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RESUMEN

Producto de la crisis energética actual y el consumo proyectado a futuro, se estan buscando
maneras de diversificar la matriz energeética, abriéndose a diversas opciones de preferencia
renovables. En este contexto surge la produccion de energia a partir de biomasa como una
alternativa viable debido principalmente a su caracter natural y renovable. Dentro de este tipo de
energia los biocombustibles son candidatos prometedores debido a su capacidad de utilizarse en
motores de combustidn interna sin producir gases de efecto invernadero y sin la necesidad de
modificar las tecnologias ya existentes para su uso, siendo el biobutanol la alternativa mas
destacada por sobre el resto.

La produccion de este tipo de biocombustible se ha tendido a desarrollar en los Gltimos afios en
plataformas bioldgicas, los llamados biocombustibles de tercera generacion, debido
principalmente al facil acceso a la materia prima, las algas, y a la mayor eficiencia econémica
que este tipo de produccion ofrece.

La produccion bioldgica del biobutanol se centra principalmente en dos rutas metabolicas: La
ruta de sintesis de valina y la ruta de Ehrlich. Cinco enzimas regulan la sintesis del biobutanol
mediante estas dos rutas metabdlicas dentro de las cuales la que presenta los parametros cinéticos
mas bajos y por ende es el cuello de botella del proceso de sintesis es la acetolactato sintasa.

El objetivo del presente trabajo consiste en encontrar una enzima acetolactato sintasa en un
microorganismo que presente parametros cineticos superiores a la mayoria de las enzimas de este
tipo, para posteriormente expresar esta enzima en Escherichia coli de forma heter6loga y
comparar los resultados en la produccion de isobutanol con la enzima nativa de la bacteria. Se
pretende ademas realizar mediante disefio racional in silico una mutacién en la enzima heteréloga
con el fin de mejorar la eficiencia catalitica de esta.

Mediante busqueda bibliografica se determind que la enzima acetolactato sintasa de Klebsiella
pneumoniae posee parametros cinéticos que la hacen una opcidn atractiva para este estudio. Se
realizaron mutaciones sitio-dirigidas in silico en esta enzima y se estimaron los aumentos en la
afinidad entre la enzima y el ligando. La mutacion Y543R de la enzima presenta el mayor
aumento en la afinidad por el sustrato dentro de las opciones probadas con un aumento del 12%
en comparacion con la original.

No se logré expresar la enzima de forma heterologa en los experimentos de laboratorio debido a
un error en el disefio de partidores que resulto en la expresion de una enzima oxido-reductasa de
tamariio similar a la acetolactato sintasa.

Se propone para futuros trabajos un ensayo de Nested PCR para la correcta obtencion del gen que
codifica la enzima acetotlactato sintasa a partir del DNA gendmico de Klebsiella pneumoniae y
una vez expresada correctamente la enzima realizar las comparaciones tanto en los parametros
cinéticos como en la produccion de isobutanol con la enzima nativa de Escherichia coli y con la
enzima heterologa mutada.
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1. Proposito

La presente memoria tiene como propédsito el estudio de tres enzimas participantes en la ruta de
sintesis de isobutanol en un organismo recombinante, para posteriormente escoger la enzima
limitante entre estas tres y realizarle mejoras en cuanto a la capacidad catalitica mediante disefio
racional de proteinas in silico en una primera instancia y posteriormente expresarla de forma
heter6loga en Escherichia coli, con el fin de desarrollar una cepa utilizable en la industria de los
biocombustibles.

2. Introduccion

2.1 Situacidn energética actual a nivel mundial

En los ultimos anos se ha hecho cada vez mas presente el tema de la “crisis energética” asociada
al aumento sostenido del consumo de energia a nivel mundial, principalmente por parte de las
economias emergentes y al agotamiento de las fuentes generadoras convencionales (Energy
Information Administration, 2005). Se pronostica que para el afio 2030 el consumo serd un 25%
mayor al actual, siguiendo la tendencia de la Gltima década (ver Figura 1).
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Figura 1. Historial del consumo energético mundial y proyecciones.
Consumo energético mundial, afios 1970-2013 y proyecciones al 2030 (Artinaid Organization, 2013).



A partir del gréfico de la Figura 1 se deduce que en la actualidad cerca del 88% del consumo
mundial de energia tiene su origen en fuentes no renovables: 35% corresponden al petroleo, 25%
al gas natural, 20% al carbon mineral y un 8% a la energia nuclear. EI 12% restante esta
compuesto por la energia hidraulica, la biomasa y otras fuentes renovables de energia como la
edlica, solar y geotérmica entre otras.

En Chile sin embargo, estos porcentajes varian. Tal y como se puede apreciar en la Figura 2 el
aporte de las energias renovables no convencionales asciende a un 35,6% de la produccién sobre
el total de la matriz, debido principalmente al gran aporte realizado por la energia proveniente de
recursos hidricos tales como embalses y centrales de pasada. Aun asi, el 64,4% restante proviene
de combustibles fosiles convencionales.
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Figura 2. Matriz energética Chilena.
Matriz energética Chilena y sus fuentes de origen (Generadoras de Chile, 2017).

Es por esto que Ultimamente tanto a nivel industrial como académico se estan buscando
alternativas para promover cambios en cuanto a la generacion y el uso de la energia. Mejoras
tecnoldgicas que permitan un aumento de la eficiencia en los equipos, uso responsable de la
energia y nuevas fuentes generadoras, idealmente renovables, son algunos de los items en los que
se ha hecho necesario invertir de modo de cubrir la capacidad requerida en el futuro, pero de una
manera sostenible.

2.2 El potencial de la energia a partir de Biomasa

Una de las opciones mayormente estudiadas es la bioenergia, que corresponde a una serie de
productos con contenido energético obtenidos a partir de la trasformacion de materia organica. Su
caracter natural y renovable la hace atractiva para la industria, tanto a pequefia como a gran
escala.



La biomasa fue la principal fuente de energia para actividades humanas hasta la primera mitad
del siglo XIX, cuando el carbdn, el petroleo, el gas y otras fuentes de energia tuvieron un
importante crecimiento, pero esta aun representa el 10% de la energia utilizada a nivel
mundial(Goldemberg, 2009). La mayor parte de la energia proveniente de biomasa es aun
“biomasa tradicional” como madera y carbon extraidos de bosques nativos, lo cual es no
sustentable, ademas de ser biomasa utilizada con baja eficiencia para cocinar y calefacionar, y
que provoca problemas de contaminacion. Este uso es el adoptado mayormente en las zonas
rurales y por lo general no se apoya en las actividades comerciales. Hoy en dia hay un gran
interés para la modernizacion en el uso de esta biomasa, especialmente la sintesis de alcoholes a
partir de diversas fuentes para el reemplazo de la gasolina o del biodiesel para el reemplazo del
petrdleo diésel, més alla de la produccion de electricidad y carbdn vegetal utilizando madera de
los bosques plantados. Tan recientemente como en 2004, la "biomasa moderna™ sostenible
representaba el 2% del consumo mundial de energia (Goldemberg, 2009).

Dentro del concepto de biomasa moderna se han investigado diversos procesos para el mayor
aprovechamiento de la biomasa, tanto biolégicos —fermentaciones, produccion de hidrogeno-,
térmicos —gasificacion, combustion, pirolisis- como fisicos (Bridgewater, 2006). En la Figura 3
se pueden apreciar los distintos procesos de conversion de biomasa, los principales productos
generados, y los mercados de interés para estos productos. Analogamente en la Tabla 1 se aprecia
mas en detalle la gran variedad de productos obtenidos a través de los diferentes tratamientos de
la biomasa, tanto combustibles como quimicos.
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Figura 3. Procesos de conversion, productos y aplicaciones (Bridgewater, 2006).



Tabla 1. Principales productos de la conversion de Biomasa (Bridgewater, 2006).
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2.3 Biocombustibles: El Isobutanol

Dentro de las multiples alternativas para aprovechar la biomasa los biocombustibles capaces de
utilizarse en motores de combustion interna representan un ambito de gran interés debido
principalmente a las intenciones por reducir las emisiones de gases de invernadero por estos
motores cuando queman combustibles fosiles. En la Figura 4 se puede apreciar los distintos tipos
de combustibles y biocombustibles que se pueden obtener a partir de distintas materias primas
tales como el crudo de petréleo, el gas natural, el carb6n y la biomasa. Dentro de esta Ultima
categoria podemos encontrar los biocombustibles producidos en base a fermentaciones como el
bioetanol y el biobutanol entre otros, mientras que también los existen en base a aceites, cuyo
principal exponente es el biodiesel.
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Figura 4. Diferentes métodos de produccion de biocombustibles a partir de biomasa (Festel,
2008).

Al momento de analizar las distintas variedades de biocombustibles existentes para determinar
que opcidn es la que mejor se adecua a las necesidades existentes hoy en dia se deben evaluar
distintos criterios, tanto técnicos y econdmicos como ecoldgicos y politicos (Ver Figura 5).

il Factores Factores
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Figura 5. Factores que influencian en la evaluacion de los biocombustibles (Festel, 2008).

El factor decisivo para que un biocombustible tenga éxito en el mercado es el precio de este en la
estacion de servicio, por lo que el analisis comparativo se centra principalmente en los costos de
produccion de este. Estos costos de produccion se pueden dividir en distintas secciones: costos de
distribucion, costos de mezcla, costos de capital, costos de conversion y costo de las materias
primas. En las Figuras 6 y 7 se presentan los costos de produccion totales para tres distintos tipos
de biocombustibles: Biobutanol, Bioetanol y Biodiesel (Festel, 2008).
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Figura 6. Escenarios de competitividad de los biocombustibles Biobutanol (P-1) y Bioetanol
(P-2) comparados con el Petroleo (P-0) (Festel, 2008). Los distintos costos de produccion
presentados para cada tipo de biocombustible corresponden a las distintas condiciones de
produccidn: materia prima, lugar geografico y escala de produccion.
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Figura 7. Escenarios de competitividad de los biocombustibles Biodiesel (D-1) y BTL (D-2)
comparados con el Diésel Crudo (D-0) (Festel, 2008).

