13NB, 7B presentan codones de paro, por lo
que bajo condiciones anaerobias es imposible la formacion colonias, o mismo

sucede con la secuencia silvestre en condiciones de inducciéon con IPTG.

Fermentaciones.

Para evaluar las variantes anteriores de una manera mas cuantitativa, se
realizaron fermentaciones en minifermentadores de 200 ml, y se control6 el pH
mediante la adicion de Hidroxido de Potasio (KOH), lo que permite determinar de
manera indirecta la actividad de las enzimas con base en el consumo de KOH a lo

largo de la fermentacion.

La Grafica 2 muestra el consumo de KOH de 10 variantes, sin induccion con IPTG,
en este experimento se coloc6 como testigo la cepa VAL23 transformada con el
plamido vacio pTrc- (pTrcLDHY), incapaz de crecer y consumir KOH, en
condiciones anaerobias.

En principio se puede observar que pTrc' y 13NB, no consumen KOH, lo que
indica una vez mas que la secuencia 13NB, se encuentra truncada por una
mutacion que le genera un codon de paro, y que efectivamente la cepa pTrc
carece de la enzima, lo que ocasiona una disminucion en el consumo de KOH.

Por otro lado, las demés variantes presentan una demanda de KOH en diferentes
grados, similares a la WT, sin embargo; las variantes 2T3 y 6T3, tienen un
consumo disminuido, igual que la variante 4P*.

Una parte interesante de este experimento son las variantes 6B y 2P* estas

tienen una velocidad de formacion de lactato similar a la WT las primeras 12 h; sin
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embargo observando la Gréfica 2, cuando alcanzan las 40 h de fermentacién han
producido la misma cantidad de lactico que la WT a sus 50 h , las variante 3A,
tiene un comportamiento similar, sin embargo su productividad las primeras 12 h
es inferior, para las variantes 5P* y 1A, el comportamiento es muy similar a la WT,
donde la 1A tiene una productividad inferior a la WT las primeras 12 h. Para las 78
h de fermentacion el consumo de KOH decae drasticamente cuando se han
adicionado aproximadamente 30 mililitros de base, esto es debido a que la
velocidad de crecimiento microbiano disminuye cuando la cantidad de glucosa

presente en el medio se ha consumido al final de la fermentacion.

Grafica 2. Consumo de KOH durante la fermentacion de 10 variantes

analizadas (Ph7, 40g/l, Glucosa, Medio Mineral).

CONSUMO DE KOH (VAL 23)
E. coli VAL23-Mutantes LDH

—— 13NB
—a— 5P*
—&— 4P*
—=— 6B
—%—pTrc-
=== WT
—+— 1A
——2T3
——6T3
—— 2Dx*
—&— 3A

—6—5A

mL de KOH (2N)
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La Grafica 3 muestra el crecimiento microbiano de la fermentacion de 10 variantes
sin induccién con IPTG determinado mediante Densidad Optica (OD) a 600 nm, el
comportamiento de las variantes es el mismo observado en el consumo de KOH,
en donde las primeras 12 h de fermentacion tienen una velocidad de crecimiento
similar a la WT como es el caso de las variantes 2P* y 1A. En la variante 6B el
comportamiento de crecimiento es muy similar a la WT durante todo el tiempo de
fermentacion. Las variantes 3A, 4P* y 5A en las primeras 12h tienen una
velocidad de crecimiento por debajo de la WT, sin embargo a las 50 h han
superado considerablemente a la WT. La variante 2T3 presenta una disminucion
de crecimiento bastante apreciable en comparacion a la WT, posiblemente debido
a una baja actividad de la proteina para mantenerse en condiciones anaerobias,
dato que corrobora con el poco consumo de KOH, ya que en las pruebas de
toxicidad logra crecer sin dificultad; también es claramente perceptible que 13NB
y pTrc-, tienen una velocidad de crecimiento muy lenta a comparacion de las
demas variantes. En resumen, se observan 5 variantes 3A, 1A, 2P*, 5A, 6B con
una OD por arriba de la WT alrededor de las 48 h de crecimiento, lo que indicaria
una disminucién aparente del efecto de toxicidad desencadenado por la expresion

basal de la enzima LDH de Bacillus subtilis.
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Grafica 3.- Crecimiento microbiano de 10 variantes genéticas IctE, durante 78 h

de crecimiento sin induccion con IPTG (Ph7, 40g/l, Glucosa, Medio Mineral).

