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RESUMEN

Las invertasas de Zymomonas mobilis representan una alternativa como nuevos
biocatalizadores capaces de tolerar altas concentraciones de sacarosa y por lo tanto
pueden ser empleadas en algunos procesos industriales. La desventaja que presentan
estas enzimas es su baja estabilidad a pH y altas temperaturas, asi como su baja

produccion de forma nativa.

El uso de sistemas heterélogos de expresion ha sido una alternativa dentro de la rama
de la ingenieria de proteinas para poder solucionar algunos de estos inconvenientes. La
levadura metilotréfica Pichia pastoris ha sido muy utilizada como sistema de expresion
heterdlogo en las ultimas décadas por diversas ventajas, entre ellas que cuenta con el

promotor fuerte AOX1 inducido por metanol en el medio de cultivo.

Estudios iniciales arrojaron que, en estas enzimas al menos, la cola de poli-histidinas y
el epitope myc afectaron el plegamiento y estabilidad de las proteinas producidas por
ésta levadura, por lo que se decidié clonar los genes sin estas dos modificaciones que,
para muchos autores, son Utiles para identificacion y separacion de las proteinas

heterdlogas.

Una vez redisefiados los vectores y al optimizar las condiciones de fermentacién en
P. pastoris se consiguido aumentar la produccion en 1.2 y 1.7 veces de las invertasas
INVAaox1 (invertasa intracelular) e INVBaoxi (invertasa extracelular), comparadas con su
produccion en Z. mobilis. Ademas, las enzimas recombinantes presentaron mejores
propiedades cataliticas como: velocidad de catalisis, eficiencia, termoestabilidad, entre

otros.

INVBaox1 presentdé mejores propiedades cataliticas en comparacion con INVAaox1 con
excepcion de la termoestabilidad, pardmetro que la segunda tolera en mayor medida.
Por otro lado, INVAaoxi presentdé mayor estabilidad a sacarosa (400 mM) en

comparacion con la enzima nativa (300 mM).

XX



Otra modificacién importante que presentaron las enzimas recombinantes fue la adicion
de grupos N-glicosilo, parametro no considerado en un principio, pero que nos ayudo a
entender el efecto que tiene esta modificacibn sobre las propiedades de los
biocatalizadores, debido a que al remover dichos grupos glicosilo, los parametros
cinéticos y bioguimicos se vieron afectados, sobre todo la estabilidad a temperaturas

altas y actividad catalitica.

Con el objetivo de tener biocatalizadores mas estables (operacionalmente hablando) se
llevaron a cabo diverso métodos de inmovilizacibn mediante métodos quimicos
utilizando diferentes soportes, resultando que a pesar de diferentes modificaciones que
se llevaron a cabo a los procedimientos de inmovilizacion, en general INVAxox1 NO
presentd resultados interesantes en esta etapa, salvo el nimero de redsos (44) y un

aumento en la termoestabilidad al utilizar Nylon-6 como soporte.

Contrariamente, la invertasa intracelular, INVBaox1 presentd buenas caracteristicas al
ser inmovilizada en diferentes soportes, siendo el méas exitoso al ser confinado en

Perlas de Quitosano, consiguiendo mayor estabilidad térmica y aumento de reldsos.

Con estos resultados se consiguid modificar las propiedades cataliticas de los
biocatalzadores nativos, sin embargo, sélo pueden ser utilizados en procesos que no
requieran condiciones muy extremas de temperatura o pH dado que alin no se
consiguid estabilizar dichas invertasas bajo esos estados, sugiriendo la utilizacion de

estos biocatalizadores dentro del proceso de fermentacion de melazas de cafia.

Como perspectivas a este trabajo se tienen: (i) caracterizar la estructura terciaria de las
proteinas para indagar mas acerca de cuales fueron las modificaciones que realiz6 P.
pastoris para mejorar las propiedades cataliticas de estas enzimas, (ii) optimizar la
produccion de las proteinas heterdlogas en biorreactor, (iii) optimizar las condiciones de
inmovilizacion de ambas invertasas, sobre todo de la intracelular y (iv) buscar posible

actividad de transfructosilacion.
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ABSTRACT

Zymomonas mobilis invertases represent an alternative and novel biocatalysts able to
tolerate high concentrations of sucrose and therefore usable in some industrial
processes. It is the disadvantage of poor stability to pH and high temperatures, and their

low production of native.

The use of heterologous expression systems has been an alternative within the branch
of protein engineering to solve some of these problems. The methylotrophic yeast
P. pastoris has been widely used in recent decades by various advantages, including

that it has the strong methanol-induced AOX1 promoter in culture medium.

Initial studies indicate that in these enzymes at least the poly-histidine tag and myc
epitope affect the folding and stability of proteins produced by the yeast, so it was
decided to clone the genes without these two amendments that many authors. They are

useful for identification and separation of the heterologous proteins.

Once the recombinant constructions were redesigned, we optimized fermentation
conditions in P. pastoris to increase the production of both of INVAaoxi (intracellular
invertase) and INVBaox: (extracellular invertase) in 1.2 and 1.7-folds compared with
production of Z. mobilis. Furthermore, the recombinant enzymes showed better catalytic

properties as: rate of catalysis, efficiency, thermostability, among others.

INVBaoxi1 result that showed better catalytic properties compared to INVAxox1 except
thermostability, the second parameter tolerate a greater extent. Therefore, the
recombinant intracellular invertase provided greater stability to sucrose (400 mM)

compared to the native enzyme (300 mM).

Another major change present recombinant enzyme was the addition of N-glycosyl
groups, parameter is not considered a principle of work, but that helped us understand
the effect of this modification on the properties of biocatalysts, because by removing
said glycosyl groups, biochemical and kinetic parameters, especially affected the

stability at high temperatures and catalytic activity.
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In order to have more stable catalysts (operationally speaking) were carried out different
methods of immobilization by chemical methods using different materials, resulting that
despite various modifications performed immobilization procedures generally
INVApox1-We did not show very good results at this stage, unless the number of reuses

(44) and termostability increase using Nylon-6 and support.

Unlike intracellular invertase, INVBaox1 presents new characteristics to be immobilized
on various supports and procedures, the most successful being confined Chitosan

beads, achieving higher thermal stability and increased reuses.

With these results the modification of the catalytic properties of native biocatalysts was
achieved, however, they can only be used in processes that do not require extreme
conditions of temperature or pH since it is still necessary to stabilize these invertases
under those conditions, suggesting the use of these biocatalysts in the process of

fermentation of cane molasses.

As prospects for this work are: (i) characterize the protein tertiary structure to find out
more about what the changes were made P. pastoris to improve the catalytic properties
of these enzymes, (ii) optimize the production of proteins heterologous bioreactor, (iii)
optimize the conditions of detention of both invertases, especially intracellular and (iv) to

seek possible transfructosylation activity.
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1. INTRODUCCION

1.1 La importancia de aislamiento de microorganismo s a partir de sus fuentes

naturales y la obtencion de enzimas a partir de est  o0s.

Desde hace méas de 100 afios con los primeros estudios de Winogradsky, al aislar
bacterias de suelos para el estudio de la nitrificacion, se determiné que al separar
microorganismos de sus fuentes de origen es posible adquirir informacién no sélo de su
interaccion con el medio ambiente y la importancia biolégica en la que participan, sino
también se consigue conocimiento de sus rutas biosintéticas. Es en este ambito, en
donde una vez que se tienen los cultivos axénicos aislados de una fuente especifica, se
pueden identificar las enzimas que estan involucradas en su metabolismo,
proporcionando a su vez, diferentes biocatalizadores que pueden ser utilizados en

diferentes procesos biotecnolégicos (Lehninger 1995).

Las enzimas han tenido un papel preponderante, debido a que desde la antigua Grecia,
han estado involucradas en la elaboraciéon de pan, produccién de alcohol, preparacién
de queso, entre otros. Una vez que se obtuvo mayor conocimiento y purificacion de las

mismas se incremento el nimero de aplicaciones de ellas (Haki y Rakshit 2003).

Las enzimas pueden ser empleadas en la catalisis de diferentes procesos industriales,
debido a que poseen caracteristicas atractivas en comparacion con los catalizadores
guimicos, debido a que tienen alta especificidad por su(s) sustrato(s), no generan
subproductos no deseados en los procesos industriales y dependiendo de su fuente de
aislamiento, pueden tolerar diferentes rangos de temperatura y pH, por lo que son

robustas bajo diferentes condiciones industriales (Nigam PS, 2013).

La produccion de enzimas como componente biotecnoldgico industrial crece
rapidamente. Anualmente, las ventas a la industria se encuentran alrededor de los
billones de délares, incrementando el nimero de patentes y articulos, por lo que la
mayoria de las enzimas industriales son producidas por microorganismos



recombinantes para mejorar sus propiedades o para aumentar su produccion (Madhan
et al., 2010).

1.2 Zymomonas mobilis y sus enzimas hidroliticas.

Zymomonas mobilis es una bacteria anaerobia facultativa Gram negativa, aislada de
bebidas alcohdlicas de paises tropicales como el vino de palma proveniente de Africa,
del agave utilizado para pulque Mexicano e inclusive es un contaminante de la sidra

(enfermedad de la sidra) o cerveza en paises Europeos (Panesar et al. 2006).

El principal interés en esta bacteria radica en su alta tasa especifica de consumo de
azucares para la produccion de bioetanol (1 mol de glucosa produce 1.9 moles de
etanol tedricos), alta tolerancia a etanol y alta eficiencia de conversién de etanol
comparada con levaduras. Por esta razon, ha sido un microorganismo muy atractivo
para la produccion de bioetanol en América del Norte y otras partes del mundo, asi
como de otros compuestos como sorbitol, levano y fenilacetilcarbinol. Por otro lado al
ser considerada una bacteria segura, también ha tenido aplicaciones con fines

medicinales (Song et al. 2005, Kouvelis et al. 2009).

Una desventaja de este microorganismo es su limitacion para la produccion de etanol a
partir de residuos agricolas. Debido a que sus Unicas fuentes de carbono
metabolizables son glucosa, fructosa y sacarosa, ya que no posee la ruta metabdlica de
las pentosas, necesaria para la fermentacion de xilosa cominmente encontrada en la
hemicelulosa (Zhang et al. 1995, Ait-Abdelkader et al. 2000).

Su genoma se encuentra secuenciado y depositado (GenBank cédigo de acceso:
CP001722) para la cepa NCIMB 11163 conteniendo un solo cromosoma circular (2,
124,771 pb) y tres plasmidos (GenBank cédigo de acceso: CP001723, CP001724 y
CP001725), el contenido general de GC en el cromosoma es del 46.83 %. El genoma
completo contiene 1,884 genes que codifican para proteinas, 51 ARNt y 9 ARNr
(Kouvelis et al. 2009).



1.2.1 Metabolismo de la sacarosa.

Esta bacteria no posee un mecanismo de transporte de sacarosa al interior de la célula,
por lo que esta primero es hidrolizada para liberar glucosa y fructosa en el medio de
cultivo, posteriormente estos azlcares son transportados al interior de la célula por
medio de difusion facilitada mediante un acarreador, son fosforiladas por una quinasa y
se metabolizan por la via de Enter-Doudoroff, siendo una de las pocas bacterias que
utilizan esta ruta, la cual se encuentra en organismos aerobios estrictos (Yanase et al.
1998, Rogers et al. 2007)

Al utilizar sacarosa como fuente de carbono para la produccion de bioetanol, el
rendimiento es del 70%, siendo menor en comparacion con dos fuentes mencionadas
anteriormente con una produccion superior al 94%. Este bajo rendimiento al utilizar
sacarosa es debido a la formacién de subproductos como el levan, sorbitol e incluso
fructoligosacaridos como nistosa, 1-ketosa, 6-ketosa y neoketosa, estos ultimos con
gran valor agredado debido a que se clasifican como alimentos funcionales
(Hernalsteens y Maugeri, 2010).

En la hidrdlisis de sacarosa se han encontrado tres tipos enzimas: invertasa intracelular
(SacA, E1, INVA), invertasa extracelular (SacC, E3, INVB) y levansacarasa extracelular
(SacB, E2), siendo sélo las dos ultimas las que participan en la hidrélisis de sacarosa
(Gunasekaran et al. 1990, Ait-Abdelkader et al. 2000).

De acuerdo a estudios realizados por Ait-Abdelkader et al. (2000), la invertasa
intracelular, aunque si posee la capacidad de hidrolizar la sacarosa, no esta involucrada
en la hidrélisis de sacarosa en el medio de cultivo, debido a que no existe un sistema de
transporte de sacarosa el interior de la célula por lo que la posible razén de la presencia
de esta enzima la atribuyen a un ancestro de ésta bacteria, el cual poseia un sistema
de transporte de tipo PTS (“phosphotransferase system”) que se fue perdiendo a lo

largo de la evolucion.



En Z. mobilis no se conoce exactamente el mecanismo de expresion de estas enzimas
hidroliticas, sin embargo se sugiere que esto se lleva a cabo mediante induccion en
presencia de sacarosa extracelular, la cual interactia con receptores de membrana
plasmética e inicia una sefial intracelular que enciende la expresion de genes de las

invertasas (Giraldo et al. 2012).

La secuencia de nucledtidos de las tres hidrolasas ha sido determinada, encontrando
gran homologia en el extremo N-terminal no siento asi en su extremo C-terminal. El
extremo N-terminal tiene homologia con secuencias de sacarasas, levanasas e
invertasas de levaduras, asi como con el gen SUC2 de Sacchromyces cerevisiae, sin
embargo no hay similitud en el extremo C-terminal comparadas con levansacarasas de
otros organismos (Gunasekaran et al. 1990, Yanase et al. 1991).

En el caso de la invertasa intraceluar, el extremo N-terminal posee una maxima
homologia con sacarasas de: Steptococcus mutans, Vibrio alginolyticusm, Salmonella
typhimurium, S. cerevisiae, la levanasa y levansacarasa de Bacillus subtilis
(Gunasekaran et al. 1990).

La invertasa intracelular y la levansacarasa poseen alta homologia entre si,
compartiendo estas caracteristicas con la levansacarasa de B. subtilis, la sacarosa
hidrolasa intracelular de E. coli y la invertasa extracelular de S. cerevisiae (Kyono et al.
1995).

Se ha observado que los genes sacB y sacC (invB) se encuentran en el mismo
cromosoma y se ha encontrado que probablemente forman parte de un operdn. Los
cuales se encuentran separados por una pequefia regién en donde se encuentra el sitio
de terminacion de la transcripcion de sacB y el promotor y la secuencia Shine-Dalgarno
de invB (Gunasekaran et al. 1995, Kyono et al. 1995, Yanase et al. 1998). La forma de

regulacion de invA sigue sin ser muy clara o estudiada.



Otros estudios indican sin embargo que la actividad de INVB y levansacarasa son muy
baja cuando son inducidas en presencia de sacarosa y las colonias crecidas bajo este
azucar son pequefas a comparacion de las placas que contienen glucosa (Kondo et al.
1994, Kyono et al. 1995).

1.2.2 Caracteristicas generales de las invertasas.

Las enzimas que hidrolizan la sacarosa se refieren comiunmente como invertasas o p-D-
fructofuranosidasas (EC 3.2.1.26) las cuales catalizan la liberacién de p-fructosa a partir
del extremo no reductor de sustratos de tipo B-D-fructofuranosidos en el enlace O-
glicosidico. La reaccion empieza por un mecanismo de desplazamiento doble en el cual
se forma un intermediario covalente glicosil-enzima. El nombre de invertasa fue
acufiado debido a que esta enzima produce azucares invertidos no cristalizados en una
mezcla 1:1 de D-glucosa dextrarotatoria y una D-fructosa levanorotatoria (Figura 1)
(Alvaro-Benito et al. 2007, Dipasquale et al. 2009).

OH

CH,OH OH
Invertasa (0]
— H
CH,OH HO H CH,OH
H OH H
Sacarosa Glucosa Fructosa

Figura 1. Mecanismo de general de hidrélisis de sac  arosa por la enzima invertasa. La
sacarosa es hidrolizada por la invertasa generando una mezcla equimolar de glucosa y fructosa,
glusidos que no cristalizan en comparacion con la sacarosa.

Ademéas de la hidrdlisis de la sacarosa, algunas invertasas tienen la actividad de
transfructosilacion o fructotransferasas, esto quiere decir operan con un mecanismo
molecular permitiendo una retencion total de la configuracibn anomérica vy
polimerizando monomeros de fructosa, generando sacaridos de dos o tres unidades
denominados fructooligosacéricos (FOS), los cuales tienen alto valor agregado en la
industria de alimentos debido a sus propiedades como nutracéuticos (Hirayama et al.
1989, Chavez et al. 1997, Dipasquale et al. 2009).



Los B-Fructofurandsidos pertenecen a la famila GH32 de las glicosil hidrolasas con méas
de 370 pertenecientes a plantas, hongos y bacterias (Guimaraes et al. 2007), dentro de
esta familia se encuentran: inulinasas, levanasas, exoinulinasas, sacarasas, 1-
fructosiltransferasas, fructan:fructan 1-fructosiltransferasas, 2,6- 2,6- p-fructan6-
levanbiohidrolasa, fructan- B-(2,1) fructosidasa, frutan- 3-(2,6) fructosidasa y la mayoria
de las invertasas. Estas enzimas poseen una secuencia altamente conservada
conocida como caja de union a sacarosa la cual es: HXXPXXXXXNDPNG, donde “X”
puede ser cualquier residuo. El aminoacido que funge como nucledfilo es el &cido

aspartico y el protén donador es acido glutamico.

Algunas otras de estas enzimas se agrupan en la familia 68, donde se concentran
aproximadamente 64 de ellas y las conforman principalmente levansacarasas de
bacterias y tres invertasas de bacterias incluyendo la INVB de Z. mobilis. Al igual que la
familia 32, los aminoacidos que sirven como nucledfilos y protén donador son aspartico
y glutdmico, respectivamente. Esta familia tiene secuencias conservadas como EWSG,
RDP y DXXER (Vasquez-Bahena 2007).

Aunque son de las enzimas mas estudiadas, solo cinco enzimas de ésta familia han
sido cristalizadas y depositadas en la base de datos PDB: i) Invertasa de Thermatoga
maritima, (i) Exoinulinasa de Aspergillus awamori, (iii) Fructan 1-exohidrolasa lla de
Cichorium intybus, (iv) Invertasa de Arabidopsis thaliana e (iv) Invertasa de

Schwanniomyces occidentalis (Jedrzejczak et al. 2011).

Las invertasas son algunas de las enzimas mas utilizadas en la industria debido a que
se emplean en confiteria, fermentacion de melaza de cafia a etanol, preparacion de
alimento para ganado, relleno de chocolates, manufactura de azlcares invertidos como
alimento para abejas, produccion de acido lactico, glicerol, agente plastificante en
cosmeéticos e industria del papel (Bhatti et al. 2006, Guimaraes et al. 2007, Menendez et
al. 2013).



En los Ultimos afios, las invertasas han tenido gran atencién en diferentes sectores de
la industria de bebidas alimenticias, debido a que los azlUcares que producen tienen
mayor poder edulcorante en comparacion con la sacarosa, los productos son incoloros
en comparacién con la hidrdlisis 4cida y son mas estables que los azUcares de
sacarosa, por ultimo como ya se ha mencionado, algunas invertasas pueden producir
los ya mencionados FOS (Shaheen et al. 2008, Giraldo et al. 2012, Menendez et al.
2013).