Se observa que el biobutanol producido a partir de lignocelulosa posee el menor costo de
produccion entre las distintas alternativas, alcanzo un costo de aproximadamente 0,38 [Euros/It].
Le siguen en Bioetanol con un costo de 0,42 [Euros/It] al producirlo a partir de lignocelulosa
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igualmente y el Biodiesel es el que presenta el mayor costo de produccidon alcanzo el valor de 0,6
[Euro/It].

Estas ventajas en el costo de produccion del Biobutanol se deben principalmente a su capacidad
de poder mezclarse hasta en un 85% con gasolina sin necesidad de realizar modificaciones a los
motores para utilizar esta mezcla (Blending cost), ademéas el Biobutanol posee una menor
higroscopicidad en comparacion a los otros biocombustibles, por lo que no corroe los motores tan
rdpidamente como el Bioetanol y su transporte se hace facilmente a través de cafierias, a
diferencia del Bioetanol, que debe ser transportado en tanques de mezcla (Nicolaas Buijs, 2013).
Otro punto a tener en consideracion en esta evaluacion econdmica es la densidad energética de
los distintos tipos de biocombustibles, en donde el Biobutanol también aparece como una de las
mejores opciones (densidad energética en MJ/L: Petroleo 32, diésel 35.3, Bioetanol 21.14,
Biobutanol 29.2, Biodiesel 32.65) (Festel, 2008). Al incluir este ultimo aspecto la evaluacion
econdmica cambia, haciendo al Biobutanol ain mas rentable como se puede ver en la Figura 8.
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Figura 8. Comparacion de los costos de produccion después de la correccidén con densidades
energéticas de los escenarios seleccionados (Festel, 2008).



2.4 Produccion biologica de biocombustibles: Biocombustibles de 3era
generacion.

Dentro de las distintas fuentes utilizadas para la produccion de biocombustibles se pueden
identificar tres categorias: biocombustibles de primera, segunda y tercera generacion.

Los biocombustibles de primera generacion se producen directamente de cosechas que pueden
destinarse a la alimentacion humana o del ganado, y por lo tanto su produccién es muy polémica
teniendo en cuenta los millones de personas en el mundo que mueren por hambre.

Las principales fuentes de los biocombustibles de primera generacion son el almidon, el azlcar,
grasas animales y los aceites vegetales. Los principales cultivos empleados son el maiz, la cafia
de azucar, la soja y los aceites vegetales virgenes.

Los biocombustibles de segunda generacion también se conocen con el nombre de
biocombustibles avanzados. Lo que les diferencia de los de primera generacion es el hecho de
que la materia prima usada para su produccién no son cosechas que pueden destinarse para
alimentacion en primera instancia. También se diferencia en que se cultivan aprovechando areas
marginales improductivas en cultivos para alimentacion y que no se requiere agua o fertilizantes
para su cultivo (Hackenberg, 2003).

Se suelen emplear tecnologias especificas para su extraccion. Esto no significa que los
biocombustibles de segunda generacién no se puedan quemar directamente como la biomasa. Las
fuentes principales de los biocombustibles de segunda generacion contienen gran cantidad de
lignina y celulosa, por lo que necesita procesos previos a su fermentacion: conversion
termoquimica (gasificacion, pirolisis o torrefactado) y conversion bioquimica.

Finalmente, el término “Biocombustibles de tercera generacion” se aplica particularmente a los
biocombustibles obtenidos a partir de algas. Las microalgas o macroalgas son consideradas
superiores al compararlas con las plantas terrestres -en términos de almacenamiento de energia
solar, asimilacion de nutrientes y potencial para la produccion de biocombustibles- debido a su
alta eficiencia fotosintética y mayores rendimientos de biomasa, ademas de que no ocupan suelo
potencialmente cultivable, no requieren agua de uso humano para su cultivo y ayudan a la
captacion del CO2 atmosférico (Rachna Bhateria, 2015). Por lo que su uso como materia prima
para la produccion de biocombustible posee una eficiencia superior a los biocombustibles de
primera y segunda generacién en términos de produccién/inversion.



La industria de las algas en América Latina juega un papel importante a nivel mundial pues
aproximadamente el 17% de las algas que se industrializan provienen de esta region. En las algas
rojas es donde su contribucion es mas significativa ya que contribuye con el 37% de la biomasa,
aproximadamente. En este &mbito el mayor protagonista es Chile, quien aprovechando sus 6.435
km de costa aporta un 13% de las algas que se procesan a nivel mundial y es el pais de mayor
produccion de agarofitas (21%) y el mayor productor de Gracilaria (50%) (Zertuche, 2014). Por
otro lado Argentina, Brasil y México contribuyen también con cantidades importantes de algas
productoras de carragenofitas y algas pardas productoras de alginatos (Tablas 2 y 3).

Tabla 2. Aporte de América Latina a la produccién mundial de algarofitas en
toneladas/afio. En paréntesis el porcentaje total a nivel sudamericano.

Pais Gelidium Gracilaria Porcentaje de la
produccion
Mundial
Argentina 2500 (10%) 54
Brasil 1000 (4%) 2,2
Chile 430 (2%) 12800 (50%) 28,6
México 1500 (7%) 3,2
Total 1930 (9%) 16320 39,4

Tabla 3. Aporte de América Latina a la produccién mundial de algas productoras de
ficocoloides en toneladas/afio. En paréntesis el porcentaje total a nivel mundial.

Pais Carregenofitas Alginatofitas Agarofitas
Argentina 80 500 2500
Brasil 1100 1000
Chile 7300 19600 12820
México 300 4000 1500
Peru 20
Total 8800 (11%) 24100 (14%) 17820 (37%)

Sin embargo la mayor parte de esta produccion es exportada en forma de materia prima de bajo
valor comercial al extranjero: Por ejemplo, en el afio 2002 un 85% del total de algas extraidas fue
vendida en forma de materia prima como algas secas, mientras que un 13,4% restante fue
vendido en forma de derivados de algas (un 7,9% en forma de Carragenina, y un 5,5% en forma
de agar) (Patricia Latorre, 2004).



Tabla 4. Exportaciones chilenas de algas y sus derivados entre 1998 y 2001 (Patricia
Latorre, 2004).

Exportaciones chilenas de algas y sus derivi

Afio (Cifras en miles de US$)

Cantidad (t) Valor (US8) Precio Tonelada
1998 47.621 76.935 1.616
1999 45,242 83.844 1.853
2000 41.030 89.101 2172
2001 40.331 82.090 2.035

Una buena alternativa entonces para darle un mayor valor agregado a la gran disponibilidad de
biomasa algal de las costas Chilenas seria su tratamiento y procesamiento para la elaboracién de
un biocombustible de tercera generacion como el biobutanol. Esta propuesta ademas de generar
un crecimiento para la economia nacional contribuye también a la disminucion de la huella de
carbono y a la diversificacion de la matriz energética nacional.

2.5 Biosintesis de isobutanol: Ruta de la valina y Ruta de Ehrlich.

Lavalinaes uno de los veinte aminoacidos codificados por el ADN. Este aminoécido, en
humanos, es uno de los aminoacidos esenciales. Forma parte integral del tejido muscular, puede
ser usado para conseguir energia por los musculos en ejercitacion, posibilita un balance de
nitrégeno positivo e interviene en el metabolismo muscular y en la reparacién de tejidos
(wikipedia, 2016).

La ruta metabdlica de biosintesis se inicia a partir del acido pirdvico o piruvato y posee tres
moléculas intermediarias antes de terminar en valina. La serie de reacciones esta indicada en la
siguiente tabla:

Tabla 5. Moléculas intermediarias de la ruta de biosintesis de valina y las enzimas que
catalizan las reacciones.

Reactivo Producto Enzima que cataliza la
reaccion

Piruvato 2-acetolactato Acetolactato sintasa (ALS)/
Acetohidroxiacido sintasas
(AHAYS)

2-acetolactato Dihidroxi-isovalerato Cetoacido reductoisomerasa
(KARI)

Dihidroxi-isovalerato 2-cetoisovalerato Dihidroxi-acido
deshidratasa (DHAD)

2-cetoisovalerato Valina Branched chain aminoacid
aminotransferase (BCAT)
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Esta ruta biosintetica puede terminar también en la sintesis de leucina, otro aminoécido esencial,
a través del intermediario 2-cetoisovalerato. En la figura 11 se observa un esquema de la ruta de
biosintesis de la leucina a partir de la ruta de la valina.
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Figura 9. Rutas de biosintesis de valina y leucina (Database, Saccharomyces Genome, 2016).

Estas rutas biosinteticas estdn ademas asociadas a la llamada ruta de Ehrlich, la cual es la
principal ruta para la biosintesis de alcoholes de fusel, como el isobutanol. En la figura 12 se
observa el esquema general de la ruta de Ehrlich.
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Figura 10. Ruta de Ehrlich. Catabolismo de amino&cidos de cadena ramificada (leucina,
isoleucina y valina). Se indican los distintos genes codificantes para las enzimas de cada etapa
(Lucie Hazelwood, 2008).

Células procariotas tales como Escherichia coli, Bacillus subtilis y Corynebacterium Glutamicum
han sido testeadas con éxito en la produccion de isobutanol a través de los dos Gltimos pasos de la
ruta de Ehrlich (descarboxilacién y reduccion), estos consisten en la conversion de una molécula
de 2-cetoacido, intermediario en la via de biosintesis de valina y leucina, en alcoholes de fusel
(Blombach y Eikmanns 2011). En la ruta biosintética de valina, dos moléculas de piruvato se
convierten en 2-cetoisovalerato (2-KIV) a través de actividades secuenciales de acetolactato
sintasa (ALS) o acetohidroxiacido sintasa (AHAS), cetoacido reductoisomerasa (KARI) y
dihidroxi-acido deshidratasa (DHAD). El isobutanol se produce a partir de 2-KIV por dos etapas
sucesivas de la ruta de Ehrlich, que implica la descarboxilacion por la 2-cetoacidcarboxilasa
(KDC) vy la reduccién de un grupo aldehido por la alcohol deshidrogenasa (ADH) (Atsumi et al.,
2008; Hazelwood et al. 2008). Aunque las cepas bacterianas manipuladas produjeron altas
concentraciones de isobutanol con altos rendimientos la toxicidad del isobutanol para estos
microorganismos es el principal obstaculo para sus aplicaciones a escala industrial (Atsumi et al.,
2010, Weber et al., 2010, Yamamoto et al., 2013).
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La ruta de sintesis de isobutanol queda entonces de la siguiente forma:

mm——,
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Figura 11. Ruta de sintesis de biobutanol. La ruta esta compuesta en su primera parte (verde)
por la ruta de biosintesis de valina y en su segunda parte (rojo) por la ruta de Ehrlich (Nicolaas
Buijs, 2013).