CINETICA DE CRECIMIENTO
(E. coli VAL23-Mutantes LDH)

—— 13NB

-1 —=— 5p*

t —&— 4D*

0.9 —0— 6B
_ 0.8 —%— pTrc-
g 0.7 O T
S o —— 1A
S o ——2T3
@) 0.4 —— 6T3
0.3 —e— 2P*
0.2 —=— 31
0.1 —— 5A

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (h)

Del experimento anterior se eligieron 5 variantes 1A, 3A, 6T3, 2P*, 6B y WT,;
cuatro de ellas con mayor crecimiento que la WT a las 50 h de crecimiento, y una
por debajo de ésta, la 6T3. La Grafica 4 muestra el consumo de KOH de las
variantes mencionadas con anterioridad, esta fermentacion fue realizada bajo
induccion con IPTG a una concentracion de 0,1mM, en esta gréafica la WT, 6B y 3A
tienen muy bajo consumo de KOH, las variantes 6T3 y 1A presentan un consumo
medio, y la variante con mejores caracteristicas en cuanto a consumo de KOH, es
la 2P*, con un consumo tres veces mayor que la WT; sin embargo, el consumo de
KOH después de 52 h de crecimiento no supera los 18 ml, a diferencia de la
fermentacion sin presencia de IPTG, para la cual a ese tiempo se han consumido

30 ml de base.
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Grafica 4.- Consumo de KOH de 5 variantes genéticas de la secuencia ICctE de

Bacillus subtilis en una fermentacion lactica bajo induccién con IPTG.

CONSUMO DE KOH (VAL 23)
E. coli VAL23-Mutantes LDH
18 1 ——1A
16 -
14 —=—3A
~ 12 1
= —6T3
5 10 -
€
2 8- —o—2P*
cC
[e]
O 61
—11— 6B
4 -
27 —o=WT
0 ‘
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)

La Grafica 5 muestra el crecimiento microbiano de la fermentacion bajo induccion
con IPTG, la variante 6B y 3A al igual que la WT, presentan una baja velocidad de
crecimiento en relacion a las variantes 1A, 3A 'y 6T3, observando una velocidad de
crecimiento similar entre ellas; sin embargo, al igual que el consumo de KOH, la
velocidad de crecimiento de todas las variantes bajo estas circunstancias es

inferior cuando se compara con el crecimiento sin IPTG.
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Grafica 5.- Cinética de crecimiento de la fermentacion de 5 variantes genéticas de

la secuencia IctE de Bacillus subtilis bajo induccién con IPTG.

CINETICA DE CRECIMIENTO
(E. coli VAL23-Mutantes LDH)
0.8 -
—— 1A
0.7 A
0.6 —a—3A
~
E 0. ——6T3
8
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o 0.
0.2 - 0—6B
0.1 =O==\WT
O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)

Determinacion de produccion de acido lactico mediante HPLC.

Para corroborar la presencia de acido lactico obtenido de las diferentes variantes y
determinacion de acidos organicos presentes en el medio de fermentacion, se
midié mediante HPLC la presencia de acido succinico, acético, lactico, glucosa y
etanol, para ello se eligieron dos variantes que resultan de interés apreciable, la
2P* y la 6T3 comparada con la WT (Bacillus subtilis) y con la cepa VAL23 pTrc-

Las Graficas 6, 7, 8, 9 muestran datos comparativos de produccion de algunos
compuestos organicos; estos datos fueron obtenidos mediante andlisis por HPLC
de las variantes 6T3, 2P*y WT y pTrc™ sin induccién con IPTG.
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Grafica 6.- Cinética de crecimiento de la variante 6T3 y de productos de

fermentacion (sin induccion con IPTG).

Acético-Lactico-
Succinico-Etanol [g/L]
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Gréafica 7.- Cinética de crecimiento de la variante 2P* sin induccion con IPTG.

Acético-LAactico-
Succinico-Etanol [g/L]

Cinética de crecimiento y de productos de fermentacion
(2P*) S/IPTG
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Grafica 8.- Cinética de crecimiento de la WT (Bacillus subtilis) sin induccién con
IPTG.

Cinética de crecimiento y de productos de fermentacion
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Grafica 9.- Cinética de crecimiento de pTrc sin induccion con IPTG.
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Las Gréficas 10, 11, 12 muestran datos comparativos de la produccién de acidos
organicos tales como acético, succinico, lactico y otros compuestos como etanol y
glucosa, estos datos fueron obtenidos mediante analisis por HPLC de las variantes

6T3, 2P* y WT bajo induccién con IPTG.
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Gréfica 10.- Cinética de crecimiento de la variante 6 T3 bajo induccién con IPTG.
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Grafica 11.- Cinética de crecimiento de la variante 2P* bajo induccion con IPTG.
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Grafica 12.- Cinética de crecimiento de la WT (Bacillus subtilis) bajo induccion con
IPTG.