Estos biocatalizadores han sido obtenidos de diferentes organismos como procariotas
(Bifidobacterium infantis), nuestro organismo de estudio (Z. mobilis) y de eucariotas
como plantas, animales, hongos y levaduras entre otros (Giraldo et al. 2012). En
algunos casos presentan isoformas y poseen diferentes posee diferentes clasificaciones
dependiendo de su localizacién, pH éptimo y sus funciones dependen tanto de la fuente
de carbono utilizada como del tipo de organismos, teniendo un espectro tanto de
eucariontes como procariontes. Asi las invertasas, pueden clasificar con base a dos

tipos de criterios:

) pH éptimo: Invertasas tipo acidas y tipo basicas
i) Localizacion celular: Invertasas asociadas a la pared celular, asociadas a las

vacuolas, intracelulares y extracelulares

En la Tabla 1 se enlistan algunos ejemplos de esta clasificacion y los organismos que

las producen (Hsieh et al. 2006):



Tabla 1. Distribucion de algunas invertasas en dife  rentes organismos. Ejemplos de
algunas invertasas clasificadas por la localizacién y por la ionizaciéon de sus aminoacidos de
acuerdo al potencial de hidrégeno.

Tipo de invertasa Organismo Nombre
comun
Invertasa acida Lycopersicon esculentum Tomate
Invertasa acida Nicotiana tabacum Tabaco comun
Invertasa pared celular Oryza sativa Arroz
B-D-fructofuranosidasa Aspergillus niger
Invertasa acida Fusarium solani Ascomiceto
B-D-fructofuranosidasa Saccharomyces cerevisiae
Invertasa intracelular Zymomonas mobilis
Invertasa extracelular
Invertasa alcalina Bambusa edulis Bamboo
Invertasa vaculoa Ipomoea batatas Papa dulce
Zea mays Maiz

Comercialmente, las invertasas mas utilizadas provienen de levaduras como
Aureobasidium spp, Rhodotorula glutinis, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
calsbergenesis y del hongo Aspergillus niger (Madhan et al. 2010), mientras que las
invertasas mas estudiadas provienen de organismos algunos mencionados
anteriormente y otros como Schwannionmyces occidentalus, Schizosaccharomyces
pombe, Pichia anomala, Candida utilis y Arxula adeninivorans. Todas estas invertasas
comparten dos residuos acidos los cuales son necesarios para el rompimiento del

enlace glicosidico de sus sustratos (Bhatti et al. 2006, Alvaro-Benito et al. 2007).

Algunas caracteristicas de estos biocatalizadores comparados con los que se presentan

en este trabajo se muestran en la Tabla 2.



Tabla 2. Caracteristicas de invertasas de diferente s organismos eucariéticos comparados
con las invertasas de este estudio  (Yanase et al. 1995, 1998, O’Mullan et al. 1992, Santiago-

Hernandez et al. 2006, Vasquez-Vahena 2007, Calixto-Romo 2008, Vallejo-Becerra et al. 2008).
Hongos y levaduras Z. mobilis
Intracelular Extracelular Extracelular Intracelular
pH 6ptimo 4.5-5.5 3.5-5.5 5.5 6.0
Temperatura optima 50-60 50-60 40 30
()
Peso molecular (kDa) 45-60 50-60 45 57
Glicosilacion No Si Negativa Nd
Inhibicion por sustrato Nd Si 300 mM 300 MM
Inhibicion por producto Nd No Nd Nd
Inhibicién por metales Si Si HgCl, HgCl,
pesados p-CMBA p-CMBA
Regulacion Constitutiva | Represion por Sacarosa Nd
glucosa

La enzima comercial mas utilizada (S. cerevisiae) presenta ventajas como su actividad
a 55-60 C, alta eficiencia catalitica (Ky= 38 mM) y su estabilidad a pH (2.8-8.0); sin
embargo, tiene baja tolerancia a su sustrato (150 mM), no resiste altas temperaturas de
operacién y al ser inmovilizada no tiene muchos redsos a temperaturas de entre 40 a
45 T (Arruda y Vitolo 1999, Gracida-Rodriguez 2002, Lafraya et al. 2011).

Por lo tanto para poder ofrecer nuevas invertasas con potencial industrial es necesario
investigar nuevos microorganismos y entender la relacion entre su estructura y su

estabilidad asi como sus caracteristicas (Bhatti et al. 2006).

1.2.3 Invertasa intracelular (INVA) de Z. mobilis.

Los primeros estudios de INVA se llevaron a cabo por Gunasekaran et al. (1990),
determinado que el gen de esta enzima tiene su propia regién SD, promotor y no posee
actividad de transfructosilacion. Desde esa época ya se tenia indicios de que esta

invertasa es diferente a la extracelular.




Posee alta homologia con sacarasas de Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium y
Vibrio alginolyticus. EI ORF (Open Reading Frame) del gen invA es de 1,536 pb y el
peso molecular tedrico de la proteina codificada es de 58.728 kDa en columna de
filtracion en gel Sephadex G-200. Yanase et al. (1991) reportaron un punto isoeléctrico
(PI) de 8.5, sin embargo Ait-Abdelkader et al. (2000) registraron un Pl de 7.3.

Es capaz de hidrolizar sacarosa, rafinosa, melibiosa e inulina, pero no cataliza la
maltosa, meletzitosa o levano. Se ha reportado que utilizando sacarosa como sustrato

posee una actividad especifica de 2, 290 Umg* (Yanase et al. 1991).

Presenta un pH optimo de 6.5, estable en un rango de pH de 5.0 a 7.0 y se inhibe por
compuestos con mercurio como HgCl,, PCMB, acetato de mercurio y acido mersalil, a
una concentracion 1 mM. La ke reportada es de 125 s, Ky de 42 mM (Yanase et al.
1991, Yanase et al. 1995, Ait-Abdelkader et al. 2000).

1.2.4 Invertasa extracelular (INVB) de Z. mobilis.

En cuanto a la INVB, los estudios referidos a la caracterizacion e identificacion son mas
numerosos que para INVA siendo el primer estudio realizado por Preziosi et al. 1990a,
identificando por primera vez una bacteria capaz de tener actividad en el medio de
cultivo. Con un peso molecular de 45-46 kDa y punto isoeléctrico de 5.0, es una enzima
monomeérica. El gen invB presenta un ORF de 1239 pb que codifican para 413

aminoacidos.

El gen invB no tiene mucha homologia con invA pero si con E2 (levansacarasa) de
Z. mobilis, SacB (levansacarasa extracelular) de B. subtilis y a su vez no tiene
homologia con una levansacarasa intracelular (SacA) del mismo organismo, sacC
(levanasa extracelular), rafD (sacarosa hidrolasa intracelular) de E. coli y con suc2
(invertasa extracelular) de S. cerevisiae. Al contrario invA tiene homologia con sacA,

sacC, rafD y suc2 (Kyono et al. 1995).
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De las tres enzimas que hidrolizan sacarosa de esta bacteria, INVB es la mas activa
mostrando 80% de actividad en el medio de cultivo, 15% en el citoplasma y 1-5% en el
periplasma. Su méxima actividad es con sacarosa (610-710 Umg™), un tercio de esta
actividad con rafinosa y no presenta actividad con inulina, levanosa, melezitosa y
maltosa. Su Ky Yy Vmax son de 85.6 mM y 1804 pmol minmg™*, Ky es similar a otros
procariotas como Pseudomonas flourescens (90 mM) y Clostridium pasteurianum (79.5

mM) y no se reporta que presente glicosilacion (O’Mullan et al.1992).

Esta enzima tiene una estabilidad a pH de 5.0 a 6.5 y se ve inhibida por HgCl, y p-
CMBA segun Yanase et al. (1995).

1.2.5 Comparacion de ambas invertasas.

Esta dos invertasas so6lo tienen en comun 25 aminoacidos, teniendo una homologia del
15% entre ellas. En la Figura 2 se observan los aminoacidos conservados entre INVA e
INVB; asi como, el sitio donde se encuentra el residuo de &cido aspartico, que es el
aminoacido que funge como nucledétido (aminoacido coloreado en rojo).

P35636 HESPSY<ILI(AEDAQ((AG(RLL55EWYPGF1VTPLT;NHH.PHE::FFKGEYHLFYQY 60
———————— MFNFNRSRWTRAQAH{VN{FDLTTSHPEIG—————————————TDFPIHR—— 3

YPFAPVWGPMHWGHAKSER 'H /ALAPERDSFDRDECFSGCAVDNEMGVLTEIYTGH 120 SCR_ZYHMMO
————————————————— RDINGNPVSFER------——-— TIFSEVADRN T2 INVE_ZYMMO
ILSNDSLDBTIREVQCHAT IiFQ(E LV E(APHPQV HFERDFEVWEENNHWERVV 180 SCR_ZYMMO
FPWNDRHSHER---IGYFY ESWVYG QESANTRT EWSG--—---———-- GTI E 121 INVE_ZYMMOC
TDD (1QGICJ 'AMYRSENLEDWNIFVENLLG B]DQ PLGEK FHWECPDFEISLGNR 240 SCR_ZYMMO
IQV TFFTS---TRFDENGVREAVAAVEKG--—--——-—-—-— IYADSEGVNW (GFDQ 168 INVE_ZYMMOC

VLH SPQ {ASG {NR FQI;Y:::{NQhPQ TPETS QELDY ——iDFYA QRFEA{ 298
IDL QAD FYQN ENERWN -—--—-—---—-— RDOPHVRINPEDRETYALFERNVATVRE 2146

DGRQ LIAWFDMWENQ{PSQR GWRGCMTLPRK:DL:DNKIVMTPVR RQSE{IES 3
GEDDRGEDEIGPVPANTIVVPEQANLCSASIG----—-~ IARCLSPDRT BEPLLTIAFG 270

/ TLSDAEMPFTMDSPFLQEIELI@MDLEKS QL ALRCNGK Q:T::YIDRSQI?: L 418
TIDQMERPRVIFQNG--—-LIYLQTISHD@T o] IGSDGLYR-—-—-- FVSENG---JF 318

Figura 2. Fragmento de alineamiento de la secuencia de aminoéacidos de las INVA
(SCR_ZYMMO) e INVB (INVB_ZYMMO) de Z. mobilis . Los aminoacidos coloreados en gris
oscuro son homoélogos entre ambas invertasas, en gris claro se presentan aminoacidos
similares y en rojo se encuentra el acido aspartico que forma parte del sitio activo de la
invertasa intracelular.
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No hay reportes en cuanto a la estructura terciaria y cuaternaria de las invertasas INVA
e INVB de Z. mobilis. Sin embargo, se realizdé una simulacién utilizando el programa |-

TASSER para conocer un poco mas acerca de las caracteristicas de estas invertasas,

tal como se muestra en las Figuras 3 y 4.

Figura 3. Prediccion de la estructura terciaria de la invertasa intracelular de  Z. mobilis a
partir de la estructura primaria obtenida de PDB (g = b|JAAO38865.1) utilizando el programa
I-TASSER. (A) Estructura terciaria. En amarillo se muestran las 37 hojas beta y en rosa 5 alfa
hélices que prosee esta enzima. (B) Posible sitio de union de efectores. (C) Sitio catalitico
conformado por una acido aspartico en la posicion 43 y un acido glutdmico en la posicion 229.

Figura 4. Prediccion de la estructura terciaria de la invertasa extracelular de  Z. mobilis a
partir de la estructura primaria depositada en PDB (PODJA4) utilizando el programa I-
TASSER. (A) Estructura terciaria. En amarillo se muestran las 28 hojas beta y en rosa 5 alfa
hélices que prosee esta enzima. (B) Posible sitio de unién de efectores. (C) Sitio catalitico
conformado por una acido aspartico en la posicion 44 y un acido glutdmico en la posicion 276.

A pesar de sus limitantes en termoestabilidad y rangos de pH, como se ha mencionado
anteriormente, estas invertasas poseen caracteristicas atractivas en comparacion con la
invertasa comercial mas utilizada de S. cerevisiae. En la Tabla 3 se muestran algunas

propiedades de ambas invertasas en comparacion con la invertasa de esta levadura.
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Tabla 3. Caracteristicas de las invertasas producid
la enzima comercial mas utilizada ( S. cerevisiae ).

as por Z. mobilis

en comparacion con

Z. mobilis S. cerevisiae
INVA INVB SUC?2
Localizacion Intracelular’ | Extracelular"" | Extracelular’™
pH 6ptimo 6.0 5.5V 4.0%
Temperatura 6ptima 30C"" 45 € "V 25,50 € 'V
PM (kDa) 58V|I 45||,V|-V||| 61|V
(monomeérica) | (monomérica) (dimérica)
Glicosilacion Negativa'" Negativa "' Positiva
Kum (MM) 110 7" 86,98 V" 25,41
kcat (s -1) 57V 12000 3438 "%
kcat/ Ky (s-1mM-1) 05" 122" 90.3 "
Inhibicion por sacarosa 300 mm " 300 mM"' 150 mM ¥

Yanase et al. 1995, 1998", O'Mullan et al. 1992", Arruda y Vitolo 1999 ", Gracida-Rodrigez 2002,
Santiago-Hernandez et al. 2006"', Vasquez-Vahena et al. 2006"", Calixto-Romo et al. 2008"", Vallejo-
Becerra et al. 2008"", Lafraya et al. 2011”.

1.2.6 Invertasas en México.

Una alternativa para la produccion de jarabes invertidos a partir de sacarosa, implica
solamente una enzima: la invertasa. México producen aproximadamente 5 millones de
toneladas de sacarosa por afio, por lo que tanto para México, como para otros paises
es importante la produccién de sacarosa con la finalidad de obtener jarabes invertidos
entre otros productos de consumo humano (Santiago-Hernandez et al. 2006; Sagarpa
2009).

Asi mismo, para la obtencién de proteinas de interés industrial, sobre todo a nivel
alimenticio, generalmente son necesarios diversos pasos de purificacion, debido a que
se requieren con un grado de pureza alto. Esto representa una desventaja ya que,
conforme van aumentando los pasos de purificacion a una proteina, los rendimientos de

la misma disminuyen y aumentan los costos.
Por lo anterior, se han buscado nuevas alternativas empleando ingenieria genética

mediante la expresion heterdloga de enzimas de interés, denominadas proteinas

recombiantes, utilizando diferentes sistemas de expresion.
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1.3. Sistemas heter6logos de expresion.

Desde el inicio del desarrollo de la ingenieria genética a mediados de los 1970s se ha
buscado, mediante la tecnologia de ADN recombinante, modificar genéticamente un
organismo; de tal manera que funcione como productor de las proteinas que son de
nuestro interés. Esta es una de las diferencias entre las proteinas de origen nativo y las
proteinas recombinantes, asi como, en algunos sistemas, mas sencilla la purificacion de

las mismas.

En términos generales, la produccion de proteinas recombinantes involucra dos pasos
principales: (I) Fase inicial (“upstream”) Introduccion del ADN externo a las células
hdesped: (a) Identificacion y aislamiento del ADN a introducir, (b) Identificacion del
vector y construccion del vector recombinante, (c) Identificacion de el sistema de
expresion que recibira el ADN recombinante. (Il) Fase inicial (“upstream”) (a) Factores
gue afectan la expresion del ADN externo para la sintesis de proteina en el sistema de
expresion seleccionado (b) Proceso de purificacion y evaluacion de la actividad de

dicha proteina (Dragon-Serrano y Sainz-Espufies 2006).

Existe una serie de vectores disponibles para portar el ADN dentro y fuera de las
células: plasmidos, fago lambda, cosmidos, fasmidos, cromosomas artificiales de
bacterias (BAC), levaduras (YAC) o de origen humano (HAC3).

Los vectores pueden ser integrativos (formando parte del cromosoma del huésped) o

extracromosolames. También puede haber de una a cientos de copias de las

construcciones (Rai y Padh 2001).
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En general los vectores de expresion poseen los siguientes atributos:

/Ori: Secuencia que permite la replicacion autonoma en la célula

/ Promotor: Una regién reguladora que permita “encender” o “apagar” la expresion
del ADN de interés a voluntad.

/  Marcador de seleccion: Secuencia que codifica un marcador de seleccion y que
asegure mantener el vector en el huésped.

/ Terminador: Un terminador de la transcripcion fuerte para asegurar que la ARN
polimerasa se separe y no continue transcribiendo rio abajo los genes.

/  Sitio multiple de clonacion o “polylinker”: Sitio para insercion del gen heterélogo

en una correcta orientacion dentro del vector.

Las caracteristicas que se enlistan en la parte superior correspondientes a los vectores

utilizados en este estudio, pueden observarse mas a detalle en el ANEXO.

Los dos tipos de sistemas generales de expresion son de eucariotas y procariotas,
ambos tiene sus ventajas y sus desventajas. El sistema procariota es generalmente
mas sencillo de manejar, mas barato (en cuanto a medios de cultivo y mantenimiento se
refiere) y exitoso en la mayoria de los casos. Sin embargo, tienen ciertas limitantes para
la produccién de proteinas provenientes de eucariotas debido a que no pueden realizar
el tipo de modificacién post-traduccional que los segundos poseen como: puentes
disulfuro, plegamiento adecuado, glicosilacién, fosforilacién. Sin embargo, el uso de los
diferentes sistemas de expresion dependera del tipo de proteina que se desea obtener
(Rai y Padh 2001, Idiris et al. 2010).

1.3.1 Bacterias.

Para la expresion de proteinas recombinantes no glicosiladas suele emplearse un
sistema basado en E. coli el cual ha sido muy empleado a nivel industrial utilizando
medios quimicamente definidos y medios sintéticos, facilitando asi el aislamiento y
purificacion y por lo tanto, abaratando costos. Sin embargo, algunas desventajas del

uso de éste sistema son:
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i) A nivel industrial, el uso de antibidticos para la conservacion del plasmido, se
traducen en altos costos, asi como cuando se emplea el promotor lac el cual
es inducido por IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranésido).

i) Incapacidad de llevar modificaciones post-traduccionales complejas como N-
u O-glicosilacion, las cuales son necesarias para la estabilidad y actividad
biolégica de la proteina heterdloga.

iii) Produccion de proteinas insolubles en forma de cuerpos de inclusion
citoplasmatica. Estas proteinas pueden ser recuperadas por solubilizacién en
agentes desnaturalizantes seguido de una renaturalizacion; aunque la lisis
celular ocasiona también la liberacion de endotoxinas, las cuales deben ser
removidas aumentando costos.

iv) Es necesario tomar en cuenta el uso de codones de la bateria para aumentar
los rendimientos de la expresion de proteinas heterélogas por este sistema.

V) E. coli posee una pared celular téxica con pirdgenos y por lo tanto los

productos deben ser probados antes de ser utilizados.

Por tales motivo, las levaduras y otros sistemas superiores han tomado gran auge como
vias para la produccion de recombinantes (Jonasson et al. 2002, Rai y Padh 2001,
Rathore et al. 2003, Boer et al. 2007).

1.3.2 Levaduras.

Para muchas aplicaciones el uso de levaduras ha sido el favorito para la expresion de
proteinas a nivel industrial y de uso médico. Algunas son de uso alimenticio, por lo tanto
son muy aceptadas para la produccion de proteinas farmaceéuticas, lo cual no sucede
con las de E. coli por lo mencionado anteriormente e incluso con las células de
mamiferos dado que pueden contener oncégenos o ADN viral (Friesen y An 1983, Daly
y Hearn 2005).
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En comparacion con las células de mamifero, las levaduras pueden crecer
relativamente rapido en medio simple y producir alta densidad celular, ademas de que
en la mayoria de los casos se cuenta con el genoma completo, los plasmidos y la
habilidad de secretar la proteina heteréloga al medio de cultivo. Pichia pastoris y S.
cerevisiae son las dos principales exponentes para éste género de sistemas de

expresion.

Los vectores de clonacion empleados en levaduras generalmente tienen como
promotores al gen PGK (3-fosfoglicerato cinasa), ADH1 (alcohol deshidrogenasa 1)
AOX1/2 (alcohol oxidasa), fosfatasa acida y genes del “cluster” GAL (galactosa) (Rai y
Padh 2001).