2.6 Regulacion de la ruta de la valina.

La primera parte de la ruta de biosintesis de isobutanol (ruta de la valina) ocurre a nivel
mitocondrial y se encuentra regulada por tres enzimas: Acetolactato sintasa (ALS) o
acetohidroxiacido sintasa (AHAS), cetodcido reductoisimerasa (KARI) y Dehidroxi-acido
deshidratasa (DHAD). Cada una de estas enzimas es sintetizada por los genes ilvB, ilv5 e ilv3
respectivamente en Escherichia coli y poseen distintas afinidades por sus correspondientes
sustratos (piruvato, 2-acetolactato y 2,3 hidroxyisovalerato respectivamente). En la tabla 9 se
observan distintos valores de Ky y ket de estas enzimas, ademas de calcularse la constante de
especificidad (Kea/Kwm), valor que representa la afinidad de una enzima por un sustrato y el grado
de conversion a producto del complejo Enzima-Sustrato (ES).
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Tabla 6. Enzimas pertenecientes a la ruta de biosintesis de valina y distintos
microorganismos de donde provienen. Se presentan los valores de Ky, Kceat Y 1a constante de
especificidad (k../Kwm) para todas las enzimas.

Enzima Organismo Knm [MM] | Keat [S7] | kcat/Km Referencia
(Ronald Duggleby,
ALS L. lactis 8,3 2000)
(Ronald Duggleby,
AHAS Yeast 8,2 2000)
ALS B. subtilis 13,6 121 8,9 (James Liao, 2016)
AHAS | E. coli 4.8 71,5 14,9 (Inna Belenky, 2012)
(Siew Siew Pang,
ALS K. pneumoniae 34,1 533 15,6 2004)
AHAS C. glutamicum 8,3 (D. Leyval, 2003)

El pH 6ptimo al que trabajan estas enzimas se encuentra dentro del rango entre 7-8.5, siendo la
ALS la que funciona a menor valor, a pH 7, mientras que KARI y DHAD funcionan
Optimamente a pH 7.5 y 8 respectivamente (D. Leyval, 2003).
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Es de especial interés el estudio de la enzima acetolactato sintasa (ALS). Como se observa de la
tabla 9, la enzima ALS posee los valores mas bajos de eficiencia catalitica en comparacion a las
otras dos enzimas, por lo que se plantea la posibilidad de que esta enzima sea el cuello de botella
de la ruta biosintetica. Ademés el piruvato, sustrato de la ALS, es un catabolito altamente
requerido por un gran namero de rutas metabolicas paralelas a la ruta de sintesis de valina
(Nicolaas Buijs, 2013), lo que produce una alta competencia por su disponibilidad. Estas
condiciones hacen de esta enzima un punto clave en cuanto a la biosintesis de isobutanol.

2.7 Acetolactato Sintasa

Existen dos tipos de enzimas que catalizan la reaccién de piruvato a 2-acetolactato, las
acetohidroxiacido sintasas (AHAS) y las acetolactato sintasas (ALS). Estas dos enzimas son muy
similares entre si, como se puede ver al comparar sus secuencias aminoacidicas (2236
amino&cidos cada una) y su comun requerimiento por tiamina difosfato (TPP) y Mg+2 como
cofactor (Siew Siew Pang, 2004), sin embargo poseen pequefias diferencias tanto estructurales
como funcionales. Primero, las AHAS se pueden encontrar tanto en bacterias como en hongos,
algas y plantas superiores, mientras que las ALS estan presentes Unicamente en bacterias (Siew
Siew Pang, 2004), segundo, mientras la actividad de las AHAS muestra inhibicion por producto
(valina, leucina, isoleucina) las ALS no muestran este tipo de regulacion (David Chipman, 1998)
y tercero, el pH 6ptimo de funcionamiento de las AHAS es aproximadamente de 7, mientras que
las ALS funcionan mejor a pH cercanos a 6 (Natan Gollop, 1990). Sin embargo, la diferencia mas
importante presente en estas dos enzimas es el uso del cofactor FAD: Mientras las AHAS
necesitan de FAD para su correcto funcionamiento las ALS son enzimas FAD-independientes
(Siew Siew Pang, 2004). La funcion que cumple esta molécula como cofactor ain no se
encuentra bien definida, sin embargo estudios de cristalizacion de estas enzimas sugieren que esta
molécula cumple una funcion netamente de soporte estructural, y que no se encuentra
quimicamente involucrada en la catélisis de la reaccion (Yadi Liu, 2016).
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a-domain

Figura 12. A Estructura cristalizada de una ALS de K. pneumoniae. Se distinguen los 4
monomeros idénticos entre si y de 559 aminoacidos cada uno en distintos colores. B Ampliacion
de uno de los monémeros, se distingue que cada mondmero estd compuesto por 3 dominios: alfa,

beta y gamma. C representa el dominio beta de la ALS y D el dominio beta de una AHAS,

dominio en el cual se posiciona el cofactor FAD (Siew Siew Pang, 2004).

Otro punto a tener en cuenta sobre estas enzimas es que son capaces de catalizar dos reacciones
distintas (Natan Gollop, 1990):

Piruvato + 2 — Cetoisobutirato — Aceto — hidroxi — butirato (1)

Piruvato + Piruvato — 2 — Acetolactato + CO, (2)

Sin embargo la preferencia de cada enzima por estos sustratos es distinta. Mientras que las AHAS
tienen mayor preferencia por el 2-cetobutirato, las ALS son méas propensas a utilizar piruvato
como sustrato. Para cuantificar la selectividad de estas enzimas por un sustrato o por otro se
define el factor R de la siguiente forma:
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R Vaug [piruvato]
= *
Vi,  [2 — cetoisobutirato]

Si el valor de este factor es grande entonces la enzima tiene mayor preferencia por el 2-
cetoisobutirato como sustrato, mientras que si el valor es pequefio la enzima tendera a utilizar
piruvato como sustrato. En la Tabla 10 se observan distintos valores de R para AHAS y ALS
provenientes de distintos microorganismos.

Tabla 7. Valores de R para enzimas AHAS y ALS y los respectivos organismos de origen
(Natan Gollop, 1990).

Organism Enzyme R
1. Escherichia coli K-12 AHAS I, purified (A. Aulabaugh and J. V. Schloss) 2
2. E. coli AHAS IlI, purified (2) 40
3. Salmonella typhimurium AHAS II, purified (32) 65
4. Serratia marcescens ilvGM product, crude extract of MF2000(pPU129) 75
5. Edwardsiella tarda ilvGM product, crude extract of MF200pPU139) 65
6. Klebsiella aerogenes ilvGM product, crude extract of MF2000(pPU137) 80
7. K. aerogenes AHAS Ill-like, crude extract of MF2000(pNG047) 35
8. K. aerogenes pH6 ALS, crude extract of AA-1 0.08
9. Bacillus subiilis ilvBN product, crude extract of CUSMpMAVxx) 70
10. B. subtilis als§ product (pH6 ALS), crude extract of CUSNpDK6) 0.06
11. Corynebacterium glutamicum  Crude extract 20
12. Saccharomyces cerevisiae TLV2 product, crude extract of YT669 0
13. Chlorella emersonii Crude extract 22
14. Porphyridium sp. Crude extract 40

De la tabla 10 se puede apreciar que el valor del factor R para las enzimas AHAS generalmente
es superior a 20 (exceptuando la AHAS 1 de E. coli), mientras que para las enzimas ALS el valor
R es cercano a 0, por lo que al momento de disefiar un microorganismo recombinante para la
produccién de isobutanol es altamente deseable la expresion de enzimas ALS en la ruta de
biosintesis.

2.8 Softwares para modelamiento enzimatico por disefio racional.

Dada la baja capacidad catalitica (k.a/Knm) que poseen las enzimas del tipo acetolactato sintasas
en comparacion con el resto de las enzimas de la ruta de biosintesis de valina es que surge como
opcién la posibilidad de mejorar esta caracteristica mediante mutaciones sitio dirigidas en la
enzima, con el fin de aumentar la afinidad entre el ligando y el sitio catalitico de esta. Realizar
estas pruebas en laboratorio suponen un alto gasto de recursos y tiempo, por lo que para realizar
una evaluacion preliminar de las mejores opciones de mutacion se han disefiado diversos
softwares que estiman la afinidad existente entre un ligando y el sitio catalitico de una enzima
mediante el andlisis de la estructura 3D de la enzima y las fuerzas intermoleculares existentes
entre los radicales de los aminoacidos que forman el sitio catalitico.
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UCSF Chimera es un software de visualizacion para investigacion exploratoria y anélisis de
enzimas (Eric Pettersen, 2004). En este software se cargan archivos en formato PDB en donde se
encuentran almacenados los datos de la estructuras 3D de la enzima de interés tal como se aprecia
en la Figura 13.

[EJUCSF Chimera
File Select Actions Presets Tools Favorites Help

Opened Als.pdb containing 1 model, 5157 atoms, and 555 residues

Figura 13. Estructura 3D de un mondmero de la enzima acetolactato sintasa visualizada en
el software UCSF Chimera.

Las diversas herramientas presentes en este software permiten tanto visualizar como modificar la
secuencia aminoacidica de la enzima.
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Figura 14. Visualizacion de la secuencia aminoacidica de la enzima acetolactato sintasa.