Cinética de crecimiento v de productos de fermentacion
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Niveles de expresion de las variantes de interés en un cultivo no aireado con
IPTG.

Se determinaron los niveles de expresion mediante un gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) al 12% de las variantes enziméaticas 2P*, 6T3, 1A, 3A y WT, y se incluy6
como control negativo el extracto celular de la cepa VAL23 transformada con pTrc’
(Figura 18), la masa celular fue normalizada a una concentracion de 5 OD’s antes
de ser lisada, en el gel se logra percibir una disminucion aparente en los niveles
de expresion de algunas variantes como por ejemplo la 3A y 2P*, y también se

observa la carencia de proteina en el control negativo pTrc'.
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1A 3A 2P* 6T3 WT pTrc 6B

70 K -

Figura 18.- Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para determinar niveles de

expresion de la proteina L-LDH.

Debido a que los niveles de expresion resultan disminuidos para la variante (2P*)
se hizo un western y se determinaron los niveles de expresion mediante el
anticuerpo Anti-His acoplado a fosfatasa alcalina. Como se muestra en la Figura
19, los resultados obtenidos muestran niveles de expresion disminuidos para las
variantes 2P* 3A y 6T3, es de interés mencionar que la variante 6T3, tiene buenos
niveles de expresion cuando se observa en una tincibn con coomassie, sin
embargo, los resultados arrojados por el western determinan lo contrario, lo cual
puede ser justificado debido al cambio de aminoacido (H325Q) observado en la
cola terminal de Histidinas de 6T3 (Figura 15) que es reconocida por Anti-His, este
cambio podria afectar el acoplamiento adecuado del anticuerpo, hasta el momento

se esta corrigiendo esta modificacion para fines de purificacion de la variante

50



1A 3A 2P WT 6B /T3
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Figura 19.- Western (Anti-His-fosfatasa alcalina) para determinar los niveles de

expresion de algunas variantes enzimaticas.

Actividad especifica de extracto celular.

Los resultados de actividad especifica indican que tres variantes resultan de
interés (6T3, 2P*1A) Grafica 13, obteniendo valores de actividad especifica
superiores a los mostrados por la WT. Lo que indica desde una perspectiva inicial,
que estas variantes logran abatir un efecto de toxicidad, o permiten mejorar los
parametros cataliticos a comparacion de la WT, y por tanto permite mejorar la

actividad enzimatica que se ve reflejada en la productividad de acido lactico.
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Grafica 13.- Actividad especifica de 5 mutantes, tres de ellas con mejor actividad

especifica que la WT, bajo induccién con IPTG en condiciones de anaerobiosis.

Actividad especifica (1,0D)
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1A 3A 2P> 6B 6T3 WT
Muestras

Comparacion de los parametros cinéticos microbianos de las variantes 6T3y
2P*

La Tabla 7 resume los parametros cinéticos de dos variantes de interés la 6T3 y la
2P* en comparacion a la WT, la 6T3 con una p de 0.11 h™* como hemos observado
desarrolla una velocidad crecimiento superior a la WT con tan sélo 0.04 h™, la
mayor velocidad especifica de formacion de lactato se observa en la variante 2P*
con 5.52 g lactato/gee h @ comparacion de los 2.21 g lactato/gee h de la WT, de
igual forma se observa una concentracion maxima de lactato en la variante 2P*
con 10.5 g/l, sin embargo la actividad especifica de la 2P* es de 4.3 UI/mQ prot cel €N
comparacion a los 6.5 Ul/mg pot cel de la variante 6T3, asi mismo los niveles de
expresion de la variante 6T3 y WT son similares, sin embargo los niveles de
expresion de la variante 2P* se mantienen varios niveles de magnitud por abajo en
comparacion a estas dos variantes, esto podria disminuir la demanda energética
en la formacion de proteina de la 2P* que es necesaria para alcanzar los niveles
de expresion en la variante 6 T3, proporcionando una ventaja sobre la 6T3y la WT
en la canalizaciéon de la fuente de carbono a la produccion de lactato, sin embargo
la velocidad de crecimiento de la variante 6 T3 es superior a la 2P*, esto podria ser
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debido a que la actividad especifica de la enzima también es superior en 2.2
unidades, lo que proporciona una mejor regeneracion NAD+ y el equilibrio redox

mantiene un crecimiento proporcional a la velocidad de regeneracion NAD+.

Tabla 7- Parametros cinéticos de E. coli VAL 23 de algunas variantes LDH

seleccionadas mediante evolucion dirigida.