Como se ha mencionado anteriormente las levaduras son capaces de realizar
modificaciones postraduccionales, tal como la adicién de carbohidratos a las proteinas
secretadas, la cual es muy especifica dependiendo de cada organismo (Goochee et al.
1991).

En el caso de S. cerevisiae, se ha demostrado que los oligosacaridos de N-asparagina
unidos a la proteina secretada son extremadamente antigénicos cuando se introducen a
mamiferos, por lo que, esta levadura ha sido descartada para la produccién de

proteinas recombinantes para uso terapéutico.

Comparando la invertasa secretada por S. cerevisiae y P. pastoris se han encontrado
diferencias muy notables entre los oligosacéaridos unidos a la estructura de la proteina
secretada. En ambas especies, el mayor nimero de cadenas de oligosacaridos son de
tipo de alta manosa; sin embargo, el tamafo de oligosacéaridos afiadidos a las cadenas
son menores en las secretadas por P. pastoris en comparacion con las producidas por

S. cerevisiae (Tschopp et al. 1987).

En un estudio de expresion de invertasa en P. pastoris, se encontrd un porcentaje

elevado de cadenas con un tamafio de Mang14GIcNAc, (Man=manosa; GIcNAc= N-
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acetilglucosamina); mientras que, solo el 20% de las cadenas de S. cerevisiae fueron

de ese tamanio (Trimble et al. 1991).

Andlisis realizados a las proteinas secretadas por P. pastoris han determinado que esta
levadura adiciona aproximadamente 30 residuos de manosa, los cuales son
significativamente mas cortos que los 50 a 150 residuos de manosa que se observan
tipicamente en glicoproteinas expresadas en S. cerevisiae (Kukuruzinska et al. 1987).

Estos tipos de glicosilacion se ejemplifican en la Figura 5 .

Claves {\
.\ o l,6 Manosa i
A «1,3Manosa exterior

H
T al,2Manosa

T N-Acetilglusamina

Alta manosa
en mamiferos

Sacharamyces cerevisiae

¥

Pichia pasteris

Figura 5. Diferencia entre la estructura de N-oligosacaridos adicionados por S. cerevisiae
y por P. pastoris . Los circulos abiertos con lineas punteadas representan las posiciones mas
frecuentes observadas en las Ultimas manoasa en P. pastoris. El extremo de unién a 1,3 de
manosa en S. cerevisiae corresponde a los rectangulos rellenos (Cregg et al. 1993).
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1.3.3 Lineas celulares de mamiferos.

Para la produccion de proteinas glicosiladas se emplean cultivos derivados de lineas
celulares de mamiferos como la linea celular BHK (Baby Hamster Kidney), HEK293
(Human Embryonic Kidney) y principalmente la linea celular CHO (Chinese Hamster
Ovary). Los requerimientos generales basicos de un vector de clonacion para células
eucariotes son muy similares a los utilizados normalmente para bacterias y levaduras, a

continuacion se enlistan los requisitos que debe de tener:

7/ Promotor eucarionte generalmente de origen viral
/ Sitio de clonacion multiple

/ Secuencia de poliadenilacion

7 Origen de replicacion bacteriano

/ Marcador de seleccion

A nivel industrial, los genes de seleccion mas utilizados son el gen que codifica a la
enzima glutamina sintetasa (GS) y el gen que codifica a la dihidrofolato reductasa
(DHFR), que estd implicada en el metabolismo de nucleétidos. Por tal motivo,
usualmente se adiciona un agente téxico como el metotrexato (MTX) para la seleccion

de las células resistentes receptoras del gen de seleccién (Tomas y Smart 2005).

Generalmente las lineas celulares expresan mezclas heterogéneas de proteinas con
patrones diferentes de glicosilacion (glicoformas), por lo que se ha recurrido a
estrategias de ingenieria genética enfocadas a la regulacién de rutas de glicosilacion.
Lo anterior, para modificar el procesamiento postraduccional de proteinas

recombinantes para mejorar su actividad (Hooker y James 2000).
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Como se puede observar, el uso de lineas celulares es una herramienta efectiva para la
obtencion de proteinas cuyo grado de glicosilacion deba ser exacto al de la proteina
nativa; ya que, de otra forma puede empezar a perder especificidad o producir efectos
adversos si son de uso terapéutico. Sin embargo, una desventaja de estos sistemas es
gue son muy costosos Yy el cultivo de células lleva mayor tiempo y es un proceso mas
controlado a diferencia de utilizar sistemas de expresidon mas sencillos. Es por este
motivo que generalmente este tipo de lineas se utiliza principalmente para la obtencion
de proteinas recombinantes bioterapéuticas, siendo entre el 50 y 60% obtenidas

mediante células inmortales de ovario de hamster chino (CHO) (Wurm 2004).

1.3.4 Lineas celulares de insectos.

Los baculovirus son los sistemas mas utilizados para la sobreproduccion de proteinas
recombinantes en eucariontes. Al igual que los organismos superiores, ese sistema es
capaz de hacer todas las modificaciones, procesamiento y sistemas de transporte. Las
proteinas recombinantes usualmente son expresadas en un compartimiento apropiado
de la célula; por ejemplo, las proteinas de membrana, usualmente se localizan en la
membrana, las proteinas nucleares en el nucleo y las proteinas secretadas se excretan
al medio de cultivo. La mayoria de las proteinas permanecen solubles en las células de

insecto.

Estas células no son infecciosas para vertebrados y sus promotores han mostrado ser
inactivos en células de mamifero, lo cual confiere cierta ventaja sobre otros sistemas de

expresion cuando se expresan oncogenes o proteinas con potencial toxico.

Otra ventaja es que el proceso se lleva a cabo en un periodo corto de tiempo. Sin
embargo, también presenta algunas limitaciones, ya que mientras los baculovirus
infecten invertebrados, existe la posibilidad de que el procesamiento de proteinas sea
diferente y que provoque algunas modificaciones postraduccionales. Un ejemplo de

esto, son los cortes internos proteoliticos en sitios ricos en arginina o lisina.
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La capacidad de glicosilacion también es una limitante debido a que sdlo se producen
glicosilaciones de tipo alta manosa y no son capaces de procesar oligosacaridos de tipo

complejo que contengan fucosa, galactosa y &cido sialico (Rai & Padh 2001).

1.3.4 Plantas.

Las plantas son utilizadas sobre todo para la produccion de proteinas heterdlogas de
uso terapéutico, aunque la mayoria de estas proteinas se producen mediante lineas
celulares de mamiferos o bacterias. Sin embargo, en algunos de los sistemas de
expresion mencionados anteriormente, se ha hablado sobre las desventajas
relacionadas con costos, manipulacion, purificacion y modificaciones postraduccionales.
Por esta razon, se han desarrollado sistemas de expresion alternativos, los cuales

consisten en el desarrollo de plantas y animales transgénicos.

Las plantas transgénicas poseen la ventaja de menor costo de produccion y menor
capital de inversion en cuanto a infraestructura y con apropiadas modificaciones post-
traduccionales. Sin embargo, los sistemas de expresion basados en plantas y animales

transgénicos aun no son suficientemente atractivos debido a su bajo nivel de expresion.

Por lo anterior, y debido a que la proteina que deseamos expresar no requiere
modificaciones postraduccionales complejas; asi como también por la facilidad de
manipulacién de los cultivos, bajos costos y alta productividad, el sistema de expresion
que utilizaremos en este estudio sera de tipo microbiano, perteneciente al género de las
levaduras. En la Tabla 4 se resumen las ventajas y desventajas de los diferentes

sistemas de expresion (Desai et al. 2010).
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Tabla 4. Comparacion de los sistemas de expresion m  as utilizados para la produccion de
proteinas heterdlogas (Desai et al. 2010).

Sistema Costo/Tiempo Capacidad Nivel Glicosilacién
produccion para expresion
escalamiento

Bacterias Bajo/Cortos Alta Alto Ausente
Levaduras Medio/Medianos | Alta Bajo-Alto Alta manosa
Células de | Alto/Medianos Media Bajo-Alto Alta manosa
insecto
Células de | Alto/Largos Muy baja Bajo- Similar a
mamifero Moderado | humanos
Animales Alto/Muy largos Baja Moderado- | Similar a
transgenicos Alto humanos
Células de Bajo/Cortos Alta Moderado- | Diferencias
plantas Alto menores
Plantas Muy bajo/Largos | Muy alta Moderado- | Diferencias
transgeénicas Alto menores

1.3.5 Pichia pastoris.

Entre estos sistemas de expresion basados en levaduras, uno de los mas empleados
tanto a nivel basico como industrial es la levadura metilotropica Pichia pastoris,
reclasificada como Komagataella pastoris (Gellissen et al. 1992, Cereghino et al. 2002,
Ahmad et al. 2014). Este microorganismo es de facil mantenimiento y manipulacion,
rapido en crecimiento, menos caro y proporcionan un buen nivel de expresion, en
comparacion con otros sistemas de expresion. Es por esto que P. pastoris ha muy util
para la expresion de una serie de diferentes tipos de proteinas desde hace méas de dos
décadas. (Higgins 1995, Balamurugan et al. 2007).

La expresion de la proteina de interés puede ser escalada, produciendo niveles de 10 a
100 veces méas en comparacion con E. coli, es por esta razén que en muchos casos es
superior a S. cerevisiae como sistema de expresion y por tal motivo desde 1984 se han

clonado y expresado mas de 1000 proteinas (Damasceno et al. 2012).

Actualmente existe una versatilidad de vectores, promotores, marcadores de seleccion,
tipo de integracion y vias de secrecion de la proteina heteréloga, lo que se resume en la
Figura 6.
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Figura 6. Esquema de las alternativas y consideraci  ones antes de seleccionar el sistema
aduecuado de P. pastoris para expresion de la proteina heterdloga de interé s (Ahmad et
al. 2014).

1.3.5.1 Metabolismo del metanol.

La ruta metabdlica que utiliza esta levadura en presencia de metanol se muestra en la
Figura 7, en donde el oxigeno molecular no es usado solo para la respiracion, sino
también para iniciar la oxidacion del metanol al formaldehido. Cabe destacar que se
producen dos toxicos potencialmente peligrosos para el metabolismo, uno es el
formaldehido el cual se puede acumular en la célula y provocar un efecto perjudicial
cuando la célula se encuentra expuesto a limitacién de oxigeno y el otro es el peroxido
de hidrégeno (H,0,) (Charoenrat et al. 2005).
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Figura 7. Metabolismo de metanol de P. pastoris . AOX (alcohol oxidasa); CAT (catalasa),
GAP (gliceraldehido-3-fosfato); DHA (dihidroxiacetona); DHAP (dihidroxiacetona fosfato); F1,
6BP (fructosa-1,6-bifosfato); Xu5P (xilulosa-5-fosfato) (Charoenrat et al. 2005).

Un factor importante a considerar es que aunque esta levadura puede asimilar el
metanol, no puede tolerar grandes concentraciones, siendo ésta de aproximadamente
10 g L™ y una inhibicién total a 30 g L™ de éste (Charoenrat et al. 2005), debido a la
acumulacion de formaldehido y peréxido de hidrogeno dentro de la célula, los cuales,
como ya se menciono son toxicos para la célula (Cregg & Madden, 1988). Por tanto, se
requieren de estrategias para la adicion de metanol, la cual se realiza con base en la
tasa especifica de crecimiento (Zhang et al. 2000, Daly & Hearn 2005).

Adicionalmente, otra limitante de este sistema es que el metanol es potencialmente

peligroso debido a que es altamente flamable y no puede ser ocupado para la

produccion en la industria alimentaria.

24



1.3.5.2 Promotor AOX y GAP.

Un sistema muy eficiente para la expresion de genes heterélogos en P. pastoris fue
encontrado por Cregg et al. (1987) cuando realizaron la expresion de una B-
galactosidasa la cual se encontraba regulada por el promotor del gen alcohol oxidasa
(EC 1. 1.3.B AOX). La AOX es la primera enzima que participa en el metabolismo de
conversion de metanol a formaldehido (Figura 7), siendo inducida en presencia de
dicho alcohol. Dada la importancia de este gen, cuando P. pastoris es crecida con
metanol, AOX representa el 30% del total de proteinas en la célula. (Couderc y Baratti,
1980, Rodriguez et al. 1996).

Existen dos tipos de genes AOX en P. pastoris: AOX1 y AOX2, cada uno con su propio
promotor, genes estructurales y terminadores en sus cromosomas. Los genes
estructurales tiene alta homologia entre ellos y cada uno codifica a las AOX teniendo
actividades especificas similares. Sin embargo, éstos tiene notables diferencias de
actividades transcripcionales (promotor AOX1> promotor AOX2) y por tanto, se produce

mayormente el gen AOX1.

Una cepa que contiene el gen que codifica la proteina heterdloga de interés insertado
rio abajo (“downstream”) del lugar estructural del gen del promotor AOX1, el cual tiene

una alta actividad promotora, tendera a presentar una mayor eficiencia de transcripcion.

Es importante destacar que la enzima AOX1 tiene poca afinidad por oxigeno, por lo que
P. pastoris compensa esto regulando positivamente el promotor AOX1 para dirigir la
expresion del gen AOX1 y producir grandes cantidades de esta enzima (Daly y Hearn
2005).

Aln mas, se ha encontrado que los promotores AOX estan sujetos a represion
catabdlica causada por glucosa en el medio. Esto es, la actividad de transcripcion de
los promotores AOX es reprimida en presencia de glucosa en el medio, resultando una
falla de la expresion en el gen AOX y en el gen de la proteina heterdloga, la cual esta

bajo el control de los promotores mencionados anteriormente.
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Aunque la cepa sintetiza su proteina constitutiva y puede crecer con glucosa como
fuente de carbono, no produce AOX ni la proteina heter6loga. En ese caso, no es sino
hasta que la glucosa se ha consumido completamente que los promotores AOX

empiezan a actuar y producen AOX y la proteina heteréloga (Okabayashi et al. 1997).

Por otro lado, P. pastoris carece de promotores moderados para la expresion, por lo
gue altos niveles de los promotores AOX1, FLD1 (formaldehido deshidrogenasa) y GAP
(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) son perjudiciales en algunos casos y pueden
disminuir la maquinaria de la manipulacién de proteinas, provocando mal plegamiento o
procesamiento incorrecto de una porcion de la proteina (Balamuruga et al. 2007). Es
por ese motivo que la expresion de proteinas en P. pastoris dependera de las mejores
condiciones de medio de cultivo, pH, oxigeno disuelto, entre otros, factores que seran
diferentes dependiendo de la cepa utilizada o el gen que se desee expresar (Sanches
Peres et al. 2010).

Una alternativa a este promotor es el uso del promotor constitutivo GAP aislado del gen
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa de P. pastoris, el cual puede usar glucosa,
glicerol, acido oléico y metanol como fuentas de carbono, obteniendo en la mayoria de
los casos mayores niveles de expresion al utilizar glucosa (Daly y Hearn 2005).

La ventaja del uso de este promotor es que al ser constitutivo no requiere un cambio de
fuente de carbono para realizar la induccion de la proteina de interés, sin embargo esta

opcion no es viable si la proteina a expresar es toxica para P. pastoris (Li et al. 2007).

Algunos autores refiere que el uso de este promotor es mas eficiente que al emplear el
promotor AOX1 (Zhang et al. 2009), sin embargo en ocasiones no ha sido la mejor
seleccion, esto dependera del tipo de proteina que se desee expresar, asi como el

método de produccion de las mismas.
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1.3.5.3 Método de expresion de proteinas heterdloga — s.

Usualmente para la produccion de proteinas heterdlogas por fermentacion, se ha
seguido la estrategia de dos etapas: una de alta densidad celular (HCD) y una segunda
de induccién con metanol. En la primera etapa se utilizan medios salinos definidos con
una fuente de carbono no fermentable como el glicerol, sorbitol y manitol. Una vez que
se agote el glicerol, la segunda fase inicia con adicion de metanol, lo cual induce la

produccion de la proteina.

Algunos autores incluyen una tercera etapa (fase de transicion), la cual corresponde a
una fase de crecimiento y fase de produccion. En esta tercera etapa, el cultivo es
alimentado con glicerol en una tasa limitante que depende del crecimiento de P.pastoris.
En la Figura 8 se esquematizan las tres fases de alimentacion de fuente de carbono, y

el efecto que tiene sobre el crecimiento de P. pastoris y sobre la expresion de AOX.

Exp.
Glycerol glycerol Exp. meth Const. meth
batch fed-batch | fed-batch fed-batch
1004 22 4100 i (T M I L4088 ~ 007
Faly exp=0.18 ...‘; -
| & 3 a
= : L |Z
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0= 0= 0 oLolo
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Time [h]
Figura 8. Etapas de crecimiento de P. pastoris e induccién para la produccién de
proteinas heterélogas por alimentacion mixta de gli cerol-metanol. Inicio de etapa de

alimentacién de metanol limitado (MLFB). Concentracion de biomasa (linea solida, circulos
abiertos, x) Concentracién de glicerol (Linea sélida, Sg), actividad de alcohol oxidasa (lina sélida,
diamantes rellenos, AOX), tasa de consumo de oxigeno (linea punteada, OCR), tasa de
alimentacion de glicerol (linea solida Fgly); tasa de alimentacion de metanol (linea sélida,
Fmeth) (Jahic et al. 2006).
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Se ha reportado que la adicion de una fase de transicion reduce el tiempo total de
inducciéon a 15 h en el caso de las mutantes Mut", las cuales son muy sensibles a
metanol (Chiruvolu et al.1999, Inan et al. 1999).

Existen tres fenotipos diferentes en cuanto a la utilizacion de metanol se refiere en P.
pastoris: Mut’, Mut® y Mut’. La insercién de un cassette de expresion en el locus del
promotor AOX1 genera cepas Mut® (“methanol utilization plus”), un fenotipo que no se
puede distinguir del tipo silvestre. Cuando el casette de expresion es insertado fuera del
locus AOX se genera un fenotipo Mut® (“methanol utilization slow”). Otra forma de
obtener dicho fenotipo es por disrupcién del gen AOX1 por insercion del gen. Por dltimo,
la cepa Mut” (“methanol utilization negative”) se produce cuando hay una disrupcion de
los genes AOX1 y AOX2.

La induccién de expresion de proteinas por el promotor AOX1 es controlada por
crecimiento de células en metanol como Unica fuente de carbono y energia para Mut’y
Mut®. Sin embargo, la ventaja de utilizar Mut es la reduccién del uso de metanol (Innan
y Meagher 2001).

Por otro lado, cabe mencionar que existen diferentes grupos de cepas de P. pastoris,
las cuales son seleccionadas dependiendo del estudio que se desea realizar. Estas
cepas se pueden dividir en: i) cepas silvestres (X-33, Y-11430), ii) mutantes auxotroficas
deficientes en histidinol deshidrogenasa (GS115), iii) mutantes deficientes en el gen
involucrado en utilizacion de metanol (KM71, MC 100-3) y iv) cepas deficientes en
proteasas (SMD1163M SMD1165, SMD1168) (Jahic et al. 2006).