Una vez que se tiene la secuencia aminoacidica desplegada es posible cambiar uno o mas
amino&cidos del sitio catalitico de la enzima seleccionando el aminoacido especifico de la lista.
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Figura 15. Seleccion de un aminoacido de interés candidato para mutagenesis. Se aprecia
marcado el aminoacido tirosina () en la secuencia y su estructura 3D en la interface del
software.

Una vez seleccionado el aminoéacido por el que se va a cambiar el original el software ofrece
distintas configuraciones espaciales (rotdmeros) posibles para el nuevo aminoacido. La lista
exhibida presenta las configuraciones mas comunes en la naturaleza en forma de porcentaje. Se
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debe tener especial precaucion de que el rotdmero escogido no quede sobrelapado sobre otras
estructuras previamente existentes.
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Figura 16. Seleccion del rotamero del aminoacido a insertar en la estructura (arginina en
este caso).

Una vez realizada la mutacion se guarda el archivo PDB y se procede a realizar el ensayo de
molecular docking entre la enzima mutada y el ligando de interés.

SwissDock es un servicio web de molecular docking para enzimas basado en EADock DSS
(Aurelien Grosdidier, 2011). Este servicio web disponible en www.swissdock.ch permite analizar
los distintos acoplamientos posibles entre una enzima y un ligando y entrega como resultado una
lista con distintos valores de energia libre de Gibbs (AG), correspondientes a los distintos
acoplamientos probados. Los valores entregados estan ordenados de més negativo (mayor
afinidad) a més positivo (menor afinidad) (Aurelien Grosdidier, 2011).

La enzima es posible seleccionarla a partir de la base de datos del sitio o bien cargar la estructura
de un archivo PDB, mientras que el ligando también es posible seleccionarlo de la base de datos
del sitio o bien cargar un archivo MOL2 con la estructura del ligando de interés. Este servidor
ofrece ademas la posibilidad de especificar las coordenadas del sitio catalitico para realizar el
docking o dejar estos parametros en blanco para probar el acoplamiento en todo el espacio.
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3. Objetivos

3.1 General

El objetivo general del presente trabajo de titulo consiste en la expresion heterologa de una enzima
acetolactato sintasa utilizando el microorganismo Escherichia coli como plataforma bioldgica de
expresion con el fin de evaluar los parametros cinéticos de esta enzima para su uso en la produccion de
isobutanol a partir de la ruta de sintesis de valina y la ruta de Ehrlich.

3.2 Especificos

a) Busqueda bibliogréfica de una enzima acetolactato sintasa (ALS) con alta capacidad catalitica
candidata para mutagenesis.

b) Plantear una mutacion sitio-dirigida a la enzima escogida mediante analisis de disefio racional in
silico.

¢) Aislamiento del gen que codifica para ALS a partir del DNA genémico del microorganismo
seleccionado.

d) Transformar Escherichia coli con el gen nativo aislado.
e) Produccion de proteina recombinante en Escherichia coli.

f) Purificacion y medicidn de actividad de la enzima heterologa. Determinacion de los parametros
KM y Vmax-
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4. Metodologias

4.1 Acetolactato sintasa candidata para mutagenesis.

Para la eleccion del microorganismo del cual se extraerd la enzima se realiz6 un estudio
exhaustivo en bibliografia relacionada con la sintesis de alcoholes de cadena ramificada a partir
de la ruta de la valina y la ruta de Ehrlich.

4.2 Definir mutacion a realizar.

Una vez determinado el microorganismo para trabajar se prosiguié a obtener el archivo PDB de
la enzima en la base de datos Protein Data Bank, y mediante el software CHIMERA se realizaron
diversas mutaciones in silico en distintos aminoacidos de interés.

Una vez realizadas las mutaciones se analizaron los efectos de estas tanto en la estructura como
en la funcionalidad del sitio catalitico de la enzima mediante la herramienta de molecular docking
proporcionado por el sitio http://swissdock.ch (Aurelien Grosdidier, 2011).

4.3 Extraccion de DNA genomico del microorganismo

Se realiz0 la extraccion del DNA gendmico a dos cepas distintas del microorganismo: La primera
cepa ATCC 700660 y la segunda cepa TM K27665 correspondiente a una muestra clinica aislada
de un paciente del hospital Calvo Mackenna. Se inocularon las cepas en 5ml de medio LB en
condiciones de esterilidad y se dejo creciendo por 16 horas a 37°C con agitacion. Posterior a esto
se le extrajo el DNA gendmico a partir de 1 ml de inoculo utilizando el protocolo establecido en
el Wizard Genomic DNA Purification Kit. Al finalizar la extraccion del DNA gendémico de
ambas cepas estas se corrieron en un gel de agarosa 1% para analizar la integridad de estos.

4.4 Andlisis filogenético del microorganismo

Para verificar que los microorganismos con los que se estaba trabajando correspondian
efectivamente al encontrado en bibliografia se realizo un ensayo de filogenia mediante PCR con
los partidores universales FD1 y RP2, partidores que amplifican la secuencia 16S RNA a partir
de los DNA genomicos extraidos. Para este ensayo se utilizaron como templados los DNA
gendmicos de las cepas ATCC y TM, un control positivo correspondiente a E. coli y un control
negativo sin templado. El ensayo ademas se realizo por duplicado utilizando en el primer ensayo
la enzima Phusion polimerasa X7, producida en el mismo laboratorio, y en el segundo ensayo la
enzima Phusion polimerasa comercial. Los resultados de PCR se mandaron a secuenciar para asi
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posteriormente mediante la herramienta BLAST determinar la cepa especifica de cada
microorganismo.

4.4 Amplificacion del gen ilvK

Posterior a la amplificacion del 16S DNA se realizdé un ensayo PCR con los partidores
ilvVKEc_FW vy ilvKEc_RV para amplificar el gen ilvK codificante de la enzima acetolactato
sintasa. Para la amplificacion de este gen se utilizo el DNA gendémico de la cepa ATCC como
templado. Los partidores fueron disefiados de tal forma que el producto de PCR pueda ser ligado
posteriormente a un vector mediante la técnica de Gibson Assembly, por lo que estos partidores
ademés de las secuencias complementarias al gen ilvK contienen ademas secuencias
complementarias al sitio de insercion del vector.

4.5 Ligacion en vector pET22b mediante Gibson Assembly

Una vez obtenido el gen Ilvk con colas para Gibson Assembly se procedi6 a la preparacion del
vector pET22b. Se digirio el vector dejandolo en presencia de la enzima EcoRV por 1 hora a
37°C, se desactivo la enzima subiendo la temperatura a 80°C por 20 minutos, se amplifico el
vector backbone utilizando los partidores pET22b_FW y pET22b_RV cuyas descripciones se
encuentran en el Anexo N°4, y finalmente se corridé la muestra en un gel de agarosa 1% para
visualizar el vector digerido.

Para la ligacion del gen llvk y el vector pET22b se utilizo la técnica de Gibson Assembly (Daniel
Gibson, 2009). Para esto primero se calcularon la cantidad de moles tanto del gen como del
vector linealizado en sus respectivas soluciones con el fin de que en el mix de ligacion la cantidad
de moles fuese la misma. Se prepararon 20ul del mix de ligacién correspondiente a 10ul de ilvK +
pET22b Backbone y a 10ul de buffer de ligacién con las enzimas correspondientes (T5
Exonucleasa, Tag DNA Ligasa y Phusion DNA polimerasa) y se dejé reaccionar a 50°C por 1
hora. Cabe destacar que la enzima T5 Exonucleasa prepara los extremos cohesivos en el vector
pET22b para permitir la complementariedad de bases con los extremos cohesivos del gen ilvK
producidos por las colas de los partidores IIvkEc_FW e llvKEc_RV.

4.6 Transformacién de E. coli BL21 (DE3).

Se utilizé el mix de ligacion resultante de Gibson Assembly para la quimiotransformacion de
bacterias Escherichia coli de la cepa BL21 (DE3), cepa utilizada preferentemente como
plataforma de expresién de proteinas recombinantes. Para esto se pusieron 100ul de BL21 (DE3)
quimiocompetentes en presencia de 5ul del mix de ligacion. Se dejaron reposar durante 20
minutos en hielo para posteriormente producir el shock térmico dejandolas a 42°C por 1 minuto.
Finalmente se agregaron 900 ul de medio LB y se incubaron a 37°C por 60 minutos.
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Posterior a la quimiotransformacion se sembraron las BL21 (DE3) en placas de Agar LB con 100
ug/ml de ampicilina a 37°C por 16 horas. Ademas de sembrar las BL21 (DE3) transformadas con
el vector ilvK-pET22b se sembraron también un control positivo BL21 (DE3) pET22b(+) y un
control negativo BL21 (DE3).

Para verificar la correcta insercion del vector se analizaron las colonias mediante PCR colonia.
Para esto se tomaron las colonias crecidas en las placas y se prepararon alicuotas en 30ul de agua
destilada. 15 ul fueron utilizados para el andlisis de PCR colonia, poniéndolos a 100°C por 10
minutos y posteriormente utilizandolos como templado para el mix de reaccion, finalmente se
corrio el resultado de PCR en un gel de agarosa 1%.

Los 15 ul restantes de las colonias que presentaron el vector se crecieron en 10 ml de medio LB
méas ampicilina 100 ug/ml a 37°C durante 16 horas. A partir de estos indculos se prosiguié a
recuperar los vectores para secuenciacion mediante el protocolo de Miniprep Plasmid Extraction.
Previamente se tomaron 500 ul de los indculos para la preparacién de glicerol stock de las cepas.