Enzima n (h 1 Qp (g lactato/gee h)™ Concentracion maxima de LDH actividad
lactato (g/l) UIIMG prot cel ***
WT 0.04 2.21 2.4 0.68
6T3 0.11 4.35 6.4 6.5
2P* 0.08 5.52 10.5 4.3

Ambiente microaerobio, pH controlado, cultivado en M9 suplementado con 40 g glucosa/l y 0.1 mM IPTG

*Velocidad especifica de crecimiento celular

**V/elocidad especifica de formacion de lactato

**Actividad especifica medida de extracto crudo celular en la fase exponencial, ajustado a 1 OD antes de lisar las células.

Andlisis estructural de las variantes L-LDH de B. subtilis.

Los sustituciones de aminoacidos de todas las variantes fueron alineadas con la
secuencia de L-LDH de B. stearothermophilus (24), y mapeadas en la estructura
cuaternaria(lldn [1.1.1.27]) (28), encontrando que la mayoria de las mutaciones
se encuentran en la superficie de la proteina expuestas al solvente, lo cual indica
que se eliminan efectos indeseables de agregacion, por lo tanto los niveles de
proteina activa se incrementan, asi como la productividad de acido lactico; algunas
modificaciones de las variantes 6T3 (N3D, A22T, D141E, A145V, K230R, Y235F )
y 2P* (K87N, L120I, D270E, L311F) se muestran en las Figuras 20y 21.
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Figura 20.- Mapeo de las sustituciones de aminoacidos de la variante 6T3 en la

estructura cuaternaria de la L-LDH de B. stearothermophilus (1ldn).

Figura 21.- Mapeo de las sustituciones de aminoacidos de la variante 6T3 en la

estructura monomeérica de la L-LDH de B. stearothermophilus.
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Aumento de actividad especifica.

Los datos proporcionados de la cinética de crecimiento arrojan informacion
interesante, ya que nos acerca a dilucidar con mayor claridad el método de
seleccidon en la regeneracion de NAD+, lo cual resulta atractivo, ya que
construyendo un plasmido con un “Shine-Dalgarno” (25) de baja afinidad a
ribosoma, se bajaria la cantidad de proteina traducida en el medio intracelular, por
tanto una baja concentracion de proteina tendria que regenerar suficiente NAD+
para permitir que la cepa sea viable, generando por lo tanto presion selectiva para
que después de un ciclo mutagénico se generen mutaciones que incidan
directamente en los pardmetro cataliticos, cambiando afinidad o catélisis de la
LDH. Nosotros iniciamos el disefio de la construccion de un plasmido pTrcSDwT
colocando un sitio de restriccion justo después del codon de inicio. Para insertar la
seccion “Shine-Dalgarno” adecuada, colocamos un sitio de restriccion EcoRI
(Figura 22), lo que desencadena un cambio de aminoacido (K4S) (Figura 23); por
lo tanto hicimos algunas pruebas para determinar si la funcidén de la proteina no
estaba afectada, en primera instancia decidimos ver si complementaba en
condiciones de anaerobiosis. En la Figura 24, se observa la presencia unidades
formadoras de colonias, sin embargo aun no es un dato que garantice la funcion
completa de la proteina, ya que pudo haber complementado con un 50 o 60% de

actividad.

Por lo tanto decidimos determinar la actividad especifica de Eco’s (Variantes del
gen ICtE con un sitio de restriccion cerca del conddn de inicio) en primer lugar
estandarizamos la cantidad de proteina presente por unidad de volumen mediante
la Figura 25, conociendo la razén volumen/concentracién determinamos actividad
especifica de Ecoll y Ecolll como se observa en la Grafica 14, finalmente
observamos que la mutacion ( K4S) no afecta la funcionalidad de la proteina LDH,
este sitio de restriccion sera utilizado en posteriores experimentos para completar
el disefio de un “Shine-Dalgarno” débil con la intencion de encontrar nuevas

variantes que resulten de interés para la industria del lactico.
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Figura 22.- Sitio de restriccion EcoRlI de tres secuencias
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Eco2 A (=1 I .. .
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Figura 24.- Complementacion en anaerobiosis

Ecolll WT

MPM 122ugP 97ugP 38ugP  38ugP pTrc

Figura 25.- Gel SDS-Page para estandalizar las
concentraciones de proteina y cantidad y volumen.
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Gréfica 14.- Actividad de Ecoll y Ecolll en comparacion con la WT para determinar si la
mutacioén (K-S) afecta la funcionalidad de la proteina.