En la Tabla 5 se resumen algunos trabajos sobre expresion de diferentes proteinas

recombinantes y las condiciones bajo las cuales consiguieron la proteina, asi como las

diferentes cepas de P. pastoris que se emplearon reguladas por el promotor AOX1.
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Tabla 5. Resumen de algunos trabajos utilizando P. pastoris para la expresion de proteinas heterélogas regulad  as por el
promotor AOX1.
Cepa Proteina Resultados Vector Condicién Medio de Referencia
estudiada operacion cultivo
GS115 Péptido Efecto de glicerol sobre actividad pYAM7SP8 200 rpm MGY Inan et
(his) anticoagunalte especifica 30C YNB al.1999
(rAcAP-5) (3) pH afecta produccion y actividad con 2%
11.5mg g'l peso seco glicerol
GS115 Anticuerpo de 4 g L rendimiento a valores de pH bajos | pPIC9K 200 rpm BMG Damasceno et
His "Mut® cadena sencilla 30T BMS- al. 2004
Fv (A33scFv) 1000 rpm PTM1
25C
X-33 B-galactosidasa Alanina, sorbitol, manitol y trealosa pSAOH5 250 rpm BMG Inan et al.
pueden ser utilizados por P. pastoris 30C BMS- 2004
como Unica fuente de C y energia. PTM4
Y-11430 B-glucosidasa A mayor aereacion, aumenta tasa de pPICZa B 200 rpm YPD Charoenrat et
consumo de metanol 30C BMGY al. 2005
La limitacion de oxigeno no afecto la GBS-
acumulacién de la enzima PTM1
GS115 Caseinomacro- Con reactor de lote alimentado: 2.5 gL™ | pGAPZaA YPD Kim et al. 2005
(his) péptido humano pPICZaA YPG
X-33 Anticuerpo ScFv 50 ug mL™ de proteina recombinante a pPICZ 250 rpm BMGY Alonso-Ochoa
contra H. pylory las 72 30 C BMMY et al. 2007
GS115 Gen precursor En 16L fermentador, 3.6 g/L. pPIC9Ky 250 rpm PTM1- Xie et al. 2008
(his4) de la sintesis de pPIC9 30C BMS
insulina MGY
(ILP) PTM1-
BMS
GS115 Factor de Produccién de 124 mg L™ pPIC9 200 rpm BMGY Geutjes et al.
crecimiento P. pastoris bueno para producir 30C BMMY 2010
vascular proteinas diméricas o multiméricas BSM-
endotelial PTM1

(rr'VEGF-164)
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Por ultimo cabe destacar que a pesar de que este sistema cuenta incluso con vectores
comerciales, debido a la gran eficiencia que esta levadura es capaz de realizar en la
produccion de proteinas heterélogas, no todos los autores han conseguido expresar
adecuadamente las proteinas de interés, por lo tanto antes de expresar la proteina en
P. pastoris es necesario considerar lo siguiente (Burrowes et al. 2005, Bazan et al.
2009).

/ Optimizacion de uso de codones.

7/ Si se trabaja con un vector de integracion, este debe linealizarse antes de la
transfeccion.

/ Hacer un analisis in silico respecto a posibles sitios proteoliticos por enzimas de
P. pastoris.

/ Revisar que P. pastoris tenga el sistema apropiado de plegamiento para la
proteina de interés.

/  En ocasiones P. pastoris tiene limitacion para expresar péptidos bioactivos

pequeiios (~ 10 kDa).

Higgins (1995) describe algunas estrategias que se pueden seguir para determinar

posibles problemas en la expresion de proteinas por P.pastoris, lo cual se muestra en la
Tabla 6.
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Tabla 6. Guia de posibles causas de problemas al ex
(Higgins 1995).

P. pastoris y posibles soluciones

presar proteinas heterdlogas en

Posible causa del problema

Solucion

No se encuentra presente el casette de
expresion

Demosgtrar que la clona contenga el
gen de interés por PCR o Southern blot

No se transcribe el gen

Realizar RT-PCR o0 northern blot

Revisar si el gen tiene regiones ricas en
AT que pueden estar ocasionando
terminacion temprana dentro de la
region codificante del gen expresado.

No hay traduccion del ARNm

Revisar estructura secundaria
buscando posibles regiones 5’UTR en
el ARNm

Proteina inestable

Utilizar cepas deficientes en proteasas
para prevenir protedlisis

Cambiar el medio o el pH del medio a el
optimo de la proteina

Problemas de secrecion:

Incompleta, retenida en via de
secreciéon, procesamiento inapropiado,
modificaciones inadecuadas

Revisar proteina en el paquete celular

Determinar peso molecular aparente de
la proteina

Baja expresion

Aumentar el nUmero de copias del gen
de interés o aumentar escala de
fermentacion

Proteina deletada por las células

Revisar tiempos
fermentacion

tempranos en la
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1.3.5.4 Modificaciones post-traduccionales. Glicosi lacion.

Como se ha mencionado anteriormente, los sistemas de expresion eucaridticos son
capaces de llevar a cabo diferentes modificaciones una vez que la proteina terminé de

traducirse.

Uno de los mas estudiados es la adicion de grupos glicosilo a la proteina naciente, este
tipo de modificacion es la méas utilizada en las células eucariotas y se lleva a cabo en el
Reticulo endoplasmico y/o en el Aparato de Golgi antes de la secrecion o en la

superficie celular.

La glicosilacion puede influir en la secrecién, solubilidad, estabilidad e incluso en la

produccion de anticuerpos, siendo un factor alérgeno en algunas ocasiones.

Existen una serie de estructuras de oligosacaridos, sin embargo las méas estudiadas o

usuales son:

)] N-glicosilacion. Oligosacaridos que se unen al grupo amino de residuos de
asparagina dentro de la secuencia Asn-X-Ser/Thr (X puede ser cualquier
aminoacido, excepto Prolina).

i) O-glicosilacién. Monosacéaridos de manosa, que se unen a serina o treonina,
los cuales se van elongando en residuos de a-1,2-manosa y al final estos se
cubren de residuos B- o fosfo- manosas unidos a residuos de Serina o
Treonina.

iii) Residuos de manosa y glucosamina. Residuos de oligosacéaridos que se

incorporan a anclas GPI (glicosilfosfatidilinositol).

P. pastoris es capaz de realizar las dos primeras modificaciones descritas anteriormente,
adicionando de 8 a 14 residuos de manosa por cadena, siendo estos mucho menores a
los que adiciona S. cerevisiae (50-150 residuos de manosa) y que en ocasiones resulta

una ventaja, adicionalmente el ndcleo de los oligosacaridos tiene una union terminal de
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los glicanos tipo a-1,3, el cual es el hiper-antigeno natural haciendo las proteinas

incapaces de ser utilizadas para fines terapéuticos.

Aln mas, actualmente se ha desarrollado una glico-ingenieria en esta levadura usando
una tecnologia denominada como GlycoSwitch®, la cual permite la produccion de
biofarmacos con caracteristicas de N-glicosilacion mas parecidas a las del ser humano
(Higgins 1995, Flickinger y Drew 1999, Balamurugan et al. 2007, Ahmad et al. 2014).

1.4 Purificacién de proteinas.

Una vez que se realizaron las etapas de seleccién de las transformantes de P. pastoris
gue expresan la proteina de interés, en ocasiones el objetivo final es tener una proteina

altamente purificada, por lo que se tienen que considerar los métodos de purificacion.

La purificacion se lleva a cabo con el fin de remover los restos celulares y medio de
cultivo del producto final, que es la proteina de interés, tomando en cuenta que hay

proteinas que pueden ser sensibles a cambios de pH y/o concentracion de sales.

De acuerdo al manual de Purificacion de Proteinas (Amersham Pharmacia Biotech
1999), es necesario considerar ciertas preguntas antes de empezar a purificar una
proteina:

7/ ¢Cual es el uso que se le dara a la proteina?

/¢ Con qué material se cuenta 'y como se debe de manejar?
/5 ¢Qué es lo que debemos de remover?

/7 ¢ Qué se debe de remover completamente?

/¢ Cual es la escala de la purificacion? ¢ Como afecta?
Generalmente son necesarios mas de un paso de purificacion y por cada una de estas

etapas se pierde cierta cantidad de proteina, por lo tanto es deseable que las etapas

sean sencillas y en la menor cantidad posible. Por lo anterior, se considera que cuatro

33



fases bien elegidas y optimizadas son suficientes, aunque también es posible repetir

algun paso.

Generalmente se pueden seguir tres etapas globales:

i) Fase de retencién de la proteina: La muestra se debe de aislar, concentrar y
estabilizar.
i) Fase de purificacion intermedia: Tiene como objetivo remover la mayor

cantidad posible de impurezas, como otras proteinas, acidos nucléicos,
endotoxinas y virus.
iii) Fase de “pulido”: El objetivo es conseguir la mayor purificacion posible

removiendo lo que pudo haber quedado de la fase anterior.

Durante el proceso de purificacion es necesario realizar una tabla de purificacion en
donde se resuman los pasos que se estan llevando a cabo y tomar en cuenta

conceptos como pureza, rendimiento y nivel de concentracion.

La pureza se puede medir con la actividad especifica (U mg proteina). La divisién
entre la actividad especifica final e inicial, en el extracto crudo, se denomina factor de

purificacion.

El rendimiento se refiere al porcentaje de proteina en la etapa de purificacion
respectiva comparada con la cantidad de la misma contenida en el extracto crudo,
después de ser homogeneizada. Este parametro también puede ser determinado con la

actividad enzimatica.

Los niveles de concentracion  son importantes debido a que la complejidad, duracion y
costos de proceso son directamente proporcionales a la diferencia entre la
concentracion inicial y final de la proteina obtenida (Amersham Pharmacia Biotech 1999,

Flickinger y Drew 1999, Bommarius y Riebel 2004).
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1.5 Inmovilizacién de enzimas.

La inmovilizacion de enzimas para aplicacion industrial surgiéo en 1972, utilizando la
D-glucosa isomerasa para la produccion fructosa a partir de jarabes de maiz (Muzzarelli
1980). La inmovilizacion de enzimas se define como la preparacion de un derivado
biocatalitico insoluble en agua e involucra la union de una enzima con un soporte solido
(Kumari y Kayastha 2011). La definicion clasica se refiere al confinamiento fisico de una
enzima en una determinada region del espacio de manera que su actividad catalitica se

retenga y pueda ser reutlizado.

La inmovilizacion de enzimas ha sido adoptada por la ingenieria de proteinas, la cual es
una rama que ha tomado mucho auge sobre todo para la aplicacion en la industria
biotecnologica, biomedicina y en quimica analitica. Existen diversas formas de mejorar
las caracteristicas de las enzimas, una de ellas es la inmovilizacion de enzimas, la cual,
si se realiza adecuadamente puede conferirle estabilidad, reduccion de inhibicion,
selectividad, aumentar la actividad especifica, pero sobre todo la reutilizacion de la

misma.

Con esto es posible disminuir costos en el proceso y abre la puerta a la posibilidad de
disefiar reactores enzimaticos para facilitar el manejo y control, lo cual seria el objetivo
mayor de la inmovilizacion (Mateo et al. 2006).

Algunas otras ventajas de la inmovilizacion de enzimas en comparacion con la

utilizacién de enzimas libres se enlistan a continuacion:

/s Se puede recuper la enzima inmovilizada y la separacién de ella de su(s)
sutrato(s) y su(s) producto(s).

/ Se puede trabajar bajo una operacién continua.

/ Se favorece la resistencia a cambios en el ambiente.

/ Se puede presentar una terminacién rapida de la reaccion.
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Sin embargo, pese a todo lo anterior, también tiene diversas desventajas, entre ellas se

encuentran:

/ La enzima debe ser muy estable para soportar el proceso de inmovilizacién,
de lo contrario perdera su actividad.

/S Se pueden presentar cambios conformacionales con respecto al estado
nativo de la enzima.

/ Los soportes pueden ser costosos 0 en ocasiones ser toxicos para aplicacion.

/s Se pueden presentar problemas de transferencia de materia en la matriz

(Krajewska 2004, Gomez et al. 2006, Mateo et al. 2006, Kumari y Kayastha

2011).

Existen diversos métodos de inmovilizacion, los cuales se pueden clasificar en (i) fisicos,
los cuales poseen interaccion deébil entre el soporte—enzima y (ii) quimicos donde se

forman enlaces covalentes con la enzima.

Entre los métodos fisicos se tienen los siguientes tipos de inmovilizacion:

7/ Contener la enzima dentro de una membrana.

7 Absorcidn, fisica o inénica, en una matriz insoluble en agua.
7 Inclusién por atrapamiento en gel.

/ Microencapsulacion utilizando una membrana sélida.

7 Microencapsulacion utilizando una membrana liquida.

/ Formacién de una pelicula enzimética Langmuir-Blodgett.

Los métodos quimicos incluyen técnicas como:

/Unidn covalente a una matriz insoluble en agua.

7 Entrecruzamiento utilizando un reactivo multifuncional de bajo peso molecular.

/s Co-entrecruzamiento utilizando otra sustancia neutra, por ejemplo, otras

proteinas.

36



Ademéas de los métodos enlistados arriba también pueden llevarse a cabo
combinaciones de los anteriores, generalmente los métodos fisicos son mas baratos
ademas de ser reversibles. Esto puede ser una desventaja porque en ocasiones la
enzima puede desprenderse de la matriz involuntariamente, aunque también existe la
ventaja de que las propiedades de la enzima, asi como su configuracion no se ve
afectada (Arrollo 1998, Kotwal y Shankar 2009).

Los métodos quimicos generalmente son mas costosos, pero la union entre la enzima-
soporte es mas estable; sin embargo, en ocasiones esto puede ser una desventaja
debido a que la enzima puede presentar un cambio conformacional, modificando la
actividad y caracteristicas del biocatalizador. Aunado a esto, es necesario tomar en
cuenta que el sistema no sea muy rigido, esto se refiere a una unién muntipuntual de la
enzima con el soporte (Figura 9), lo cual puede afectar la estructura de la enzima. La
estrategia en este caso es colocar un brazo espaciador entre el soporte y la enzima
para que esta union sea monopuntual y la inmovilizacion le permita tener su
configuracion sin alterar. Esto ocurre con el método de inmovilizacion con Nylon 6 tal

como se muestra en la Figura 9.

Figura 9. Efecto del tipo de union sobre la inmovil izacibn de enzimas. (A) Enzima
inmovlizada de forma monopuntual (no rigido). (B) Enzima inmovilizada de forma multipuntual
(rigido) (Mateo et al. 2007).

A

Ningun método o soporte es 100% aplicable a todos los biocatalizadores con los
mismos resultados, lo cual no quiere decir que la inmovilizacion no sea un método
robusto, al menos para la misma enzima. Esto se debe a que existe una variedad de
caracteristicas quimicas y composicion de las enzimas, ademéas de diferentes
propiedades de los sustratos y los productos y las aplicaciones para las cuales se
quiere llevar a cabo este confinamiento. Aunado a esto, todos los métodos presentan

desventajas y desventajas.
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Por lo tanto, la regla para optimizar las condiciones de inmovilizacion y su aplicacion es
un proceso empirico de prueba y error, de tal manera que se garantice una maxima

retencion posible de la actividad, su estabilidad operacional y su durabilidad.
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Como se ha mencionado anteriormente, el promotor AOX1 fue de los primeros sistemas
utilizados para la produccion de proteinas heterélogas en P. pastoris. En la se
resumen algunos trabajos similares a los realizados en éste proyecto utilizando el
promotor de la alcohol deshidrogenasa para la expresion de invertasas de diferentes

organismos.

Algo que es importante destacar en estos estudios es que la mayoria de las invertasas
recombinantes reportadas producidas por P. pastoris se encuentran glicosiladas,
modificacion post-traduccional importante ya discutida anteriormente y que se ha visto

por diversos autores puede modificar las propiedades funcionales.
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S. cerevisiae
SUC2

S. cerevisiae
SUC2

S. cerevisiae
SUC2
S.cerevisiae
SUC2
O.sativa L.
Ospfruct3
|.batatas L
IbBfructl

B. vulgaris L.
6-FEH
A.thaliana
AtcwINV1
H.vulgare L.
HvINV1
|.batatas L
IbBfruct2
IbBfruct3
B.oldhamii
Bopfruct2
Bopfruct3

O. sativa L.
OsVIN1
OsVIN2

A. cepa
GFT-INV

INV

U. fabae
INV1p

P. trichocarpa
PaxgINV1

PaxgINV2
A. thaliana
AtcwINV1
A. cepa
acINVv
w440Y

A. thaliana
AtcwINV1
W159F
W159L
E316Q
C317A

A. tequila
AtgCwinv-1

pYJ30, pTSUL,
pSR1

pGS102
pGS102

Nd

pPICZaA
pPICZoB
pPICZaA
pPICZaA-B

pPICZaA

pPICZaC

pPICZaB

pPICZaA

AOX1

pPICZaC

pPIC9

pPICOK

No mostrado

pPICZaC

pPICZaC

pPICZaA

Nd

85-90 (G)
85 (G)
85 (G)
67

72 (G)
75

Nd

61.1

82 (G)
87 (G)

77 (G)
77 (G)

75 (G)
75 (G)

Nd
84

Nd

Nd

Nd

Nd

64.2

Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
10.7
77
<1
14

4.97
10.1

0.42
22.9

22.6
13.2

16
27.1
17
1.6
Nd

5.8
8,8

53.7
213
142
140

Nd

Nd
Nd
Nd
6.0, 55
4.5, 30
5.0,40
5.0, 30
Nd
40

5.0

3.0, 60
4.0, 50

Nd

Nd
4.6, 40

4.8, 45
5.6, 40
Nd
Nd
5.0
5.0
5.0
5.0
5.0

Nd

Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd

Nd

Nd
Ca2+C02+

Hg
N/ Hg®"

Nd

Nd

N/ Cu®*
N/ cu®
Zn** Hg*
N/N

Nd

Nd

Nd

Nd

3000

~ 4000

3400

Nd

1.08

12.5

Nd

Nd

553

884.3
1694.5

Nd

45

Nd

Nd

Nd

Nd

109.7
512.3
12.8
73.9
271.7

Nd

Sreekrishna
et al. 1987
Tschopp et al.
1987

Trimble et
al.1991

Acosta et al.
2000

Fu et al. 2003

Huang et
al.2003

Van den Ende
et al.2003

De Coninck et
al. 2005
Nagaraj et al.
2005

Wang et al.
2005

Hsieh et al.
2006

Ji et al. 2007

Ritsema et al.
2006

Voegele et al.
2006

Canam et al.
2008

Lammens et
al. 2008
Altenbach et
al. 2009

Chen et al.
2009

Cortés-
Romero et al.
2012

Las diferentes abreviaturas en la tabla corresponden a: PM: Peso molecular, (g): Glicosilada, N: Ninguno,
Nd: No determinado, Ne: No hay efecto, Activ: Activador y Inhib: Inhibidor, AE: Actividad especifica.
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Diversos autores han conseguido inmovilizacién de invertasas de diferentes fuentes,

utilizando una serie de métodos, para mayor informacién consultar articulo de Kotwal y

Shankar 2009, algunos trabajos que se han hecho utilizando los métodos de unién

covalente y entrecruzamiento son los que se resumen en la

Unidén covalente

Entrecruzamiento

0 Atrapamiento

Silica gel amino-
quimicamente
modificada

Cuentas de
poliestireno con
copolimeros de
Phey Lys
Polimetil
metacrilato co-
polimetil tienil
metracrialato

Alginato de sodio

Alta capacidad de
inmovilizacion

No perdida de actividad
catalitica

Disminucién pH 6ptimo
Disminucién de Km

pH y temperatura constantes
Disminucion de Ky
Disminucion de Vmax
Rendimiento maximo de 24%
Incremento de pH 6ptimo
Disminucion de temperatura
optima

Disminucion de Ky
Disminucion de Vmax

pH constante

Mayor estabilidad térmica
Disminucion de Ky
Disminuciéon de Vmax

David et al. 2006

Mutlu et al. 1996

Yildiz et al. 2005

Arruda y Vitolo, 1999

Las invertasas INVA e INVB de Z. mobilis han sido considerablemente estudiadas. La

invertasa INVA ha sido clonada en E. coli por Gunasekaran et al. (1990), Yanase et al.