4.7 Produccién de la proteina recombinante

Para la produccion de proteina recombinante se tomd una muestra de glicerol stock y se puso a
crecer en 10 ml de medio LB méas ampicilina 100 ug/ml. Se midi6 la ODggo del inoculo y
posterior a esto se inocularon 5 matraces con 50 ml de medio LB mas Ampicilina 100 ug/mly 2
matraces con 50 ml de medio TB mas Ampicilina 100 ug/ml con tal de que la ODgq inicial en los
matraces fuese de 0,05. Se dejaron creciendo los matraces a 37°C con agitacion hasta que la
ODgqo fuese de 0,4-0,5. Llegado a este punto para inducir la produccion de proteina recombinante
se agregaron concentraciones de 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3 mM, 0.4 mM y 1 mM de IPTG en los 5
matraces con medio LB y 0.4 mM y 1 mM de IPTG en los 2 matraces con medio TB y se dejaron
produciendo a 25°C por 16 horas. Finalizado el proceso de produccién se pasaron los 50 ml de
cada matraz a un tubo falcon y se almacenaron a 4°C, pero previamente se tomé una muestra de 1
ml de cada matraz para visualizar mediante electroforesis de proteinas la proteina total producida.
Para esto se centrifugaron a 4000 rpm por 10 minutos las muestras y el pellet de células se lavo 3
veces con solucién PBS resuspendiendo las células en 200 ul de PBS en el ultimo lavado, se
agregaron 50 ul de buffer de carga 5X y se dejaron a 100°C por 10 minutos antes de cargar 12 ul
de las muestras en la SDS PAGE. Se corrid la electroforesis por 45 minutos a 200 V y al terminar
este proceso se dejé tifiendo la SDS PAGE en solucién de coomassie blue para posteriormente
visualizar.

4.8 Purificacion de la proteina recombinante

Para la purificacion de la proteina recombinante se utilizaron los 50 ml de inoculo crecido en
medio TB e inducida con 1 mM de IPTG. Se centrifugo el cultivo a 4000 rpm por 10 minutos a
4°C, posteriormente se eliminé el sobrenadante y se lavd el pellet de células con 30 ml de
solucion PBS un par de veces, finalmente se resuspendio el pellet en 50 ml de PBS. Se sonico la
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muestra para producir la lisis celular y se prosigui6 a la realizar la precipitacion de proteinas
utilizando 30 gr de sulfato de amonio (saturacion del 85%), la muestra se dejo precipitando por 8
horas a 4°C con agitacion constante. Posteriormente se centrifugo la muestra a 11000 rpm por 10
minutos a 4°C y se elimind el sobrenadante, el pellet de proteinas se resuspendié en 10 ml de
PBS. Se tomaron 4 ml de muestra de proteina con sulfato de amonio y se cargd un cassete de
diélisis con esta, el cassete se dejé dializando por 16 horas a 4°C con agitacion constante en un
stirring magnético.

Se mezclaron 500 ul del producto de diélisis con 500 ul de solucion de lisis y 250 ul de resina NI-
NTA y se dejaron mezclar por 60 minutos a 4°C a 250 rpm. Se cargd la muestra en la columna de
cromatografia por Gravity Flow y se recolectaron las fracciones de Lisis, posteriormente se lavd
la resina utilizando 1 ml de solucion de lavado y se recolectaron las fracciones de lavado y
finalmente se eluyeron las proteinas que quedaron adheridas a la resina cargando 1 ml de
solucion de elucién y recolectandose las fracciones de elucion. Se cargaron todas las fracciones
obtenidas y el producto de diélisis en una SDS-PAGE para analizarlas por electroforesis de
proteinas.
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5. Resultados y Discusiones

5.1 Eleccion del microorganismo para trabajar.

El andlisis bibliografico realizado para determinar el microorganismo del cual se va a extraer la
enzima acetolactato sintasa para modificar se resume tanto en la tabla 9 como en la tabla 10. Se
decidié utilizar la enzima acetolactato sintasa de Klebsiella pneumoniae tanto por su alta
constante especifica (Kca/Knm), como por su fuerte preferencia por el piruvato como sustrato
(R=0.08) y por el amplio conocimiento que se posee de su estructura (Siew Siew Pang, 2004).
Esta acetolactato sintasa estd compuesta por un total de 4 mondémeros idénticos entre si, cada uno
conformado por 559 residuos aminoacidicos, ademas de necesitar de cofactores tales como
Tiamina difosfato (TPP) e iones de Mg+2 para su correcto funcionamiento (Siew Siew Pang,
2004). En la Figura 17 se observan los aminoacidos que componen el sitio activo de la enzima.
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Figura 17. Amino&cidos que componen el sitio activo de la enzima acetolactato sintasa de K.
pneumoniae y su interaccién con el cofactor TPP donde posteriormente se une el ligando
(Siew Siew Pang, 2004).
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La mayoria de los aminoacidos que componen el sitio activo son aminoacidos polares a
excepcion de las metioninas que son apolares. No se observan aminoacidos acidos o basicos.

5.2 Definir la mutacién a realizar.

Estos aminoacidos se reconocieron como los principales candidatos para las mutaciones debido a
su interaccion directa con el sustrato y a su participacion en la catalisis de la reaccion. Cada
aminoacido candidato se reemplazd por un aminoécido polar, uno no polar, uno acido, uno basico
y uno aromatico. Los resultados se presentan en la tabla 11.
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Tabla 8. Resultados del Molecular Docking de las mutaciones. Para cada mutacion se entrega el valor de FullFitness [kcal/mol] y
AG[kcal/mol] correspondiente. En amarillo el menor valor de AG, correspondiente al mejor acoplamiento enzima-sustrato. La enzima
ALS de K. pneumoniae wild type posee valores FullFitness y AG de -2524,14 [kcal/mol] y -12,36 [kcal/mol] respectivamente.

Mutacid
n Ser396 GIn420 X Met422 Gly448 X Gly449 X Tyrd77
FullFitnes | Delta | FullFitnes | Delta | FullFitnes | Delta | FullFitnes | Delta | FullFitnes | Delta | FullFitnes | Delta
S G S G S G S G S G S G
D (Asp) | -2513,76 | -11,75 | -2571,5 | -12,36 | -2544 | -12,06 | -2490,75 | -10,82 | -2518,3 | -11,98 | -2527,69 | -11,71
G (Gly) | -2522,59 | -12,24 | -2523,39 | -12,37 | -2525,01 | -12,3 -2523,35 | -12,07
N (Asn) | -2525,74 | -12,36 | -2527,83 | -12,37 | -2528,31 | -12,36 | -2523,71 | -12,09 | -2525,13 | -12,41 | -2518,58 | -12,19
R (Arg) | -2547,96 | -12,77 | -2547,45 | -12,38 | -2524,46 | -12,32 | -2525,84 | -9,58 | -2561,56 | -12,34 | -2556,63 | -12,4
' sen I 252251 | -12,37 | -2555,77 | -12,5 | -2513,07 | -12 [ -2521,81 [ -12,39 | -2520,2 | -12,15
W (Trp) | -2521,11 | -12,31 | -2523,95 | -12,37 | -2510,77 | -11,13 | -2515,75 | -12,32 | -2523,64 | -12,43 | -2520,64 | -12,39
K (Lys) | -2553,8 |-12,81 -2564,08 | -12,37
F (Phe) -2521 | -12,21
Y (Tyr) -2518,6 | -12,21
L (Leu) -2524,38 | -12,42
M (Met) -2522,42 | -12,45
Mutacién Asn478 Met479 *GIn483 X Tyr543
FullFitness Delta G FullFitness Delta G FullFitness Delta G FullFitness Delta G
D (Asp) -2530,08 -11,39 -2520,8 -11,86 -2530,1 -12,32 -2554,01 -11,92
G (Gly) -2525,32 -12,03 -2524.4 -12,26 -2519,29 -12,36 -2527,56 -12,1
N (Asn) -2525,84 -12,35 -2520,56 -12,37 -2532,88 -12,18
R (Arg) -2549,81 -13,03 -2549,56 -11,28 -2550,04 -12,4 -2577,67 -13,87
S (Ser) -2522,84 -12,06 -2520,84 -12,23 -2517,65 -12,37 -2526,56 -12,07
W (Trp) -2524,57 -12,25 -2522,7 -12,37 -2515,23 -12,38 -2525,96 -12,33
K (Lys) -2545,82 -12,76 -2586,19 -13,8
Q (GIn) -2522,22 -12,18 -2523,13 -12,26
Y (Tyr) -2523,4 -12,26
L (Leu) -2526,4 -12,34
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Los resultados obtenidos a partir de los andlisis de molecular docking se expresan en dos formas
distintas: FullFitness y AG. El valor correspondiente a la energia libre (AG) es el parametro que
se utilizo para determinar la mutacién méas conveniente, esto debido a que este valor nos entrega
un indice sobre la espontaneidad del proceso de unién entre el ligando y el sitio activo de la
enzima, mientras menor sea el valor de la energia libre més espontaneo tendera a ser el proceso y
por ende se unirdn mas ligandos a sus correspondientes sitios activos por unidad de tiempo, esto
favorecera la capacidad catalitica de la enzima (Km Y Vimax), Sin embargo la expresion matematica
explicita que correlaciona las variaciones en AG con las variaciones en la constante de Michaelis
y la velocidad méxima es particular para cada caso dependiendo del tipo de catalisis y el tipo de
enzima entre muchos otros factores, y en este caso particular no se logré calcular.

A partir de los resultados obtenidos en la tabla 11 se observa que la mayor afinidad enzima-
sustrato se obtiene cuando se muta la tirosina en la posicion 543 por un arginina, obteniéndose asi
un valor de AG de -13,87 [kcal/mol]. Otra mutacién importante se obtiene al mutar el aminoécido
478, asparagina, por una arginina, en donde el valor del AG es de -13,07 [kcal/mol]. Se
obtuvieron ademas casos en los que las mutaciones solamente disminuyeron la afinidad como es
el caso la glicina ubicada en la posicion 448 de la cadena aminoacidicas, pero en general en la
mayoria de las mutaciones realizadas la afinidad no varia en gran medida. Se decidié entonces
que la mutacion con la cual se trabajara corresponde a la acetolactato sintasa Y543R. Es posible
que al efectuar sobre la enzima todas las mutaciones que produjeron un aumento en la afinidad al
mismo tiempo la afinidad neta sea superior a la de una sola mutacion, pero esto también aumenta
la probabilidad de que se produzcan fallas estructurales en la enzima debido al alto nimero de
mutaciones, por lo que se decidi6é solamente trabajar con una.