Actividad especifica (Eco’'s)

Ul (Unidades-
Enzimaticas/mgP)
=
[S)
o

Ecolll Ecoll pTrc-
Eco's
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CONCLUSIONES.

De las 12 variantes analizadas, dos resultaron de particular interés, la 2P* y la
6T3. Por un lado la 2P* aumentaba la velocidad especifica de formacién de &cido
lactico y por el otro la 6T3 mejoraba su actividad especifica, lo que se veia
reflejado en el aumento de la velocidad especifica de crecimiento en comparacion

a la WT bajo induccion con IPTG.

Algunas variantes como la 1A y la 6B tienen un aumento en la velocidad
especifica de formacién de acido lactico en comparacion con la WT sin induccién
con IPTG. Sin embargo el aumento no es significativo, por lo que se sugiere

realizar un ciclo mas de mutagénesis bajo la misma estrategia de seleccion.

Existe un efecto de toxicidad cuando se sobre expresa la LDH de Bacillus subtilis
el cual logra ser abatido mediante evolucion dirigida, como en el caso de la
variante 2P* que disminuye sus niveles de expresion pero a la vez mantiene una
actividad especifica ligeramente por arriba de la WT, o como en el caso de la
variante 6T3 que mantiene un nivel de expresion similar a la WT, pero la mayoria
de las mutaciones se encuentran expuestas al solvente, y posiblemente logra
disminuir la formacion de agregados con lo cual la actividad especifica se ve
ampliamente mejorada a comparacion de la WT.

En resumen nuestros resultados sugieren que el método de seleccion de
regeneracion de NAD+ aplicado a disminuir un efecto de toxicidad presente en
una proteina tal como la LDH, podria ser Gtil para seleccionar variantes de
enzimas fermentativas con mejoras en sus propiedades cataliticas, asi mismo el
método de seleccion podria ser util para remover propiedades no requeridas en
proteinas que podrian tener un impacto importante en la produccion de

metabolitos tales como el L-lactato.
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PERSPECTIVAS.

e Determinar parametros cataliticos de las variantes 2P*y 6T3.

e Evolucionar las variantes 2P* y 6T3 mediante “ADN shuffling” o mediante
otro ciclo de evolucion.

e Seguir la misma estrategia de seleccion para aumentar la produccion de L-
lactico con fines industriales hasta la medida de lo posible.

e Hacer un estudio de dinAmica molecular de la proteina para comprender de
una manera mas racional el comportamiento en cuanto a las modificaciones
de los amino&cidos que se encuentran expuestos al solvente.

e Obtener una explicacion racional de las variantes 6T3 y 2P* haciendo

variaciones de las mutaciones presentes en ambas mutantes.
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APENDICE

LB

10 g triptona.

5 g extracto de levadura.

5 g NacCl.

1 ml NaOH 1 N.

Antibidticos.

H.O cuanto baste para 1 litro.

Para LB sélido, afiadir 15 g de agar.

M9

6g NaHPO,

3g KH2PO,

1 g NH4CI

1 ml MgS0,.7h,0

10 ml glucosa 20%

0.1 ml vitamina B1 (tiamina) 0.5%

5 ml casaminoéacidos 20%
Antibidticos.

Para M9 sdlido, afadir 15 g de agar.

Técnicas de Biologia Molecular.

PCR (reaccién)
Buffer de amplificacion 10X (Gibco)
500 mM KCI
100 mM Tris pH 8.3
15 mM MgCI2
0.1 % gelatina

Mezcla de 4 dNTPs Biolabs (c/u a 2.5 mM)
Oligonucleétido 1

Oligonucleotido 2

ADN templado

Taq polimerasa (invitrogen).

H.O

PCR Mutagénica (reaccién)

Buffer de amplificacion 10X (Gibco)
500 mM KCI
100 mM Tris pH 8.3
70 Mm MgCI2

5 pl
10 pmoles
10 pmoles

S ug
2.5 unidades

Para volumen final 50 pl

5ul
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0.1 % gelatina

Mezcla 10X de 4 dNTPs Biolabs 5ul

2 mM dGTP

2 mM dATP

10 mM dCTP

10 MM dTTP

Oligonucledtido 1 10 pmoles
Oligonucledtido 2 10 pmoles
ADN templado 5ul

MnCl, 5mM 5ul

Taq polimerasa (invitrogen). 2.5 unidades
H.O Para volumen final 50 pl

Uso Dimetil sulféxido (DMSO) dependiendo de la reaccion.

PCR mutagénica.

Condiciones de amplificacion del gen IctE.

Segmento Numero de ciclos Temperatura Duracién

1 1 95 °C 2 minutos

2 30 95°C 1 minuto
55°C 1 minuto
72°C 1 minuto

3 1 72°C 10 minutos

Ligacion en Vectores (reaccion).