(1991), Ait- Abdelkader et al. (2000) y Calixto-Romo et al.

(2008); secuenciada por

Yanase et al. (1991); purificada y caracterizada por Yanase et al. (1991, 1995), Ait-

Abdelkader et al. (2000) y Calixto-Romo et al. (2008) e inmovilizada en Nylon-6 y Avicel

por Calixto-Romo et al. (2008) una vez que se expresoé en E. coli.
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La invertasa extracelular, INVB fue caracterizada y purificada por primera vez por
Preziosi et al. (1990) y O’'Mullan et al. (1992). Posteriormente fue clonada en E. coli,
caracterizada y secuenciada por Gunasekaran et al. (1995), Kannan et al. (1995),
Kyono et al. (1995) y Yanase et al. (1995). Los estudios mas recientes han sido de
expresion, produccién por Yanase et al. (1998), Vasquez-Bahena et al. (2006),
Santiago-Hernandez et al. (2006) y Vallejo-Becerra et al. (2008) e inmovilizacién en
Avicel realizada por Santiago-Hernandez et al. (2006) y en Nylon-6 por Vallejo-Becerra

et al. (2008) utilizando E. coli como sistema de expresion en todos los casos.

El estudio de invertasas recombinantes obtenidas a partir de los genes invA (invertasa
intracelular) e invB (invertasa extracelular) de Z. mobilis dentro del grupo de trabajo ha
sido diversas, entre las cuales se han seguido diversas estrategias en cuanto al uso de
diversos promotores asi como una serie de microorganismos para llevar a cabo la

expresion de éstas proteinas, dichos trabajos se encuentran resumidos en la

Purificaciéon e T7 E. coli Purificaciéon e Calixto-Romo (2004)
inmovilizacion de inmovilizacion en una
INVA en celulosa sola etapa

| 36 veces Vmax

| 3veces Ky
Purificacion y T7 E. coli 40% enzima soluble Vasquez (2007)
cristalizacion de T5 60% enzima en
INVB cuerpos inclusion
Expresion de Lac4 K. lactis | | 4 veces Ky Leyva —Castillo (2007)
INVB 1 5 veces Viax
Expresion de GAP P. pastoris | 1 11 veces Vmax INVA | Calixto-Romo (2009)
INVA e INVB e INVB

1 Temperatura optima
de 10y 15 CINVA e
INVB, respectivamente
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Conforme lo que se muestra en la , €l uso de E. coli como sistema heterdlogo
de expresion de ambas invertasas implica una pérdida de las propiedades cataliticas,
parametro que se ve reflejado en la Ky y Vmax, asi como el inconveniente ya
mencionado anteriormente el cual son los cuerpos de inclusibn generados por esta

bacteria.

Por otro lado, en los estudios de inmovilizacion de las invertasas, tanto intracelular
como extracelular, se han empleado los soportes Avicel y Nylon-6, utilizando en ellos
meétodos quimicos de inmovilizacion. En la se resumen los resultados mas

importantes y el tipo de soporte utilizado para estos analisis.

INVA-CBD | E. coli Avicel | 3veces | | 36 veces | Sin Calixto-Romo
cambio | 2004 2008
INVA E. coli Nylon6 | 1 2veces | 1 6veces | Sin
cambio
INVB-CBD | E. coli Avicel l2veces | | 3veces || 10C ;argliaggggeméndez
INVB E. coli Nylon6 | | 1vez 7 10 veces | | 5C \ngggio-Bece”a et al.
Enla se observa que al emplear Avicel como soporte, tanto para la INVA como

para INVB hay una disminucion de la velocidad maxima de la enzima inmovilizada, no

siendo asi empleando Nylon-6. Sin embargo, en los estudios realizados por
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Calixto-Romo et al. (2008), se ven efectos negativos al inmovilizar INVA expresada por

E. coli e inmovilizada en Nylon 6.

3. JUSTIFICACION

Entre las enzimas mas utilizadas como modelo para otros estudios o en la industria de
bioproductos se encuentra la invertasa (B-D-fructofuranosidasas EC 3.2.1.26). Se trata
de un biocatalizador capaz de producir una mezcla equimolar de azlcares no
cristalizales (glucosa y fructosa), y en algunos casos con actividad de polimerizacion

(transfructosilacion).

La invertasa mas estudiada y que se utiliza comercialmente proviene de la levadura S.
cerevisae, teniendo la caracteristica de ser extracelular, termoestable, tolerante a
concentraciones de sacarosa de 150 mM y presentando alto grado de glicosilacion. A
pesar de las ventajas mencionadas anteriormente, la invertasa de S. cerevisiae no

puede ser utilizada en procesos industriales con temperturas mayores a 75 °C.

Teniendo en cuenta estos inconvientes, existe una brecha que abre la posibilidad de
ofrecer al mercado biocatalizadores diferentes que puedan ser atractivos para su uso
en la industria alimenticia, principalmente. Tal es el caso de las invertasas que produce
Z. mobilis, bacteria que le han dado el uso principal de producir bioetanol, dados sus

rendimientos de casi 1.9 moles de etanol por mol de glucosa.

Dichas invertasas tienen la ventaja de tolerar concentraciones de 300 mM de sacarosa,
asi como propiedades cataliticas comparables con las invertasas de otros organismos
procarioticos. Sin embargo, la principal desventaja que presentan las invertasas de Z.
mobilis es su baja estabilidad a pH alcalino y a temperaturas superiores a 55 °C,

ademas de su baja produccién de forma nativa.
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Actualmente, no existe una invertasa comercial proveniente de bacterias, por lo que si
se consigue mejorar las propiedades de estos biocatalizadores, podemos ofrecer una

alternativa a las enzimas que se utilizan cominmente.

Por lo anterior, es importante continuar el estudio de las invertasas INVA e INVB de Z.
mobilis con la finalidad de poder producirlas en mayor cantidad, en comparacién con las
obtenidas de manera nativa, utilizando el sistema de expresion heterélogo Pichia
pastoris, asi como mejorar las propiedades cataliticas de éstas con el objetivo de que

puedan ser utilizadas en algun proceso industrial.
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La expresion de las invertasas INVA e INVB de Zymomonas mobilis en Pichia
pastoris, mediada por el promotor fuerte AOX1, incrementard su produccién, con

respecto al promotor GAP.

La inmovilizacion de las enzimas recombinantes expresadas en levadura mejorara

sus propiedades cataliticas en comparacion con las observadas en las invertasas libres.

/' Expresar las invertasas INVA e INVB de Z. mobilis en P. pastoris, bajo el control

del promotor AOX1 y evaluar su producciéon mediante induccion con metanol.

/ Purificar e inmovilizar las invertasas INVA e INVB recombinantes.

Expresar las invertasas INVA e INVB de Z. mobilis en P. pastoris por induccion
con metanol.
/ Optimizar las condiciones de cultivo para las cepas transformantes obtenidas de

P. pastoris con los genes de interés (invA e invB).

4 Comparar la produccion de invertasa utilizando diferentes promotores (Promotor
AOX1, Promotor GAP).
/ Purificar y caracterizar biogquimicamente las invertasas recombinantes

producidas por P. pastoris.
/ Inmovilizar las invertasas recombinantes INVA e INVB mediante un método

guimico.
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6. MATERIALES Y METODOS
6. 1 Microorganismos.
/s Zymomonas mobilis cepa CDBB-B603 proporcionada por la coleccion Mexicana
de cultivos microbianos del CINVESTAV-IPN Unidad Zacatenco.
7 Escherichia coli DH5a.
/ Pichia pastoris X-33 (silvestre, Mut®).
/ Pichia pastoris GS115 (his4, Mut®).
/ Pichia pastoris KM71 (arg4 his4 aox1::ARG4, Mut® Arg").
6.2 Medios de cultivo.
6.2.1 Medios de cultivo para bacterias.

6.2.1.1 Medios de cultivo para Escherichia coli.

Medio Luria Bertani (LB) bajo en sales (Miller JH 1972) (g L.

Medio para crecimiento u obtencion de biomasa.

Triptona/Peptona 10
NacCl

Extracto de levadura

Agar 15

Ajustar el pH a 7.5 con NaOH.
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Medio TB (Sambrook y Rusell 2001) (g L™).

Medio para obtener ADN plasmidico.

Extracto de levadura 24
Triptona/Peptona 10
Glicerol anhidro 4 mL

Anadir agua destilada hasta 900 mL y esterilizar en autoclave. Anadir 100 mL de
solucion estéril de KH,PO,4 170 mM y KoHPO,4 720 mM.

Medio GYT (Sambrook vy Rusell 2001) (g L™Y).

Medio para almacenamiento o posterior a electroporacion.

Extracto de levadura 1.25
Bactotriptona/Peptona 2.5
Glicerol 100 mL

6.2.1.2 Medio de cultivo para Zymomonas mobilis.

Medio Bekers (Bekers et al. 2000) (g L.

Medio de cultivo para crecimiento y produccion de invertasas.

Sacarosa 100
Extracto de levadura 7
KH,PO4 2.5
MgSO,4 7H,0 1
(NH4)2SO, 1.6

Ajustar el pH a 4.9 con HCI. Para el mantenimiento de la cepa se puede hacer con una

concentracién de 50 gL™ de sacarosa.
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6.2.2 Medios de cultivo para Pichia pastoris.

Medio YPDS (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium with Sorbitol, Invitrogen 2014) (g
Lh.

Medio para crecimiento después de transformacion.

Extracto de levadura 10
Peptona 20
Dextrosa 20
Sorbitol 1M 182.2
Agar 20

1. Disolver Extracto de levadura, sorbitol y peptona en 900 mL de H,Od
Afadir 20 g de agar

Esterilizar a 120 psi por 20 minutos.

Afadir solucion 100 mL de dextrosa al 20% estéril

o~ w0

Afadir antibidtico de resistencia (zeocina) cuando el medio se encuentre

aproximadamente a 60 TC.

Medio YPD (Yest Extract Peptone Dextrose Medium, Invitrogen 2014) (g L.

Medio para crecimiento u obtencion de biomasa.

Extracto de levadura 10
Peptona 20
Dextrosa 20
Agar 20

Disolver Extracto de levadura y peptona en 900 mL de H,Od.
Anadir 20 g de agar.

Esterilizar a 120 psi por 20 minutos.

Afadir solucion 100 mL de dextrosa al 20% estéril.

a rc wnh P

Afadir antibiético de resistencia (zeocina) cuando el medio se encuentre

aproximadamente a 60 T.
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Medio para bioensayo de actividad invertasa (placas indicadoras con sal de cloruro de
2.3,5-trifeniltetrazolio (TTC). Bochner y Savageau 1977, Yanase et al. 1991) (g LY.

Medios para bioensayo cualitativo colorimétrico Gtil en identificacion de transformantes

de P. pastoris con actividad invertasa.

Medio E  Medio BMMY

modificado

Agar 15 15
Peptona 125 e
KoHPO4 7 *
KH,PO4 3 *
MgSO, 01 -
YNB 13.4% (10X) ------ 100 mL
TTC 0.0025% (10x) 100 mL 100 mL
Metanol 10% (10X) 100 mL 100 mL
Sacarosa 20% (10x) 100 mL 100 mL

1. Disolver y mezclar todos los reactivos con excepcion del TTC, metanol y YNB
(Medio BMMY) en 700 mL y 500 mL de H,Od respectivamente. La sacarosa
puede adicionarse en este paso.

* En el caso del medio BMMY modificado se adicionaron 100 mL de solucion 10x

amortiguador de fosfatos 1 M pH 6.0 para tener una concentracion final de 200 mM.

2. Esterilizar a 120 psi por 20 minutos.

3. Afadir las soluciones estériles por filtracion de TTC (preparada el mismo dia),
metanol y YNB (BMMY) cuando el medio se encuentre aproximadamente a
60 .

4. Verter aproximadamente 30 mL de medio completo en placas de Petri y dejar
solidificar. Preferentemente usar el mismo dia ya que si se dejan las placas por

mas tiempo puede ocasionar falsos negativos.

50



MD/MM (Minimal Dextrose/Methanol Medium, Invitrogen 2014) (g L™).

Medio de cultivo para determinacién de fenotipos Mut" y Mut® en mutantes de P.

pastoris.

YNB (yeast nitrogen base) 13.4
Biotina 0.0004
Glucosa 20

1. Disolver la glucosa en 900 mL de agua.
2. Esterilizar a 120 psi por 20 minutos.
3. Enfriar a temperatura ambiente hasta aproximadamente 60 T y afadir
100 mL de solucion YNB 10x esterilizada con filtro
2 mL de solucioén de biotina 500x esterilizada con filtro
4. Para realizar placas afiadir 15 g de agar en el paso 1.
5. Puede almacenarse el medio o las cajas a 4 T y tiene un periodo de vida de
varios meses.
6. Para el medio MM en lugar de adicionar glucosa, se adiciona una solucion 10x

de metanol al 0.5% después del paso 2.

BMGY/BMMY (Buffered Glycerol-complex Medium/Buffered Methanol-complex Medium,
Invitrogen 2014) (g L™).

Medios para expresion de proteinas heterdélogas en P. pastoris mediado por el promotor
AOX1.

Extracto de levadura 10
Bactotriptona/Peptona 20
YNB (yeast nitrogen base) 1 3.4
Biotina 0.0004
Glicerol/Metanol 10 mL

Amortiguador de fosfato de potasio 100 mM pH 6.0

51



1. Disolver el extracto de levadura y peptona en 700 mL de agua.
2. Esterilizar a 120 psi por 20 minutos.
3. Enfriar a temperatura ambiente y afiadir
100 mL de amortiguador fosfato de potasio 1 M pH 6.0
100 mL de solucion YNB 10x esterilizada con filtro
2 mL de solucién de biotina 500x esterilizada con filtro
100 mL de solucion de glicerol o metanol 10 x
4. Para el medio BMMY adicionar la solucion 10x de metanol en lugar del glicerol.
5. Puede almacenarse el medio a 4 € y tiene un periodo de vida de

aproximadamente dos meses.

BMG/BMM (Buffered Minimal Glycerol /Buffered Minimal Methanol, Invitrogen 2014) (g
LY.

Medios para expresion de proteinas heterélogas en P. pastoris mediado por el promotor
AOX1.

Para los medios BMG y BMM se sigue el mismo procedimiento que el mencionado

anteriormente para los medios BMGY y BMMY pero sin peptona y extracto de levadura.

6.3 Expresion de las invertasas INVA e INVB de Z. mobilis en P. pastoris por

induccion con metanol.

Se realizaron cuatro construcciones utilizando los vectores comerciales de
INVITROGEN® (pPICZaA-B) los cuales contienen el gen del promotor AOX1 (Ver
Anexo), el cual es inducido cuando existe metanol en el medio de cultivo. Los genes
invA e invB fueron obtenidos mediante dos procedimientos: (i) construcciones
pGAPZaA-invA y pGAPZaA-invB (Calixto-Romo 2008) (ii) a partir del ADN gendémico de

Z. mobilis.
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6.3.1 Técnicas de manipulacién de ADN utilizadas.

6.3.1.1 Técnicas para extraccion de ADN plasmidico.

6.3.1.1.1 Extraccion de ADN plasmidico a pequefia es calaen E. coli.
(Fernandez 1997).

Este método fue descrito y modificado por Holmes y Quigley en 1981 y consiste en lo

siguiente:

1. Picar una colonia con palillo estéril e incubar en tubo Corny de 15 mL con un
volumen de medio TB de 5 mL con el antbidtico adecuado para el
mantenimiento del plasmido dentro de la bacteria. Incubar a 37 € a 250 rpm
durante un minimo de 6 horas.

2. Recoger las células por centrifugacion a 5000 rpm durante 3 minutos.
Resuspender pastilla en 350 mL de STET (Ver Anexo) y afiadir 10 pL de solucion
de lisozima con una concentracién de 10 mg mL™ en agua o en Tris-HCI pH 8.0
10 mM.

3. Mezclar por 30 segundos y hervir durante 45 segundos. Las proteinas, restos
celulares y ADN cromosémico bacteriano se precipitan por centrifugacion a 14
000 rpm durante 10 minutos y se eliminan con un palillo estéril.

4. Precipitar el ADN plasmidico afiadiendo 40 uL de acetato de sodio 3M pH 5.2 y
600 pL de isopropanol absoluto. Mezclar y mantener a temperatura ambiente
durante 15 minutos.

5. Centrifugar a 14 000 rpm durante 5 minutos y el precipitado se lava con etanol al

70%. Secar la pastilla y resuspender en 30 pL de H,Od o TE.
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6.3.1.1.2 Extraccion de ADN plasmidico a gran escal a en E. coli.
(Fernandez 1997).

En ocasiones el ADN plasmidico obtenido por lisis alcalina presenta desventajas
cuando se realizan digestiones con endonucleasas, esto se debe a la presencia de
sales del ADN aislado. Cuando se realiza extraccibn de ADN a pequefia escala no se

presenta éste problema.

1. Inocular 100 mL de medio TB con una colonia con el plasmido de interés e
incubar 37 € a 250 rpm durante un minimo de 6 horas.

2. Centrifugar células a 5000 rpm durante 3 minutos. Resuspender el pellet en 6 mL
de STET y repartir en alicuotas de 350 pL. Afadir 20 pL de solucién de lisozima
a una concentracion de 10 mg mL™.

3. Mezclar durante 30 segundos y hervir por 45 segundos. Centrifugar a 14 000 rpm
por 15 minutos y eliminar restos con palillo estéril.

4. Precipitar ADN plasmidico con 40 pL de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 600 uL de
isopropanol absoluto. Mezclar y mantener a temperatura ambiente durante 15
minutos.

5. Centrifugar a 14 000 rpm durante 5 minutos y el precipitado se lava con etanol al

70%. Secar la pastilla y resuspender en 30 pL de H,Od o TE.
6.3.1.2 Técnicas para extraccion de ADN genomico.
6.3.1.2.1 Extraccion de ADN de bacterias Gram negat ivas.
El método utilizado para la extraccion del ADN gendmico fue utilizando el kit YeaStar™

Genomic DNA Kit (Zymo Research) para bacterias Gram negativas a partir de la cepa

de Z. mobilis crecida durante 24 horas en el medio LB (Ver seccion 6.2.1.1).
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6.3.1.2.2 Extraccion de ADN de hongos y levaduras

Esta metodologia puede ser utilizada para extraccion de ADN gendémico de hongos y
levaduras, sin embargo, para hongos, la pared celular es mas rigida que en el caso de

las levaduras, por lo que se requiere un paso de trituracion del micelio (Cenis 1992).

1. Colocar trozo de agar, o medio de -cultivo con células crecidas del
microorganismo entre 16 a 18 horas y centrifugar para obtener el paquete celular.
Este tiempo puede variar dependiendo del tiempo en donde se desea observar
los amplificados.

2. Adicionar 500 pL de TE y resuspender células.

3. Centrifugar a 13 000 rpm por 5 minutos.

4. Decantar el TE y adicionar 200 pL de amortiguador de extraccion, resuspender y
afiadir 100 pL adicionales del mismo amortiguador.

5. Tritutar micelio con pistilo (Este paso se puede omitir en el caso de levaduras).

6. Mezclar por vortex la suspension y adicionar 150 pL de acetato de sodio 3 M pH
5.2.

7. Colocar a -20 T durante 20 minutos (o en hielo seco).

8. Centrifugar a 13 000 rpm durante 10 minutos.

9. Retirar el sobrenadante a un tubo Eppendorf limpio y afadir un volumen de
isopropanol absoluto.

10.Colocar a -20 € durante 20 minutos (o0 en hielo seco).

11.Centrifugar a 13 000 rpm durante 10 minutos.