Dentro de los distintos aminoacidos probados en la posicion 543 aquellos que produjeron la
mayor afinidad fueron la Arginina y la Lisina, ambos aminoacidos basicos, es decir, que tienden
a estar cargados positivamente. EI mismo fendmeno se da al momento de analizar las distintas
mutaciones efectuadas en la posicion 478 de la cadena aminoacidicas. Esto se puede deber a que
el tipo de catalisis de la reaccidon de piruvato a acetolactato es una catalisis basica, y en esas
posiciones originalmente se encuentran la asparagina (478) y la tirosina (543) que son
aminoacidos polares sin carga. Otro resultado que apoya esta hipoétesis radica en el bajo valor de
AG al probar con &cido aspartico (Asp) en estas posiciones dado que es un aminoacido &cido y
tiende a estar cargado negativamente.

5.3 Extraccion del DNA gendmico del microorganismo, amplificacion del 16S
DNA y amplificacion del gen ilvK.

En la Figuras 18, 19 y 20 se presentan los resultados de extraccion del DNA genomico de
Klebsiella pneumoniae, la amplificacién del 16S DNA y la amplificacion del gen ilvK
respectivamente. Como se observa en la Figura 18, la extraccion del DNA genémico de la cepa
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ATCC arroja una banda de aproximadamente 20000bp, mientras que para la cepa TM no se
observo banda.

Posteriormente se prosiguié con el analisis filogenético de las cepas. En la figura 19 se observan
los resultados de amplificacion del 16S DNA utilizando los partidores universales FD1 y RP2.
Como resultado se observan bandas en todos los carriles de 1500bp aproximadamente, lo que
concuerda con los resultados esperados, sin embargo la intensidad de las bandas es m&s marcada
en los ensayos hechos con la cepa ATCC vy el control positivo, mientras que la intensidad de las
bandas correspondientes a la cepa TM y al control negativo es significativamente menor.

DNAg T™

ADNAg ATCC

Leader

12000bp
Figura 18. Electroforesis del DNA genomico de la cepa ATCC y TM. Se observa una banda
de 20000bp aproximadamente para la cepa ATCC, para la cepa TM no se observa banda. Se
utilizo el ladder 1k Plus DNA.

Debido a que la extraccion del DNA gendémico de la cepa TM no arrojo ninguna banda no se
esperaba obtener una amplificacién en ese carril, al igual que en el carril del control negativo. La
obtencion de banda en estos carriles puede deberse que la enzima phusion X7 utilizada para el
PCR se extrae en el mismo laboratorio a partir de una bacteria, sin un correcto procedimiento de
purificacion, por lo que es probable que se tengan resto de 16S DNA del microorganismo en las
alicuotas de la enzima. Se intentd eliminar este factor utilizando la versién comercial de la
enzima que si viene correctamente purificada pero igual se obtuvieron bandas de poca intensidad
en los carriles de TM y C-. Al comparar las bandas de estas dos muestras se observa que la banda
del control negativo se encuentra menos marcada, mientras que la bandas correspondiente a la
muestra TM se encuentra un poco mas marcada, esto puede deberse a una contaminacion del
control negativo, lo que produce de todas formas la expresién de una banda de 16S DNA,
mientras que para la banda expresada en el carril de la muestra TM esta banda se presenta méas
marcada probablemente porque aungue la extraccion del DNA genémico de la cepa TM no
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resulto correctamente, de todas formas se extrajeron fragmentos de DNA mas pequefios, a partir
de los cuales también se pueden amplificar fragmentos de 16S DNA.

C-7X

C+7X

™ 7X

ATCC 7X

C-

O

ATCC"

l‘

l

|
|

LADDER

SN
2000bp 1650bp

Figura 19. Amplificacion del 16S DNA a la cepa K. pneumoniae ATCC, K. pneumoniae TM,
E. coli (Control positivo) y control negativo. La amplificacion fue hecha tanto con la enzima
Phusion polimerasa producida en el laboratorio (phusion X7) como con la version comercial. Se
utilizé el ladder 1k Plus DNA.

Una vez realizado el estudio filogenético de las cepas se prosiguié a la amplificaciéon del gen
ilvkK. Para la amplificacion de este gen se utilizaron los partidores IlvkEc_FW e IIVKEC_RV,
Cuya secuencia y temperatura de annealing éptima se encuentran descritas en el Anexo N°4. Se
utilizaron distintas temperaturas de annealing ademas de la calculada tedricamente (59,4°C) para
verificar a que temperatura se observaba mejor la banda de interés. En la figura 20 se observa que
para todas las temperaturas de annealing probadas se obtiene una banda bien determinada de
tamafio aproximado de 1500bp, lo cual se acerca mucho al tamarfio del gen ilvK (1680 bp).
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Figura 20. PCR gradiente para la amplificacion del gen ilvK. Para todas las temperaturas de
annealing probadas se obtiene la banda de interés de tamafio 1500bp aproximadamente. El
Ladder utilizado fue 1kb DNA 1.

Dado que la electroforesis es una técnica de estimacion de tamafios no tan robusta, la alta
especificidad de la complementariedad de bases en el disefio de partidores y la gran similitud
entre el tamafio de las bandas obtenidas con el tamafio tedrico del gen ilvK (1680bp) se estima
una alta probabilidad de que las bandas resultantes correspondan efectivamente a la amplificacion
del gen ilvK.

Se observan ademas de las bandas de interés bandas de menor intensidad correspondientes a
amplificaciones inespecificas dadas por las distintas temperaturas de annealing. Para seguir
trabajando sin la interrupcion de amplificaciones inespecificas se determind establecer la
temperatura tedrica (59°C) como la temperatura a utilizar en experimentos de amplificacion
posteriores. Todos los ladders utilizados en estos ensayos se encuentran en el Anexo N°5.

5.4 Ligacion del gen ilvK en vector pET22b y transformacion de E. coli BL21
(DE3).

Posterior a la purificacion del gen IlvK se prosiguié con la obtencién del vector pET22b
linealizado. En la figura 21 se aprecia la electroforesis realizada con el pET22b Backbone, se
observa que el tamafio del fragmento se encuentra entre los 5000bp y las 6000bp, lo cual
concuerda con el tamafio esperado del vector backbone (5493bp).
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Figura 21. Electroforesis del pET22b Backbone. El ladder utilizado corresponde a 1kb DNA 2.

A partir de aqui se prosiguié con la ligacion del gen ilvK y el vector utilizando la técnica de
Gibson Assembly tal como se describe en la seccion 4.5 de Metodologias. Posterior a la ligacién
se transformaron las bacterias E. coli BL21 (DE3) con el vector pET22b-ilvK y se sembraron en
LB agar con 100 ug/ml de Ampicilina. En las Figuras 22, 23, 24 y 25 se presentan los resultados

de las siembras.

Figura 22. Resultado de la siembra de las bacterias E. coli BL21 (DE3)
guimiotransformadas con el vector pET22b-ilvK. Placa N°1.
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Figura 23. Resultado de la siembra de las bacterias E. coli BL21 (DE3)
quimiotransformadas con el vector pET22b-ilvK. Placa N°2.

Figura 24. Resultado de la simbr de las bacterias E. coli BL21 (DE3) sin
quimiotransformar (control negativo).
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Figura 25. Resultado de la siembra de las bacterias E. coli BL21 (DE3)
quimiotransformadas con el vector pET22b (control positivo).

Se observa que crecieron colonias tanto en la placa N°1 como en la placa N°2 correspondientes a
bacterias quimiotransformadas con el vector pET22b-ilvK. No hubo crecimiento de colonias en el
control negativo, mientras que en el control positivo se observd un gran crecimiento de colonias
PET22b(+). La aparicion de colonias tanto en las muestras como en el control positivo indican
que el proceso de quimiotransformacion funciono correctamente. Aungue tanto en las muestras 1
y 2 como en el control positivo se sembraron indculos con resistencia a ampicilina se observa que
el crecimiento en el control positivo fue mucho mayor que en las muestras, esto se puede deber a
que en el control positivo las BL21 (DE3) fueron transformadas exclusivamente con el vector
pET22b circularizado, sin gen inserto, a diferencia de las BL21 (DE3) sembradas en las placas de
muestra 1 y 2, que fueron transformadas con el vector pET22b maés el gen ilvK de interés. Esto
provoca que la carga metabdlica en las muestras sea mayor y por ende se retrasa el crecimiento
celular.

Para verificar si ligacion por Gibson Assembly funciono correctamente y por ende que las
colonias crecidas en las placas 1 y 2 se encuentran efectivamente transformadas con el vector
PET22b-ilvK se prosiguié a realizar un PCR colonia con cinco colonias de la placa 1 y cinco
colonias de la placa 2. En las Figuras 26 y 27 se observan los resultados de estos ensayos.
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1636bp  1000bp

Ladder 3ul

Ladder Sul

Figura 26. Resultado PCR colonia a cinco colonias de la Placa N°1. El ladder utilizado
corresponde a 1kb DNA 1.

Ladder

Figura 27. Resultado PCR colonia a cinco colonias de la Placa N°2. El ladder utilizado
corresponde a 1kb DNA 1.
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Se puede apreciar del ensayo PCR colonia de la Placa N°1 que solamente la colonia #2 presenta
el gen ilvK insertado correctamente. Mientras que en el ensayo PCR de la Placa N°2 solamente la
colonia #1 presenta el gen, pero a diferencia de la colonia de la Placa N°1 esta banda presenta
mayor intensidad. La no expresion del gen en las otras colonias se puede deber a que las colonias
son falsos positivos que crecieron debido a la degradacion de la ampicilina luego de transcurrido
el tiempo o a que el vector se recircularizo en el mix de ligacion de Gibson Assembly sin integrar
el gen, lo cual le otorgo resistencia a ampicilina a algunas colonias.

Se tomo la colonia #1 de la placa N°2 para preparar 10 ml de inoculo con el fin de extraer el
vector pET22b-ilvK para secuenciacion y ademas se preparo6 un glicerol stock de la colonia.