Buffer para ADN ligasa T4 10X (Roche) 2 ul
660 mM Tris-Hcl

50 mM MgCI2
50 mM DTT
10 mM ATP
pH 7.5
AND Ligasa T4 (Roche) 1l
Vector digerido 20 fentomoles
Inserto digerido 60 fentomoles
H.O Para volumen final 20 pl

Temperatura de incubacion, 16°C toda la noche.
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Digestion con Enzimas de reaccion (reaccion).

Buffers 10X (Amersham’s) dependiendo enzima 1 pl

ADN (vector/producto de PCR) 5ul
Enzima 1 (Amersham) 3ul
Enzima 2 (Amersham) 3 pl
H.O para volumen final 10 pl

* Temperatura de reaccion dependiendo de la enzima.
** Uso de BSA (Amersharm) dependiendo la enzima.

Purificacion de producto de PCR (Roche).

1.

8.

9.

Identificar y cortar la banda de ADN del gel de agarosa para introducirla
a un tubo de 1.5 ml de microcentrifuga.

2. Adicionar 30 pl de buffer de unién por cada 100 mg de agarosa.
3.
4. Adicionar 150 pl de isopropanol por cada 100 mg de agarosa disuelta y

Disolver la agarosa agitando el tubo e incubar a 56° C por min.

agitar fuertemente.

Pasar por la columna el contenido del tubo y centrifugar a 14 000 rpm 1
min.

Eliminar el liquido y adicionar 200 pl de buffere de lavado para
centrifugar a 14 000 rpm 1 min.

Eliminar el liquido y adicionar 200 ul de buffer de lavado para centrifugar
a 14 000 rpm 1 min.

Eliminar el liquido y adicionar 60 pl de buffer de elusion a la columna
para centrifugar a 14 000 rpm 1 min.

Almacenar la solucion eluida que contiene el ADN purificado

Purificacion de plasmido (Roche).

1.

2.

o0 h

© N

Centrifugar el cultivo de toda la noche a 9 000 rpm 30 seg y resuspender
el pellet en 250 pl de buffer de suspension +RNasa.

Mezclar suavemente con 250 ml de buffer de lisis e incubar a
temperatura ambiente por 5 min.

Mezclar suavemente con 350 ml de buffer de unién e incubar en hielo
por 5 min.

Centrifugar a 14 000 rpm por 10 min.

Pasar por columna el sobrenadante y centrifugar a 14 000 rpm 1 min.
Eliminar el liquido y adicionar a la columna 700 pl de buffer de lavado
par centrifugar a 14 000 rpm 1min.

Eliminar los restos del liquido por centrifugacion a 14 000 rpm 1min.
Adicionar 60 ul de buffer de elusion a la columna y centrifugar a 14 000
rom 1 min.

Almacenar la solucion eluida que contiene al ADN purificado.
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Buffers.

Buffer Z

16.1 g NazHPO4e7H,0

5.5 g Nay;PO4eH,0

0.75 G KClI

0.246g g MgSO,4e7H,0

2.7 ml B-mercaptoetanol

H,O para volumen final de 1 000 ml
Ajustar pH a 7.0

Andlisis por “western-blot” (“semi dry transfer”)

1.

2.

10.

Preparar el gel de arcrilamida al 13% (SDS-Page).

Correr a 150 volts por aproximadamente 2 h. Tener cuidado de que no baje
el “buffer” nunca de nivel.

Antes de que las muestras salgan del gel preparar la camara de
transferencia

Retirar el gel, siempre humectando con agua y depositarlo en una bandeja
con agua.

Cortar de 6 papeles filtro y una membrana de nitrocelulosa del tamafio del
gel. Remojar los papeles y la membrana en “buffer” de transferencia por 5
minutos.

Colocar 3 papeles filtro en el &nodo de la camara, luego poner el gel con
SDS y posteriormente la membrana de nitrocelulosa y encima los tres
papeles filtro restantes. Cerrar la camara y colocar un peso fuerte para
asegurar contacto. Correr una hora y media a 8OmA.

Después de la transferencia tomar la membrana y ponerla en un recipiente.

Bloquear la membrana con 20 ml de TBST + 1mg de leche (leche Svelties
Nestlé). Dejar por 12 h a 4°C

Lavar 3 veces con TBST por 10 minutos cada vez.
Incubar con el primer anticuerpo anti-CAT por una 1 h. Este anticuerpo esta

en relacion 1:3000 en “buffer” TBST con 0.1% de leche. Incubar por 1 h en
agitaciéon constante.
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11.Lavar 3 veces con TBST por 10 minutos cada vez.