12.Decantar y limpiar pastilla con 500 pL de etanol al 70%, mezclar suavemente por
inmersion.

13.Eliminar etanol, sin afectar la pastilla, secar la pastilla a temperatura ambiente y
una vez seca afadir 50 puL de TE o H,Od .

14.0Observar producto en gel de agarosa (Ver Anexo) para comprobar integridad de

extraccion.
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6.3.1.3 Limpieza de ADN mediante fenolizaciones.
(Fernandez 1997).

El ADN plasmidico obtenido a partir de miniprep o megaprep tiene ARN vy restos de
algunas proteinas de ADN, por lo que una vez que se realiza éste procedimiento se
tiene que tratar con una solucibn de ARNasa para limpiar el ADN extraido. Este
procedimiento también es utilizado para limpiar ADN que ha sido digerido con

endonucleasas de restriccion o ADN genémico que se extrajo con Kit.

El método convencional es el llamado de fenolizacién, aunque también se pueden

utilizar columnas de intercambio para la eliminacion de éstos restos.

A continuacion se describen dos métodos dependiendo de los reactivos con los que se
cuenten y que ambos son efectivos para la limpieza.
Procedimiento 1:

1. Tratar el ADNp (ADN genomico o fragmentos digeridos) obtenido con ARNasa
A (concentracién final de 100 ug mL™) incubando a 37 € o temperatura
ambiente durante 60 a 90 minutos.

2. Afadir un volumen de fenol neutro, mezclar y centrifugar a temperatura ambiente
a 14 000 rpm por 5 minutos.

3. Recoger la fase acuosa cuidadosamente y homogeneizar con un volumen de
fenol-CIA, centrifugar a 14 000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.

4. Repetir el paso 3 hasta obtener una fase cristalina. Regularmente no se
requieren mas de 2 extracciones de este paso.

5. Realizar un tratamiento con un volumen de CIA vy precipitar a -20 C durante 16
a 18 horas con 1/10 volumenes de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 2.5 volumenes
de etanol absoluto frio.

6. Centrifugar a 14 000 rpm durante 20 minutos a 4 T y la pastilla resultante se
lava con etanol al 70%, centrifugar a 14 000 rpm por 5 minutos y dejar secar la
pastilla a temperatura ambiente.

7. Resuspender pastilla seca con H,Od o TE.
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Procedimiento 2:

Este procedimiento es una pequefia modificacion del método enlistado anteriormente
descrito por Fernandes FJ (1997), con la diferencia de que se utiliza el reactivo:
Fenol/Cloroformo/Alcohol isoamilico (25/24/1 SIGMA).

Se realizan los mismos pasos descritos sin embargo en vez de utilizar el fenol, fenol-
CIA y CIA, se sustituye por lavados con un volumen de Fenol/Cloroformo/Alcohol

isoamilico hasta fase cristalina y al final el pellet se resuspende en H,Od o TE.

6.3.1.4 Purificacion de productos de PCR a partird e geles de agarosa.

Este método es util para limpiar un fragmento (o fragmentos) a partir de una PCR, para
la secuenciacion de un fragmento o para obtener ADN molde para una nueva reaccion
de amplificacion. Se utilizo el kit QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) con ligeras

modificaciones.

6.3.1.5 Reacciones con endonucleasas de restriccion

Se llevaron a cabo reacciones con enzimas de restriccion (endonucleasas), todas
realizan un corte generando extremos cohesivos conforme las especificaciones que se
pueden consultar en el Anexo. Todas las endonucleasas utilizadas fueron de New
England Biolabs (NEB).

Estos procedimientos se realizaron de acuerdo a las especificaciones del proveedor de
acuerdo a las caracteristicas de cada enzima y se llevaron a cabo en productos de
amplificacion por PCR, en plasmidos circulares y/o para el analisis de restriccion para

verificar las construcciones plasmidicas.

Todas estas reacciones dependen de la concentracion de ADN a cortar, se puede
utilizar 0.5 pL de las endonucleasas o dilucion de esta misma. Para ver mas informacion

respecto a precauciones y cuidados al realizar éstos procedimientos consultar Anexo.
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6.3.1.6 Procedimiento para ligar fragmento(s) de AD N con T4 ADN ligasa.

La T4 ADN ligasa cataliza la formacion de enlaces fosfodiester entre juxtaposiciéon 5’

fosfato y 3’ hidroxilo terminal en ADN o ARN duplex. Puede unir extremos romos o

cohesivos asi como reparar cadenas sencillas o averiadas de ADN, ARN o ADN/ARN

hibridos. El procedimiento descrito a continuacion se siguié a partir de las indicaciones

del proveedor New England Biolabs (Ver Anexo).

1. Preparar la mezcla de reaccion:

Vector digerido 1pL*
Fragmento de ADN digerido 3.0 pL*
T4 ADN ligasa 1L
Amortiguador 10 x T4 ADN ligasa 1 L
H,Od 4 pL**
Volumen total 10 uL

* Se pueden probar relaciones de concentracion 1:3, 1:6 y 1:9 inserto vector.

** ¢.b.p volumen final de 10 pL

2.

Incubar mezcla de reaccion a 16 T por 16 a 18 horas.

6.3.1.7 Transfeccion de ADN en células hospederas.

El procedimiento de transfeccién de ADN a un hospedero requiere de dos elementos:

Células “competentes”, es decir, células que facilite el paso de las moléculas
de ADN a través de las barreras externas de la célula. Existen diferentes tipos
de éstas células: (a) Quimico-competentes, (b) Electrocompentes y (c)
Ultracompetentes, clasificadas dependiendo de la eficiencia de
transformacion, es decir, de la cantidad de clonas o transformantes obtenidas

después de introducir el material genético.
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i) Método de introduccion del material genético que depedera del tipo de célula
competente que se puede obtener, del tipo de organismo hospedero y del
material genético a introducir.

6.3.1.7.1 Transfeccién de ADN en células de E. coli.

6.3.1.7.1.1 Introduccion de ADN por choque térmico

Para llevar a cabo éste procedimiento es necesario obtener células quimico
competentes, el procedimiento que se describe a continuacion es para utilizando cloruro

de calcio (Fernandez 1997).

Elaboraciéon de células competentes:

1. Picar una colonia de células DH5a, JM109 o la cepa de E. coli a utilizar (sin
plasmido) crecida previamente en platas de LB e inocular tubo conico de 50 mL
con 5 mL de medio LB, incubar a 37 T durante 16 a 18 horas.

2. Tomar 50 pL del preinéculo crecido e inocular a 50 mL de medio LB en matraz
de 250 mL. Incubar a 37 T hasta DO goonm= 0.5-0.8.

3. Centrifugar medio de cultivo a 4 000 rpm durante 5 minutos a 4 C.

4. Decantar sobrenadante sin alterar el pellet y adicionar 25 mL de solucién de
CaCl, 50 mM frio, mantener durante 15 minutos a 4 C.

5. Centrifugar a 4 000 rpm durante 5 minutos a 4 .

6. Resuspender en 2.5 mL de solucién de CaCl, 50 mM.

7. Repartir en alicuotas de 50 pL, congelar inmediatamente con hielo seco y

almacenar a -70 C.
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Procedimientos de choque térmico:

Este procedimiento de transformacion de células de E.coli fue descrito por Hanahan en

1983:

a ~ N

Descongelar alicuota de células competentes E. coli DH5a en hielo. Agregar 2 a
5 pL de mezcla de ligacion. Para vector solo 0.5 pL si es directo del proveedor. El
volumen de la solucion que contiene al ADN no debe superar el 5% del volumen
de células bacterianas utilizadas.

Incubar en hielo por 30 minutos.

Incubar a 42 T durante 90 segundos.

Incubar inmediatamente en hielo por 2 minutos.

Agregar 250 pL de medio LB bajo en sales e incubar a 37 € por 1 hora 30
minutos (Puede ser con o sin agitacion 250 rpm), con el objetivo de que las
células que incorporen el plasmido expresen la resistencia al antibiético utlizado
como marcador de seleccion.

Plaguear mezcla en cajas Petri con medio LB y antibidtico de seleccion
dependiendo del vector a ocupar (zeocina 25 ug mL™).

Incubar a 37 T por 16-18 horas.

6.3.1.7.1.2 Introduccion de ADN mediante electropor  acion.

Elaboracién de células electrocompetentes (Fernandez 1997):

De placas de LB con colonias aisladas DH5a de E. coli inocular una colonia en
50 mL de LB en matraz de 250 mL, incubar a 37 T y 250 rpm durante 12-14
horas.

Tomar una alicuota de 3 mL e inocular en 125 mL de medio fresco LB (en matraz
de 500 mL) e incubar a 37 Ty 250 rpm hasta DO ggonm= 0.4.

Colocar el cultivo durante 30 minutos en hielo.
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4.

Recoger células por centrifugaciéon a 4 T a 2 500 rpm durante 20 minutos.
Decantar sobrenadante cuidadosamente y resuspender la biomasa en 16 mL de
glicerol al 10% (v/v) estéril y frio.

Centrifugar 4 € a 2 500 rpm durante 20 minutos, descartar sobrenadante y
resuspender en 6 mL de glicerol al 10%. Volver a centrifugar a las mismas
condiciones ya mencionadas y resuspender en 600 puL de medio GYT estéril frio
y volver a centrifugar.

Resuspender en 500 pL de medio GYT. Homogeneizar suavemente con pipeta y
repartir en alicuotas de 40 pL. Congelar inmediatamente con hielo seco o

nitrégeno liquido y almacenar a -70 C.

Procedimientos de electroporacion:

El procedimiento de transformacion de ADN hospedero por ésta técnica, es

considerada para algunos autores como mas eficiente que realizar transformacion de

un vector utilizando choque térmico:

N o o &

Descongelar alicuota de células electrocompetentes en hielo.

Mezclar con 1 pL de plasmido o 5 pL de mezcla de ligacion.

Mezclar suavemente con pipeta y transferir la mezcla en una cubeta de
electroporacion previamente enfriadas a -20 C.

Aplicar voltaje de 2.5 volts durante 5 milisegundos.

Afadir 1 mL de medio LB, mezclar por inversion.

Incubar la mezcla en tubo Eppendorf a 37 T a 25 0 rpm durante 1 hora.

Plaquear alicuotas de la mezcla de transformacion en medio LB con el antibiético

de seleccion.
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6.3.1.7.2 Transfeccion de ADN en células de P. pastoris por electroporacion.

Existen diversos métodos para realizar transformacion en P. pastoris, entre las que se
encuentran: Transformacion por protoplastos, Electroporacion, Biobalistica, y utilizando
LiCl. Si se desea utilizar zeocina como marcador de resistencia, la elaboracion de
protoplastos no es recomendada debido a que esta técnica involucra la remocion de la
pared celular para introducir el ADN en la célula y regeneracion de la misma célula
antes de que sea capaz de expresar el gen de resistencia a zeocina y por lo tanto no se
obtienen transformantes (Higgins y Cregg 1998).

Es por ese motivo que se utilizé el método de electroporacién para este trabajo.
Ademas de que se pueden obtener rendimientos altos de transformacion generando de

10° a 10* transformantes por pg de ADN linealizado.

Elaboracién de células electrocompententes (Barral et al. 2005, Liu et al. 2006,
Invitrogen 2014):

1. Picar una colonia fresca (1 o 2 dias de crecimiento) de P. pastoris (X-33, GS115
0 KM71) con palillo estéril y transferirla en tubo conico con 5 mL de medio YPD,
incubar a 30 € por 16 a 18 horas a 200 rpm.

2. El preinoculo resultante (1%) es utilizado para inocular medio de 500 mL de
medio fresco YPD en matraz de 2L (o 2 matraces de 1 L con 250 mL de medio
YPD). Crecer hasta DOgoonm= 1.3-1.5.

3. Centrifugar células a 4000 rpm por 5 minutos a 4 C. Resuspender el pellet con
500 mL de H,Od estéril helada (0 C).

4. Centrifugar células a 4000 rpm por 5 minutos a 4 C. Resuspender el pellet con
250 mL de H,Od estéril helada (0 C).

5. Centrifugar células a 4000 rpm por 5 minutos a 4 C. Resuspender el pellet con
20 mL de Sorbitol 1 M estéril helada (0 ).
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6. Centrifugar células a 4000 rpm por 5 minutos a 4 C. Resuspender el pellet con
1 mL de Sorbitol 1 M estéril helada (0 C) para un volumen final de 1.5 mL.

Mantener células en hielo y utilizar el mismo dia.

Procedimiento de electroporacion (Barral et al. 2005, Liu et al. 2006, Invitrogen 2014):

1. Mezclar de 60 a 80 pL de alicuota de células electrocompetentes con 15 puL de
ADNp previamente linealizado con Sacl con una concentracion aproximada de 8
a 10 pg de las construcciones o el vector pPICZa (control negativo) y transferir a
cubeta de electroporacion fria (0C).

2. Incubar la cubeta con células y vectores en hielo por 5 minutos.

3. Transferir cubeta seca a electroporador y dar un pulso eléctrico de 1.5 kV por
aproximadamente 10 ms (éste tiempo es variado dependiendo de la condicion de
las células). Si no es posible programar éstas condiciones, se puede utilizar el
programa de electroporacion para S. cerevisiae.

4. Afadir inmediatamente 1 mL de sorbitol 1M estéril y helado a la cubeta de
electroporacion, posteriormente, transferir la mezcla a un tubo estéril de 15 mL.

5. Anadir 300 pL de medio YPD sin antibidtico e incubar a 30 T sin agitacion por
20 horas.

6. Plaquear la mezcla incubada en volumenes de 10 a 200 pL en placas de medio
YPDS con 100 ug mL* de zeocina.

7. Incubar placas por 2 a 4 dias a 30 C o hasta fo rmacion de colonias.

8. Resembrar de 10 a 20 colonias para separarlas en placas de YPD o YPDS con

zeocina para posteriores estudios.

Nota: Como control de transformacion se utilizan células de P. pastoris sin vectores o

inserto y se plaquea en medio YPDS o YPD.

Como control negativo para expresion de gen de interés se utiliza P. pastoris (X-33,

GS115 o KM71) con vector linealizado y digerido pero sin ORF de gen a expresar.
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6.3.1.8 Técnicas de amplificacion por PCR para anal izar las construcciones en las

transformantes evaluadas

6.3.1.8.1 PCR de colonia para analisis de amplifica dos.

Este protocolo se utiliza con clonas de bacterias o levaduras que poseen el gen de
interés y se desea hacer un escrutino rapido de muchas colonias sin tener que realizar
extraccion de ADN gendmico. EI ADN molde para la PCR pueden ser obtenidas
directamente de una colonia en medio solido (caja de Petri) o cultivos en liquido

(Calixto-Romo 2009). Esta técnica puede ser empleado para:

i) Para verificar manipulacion en organismo transformante (insercion o disrupcién
de genes).

i) Amplificacion por PCR de genes de interés. Importante: ES necesario usar un
control negativo el cual puede la cepa silvestre sin la modificacion o insercion del
gen de interés o la cepa silvestre con el vector sin inserto).

iii) Cuando las secuencias de interés estan en YACs.
1. A partir de una caja de Petri con medio LB/YPD con la colonia de interés, picar
una colonia y transferir a un tubo de PCR.

2. Afadir la mezcla de reaccion en el siguiente orden:

Mezcla de reaccién:

Amortiguador 10x 2 uL
Solucién de MgCl, 1L
dNTP’s 10 mM 0.5 puL
ADN e
Oligo directo* lpuL
Oligo reverso* 1uL
H,O 13.5 pL
Amplificasa 1L
Total de reaccion 20 pL
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*Oligonucledtidos que se utilizaron para realizar las construcciones.
3. Mezclar perfectamente y transferir tubos de PCR a termociclador con el

programa de PCR dependiendo de la polimerasa a utilizar.

Programa utilizando ADN polimerasa (Amplificasa, BioTecMol):

1 ciclo 94 C 1 minuto 30 segundos
30ciclos 94 <C 15 segundos

64 T invA 1 minuto 30 segundos

67 T invB

72 C 1 minuto 30 segundos
1 ciclo 72 C 10 minutos

4. Comprobar producto de PCR mediante gel de agarosa al 1.2%

/ Si la amplificacion es débil o erratica se puede repetir la reaccion utilizando la
temperatura de polimerizacion 2-3 T por debajo de la temperatura de fusion
calculada a partir de los oligonucleo6tidos mas ricos en A+T.

/5 Si el resultado sigue siendo dudoso, se pueden producir esferoplastos,

afiadiendo solucion de Zymolasa 100 T antes de empezar el protocolo y con esto

se remueve la pared celular de la levadura.

Esta técnica puede dar un falso negativo si se utiliza demasiada biomasa

obtenida de la colonia seleccionada.
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6.3.1.8.2 Comprobacién de insercidon de construccion es en clonas de E. coli DH5 a.

Esta PCR es utilizada para determinar si la insercion del ORF fue correcta.
Generalmente se utiliza el factor a (39) el cual hibridiza dentro de la regién del factor
alfa que se encuentra en sitio multiple de clonacion (MCS) y permite la determinacion
del 5’ del extremo terminal del gen de interés, como oligonucledtido directo y como oligo
reverso se puede utilizar 3' AOX1 (38) hibridiza justo en el 3' del MCS en la region 3’
del terminador AOX1 (Ver Anexo. Mapa de vector de expresion pPICZaB) o el

oligonucledtido reverso con el cual se amplifico el gen.
Por lo tanto, si la PCR utilizando este par de oligos es positiva, amplifica el gen de
interés mas aproximadamente 350 bp que corresponden a parte del vector (Bai et al.

2006).

El procedimiento se puede utilizar a partir de una transformante de E. coli, del ADN

plasmidico de la misma o utilizando una colonia (Ver. Seccion 6.3.1.8.1).

Mezcla de reaccion:

Amortiguador 10x 2 uL
Solucion de MgCl, 1L
dNTP’s 10 mM 0.5 uL
ADNp 1puL
Oligo directo 39 1L
Oligo reverso 38 1uL
H.O 12.5 uL
Amplificasa 1puL
Total de reaccion 20 pL

Mezclar perfectamente y transferir a tubos de PCR al termociclador con el programa de

PCR dependiendo de la polimerasa a utilizar.
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Programa utilizando ADN polimerasa Amplificasa:

1 ciclo 94 C 1 minuto 30 segundos
30ciclos 94 15 segundos
60 C 1 minuto 30 segundos
72 C 1 minuto 30 segundos
1 ciclo 72 C 10 minutos

Comprobar producto de PCR mediante gel de agarosa al 1.2%.

6.3.1.8.3 Comprobacion de integracion de construcci ones en genoma de clonas

de P. pastoris.

La integracion de la construccién en el genoma de P.pastoris es una prueba que se
realiza con el objetivo de seleccionar las clonas que tienen mayor probabilidad de

expresar la proteina heterologa de interés.

Los vectores de integracion generalmente son mas estables que los vectores de
replicacion episomal o de replicacion autonoma (PARS) debido a que se requiere la
seleccion continua del antibiotico para contener el plasmido en el hospedero (Bazan et
al. 2009).

Por otro lado, algunos autores sugieren que la cantidad de proteina recombinante esta
en funcion del nimero de copias integradas en el genoma de esta levadura. Este tipo
de integracion se da por medio de recombinacién en regiones homadlogas del vector con
el genoma de P. pastoris. La mayoria de ellos se da por eventos de recombinacion
sencilla 'y se incorporan en el sitio especifico por insercién (en vez de reemplazamiento),
por lo que es necesario hacer la seleccion de transformantes Mut® (Ver. Seccién
6.3.2.2), debido a que estas se caracterizan por presentar insercién y no Mut® donde se
presenta una interrupcion del promotor AOX1 y por lo tanto los niveles de expresion
seran diferentes de acuerdo a la concentracion de metanol en el medio de cultivo para
la induccion (Burrowes et al. 2005).
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Se utilizé la amplificasa para realizar este andlisis por lo que la mezcla de reaccion es la
misma que las mencionadas anteriormente (Ver. Seccion 6.3.1.8.3). Los

oligonucledtidos utilizados fueron 32 y 33 (Ver Anexo).