5.5 Produccion de la proteina recombinante.

A continuacidn se presentan los resultados obtenidos en la produccién de proteina recombinante.
Los resultados de las diversas inducciones realizadas se cargaron en dos electroforesis de proteina
por separado. En la primera electroforesis (Figura 28) se cargaron las muestras inducidas con
concentraciones de entre 0.1 mM y 0.4 mM de IPTG en medio LB, ademas de un control
negativo sin inducir, mientras que en la segunda electroforesis (Figura 29) se cargaron los
resultados de produccion de proteina recombinante inducidos con 0.4 mM y 1 mM de IPTG tanto
en medio LB como en medio TB.

C 100uM 200uM 300uM 400uM
= IPTG IPTG PTG IPTG

Figura 28. SDS PAGE de la primera electroforesis. De izquierda a derecha se observan:
ladder, proteoma del control negativo sin inducir y consecutivamente las inducciones realizadas
con concentracion de 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3 mM y 0.4 mM de IPTG en medio LB.
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Figura 29. SDS PAGE de la segunda electroforesis. De izquierda a derecha se observan:
ladder, lisado celular del control negativo sin inducir en medio LB, inducciones con
concentraciones de 0.4 mM y 1 mM de IPTG en medio LB, lisado celular del control negativo sin
inducir en medio TB e inducciones con concentraciones de 0.4 mM y 1 mM de IPTG en medio
TB.

Se observa a partir de las electroforesis que aunque efectivamente la induccién con IPTG produce
una mayor cantidad de proteina recombinante del tamafio que se esperaba (60 kDa), sin embargo
este aumento no es de una magnitud tan significativa. Esto puede deberse a que las muestras de
proteina cargadas se encontraban previamente diluidas, por lo que se dificulta una apreciacion
mas clara de las bandas.

La eleccion de medio LB o TB parece fundamental, ya que la cantidad de proteina total
producida en medio TB es claramente mayor a la cantidad producida en medio LB, esto puede
deberse a que el medio TB ofrece una mayor cantidad de nutrientes para la célula y por ende
existe una mayor fuente de recursos para la sintesis de proteinas.

Finalmente se observa que tanto en medio LB como en el TB se aprecia que la cantidad de
proteina total producida por los controles negativos es mayor que la producida en las muestras
inducidas. Esto puede deberse a que los controles negativos al no poseer el vector de expresion
poseen menor carga metabolica y por ende una mayor capacidad de crecimiento que las bacterias
transformadas con el vector. Esto provoca que en tiempos de crecimiento iguales la cantidad de
microorganismos en los indculos sea mayor en los controles negativos y por ende se tendra
también una mayor cantidad de proteina total (Jan Kostal, 2004).
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Para verificar la expresion de la proteina recombinante se decidio realizar la purificacion de la
proteina mediante columna de cromatografia por “Gravity Flow”, tal como se describe en la
seccion 4.8 de Metodologias.

5.6 Purificacion de proteina recombinante.

Se presenta en la Figura 30 la SDS PAGE con los resultados de la electroforesis de proteina
realizada con las fracciones de lisis, lavado y elucion de la columna de cromatografia.

Ladder Proteina .1 | Y Wi W2 El
Total

Figura 30. SDS PAGE de la electroforesis realizada con las fracciones obtenidas de la
columna de cromatografia. De izquierda a derecha: ladder, proteina total, fracciones 1y 2 de
lisis (L1 y L2), fracciones 1y 2 de lavado (W1y W2) y fracciones 1 y 2 de elucion (E1 y E2).

Se obtuvieron 6 fracciones en total a partir de la cromatografia en la columna de Ni-NTA: dos
fracciones de la solucidon de lisis, dos fracciones de la solucion de lavado y dos fracciones de la
solucion de elucion.

Se observa que en la fracciones de eluidas con solucion de lisis se encuentra la gran mayoria de la
proteina total cargada en la columna, mientras que en las fracciones de lavado la cantidad de
proteina eluida es apreciablemente menor. Se puede apreciar también la similitud entre la
segunda fraccion de lavado y la primera fraccion de elucién, lo cual se debe probablemente a que
al aumentar la concentracion de imidazol al cargar el buffer de elucion terminan por eluir las
proteinas sin marcador His-Tag que no eluyeron con el buffer de lavado.

Finalmente se aprecia en la fraccion E2 de elucion una concentracion de bandas de tamafios que
rondan los 30 kDa. La intensidad de esta banda va en aumento desde la fraccién W1 hasta la E2,
lo cual indica que probablemente se trata de la proteina recombinante producida. Al observar las
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medida que la concentracion de induccion con IPTG va en aumento, sin embargo este resultado
no concuerda con lo esperado ya que el tamafio de la acetolactato sintasa es de 60 kDa

Figuras 28 y 29 también se puede apreciar un aumento en la intensidad en la banda de 30 kDa a
aproximadamente.

5.6 Resultados de Secuenciaciéon

Se hiso un andlisis BLAST con las secuencias 16S DNA resultante de las secuenciaciones y se
corroboro que efectivamente el microorganismo correspondia a Klebsiella pneumoniae cepa

ATCC 700660.
Al momento de analizar la secuencia del gen inserto en el vector pET22b se observo que esta no

correspondia a la secuencia nucleotidica que codifica la acetolactato sintasa. Para determinar a
qué gen correspondia la secuencia se realiz6 un andlisis BLAST entre el gen inserto y el genoma

del microorganismo y el resultado arrojo que el gen inserto corresponde a una enzima oxido-

Los resultados de secuenciacion se encuentran en el Anexo N°6.
reductasa con un 98% de similitud, tal como se muestra en la Figura 31.

Klebsiella quasipneumoniae strain ATCC 700603, complete genome
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Figura 31. Andlisis BLAST hecho entre la secuencia del inserto y el DNA gendémico de

Klebsiella pneumoniae ATCC 700660. Se observa una correspondencia del 98% entre la

secuencia del inserto y un gen codificante para una enzima oxido-reductasa.

El tamafio del gen que codifica esta enzima oxido-reductasa es de 1608bp, mientras que el
tamafo del inserto es de 1257bp, por lo que se concluye que el gen se sintetizo de forma

incompleta. Al observar las electroforesis realizadas en las Figuras 20, 26 y 27 se puede ver que

el tamafio del gen inserto concuerda con el tamafio de las bandas obtenidas.
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Figura 32. Ubicacion del gen codificante de la enzima oxido-reductasa en el genoma de
Klebsiella pneumoniae ATCC 700660. Se observa que el largo total del gen es de 1608bp.

Se analizaron las secuencias nucleotidicas tanto al inicio como al final del inserto para verificar la
complementariedad con los partidores ilvkEc_FW y ilvkEc_RV y se obtuvo que las secuencias
coinciden en un 52,3% con ilvkEc_ RV y en un 55% con ilvkEc_FW. Esto explica por qué a
54°C la banda es mas marcada que a 59°C que es la temperatura de annealing tedrica de los
partidores (Figura 20), a partir de aqui al ir disminuyendo la temperatura se favorecen un mayor
numero de amplificaciones inespecificas por lo que la intensidad de la banda empieza a ser
menor.

IhvkEc EV: zi—\i['GG‘i—\(IZAAACAGTATCCGGTA

[t 1
1196899: ATCCACCCACAGGAAGGGAGA

11/21 Matches

IhicEc FW: TTAC??ﬁTC TGAC T[iAEIiATI'EIiCi
|
1198149: TCGCAGAATGCCCGCCCGGTGC

12/22 Matches

Figura 33. Analisis de complementariedad entre los partidores llvkEc_FW e IIlvKEc_RV
con las secuencias complementarias del inserto. Se observan una complementariedad del
52.3% para el partidor IlvkEc_RV y del 55% para el partidor llvkEc_FW.
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Dado que el inserto se sintetizo de forma incompleta se analiz6 la secuencia con un traductor de
nucleotidos para ver la proteina que se sintetizaba. Se observa un codon de inicio (ATG) en la
posicion N° 33 del inserto, por lo que se espera que la transcripcion empiece desde este punto.
Como resultado de este andlisis se obtuvo una proteina de 274 residuos y 30.18 kDa de tamafio.
Aunque la secuencia nucleotidica del inserto es de 1257bp al momento de copiar el gen se
produjeron mutaciones que determinaron la aparicion de un codén de termino en la posicion 855
de la secuencia, es por esto que en la fraccion de elucion E2 se obtiene una banda de tamafio
cercano a los 30kDa. Al momento de analizar las electroforesis de proteinas en las Figuras 28 y
29 también se logra apreciar un aumento en la intensidad de las bandas de 30 kDa de tamafio.

MKRIAIVGAGPTGIYTLYELVKRGEPLSIALFEKEAQAGYG MPYSDDNTAAQ
MLANIASIEIPPIDLTYLQWLQQQSDDWLAARGLERQALHERQFLPRVILGE
YYRDRFLYLVQRARDAGFVVSVCESCEVTDIAVQPVGIAIHTDGAAQPV MV
DLVVIATGHLWPEEERASRQYFPSPWTGL MEARIAPCRVGILGTSLSAIDA
AVAVVARHGVFHTEHDKTTHFSLHPGSDALEITL MSRNGVLPEADEYCPIP

WEPLEIATPAALEGGRR StopGURRPAGSGVPADRP StopAGICRPGLVRGDG
AAPADA StopQHRRRLVCRPSHP StopPLPVGAAQSAGGGAQ StopARAPHGAL
ALCHSPPARGD StopNCGAQLNDEDSRRFRQGSPACY StopNYFAIPRNHFP

GGGSDRGGFFNIV

Figura 34. Secuencia aminoacidica obtenida a partir de la traduccion de la secuencia
nucleotidica del inserto. Se obtienen en total 274 residuos aminoacidicos.