12.Incubar con el segundo anticuerpo (anti-Dig) acoplado a fosfatasa alcalina.
Este anticuerpo esta en relacion 1:5000 en “buffer” TBST con 0.1% de
leche. Incubar por una 1 h en agitacion constante.

13.Lavar dos veces con TBST.

14.Reveler con aproximadamente un mililitro de BCIP/NBT- blue (SIGMA).

15. Parar la reaccion de revelado con EDTA/agua 0.005 molar

16.Enjuagar con agua grado milliQ

17.Secar en medio de papel absorbente y digitalizarlo para su analisis.
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Abstract By complementing a non-fermentative
Escherichia coli (IdhA™ pfiB™) strain with the
recombinant Zymomonas mobilis ethanol pathway
(pde, adhl), 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 IcfE libraries, which encode lactate
dehydrogenase from Bacillus subifilis.

Keywords Growth rate control - Lactate
dehydrogenase - NAD™ megeneration -
Mon-fermentative Escherichia coli -
Pyruvate decarboxylase

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 tnmethylamine
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
camried 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 fdhA 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 altemative enzymatic
activity that could restore the pyruvate channeling
towards NAD™ regeneration. As in the case of

‘:’.I: Springer
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metabolically-engineered strains containing the PET-
operon, Le pyruvate decarboxylase (pde) and alcohol
dehydrogenase (adhB) from Zymomonas mobilis,
which efficiently convert pyruvate to ethanol and
regenerate WAD+ (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 ithas 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. 1993; Hespell et al. 1996; Stwols 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 IdhA™, 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 rwo LDH
libraries. A saturation mutagenesis at position 38 of a
NADH-binding deficient LDH (D38G LDH from B.
subrilis) (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. subrilis 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

ili Springer

double mutant (ldhA™, pfB™), constructed from
E. coli W3110. (Lara et al. 2006)

Plasmid pLOIS 10 (Ohta et al. 1991), was used as
template for amplification of PET operon genes, i.e.
pde (pyruvate decarboxylase) and adhB (alcohol
dehydrogenase) from Zwnomonas mobilis. Plasmid
pTrc99A (Pharmacia Biotech) was used for cloning
pde, adhB and [ctE.

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,
maedia were supplemented with glucose and isopropyl
fi-p-1-thiogalactopyranoside (IPTG) as indicated.

Microaerobic cultures were carried out on fleakers
with M9 minimal medium (Sambrook and Russell
20001y supplemented when appropriate with glucose,
ampicillin or IPTG.

Solid anaerobic cultures were grown on anagrobic
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, pTrepde, and pTrelctE

Plasmids pTrepde and pTrcPET were constructed by
inserting pde, and pde-adhB into the expression
vector pTrc99A. Genes were amplified by PCR using
the plasmid pLOIS10 as template. The oligonucleo-
tides were designed to include appropriate restiction
sites and a C-terminal polyhistidine tag. An internal
Neol site on pde was eliminated using the quick-
change site-directed mutagenesis kit (Stratagene).
The olizonucleotides used for pde amplification were
BpdcNeo: §-GGAGTAAGCCATGGGTTATACTG
TCGGTACC, and EpdcBm: 3'-CGCGCGGATCCC
TATTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGAGGAGCT
TGTTAAC; for adhB, BadhBm: 3-GCCGCGG
ATCCCTAGTATGTAGGGTGAGGTTATAG and
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EadhHd: 5-CCCAAGCTTCTATTAGTGGTGGTG
GTGGTGGTGGAAAGCGCTCAGGAA.

pTreletE was constructed by inserting lefE (from
Bacillus subtilis) into pTre99A at Neol and BamHI
restriction sites. [etE was amplified by PCR using
plasmid pUCldh (Romero et al. 2007) as template. The
oligonucleotides used were: BldhNc 5-CATGCCA
TGOGTGAACAAACATGTAAATAAAGTAGC and
EldhBm 5-CGCGGATCCCTATTAGTGGTGGTG
GTGGTGGTGGTTGACTTTTTGTTCTGC.

letE libraries building

The LDH D38G site directed variant was constructed
by ovedapping PCR; the oligonucleotides used to
produce the overapped fragments were: (1) BldhNc
(described above) and 36LDHBs 5-GCTTTTTCT
TTATTTACACCAATGACCACAAGCTCA (muta-
tion is boldfaced) and (2) 36LDH2 3-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 S-AGCCGTGGATCGTGGGCGCCGACATCAT
AACGOTTCTGGC, BsNNG/C S-GCTTTTTCTTT
ATTTACSNNAATGACCACAAGCTCATCTGTG,
this first fragment was used as megaprimer together
with oligonucleotides Tail20 5-GGAATAGC
CGTGGATCGTGG and EldhBm (described above)
to synthesize the complete letE mutagenized gene.