Programa para la ADN polimerasa Amplificasa:

1 ciclo 94 C 1 minuto 30 segundos
30ciclos 94 <C 15 segundos
47 C 1 minuto 30 segundos
72 C 1 minuto 30 segundos
1 ciclo 72 C 10 minutos

6.3.2 Técnicas de seleccién de transformantes de P. pastoris con actividad

invertasa.

6.3.2.1 Bioensayo colorimétrico para deteccion de a ctividad invertasa en

transformantes de P. pastoris.

El escrutinio de transformantes de P. pastoris con el gen de interés se puede realizar de

diferentes formas:

a) PCR de colonia del fragmento de interés.

b) PCR del fragmento de interés utilizando como ADN molde el ADN gendémico de P.
pastoris.

c) Western Blot usando los anticuerpos c-myc (si la proteina recombinante los
tiene).

d) Ensayos de actividad cualitativos. Entre otros.

Para este trabajo se estandarizé un bioensayo cualitativo colorimétrico utilizando la sal
de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) considerado como una subclase de sal de
tetrazolio, la cual en su estado oxidado es incolora, soluble en agua y en solucién es
ligeramente amarilla descrito por Bochner y Savageau 1977, Yanase et al. 1991.
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El fundamento de esta técnica consiste en que cuando esta sal es reducida, se
convierte a formazan, de una coloracion rojo intenso (Figura 10). Este formazan es
insoluble en agua, por lo que la reduccion es irreversible. Por lo tanto si las clonas
presentan coloracion roja, sera por la presencia de la sal oxidada, la cual es reducida
con algunas fuentes de carbono (Tabla 11) como la glucosa, producto de la hidrélisis de
sacarosa realizada por la invertasa. Por consiguiente las clonas que no posean la
actividad invertasa, no produciran dicha hexosa, quedando solo la sacarosa en las

placas indicadoras, disacarido que no reduce el TTC y cuyas clonas resultantes no

O

presentan la coloracién rojo intenso.

N—N N—NH
/4 +2¢” + 2H* 7 -
c\ reduction of TTC ¢ Ha
N=N \N=N
]
cle @
TTC (colorless) TTC formozan (red)

Figura 10. Reaccion de reduccion del cloruro de 2,3  ,5-trifeniltetrazolio (TTC) (Bochner y
Savageau 1977).

Para la realizacion de este bioensayo es necesario considerar una serie de factores
importantes de tal forma que la prueba no de “falsos positivos” o “falso negativos” entre

los que cabe destacar:

¢ pH
¢ Concentracion de TTC

¢ Concentraciéon de sustrato o fuente de carbono

En la Tabla 11 se enlistan la composicion sugerida del medio de cultivo,
concentraciones y rangos probados por Bochner y Savageau 1977 en los que se deben
hacer una estandarizacion del bioensayo considerando las caracteristicas propias del
medio de cultivo utilizado para el crecimiento de cada microorganismo, de tal manera de

gue el bioensayo sea confiable:
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Tabla 11. Composicion del medio de cultivo que infl
reactivo TTC en placas indicadoras de bioensayo col

Savageau 1977).

Concentracion Componente Funcion
(%)
1.5 Agar
0.0025 TTC Indicador
0.7 KoHPO, Amortiguador mineral
0.3 KH,PO4
0.01 MgSO4
0.2 Peptona y/o Nutriente para
fuente(s) de crecimiento
nitrdgeno
0.1-1.0* Fuente de Sustrato prueba
carbono

uye en la respuesta de reduccion del
orimétrico cualitativo

(Bochner y

* Si las concentraciones de fuente de carbono no se encuentran dentro de éstos invervalos pueden

generar falsos positivos o falsos negativos

Algunas otras fuentes de carbono que pueden ser empleadas para la realizacién de

esta prueba se enlista en la Tabla 12.
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Tabla 12 Diferentes fuentes de carbono Utiles para realizar estudio de reduccion en
placas de TTC. Estudio evaluado en S. typhimurium LT2 (Bochner y Savageau 1977).

Clase de compuesto Fuentes de carbono que | Fuentes de carbono que
genera colonias rojas | generan colonias
en placas de TTC |blancas en placas de
(Recomendadas) TTC (No recomendadas)

Disacaridos Maltosa Lactosa

Hexosas D-Glucosa a-Metil glucosido

Metil pentosa L-Fucosa D-fucosa

Pentosa D-Ribosa Ribitol

Cadenas éacidas C4 Fumarato Maleato

Acidos grasos de cadena | Oleato Caproato

larga

Acidos grados de cadena | Propionato Butirato

corta

Aminoécidos L-Aspartato L- Glutamato
L- Alanina B- Alanina
D- o L- Serina L- Glicina
L- Prolina Hidroxi-L-prolina

Otros D- Galactosa L-Valina
D- Manitol L-Lisina
D- Gluconato L-Histidina
D- Gluconolactona L-Arginina
D- Glucosa-6-P
L- Ramnosa
I-Inositol
D- Xilosa
Glicerol
Lactato
Citrato
Malato
Succinato
Acetato

Por otro lado, en cuanto al pH de las placas de TTC, si este es inferior a 6, la reduccion
del formazan tendra como resultados productos incoloros en vez de los rojos. De forma
contraria, si el pH es muy alcalino, la formacion del formazan es espontdnea generando
falsos positivos. Es por estas razones que el cuidado del pH en las placas es

fundamental para no generar resultados equivocados.
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Respecto a la fuente de nitrégeno, la adicion de peptona en grandes cantidades
también afecta el grado de coloracion de las colonias. Esto se puede deber a una
competencia entre nutrientes y la reduccion del TTC la cual es estimulada por la
abundancia de nutrientes y suprimida por la limitacion de los mismos. Conforme a este
mismo razonamiento se debe tener cuidado en que la cantidad de fuente de carbono no

debe superar el 1% de la concentracion en las placas indicadoras.

Una vez que se tienen las transformantes de P. pastoris resembradas varias veces
(como minimo tres pases) en concentraciones elevadas de zeocina (mayor a 500 ug

mL™) es recomendable realizar este sondeo el cual consiste en lo siguiente:

1. Preparacion de placas indicadoras de TTC (Ver. Seccion 6.3.2.1). Estas placas
preferentemente tienen que ser preparadas y utilizadas el mismo dia.

2. Transferir con un palillo estéril la colonia de P. pastoris crecida en medio YPD
con zeocina.

3. Incubar placas a 30 € por 2 o 3 dias o hasta apariciéon de color rojo en las
transformantes del control positivo.

4. Si se desea incrementar el color rojo de las transformantes positivas se pueden

dejar las placas en refrigeracion por uno o dos dias.

6.3.2.2 Bioensayo de fenotipo para identificacion d e transformantes de P. pastoris
Mut® y Mut .

La produccion de la proteina heteréloga de interés utilizando P. pastoris empleando
metanol esta regulada por el promotor AOX1 como se ha mencionado anteriormente y
el tipo de alimentacion de ésta fuente de carbono dependerd en gran medida del
numero de copias viables de la alcohol oxidasa el cual se ve reflejado en el fenotipo de

las mutantes huéspedes.
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La mayoria de las cepas de P. pastoris de tipo silvestre son de tipo Mut® (Methanol
utilization plus phenotype) el cual tiene completas las dos copias de la alcohol oxidasa
AOX1 y AOX2, sin embargo también se puede presentar otro tipo de fenotipo el cual es
el Mut® (Methanol utilization type Slow) el cual sélo tiene completa la copia del gen
AOX2 (Cereghino y Cregg 2000).

Dependiendo del locus de insercion del cassette de expresion es la manera en cOmo se
dan éstos dos fenotipos. Las cepas Mut® tienen una tasa de crecimiento mayor a las
Mut® sin embargo las cepas con mutaciones en AOX pueden ser mejores productoras
gue las de tipo silvestre o con las copias completas de los genes AOX y algunos
autores como Kupcsulik y Sevella 2004 sugieren que incluso puede ser mejor utilizar
cepas Mut® debido que al tener un metabolismo mas lento permite que las
modificaciones post-traduccionales se lleven a cabo mas adecuadamente, ademas de
gue en el caso de la produccion muy rapida de las proteinas recombinantes en
ocasiones puede haber una secrecion incompleta del total de las proteinas producidas

guedando el exceso en el citosol como proteinas agregadas.

Para las cepas de fenotitpo Mut® se tiene que utilizar una menor concentracién de
metanol para la induccion y un tipo de alimentaciébn mixto de glicerol y metanol, en
donde el glicerol funciona eficientemente para el crecimiento celular, mientras que el
metanol funge como inductor. Diversos autores como Sreekrishna et al. (1989), Brierley
et al. (1990), Loewen et al. (1997), d’Anjou y Daugulis (2001), han obtenido altos niveles

de proteinas recombinantes utilizando éste tipo de fenotipo.

En el caso de las cepas con fenotipo Mut®, la forma mas eficiente de obtencién de
proteinas recombinantes es Unicamente utilizar el metanol como fuente de carbono y
energia en la etapa de induccion ademés de que en ocasiones el periodo de induccion
suele ser diferente al del fenotipo Mut®, este fenotipo también ha sido utilizado por un
mayor nimero de autores, prefiriéndolo sobre el Mut® ya que en ocasiones se obtiene
mayor produccion de la proteina de interés (Zhang et al. 2003, Burrowes et al. 2005, Bai
et al. 2006, Bhanot et al. 2007).
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Por esta razén se decidié trabajar con el fenotipo Mut” para éste trabajo, procedimiento

gue se describe a continuacion:

1. Las transformantes de P. pastoris X-33 con las construcciones integradas
pPICZaA-invA y pPICZaA-invB crecidas previamente en medio YPD con o sin
zeocina se transfieren con un palillo estéril en placas con medio MD y MM (Ver.
Seccidn 6.2.2) utilizando un palillo diferente para cada placa. Se pueden sembrar
hasta 100 transformantes de esta etapa.

Incubar las placas a 30 T durante 48 horas.

3. Pasado éste periodo de tiempo revisar crecimiento en ambas placas. Las Mut”
crecen normal en ambos medios, mientras que las Mut® crecen normal sélo en el
medio MD pero se observa menor crecimiento en el medio MM.

4. Marcar las cepas Mut” y utilizarlas para realizar el escrutinio de mayor actividad
invertasa o para el resto de los ensayos de seleccion (Burrowes et al. 2004,
Invitrogen 2014).

6.3.2.3 Cuantificacion de azUcares reductores media  nte acido dinitrosalisilico.

Este método fue publicdo por Miller en 1959, el cual es utilizado para detectar grupos
carbonilo (C=0) y por tal motivo es denominado de azucares reductores. Esta técnica
consiste en la oxidacién de grupos funcionales aldehido presentes en azlcares como

glucosa y grupos funcionales como cetonas presentes en fructosa.

El acido 3,5-dinitrosalisilico (DNS) se reduce a &cido 3-amino, 5-nitrosalisilico en
condiciones alcalinas. Debido a que el oxigeno disuelto puede interferir en la oxidacion
de la glucosa se adiciona un sulfito el cual no interviene en la reaccion de coloracion

pero que al afadirlo absorbe el oxigeno disuelto.
La reaccidon general indica que un mol de azucar reacciona con 1 mol de DNS, sin

embargo se ha considerado que puede haber otras reacciones involucradas. El nimero
de reacciones dependera de la naturaleza del azucar reductor, generando diferentes
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intensidades de coloracién, por lo que es necesario hacer una curva patrén para

calibrar estos efectos dependiendo del azlcar a utilizar.

Otro efecto que puede tener ésta oxidacion de grupos carbonilo en el azlcar es la
descomposicion del mismo por el DNS, por ejemplo la carboximetilcelulosa (CMC)
puede afectar la curva de calibracion aumentando la intensidad del color desarrollado. A
pesar de estos inconvenientes este método muy sencillo y no requiere equipo
especializado ha sido una de las técnicas mas empleadas para la determinacion de
actividad de diferentes enzimas, teniendo mas de 9000 citas en diferentes bases de

datos divulgacién cientifica.

Procedimiento para cuantificacion de la muestra problema:

1. Realizar mezcla de reaccién que se utilizé fue la siguiente: amortiguador de
acetatos 50 mM pH 5.5, solucién enzimatica (INVA o INVB), H,Od en un volumen
final de 500 pL. Mezclar.

2. Incubar mezcla anterior a la temperatura 6ptima de la enzima de interés durante
1 a 5 minutos dependiendo del tratamiento.

Detener la reaccion con 500 puL de DNS y hervir por 5 minutos en agua hirviendo.
Después de enfriados los tubos adicionar 5 mL de H,Od.
5. Medir a 540 nm.

6.3.2.4 Identificacién de transformantes con activi dad invertasa. Medio liquido

volumen de 50 mL.
El procedimiento puede ser utilizado para realizar un escrutinio de cepas previamente
seleccionadas que presentan mejor crecimiento, mayor resistencia a zeocina 0 que

fueron preselecciconadas de bioensayos enzimaticos.

Este procedimieto es Util para detectar niveles de proteina recombinante en diferentes
cepas de P. pastoris y/o cuando se tiene un gran numero de trasnformantes. Para
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cepas de P. pastoris KM71 es aconsejable utilizar 0.5% de metanol, mientras que para
cepas de X-33 se puede emplear 1% de metanol para ver mayor respuesta.

Es importante sefalar que este tipo de fermentacion ha sido una herramienta muy Uutil
para este fin, pero no siempre son exitosas debido a factores que ya se han
mencionado como son: aereacion, agitacion adecuada, poca uniformidad en
transferencia de materia en los contenedores, crecimiento limitado por disponibilidad de
nutrientes, entre otros (Burrowes et al. 2004). Por lo tanto es necesario encontrar la
metodologia mas adecuada para detectar niveles de expresion dependiendo del
sistema utilizado.

También es importante destacar que los niveles de expresion de la proteina de interés
no siempre son directamente proporcionales conforme el tamafio del contenedor. Sin
embargo en muchos casos, los niveles de proteina a nivel matraz son diez veces

menores que en un fermentador.

La consideracion mas importante a tomar en cuenta para la eleccion de un método
adecuado de fermentacion en pequefia escala es una generacion de biomasa
adecuada antes seguir con la fase de induccion (Daly y Hearn 2005), por lo que con
esta consideracion se eligio seguir la metodologia propuesta por Calik et al. 2008 y

Bazan et al. 2009 con ligeras modificaciones, las cuales se describen a continuacion:

1. A partir de una mutante aislada con resistencia a zeocina (preferentemente de
mutantes resistentes a 500-1000 ug mL™), transferir colonia con un palillo estéril
en placas de YPD, esta placa no necesita zeocina (Ver. Seccion 6.2.2) y crecerla
durante 2 dias a 30 C.

2. Tomar la colonia entera crecida durante el tiempo mencionado en el paso 1y
transferirla a tubo Corny con 5 mL medio YPD esteéril. Incubar por 2 dias a 30 C
a 250 rpm.

3. Centrifugar a 5000 rpm por 5 minutos y resuspender el pellet obtenido en medio
BMGY (Ver. Seccion 6.2.2). El resuspendido servira como preinéculo para
transferir a otro tubo Corny con medio BMMY (Ver. Seccion 6.2.2) fresco estéril

con un volumen final de 5 mL asegurandose que la DOgoonm= 1.
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4. Incubar los tubos a 28 € a 180 rpm por tres dia s, adicionando metanol al 1%
cada 24 horas.
5. Centrifugar a 5000 rpm por 5 minutos y utilizar sobrenadante para realizar

pruebas de determinacion de actividad enzimatica (Ver. Seccion 6.3.2.3).

Nota: Se puede resuspender el pellet en amortiguador de acetatos para determinar

actividad y si esta es superior al sobrenadante disminuir la temperatura en el paso 4.

6.3.3 Construccion pPICZ aA-invA y pPICZaA-invB.

Estas construcciones se realizaron a partir de la construccion pGAPZaA-invA y
pGAPZaA-invB respectivamente proporcionada por Calixto-Romo (2009) de acuerdo al

siguiente procedimiento.

1. Extraer de ADN plasmidico (Ver. Seccion 6.3.1.1.2) de las clonas de E. coli
JM109 conteniendo ambas construcciones.

2. Digerir de ADN plasmidico extraido para obtener los ORFs de invA e invB asi
como 0.5 pL de vector pPICZaA (Invitrogen®) con endonucleasas EcoRI y Sacll
(Para obtener mas informacion respecto a usos de endonucleasas de restriccion,

consultar Anexo) conforme lo que se muestra a continuacion:

EcoRlI

3 pL de ADNp invA/invB

1 pL EcoRI

2 puL amortiguador 10x NE EcoRl
14 pL H,Od

20 pL de reaccion total

Incubar a 37 € durante 2 horas y media. Inactivar la enzima para digestion con Sacll.
Sacll
3 pL de ADNp invA/invB
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1 pL Sacll
2 L amortiguador 10x NE 4
14 uL H,Od

20 pL de reaccion total

Incubar a 37 € durante 2 horas y media. Inactivar la enzima.

3. Limpiar las digestiones por fenolizacion (Ver. Seccion 6.3.1.3) de las digestiones.

4. Comprobar la concentracion después de fenolizacion en gel de agarosa al 1.2%
y ligar cada ORF al vertor de expresion linealizado utilizando proporciones de
inserto vector 1:3y 1:6 (Ver. Seccion 6.3.1.6).

5. Comprobar construcciones pPICZaA-invA y pPICZaA-invB mediante tamafio (5.1
kb y 4.8 kb respectivamente), doble digestion con EcoRI-Sacll y amplificacion del

ORF de acuerdo las condiciones mostradas a continuacion:

Mezcla de reaccion:

Amortiguador 10x 2 uL
Solucion de MgCl, 1L
dNTP’s 10 mM 0.5 puL
ADNp invA/invB 1puL
Oligo GVIII/CVII 1L
Oligo GVII/ICIX 1puL
H,O 12.5 pL
Amplificasa 1puL
Total de reaccion 20 pL

Programa de PCR con ADN polimerasa Amplificasa (Ver Anexo):

1 ciclo 94 C 1 minuto 30 segundos
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30ciclos 94 C 15 segundos
64 /67 C 1 minuto 30 segundos
72 C 1 minuto 30 segundos
1 ciclo 72 C 10 minutos

Doble digestion con EcoRl y Sacll (Unicamente para comprobar liberacion de inserto en

transformantes).

1 puL de ADNp

0.5 pL EcoRl

0.5 pL Sacll

1 pL amortiguador 10x NE EcoRI
7 L H,Od

10 uL de reaccion total

Incubar a 37 € durante 3 horas. No es necesaria la inactivacion.

6. Introducir las construcciones a células de E. coli DH5a para propagacion y
conservacion de los vectores (Ver. Seccion 6.3.1.7.1.2).

7. Seleccionar las transformantes resultantes por medio de: resistencia a zeocina,
PCR de colonia (Ver. Seccién 6.3.1.8.1) fase de la construccion (Ver. Seccion
6.3.1.8.2) y secuenciaciéon de construccion.

8. Extraer el ADN plasmidico (Ver. Secciéon 6.3.1.1.2) de clona seleccionada con la
construccion y lineaizar mediante endonucleasa Sacl de acuerdo a las siguientes

condiciones:

40 pL ADNp
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4 uL Sacl

10 pL amortiguador 1x NE 1
10 pL BSA (10 mg mL™?)