Finalmente para entender el por qué los partidores no amplificaron el gen ilvK se analizaron
distintas secuencias nucleotidicas de la enzima acetolactato sintasa en distintas cepas de
Klebsiella pneumoniae y se observd que las secuencias variaban mucho entre unas y otras
(Resultados no disponibles), por lo que probablemente la secuencia a partir de la cual se realizé el
disefio de partidores y la secuencia con la que se trabajo6 en el laboratorio no eran las mismas. Sin
embargo, en la Figura 20 en los carriles correspondientes a 46,5°C y 49°C se logra apreciar una
banda muy tenue, cuyo tamafio se encuentra entre los 2000bp y los 1636bp. Esta banda
probablemente corresponda al gen ilvK, por lo que para corroborar esta hipotesis se propone un
ensayo de NESTED PCR para trabajos futuros.
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Conclusiones y Recomendaciones

Se determiné trabajar con la enzima acetolactato sintasa de Klebsiella pneumoniae, esto
debido a su alta constante especifica (Kcat /Kpm = 15.6), su preferencia por el piruvato
como sustrato (R=0.08) y el amplio conocimiento que se posee de su estructura y
funcionamiento.

De todos los ensayos de mutagenesis in silico realizados se propone la mutacion Y543R
para realizarse experimentalmente. Esto debido a que esta mutacion produce una
disminucion del 12,2% en la energia libre (AG) en comparacion a la estructura original,
por lo que se esperaria que la espontaneidad del proceso de catélisis se viese favorecido
obteniendo valores mas altos de constate especifica. Se obtuvieron otros resultados
prometedores en los ensayos de mutagenesis, pero se escogié realizar solamente la
mutacion mencionada debido a que un mayor nimero de mutaciones podria alterar la
estructura de la enzima.

No se logr6 obtener satisfactoriamente el gen ilvK que codifica la enzima acetolactato
sintasa de interés, y por ende tampoco se logro la expresion de la proteina recombinante.
Un error en el disefio de partidores dio paso a que en los ensayos de laboratorio se
obtuviera un gen codificante para una enzima oxido-reductasa de tamafio similar al gen
IlvK, sin embargo existe una alta probabilidad de que la banda correspondiente al gen ilvK
se encuentre presente en los ensayos de PCR a temperaturas mas bajas (46.5°C y 49°C),
en donde se ven favorecidas las amplificaciones inespecificas.

Se propone para futuros trabajos un ensayo de NESTED PCR para la correcta obtencién
del gen ilvK. Se propone ademas la expresion de la enzima acetolactato sintasa con la
mutacion seleccionada a partir de los analisis in silico para asi poder comparar la
actividad catalitica de esta con la de la enzima sin mutaciones.
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8. Anexos

Anexo N°1: Secuencia nucleotidica gen ilvK (1680bp)

ATGGACAAACAGTATCCGGTACGCCAGTGGGCGCACGGCGCCGATCTCGTCGTCAGTCAGCT
GGAAGCTCAGGGAGTACGCCAGGTGTTCGGCATCCCCGGCGCCAAAATCGACAAGGTCTTTG
ATTCACTGCTGGATTCCTCCATTCGCATTATTCCGGTACGCCACGAAGCCAACGCCGCATTTA
TGGCCGCCGCCGTCGGACGCATTACCGGCAAAGCGGGCGTGGCGCTGGTCACCTCCGGTCCG
GGCTGTTCCAACCTGATCACCGGCATGGCCACCGCGAACAGCGAAGGCGACCCGGTGGTGGC
CCTGGGCGGCGCGGTAAAACGCGCCGATAAAGCGAAGCAGGTCCACCAGAGTATGGATACG
GTGGCGATGTTCAGCCCGGTCACCAAATACGCCATCGAGGTGACGGCGCCGGATGCGCTGGC
GGAAGTGGTCTCCAACGCCTTCCGCGCCGCCGAGCAGGGCCGGCCGGGCAGCGCGTTCGTTA
GCCTGCCGCAGGATGTGGTCGATGGCCCGGTCAGCGGCAAAGTGCTGCCGGCCAGCGGGGC
CCCGCAGATGGGCGCCGCGCCGGATGATGCCATCGACCAGGTGGCGAAGCTTATCGCCCAGG
CGAAGAACCCGATCTTCCTGCTCGGCCTGATGGCCAGCCAGCCGGAAAACAGCAAGGCGCTG
CGCCGTTTGCTGGAGACCAGCCATATTCCAGTCACCAGCACCTATCAGGCCGCCGGAGCGGT
GAATCAGGATAACTTCTCTCGCTTCGCCGGCCGGGTTGGGCTGTTTAACAACCAGGCCGGGG
ACCGTCTGCTGCAGCTCGCCGACCTGGTGATCTGCATCGGCTACAGCCCGGTGGAATACGAA
CCGGCGATGTGGAACAGCGGCAACGCGACGCTGGTGCACATCGACGTGCTGCCCGCCTATGA
AGAGCGCAACTACACCCCGGATGTCGAGCTGGTGGGCGATATCGCCGGCACTCTCAACAAGC
TGGCGCAAAATATCGATCATCGGCTGGTGCTCTCCCCGCAGGCGGCGGAGATCCTCCGCGAC
CGCCAGCACCAGCGCGAGCTGCTGGACCGCCGCGGCGCGCAGCTCAACCAGTTTGCCCTGCA
TCCCCTGCGCATCGTTCGCGCCATGCAGGATATCGTCAACAGCGACGTCACGTTGACCGTGG
ACATGGGCAGCTTCCATATCTGGATTGCCCGCTACCTGTACACGTTCCGCGCCCGTCAGGTGA
TGATCTCCAACGGCCAGCAGACCATGGGCGTCGCCCTGCCCTGGGCTATCGGCGCCTGGCLTG
GTCAATCCTGAGCGCAAAGTGGTCTCCGTCTCCGGCGACGGCGGCTTCCTGCAGTCGAGCAT
GGAGCTGGAGACCGCCGTCCGCCTGAAAGCCAACGTGCTGCATCTTATCTGGGTCGATAACG
GCTACAACATGGTCGCTATCCAGGAAGAGAAAAAATATCAGCGCCTGTCCGGCGTCGAGTTT
GGGCCGATGGATTTTAAAGCCTATGCCGAATCCTTCGGCGCGAAAGGGTTTGCCGTGGAAAG
CGCCGAGGCGCTGGAGCCGACCCTGCGCGCGGCGATGGACGTCGACGGCCCGGCGGTAGTG
GCCATCCCGGTGGATTATCGCGATAACCCGCTGCTGATGGGCCAGCTGCATCTGAGTCAGAT
TCTGTAA
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Anexos N°2: Secuencia aminoacidica enzima acetolactato sintasa.

10 20 30 40 50
MDKQYPVRQW AHGADLVVSQ LEAQGVRQVF GIPGAKIDKYV FDSLLDSSIR
60 70 80 90 100
IIPVRHEANA AFMAAAVGRI TGKAGVALVT SGPGCSNLIT GMATANSEGD
110 120 130 140 150
PVVALGGAVK RADKAKQVHQ SMDTVAMFSP VTKYAVEVTA PDALAEVVSN
160 170 180 190 200

AFRAAEQGRP GSAFVSLPQD VVDGPVSGKV LPASGAPQMG AAPDDAIDQV
210 220 230 240 250
AKLIAQAKNP IFLLGLMASQ PENSKALRRL LETSHIPVTS TYQAAGAVNQ
260 270 280 290 300
DNFSRFAGRV GLFNNQAGDR LLQLADLVIC IGYSPVEYEP AMWNSGNATL
310 320 330 340 350
VHIDVLPAYE ERNYTPDVEL VGDIAGTLNK LAQNIDHRLV LSPQAAEILR
360 370 380 390 400
DRQHQRELLD RRGAQLNQFA LHPLRIVRAM QDIVNSDVTL TVDMGSFHIW
410 420 430 440 450
IARYLYSFRA RQVMISNGQQ TMGVALPWAI GAWLVNPERK VVSVSGDGGF
460 470 480 490 500
LQSSMELETA VRLKANVLHL IWVDNGYNMV AIQEEKKYQR LSGVEFGPMD
510 520 530 540 550
FKAYAESFGA KGFAVESAEA LEPTLRAAMD VDGPAVVAIP VDYRDNPLLM
559
GQLHLSQIL
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Anexo N°3: Mapa vector pET22b

T7_terminator

T7_promater

AmpR_promoter e S tet (300 - 563

Ampicillin
e

5493 bp

e
pBR322_origin

Figura 35. Mapa del vector pET22b.

50



Anexo N°4: Disefio de partidores

Tabla 9. Tabla resumen de los partidores utilizados en el presente trabajo de tesis. Se
Presentan los nombres de los partidores, la secuencia nucleotidica de 5’ a 3’ y la temperatura de
annealing tedrica calculada.

Nombre del Secuencia 5’ -> 3’ T° annealing

partidor teorica [°C]
FD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 58.4
RP2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT 59,5
llvkEc FW cgaattaattccgatatccatT TACAGAATCTGACTCAGATGC 58,4
IlVkEc RV agccggegatggccATGGACAAACAGTATCCGGTA 57,5

pET22b FW GGCCATCGCCGGCTG 57

pET22b RV ATGGATATCGGAATTAATTCGG 56,4

Anexo N°5: DNA & Protein Ladders.

1 Kb Plus DNA Ladder 1 Kb DNA Ladder1 1 Kb DNA Ladder 2
bp bp bp Kilobases
12,000 12,216 - I -10.0
10,180 - = 80
8,144 - Z7136 -
-5,000 6,108 - o e
- 5,090 5.0
4,072 - - 40
3,054 -
- 2,000 ; - 3.0
-1,650
2,036 -
1,636 - - 20
- 1,000
-850
-15
-650
- 500
-400 . IR
-300 506 -
-200
-100
- 05

Figura 36. Ladders utilizados en el presente trabajo de tesis. Se detallan los nombres en la
parte superior de cada ladder y las distintas bandas presentes en cada ladder con sus respectivos
tamarios en kilobases (kb).
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Protein Molecular Weight Marker

kDa

- ~120—
L 88 — -

el

. 4
-
y B
- ~34 |
ol
R
-
-"20—

Figura 37. Ladder de proteina utilizado en el presente trabajo de tesis.

Anexo N°6: Resultados de las secuenciaciones de los DNA 16S (DIFF1) y el
inserto (DIFF6).
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250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
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710 720 730 740

630 640 650 660 670 680 690 700
TACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC GACTGACGCTCAGGTGCG GCGTGGGG
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ot e sttt e it A o

750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860
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970 980

920 930 940 950 960
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