Randomization of IctE by emror prone PCR

A library of variants on fetE 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 pTrcY9A as described for pTreletE.

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 purfied 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 ODys, of each culture
prior to cell disruption. Total protein was estimated as
ODgsq of 1 =023 mg cell protein per ml. Activities
are reported as TU per mg of protein (IU/mg )

Protein was measured with Bradford reagent.

Ethanol was determined by gas chromatography
using s-butanol as intemal 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.50, was used at 0.8 ml/min, run at
60°C.

Results and discussion
Effect of PDC on growth rate

As an ldhA™ pfiB™ double mutant, E. cofi 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 tum 1s 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/] at
different IPTG concentrations. Nere: Standard  error was
calculated from three independent experiments, however,
svmbols are greater than error bars in most of the reported
values. (A) Exponential phase of anzerobic growth kinetics.
(B} Specific growth rate and PDC activity, Nofe: 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 (—g.) and ethanol formation (g,)

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

il: Springer

Table 1 Correlation between growth rate and PDC specific
activity in £ colil VALZ3-pTrepde grown on LB plus 20 g
glucose /1

IPTG (mM) PDC activity (IU/M Zeen pros) wih™
0,00 0.6 0.10
001 1% 0.40
003 732 0.44

increasing fermentative activity has been observed
on a non-fermentative E coli strain complemented
with a malic enzyme, which restores anaerobic
erowth 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 pde (pTrepde). 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. subirilis)
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 £ coli VAL23 pTrcPET on
anaerobic solid media LB, 20 g glucose/l, at different
concentrations of PTG, £8 h on anzerobic jar. PTG concen-
tration (pM): A, O B, 10, C, 20 and 1), 30. Lower part: colony
diameters (Nore: Colony diameter was measured from images
obtained with a stereoscope equipped with image analysis
software (ImagePro Plus, Media Cybernetics), 30-50 colonies
were gnalvzed 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 vields 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,CO5 (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 200 amino acid substitutions were found;
however, most of them were unable to form easily
visualized colonies when grown on anaerobic culture
conditions.

Fig. 4 Relationship of activity and growth rate of the E. coli
WAL23Y containing LDH G38 wvariants. LDH specific activity
from the purified enzymes versus anarzeobic maximum growth
rate

Specific growth rates on liquid anaerobic media of
E. coli VAL23 rransformed with varants D38G
(0.15 = 0.019 h™"), G38A (D41 = 0.009 h™"), G38C
051 =0.021 h~h and wild type LDH
059 = 0016 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 exiracts, 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 mansformed with pTreletE was grown

Fig. 3 E coli VAL23 contzining LDH G38 variants individually cultured on anaerobic solid LB media supplemented with 4 g
NayCO5/1 and 2 g glucose/l. (A) LDH wild type, {B) LDH G38, (C) LDH G38A, (1)) LDH G38C
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Fig. 5 Anaerobic selection of the £. coli VAL23 contzining LDH variants obtained by directed evolution, cultured on solid LB, 4 g
MNa;CO%1, 20 g glucosed] 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 uith 1} Gp (2 lactate/g..y hy® Maximum lactate concentration (g/1) LDH activity 1L mg .. ],,m"
WT .04 2.21 24 .68

613 0.11 435 64 6.5

2P 0.08 552 10.5 43

Microserobic, pH controlled cultures on MY media supplemented with 40 g glucosed 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
PTG.

WVariants 613 and 2P manifested the highest colony
diameter (Fig. 5). Variant 6T3 included six amino
acid substtutions (N3D, A22T, DI4IE, A145V,
K230R and Y235F), and varant 2P included four
substitutions (K87N, L1201, D270E, L311F). Substi-
ttions 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 cultres (M9 media, 40 g glucose/l and
0.1 mM IPTG), a mpid lactate production from
bacteria transformed with wvariants 6T3 and 2P
resulted in higher specific growth rates as compared
with bacteria transformed with the wild type clone
(Table 2). It 1s important to point out that the specific
erowth rate of E. coli VAL23 transformed with the
variants 1s 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

@ Springer

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 (ldhA™, pfB™) could be
useful to select variants of fermentative enzymes with
improvements in their catalytic properties. Further-
more, the selection method could also be useful w
remove undesirable protein properties that might
have an impact in the production yields of important
metabolites such as L-lactate.
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