36 pL H,Od

100 pL de reaccion total

Incubar a 37 T durante 3 horas. Inactivar enzima y limpiar la digestion (Ver. Seccion
6.3.1.3).

9. Introducir la construccion linealizada (aproximadamente 8 ug) en células
competentes de P. pastoris X-33 (Ver. Seccion 6.3.1.7.2).

10. Seleccionar transformantes obtenidas mediante resistencia a zeocina (100 a
1000 ug mL™Y), PCR de colonia (Ver. Seccién 6.3.1.8.1), integracién de
construccion en genoma de P. pastoris (Ver. Seccion 6.3.1.8.3), bioensayo
colorimétrico (Ver. Seccion 6.3.2.1), bioensayo de fenotipo (Ver. Seccion 6.3.2.2)

y mediante fermentaciones a pequefa escala (Ver. Seccion 6.3.2.4).
6.3.4 Construccion pPICZ aB-invA y pPICZaB-invB.

Se realizaron dos construcciones mas utilizando el mismo promotor (AOX1) pero
amplificando los genes invA en invB a partir del genoma de Z. mobilis. El disefio de
oligonucledtidos para la amplificacion de ambos genes se realizé quitando la metionina
inicial y adicionando un coddn de paro antes de la traduccion del epitope c-myc y la cola
de poli-histidinas en ambos casos.

Se coloco un coddn de paro después del sitio de corte Xbal (Figura 11) de tal forma
gue no se tradujera la cola de poli-histidinas y el epitope c-myc debido a que se ha
reportado que en ocasiones afecta los procesos celulares de sintesis, plegamiento y
secrecion adecuada de las proteinas (Kwon et al. 2009), aunque también se ha
mencionado que cambiando la cola de poli-His en el extremo opuesto se puede
solucionar éste problema (Terpe 2003).

Por ultimo se utilizaron las endonucleasas Pstl y Xbal para flanquear el MCS del vector

de expresion del vector pPICZaB.
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w-factor signal sequence

1034 CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GARA GGG GAT TIC
Gln Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe

1085 GAT GTIT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG TIT
Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe

Xho I

1136 ATA AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAA GGG GTA TCT CIC
Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser Leu

Kex2 signal cleavage PstT|Ecor| Pl A1 BsmB |
1 1 1 1
1187 GAG AAM RGA GAG GCT GAR GC|[TGCAG] [GRATTCAC GTGGCCCAG CCGGCCGTC TCGGA
Glu Lys Arg Glu Ala Glu Ala
Sta13 signal cleavage
AspT18 | KpniXho! Sacll Notl Xba | Tk c-myc epitope
1] | ot ] 1 1
1243 TCGGTACCTC GAGCCGCGGC GGCCGCCAGC TYTCTA G ARRA CTC ATC TCA GARA
lu'een Lys Leu Ile Ser Glu
polyhistidine tag

————) | 1
1300 GAG GAT CTG RAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA GTTTGTA
Glu Asp Leu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His Hig w»»~

1352 GCCTTAGACA TGACTGTTCC TCAGTTCAARG TTGGGCACTT ACGAGARAGAC CGGTICTTIGCT

3" AOX1 priming site
1412 AGATTCTAAT CAAG}-‘;IGGATG TCAGAARTGCC ATTTGC‘CI‘GA GAGATGCAGG CTTCATTTTIT
Figura 11. Sitio multiple de clonacion (MCS) del ve  ctor de expresion pPICZ aB utilizado
para las nuevas construcciones con el codén de paro colocado al final del sitio de corte
Xbal. Los rectangulos verdes muestran los sitios de corte que flanquean los ORFs de la
invertasa intracelular y extracelular en las nuevas construcciones pPICZaB-invA y pPICZaB-
invB (Imagen tomada de Pichia Expression Kit INVITROGEN).

6.3.4.1 Disefio de oligonucleétidos para amplificar los genes invA e invB de Z.

mobilis.

Se realiz6 un alineamiento mdltiple utilizando las secuencias de otras invertasas
intracelulares reportadas en diferentes cepas de Z. mobilis depositadas en las bases de

datos como The european bioinformatics institute (http://www.ebi.ac.uk/).

Para la comparacion de estas secuencias se empledé el programa Clustal W
(http://embnet.vital-it.ch/software/ClustalW.html) de la base de datos EXPASY

(http://www.expasy.org/) con los siguientes cédigos de las invertasas:

&£

7 AAA27701.1 Zymomonas mobilis hypothetical protein (Gunasekaran et al. 1990).

&£

/7 BAA01258.1 Zymomonas mobilis invertase (Yanase et al. 1991).
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/7 AAO038865.1 Zymomonas mobilis invertase A (O’'Mullan et al. 2002).
/5 AAV89566.1 Zymomonas mobilis subsp. Mobilis (Seo et al. 2005).

Los resultados del alineamiento nos revelaron que las secuencias son muy
conservadas entre si, presentando un porcentaje de similitud de entre 100 y 97% (Para
ver alineamiento completo consultar en Anexo), por lo que se tomaron las regiones sin
variacion de los extremos 5’y 3’ (Figura 12) para el disefio de los oligonucleétidos 34 y

35 (Ver Anexo. Tabla de oligonucléotidos).

ENA|ARAZ2T7T701 |AARZ2T7T701.1 ATGGAATCCCCCTCTTATAAAAATTTARATCAAAGCCGAGGATGCACAGRA
ENA|BAAOD1258 |BAAO0IZ258.1 ATGGAATCCCCCTCTTATRAAAAATCTARATCAAAGCCGAGGATGCACAGRA
ENA |ARO38865|AA038865.1 ATGGAATCCCCCTCTTATRAAAAATTTARATCAAAGCCGAGGATGCACAGRA
ENA |AAVE9566 |AAVEBS566.1 ATGGAATCCCCCTCTTATAAAAATTTAATCARAGCCGAGGATGCACAGAA
hh AR EI K AR AIAA KRR A K IAI AR AR A AR K AR AR AR K AR A A A KA A ***K
ENA |RAAZ2TTOL |AARZ2TT01.1 AGGATGCTAATCTAGCCGCTTTTTECAAGCGATGCCTGTTAA
ENA|BAAD1255 |BAADIZ58.1 AGGATGCTAATCTAGCCGCTTTTTIEAAGCGATGCCTGITTAA
ENA|ARO35865|AAC38865.1 AGGATGCTAATCTAGCCGCTTTTTCAAGCGATGCCTEITTAA
ENA |AAVE95€66 |AAVESD66.1 AGGATGCTAATCTAGCCGCTTTTTEAAGCGATGCCTETTAA

FHFF T FrFF A FF T F A FF T F A F FE T AT A S

Figura 12. Extremos 5 y 3’ del alineamiento multip le de diferentes secuencias de
invertasas intracelulares reportadas y depositadas en EBI (European Bioinformatics
Institute) de cepas de Z. mobilis para el disefio de oligonucleétidos para amplificar el gen
invA a partir del genoma de la cepa de Z. mobilis CDBB-B603. Extremo 5’ (Texto
amarillo) utilizado para disefiar el oligonucleétido directo. Extremo 3’ (Texto verde) empleado
para el disefio del oligonucleétido reverso para la amplificacion del ORF del gen invA.

De igual forma, para el disefio de los oligonucleétidos que nos permitieran amplificar el
gen invB, se realiz6 otro alineamiento mdultiple de las siguientes invertasas
extracelulares depositadas en bases de datos:

7 AAA61488.1 Zymomonas mobilis extracellular sucrase (Song et al. 1993).

/7 BAA04476.1 Zymomonas mobilis invertase (Kyono et al. 1995).

7 AAC36942.1 Zymomonas mobilis extracellular sucrose (Kannan et al. 1995).
5 AAG29871.1 Zymomonas mobilis extracellular sucrose (Ahn y Kang 2000).
/7 AAV88999.2 Zymomonas mobilis subsp. mobilis ZM4 (Seo et al. 2005).

En este alineamiento se obtuvo entre 100 y 99% de similitud entre las secuencias
analizadas anteriormente (Para ver alineamiento completo Ver Anexo), por lo que de

igual forma que para el disefios de los oligonucledtidos directo y reverso de la invertasa
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extracelular, se tomaron los extremos 5’ y 3’ para la sintesis de los mismos a partir de
regiones altamente conservadas en las 4 secuencias con los nucleétidos méas similares,

como se muestra en la Figura 13 para tener el marco de lectura abierto gen invB.

ENA|AARG14588 |ARAG148S,
ENA |BRAO4476|BREO44T6.
ENA |BAC36942 | ARC36942 .
ENA|BAG29571|ARG29871.
ENA |BAAVSS999 | ARVEE999,

ATGTTTAATTTTAATGCCAGTCGCTGGACGCGAGCCCAAGCGATGARAGT
ATGTTTAATTTTAATGCCAGTCGCTGGACGCGAGCCCARAGCGATGRAAAGT
ATGTTTAATTTTAATGCCAGTCGCTGGACGCGAGCCCAAGCGATGAAAGT
ATGTTTAATTTTAATGCCAGTCGCTGGACGCGAGCCCAAGCGATGARAAGT

S

E o

TATGCTTGGC-CGGTATGGCCTTTCCCT
TATGCTTGGC-CGGETATGGCCTTTCCCG
TATGCTTGGECTCGGTATGGC-TTTCCCT
TATGCTTGGC-CGGTATGGCCTTTCCCT
TATGCTTGGC-CGGTATGGCCTTTCCCT

FhEhkE I I I AL FhIFEAEAEH KA EFAEF FEFEAEAEAE A I L AL S

ENA |BARRG14588 | ARARG145E .
ENA |BAR0O4476|BRAO4476.
ENA|BAC36942 | AAC36942 .
ENA|BAG29571|ARG29871.
ENA|BAVSG999|AAVE3999,

R S =

Figura 13. Extremos 5 y 3’ del alineamiento multip le de diferentes secuencias de
invertasas extracelulares reportadas y depositadas en EBI (European Bioinformatics
Institute) de cepas de Z. mobilis para el disefio de oligonucledtidos 36 y 37 para
amplificar el gen invB a partir del genoma de Z. mobilis CDBB-B603. Extremo 5 (Texto
amarillo) utilizado para disefiar el oligonucledtido directo. Extremo 3’ (Texto verde) empleado
para el disefio del oligonucleétido reverso para la amplificacion del ORF del gen invB.

6.3.4.2 Procedimiento para la construccion.
El procedimiento para dichas construcciones se describe a continuacion:
1. A partir de ADN gendmico de alta calidad de Z. mobilis (Ver. Seccién 6.3.1.2.1)
realizar la siguiente mezcla de reaccion (en ese orden) utilizando la enzima de

alta fidelidad Pfu ADN polimerasa de Fermentas® (Ver especificaciones en

Anexo).

Mezcla de reaccién:

H,O libre de nucleasas 36.5 pL
Amortiguador Pfu con MgSO, 10x 5 pL
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dNTP’s 10 mM 1puL

Oligo directo* 1puL
Oligo reverso** 1uL
ADN molde (gendmico) 1L
Pfu ADN polimerasa 1L
Total de reaccion 50 pL

* Para gen invA oligonucleétido 34, para el gen invB 36

** Para el gen invA oligonucleétido 35, para el gen invB 37

2. Mezclar a homogenidad y transferir a tubos de PCR a termociclador con el

siguiente programa de PCR:

Programa utilizando la ADN polimerasa Pfu:

1 ciclo 95 C 3 minutos

(Desnaturalizacion inicial)

30 ciclos
Desnaturalizacién 95 <C 30 segundos
Alineamiento 70 € invA 30 segundos

73 € invB
Extension 72 C 2 minuto 30 segundos
1 ciclo 72 C 10 minutos

3. Comprobar la secuencia de los amplificados mediante secuenciacion vy utilizar
los programas Chromas Pro 1.5 (http://chromaspro.software.informer.com/1.5/)
BLAST de NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome)

para el ensamblado y analisis de las secuencias de los genes invA e invB.

4. Comprobar secuencia de los genes amplificados mediante endonucleasas de

restriccion BspHI mediante las condiciones siguientes:

BspHI
1 pL de ADN invA/invB
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1 pL BspHI
1 pL amortiguador 10x NE 4
6 uL H.Od

10 L de reaccion total

Incubar a 37 T durante 2 horas y media. No es nece saria la inactivacion.

5. Digerir de los productos de PCR (invA e invB) purificados asi como 0.5 pL de
vector pPICZaB (Invitrogen®) con endonucleasas Pstl y Xbal (Para obtener mas
informacion respecto a usos de endonucleasas de restriccion, consultar Anexo)

conforme lo que se muestra a continuacion:

Pstl

15 pL de invA/invB

3 YL Pstl

5 pL amortiguador 10x NE 3
26.5 pL H,Od

50 pL de reaccion total

Incubar a 37 € durante 2 horas. Inactivar Pstl 80 T por 20 minutos.

Xbal

15 pL de ADNp

3 pL Xbal

5 pL amortiguador 10x NE 4
1 uL BSA (10 mg mL™)

26.5 pL H,Od

10 L de reaccion total

Incubar a 37 € durante 2 horas y media. Inactivaci 6n de Xbal a 65 T por 20 minutos.

6. Limpiar mediante fenolizacién de las digestiones (Ver. Seccion 6.3.1.3).
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7. Comprobar la concentracion después de fenolizacion en gel de agarosa al 1.2%
y ligar cada ORF al vertor de expresion linealizado utilizando proporciones de
inserto vector 1:3y 1:6 (Ver. Seccion 6.3.1.6).

8. Comprobar construcciones pPICZaA-invA y pPICZaA-invB mediante tamafio (5.1
kb y 4.8 kb respectivamente), doble digestion con Pstl-Xbal y amplificacion del

ORF de acuerdo las condiciones mostradas a continuacion:

Doble digestion con Pstl y Xbal (Unicamente para comprobar liberacion de inserto en

transformantes).

1 puL de ADNp

0.5 pL Pstl

0.5 pL Xbal

1 pL amortiguador 10x NE 3
1 uL BSA (10 mg mL™)

6 uL H,Od

10 puL de reaccion total

Incubar a 37 € durante 3 horas. No es necesaria la inactivacion.
9. Introducir las construcciones a ceélulas de E. coli DH5a para propagacion y
conservacion de los vectores (Ver. Seccion 6.3.1.7.1).
10. Seleccionar las transformantes resultantes por medio de: resistencia a zeocina,
PCR de colonia (Ver. Seccion 6.3.1.8.1), fase de la construccion (Ver. Seccion
6.3.1.8.2), secuenciacion de construccion y analisis de restriccion con Bglll

conforme las siguientes condiciones:

Balll

1 pL de ADNp

1 pL Bglll

1 pL amortiguador 10x NE 3
7 L H,Od

10 pL de reaccion total

Incubar a 37 T durante 2 horas. No es necesaria la inactivacion.
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11.Extraer el ADN plasmidico (Ver. Seccién 6.3.1.1.2) de clona seleccionada con la
construccion y lineaizar mediante endonucleasa Sacl de acuerdo a las siguientes

condiciones:

Sac |

40 uL ADNp

4 pL Sacl

10 pL amortiguador 1x NE 1
10 puL BSA (10 mg mL™)

36 puL H,Od

100 pL de reaccion total

Incubar a 37 €T durante 3 horas. Inactivar enzima y limpiar la digestion (Ver. Seccion
6.3.1.3).
12.Introducir la construccion linealizada (aproximadamente 10 ug) en células
competentes de P. pastoris X-33, KM71 y GS115 (Ver. Seccion 6.3.1.7.2).
13.Seleccionar transformantes obtenidas mediante resistencia a zeocina (100 a
1000 ug mL™Y), PCR de colonia (Ver. Seccion 6.3.1.8.1), integracion de
construccion en genoma de P. pastoris (Ver. Seccion 6.3.1.8.3), bioensayo
colorimétrico (Ver. Seccion 6.3.2.1), bioensayo de fenotipo (Ver. Seccion 6.3.2.2)

y mediante fermentaciones a pequefa escala (Ver. Seccion 6.3.2.4).

6.4 Optimizacidon las condiciones de cultivo para la expresion de INVA e INVB

mediante induccidon con metanol en  P. pastoris.

La obtencién de proteinas heter6logas mediadas por el promotor fuerte AOX1
generalmente es llevada a cabo en dos etapas. La primer etapa consiste en un ciclo de
acondicionamiento y crecimiento de la transformante de P. pastoris con el objetivo de

obtener suficiente biomasa o densidad celular.
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En esta etapa las fuentes de carbono y energia mas empleadas son glucosa o glicerol,
sin embargo Inan y Meagher 2001 refieren al uso de otras fuentes como D-alanina,

sorbitol, manitol y trealosa.

Todos estos compuestos sefialados anteriormente, junto con etanol y acetato son
represores del promotor AOX1, por lo que hasta que esta fuente se agote
completamente y se adicione metanol comenzara la activacion del promotor AOX1 y por
lo tanto la expresidbn de la proteina recombinante (segunda etapa o periodo de

induccion).

1
glycerol  methanol
fed-batch | fed-batch
phafe phase

glycerol
batch phase

900

600 A

AOX [U (g cell)']

300 1

induction time [h]

BMGY y BMMY
28-30°C ' 2830°C
180-250 rpm | 180- 250rpm
1% 0.5-2%

Figura 14. Estrategia de dos etapas de fermentacion para induccién del promotor AOX1
para la expresion de proteinas recombinantes en P. pastoris . La primer etapa consiste en
una fase de crecimiento utilizando glicerol o glucosa (separacion con linea punteada) y la
segunda etapa corresponde a la induccion de la proteina de interés utilizando metanol como
Unica fuente de carbono y energia (Imagen tomada de Jahic et al. 2006).

En biorreactor (Figura 14), se puede llevar a cabo una etapa intermedia entre las dos
mencionadas anteriormente, la cual consiste en un periodo de alimentacion con glicerol
posterior a la etapa de obtencidn de biomasa, hasta que la cepa de P. pastoris alcance
una fase exponencial de crecimiento y una vez que el glicerol en el medio de cultivo se
agote, comienza la adicion de metanol (Inan y Meagher 2001, Jahic et al. 2003, Zhang
etal. 2003, Poutou et al. 2005, Cos et al. 2006).
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Es importante mencionar que para poder obtener mayor cantidad de proteina
recombinante es necesario optimizar el proceso de fermentacion durante la expresion
de la proteina recombinante de interés, evaluando diferentes condiciones de

crecimiento las cuales son:

/ Medio de cultivo a utilizar (Minimo y complejo).

/ Agitacion (120-300 rpm).

/S Temperatura (20- 30 C).

Concentracion de metanol (0.5 a 2%).

Cada proteina heterdloga reportada expresada en P. pastoris ha tenido condiciones
diferentes de expresion, sin embargo una gran mayoria de autores utilizan los medios
BMG/BMM, BMMG/BMMY (Ver. Seccion 6.2.2), 180 y 250 rpm, 28 'y 30 C vy
concentraciones de metanol de 0.5% y como méaximo 3 % debido a que P. pastoris
tolera concentraciones de 10 g L™ y a concentraciones superiores a 30 g L' de

metanol el crecimiento se ve totalmente inhibido (Charoenrat et al. 2005).

Otro factor importante es la configuracion del matraz. Villate et al. 2001 evaluaron
diferentes disefios de matraces en donde incluian matraces sin indentacion, una, dos,
tres y cinco indentaciones, encontrando que un sistema con triple indentacion mejoraba
la produccién de biomasa comparada con otros disefios. Asi mismo, utilizando los
matraces con este tipo de disefio, aumentaban los niveles de expresion de la proteina
recombinante a pequefia (mediana) escala debido a que aumentan la transferencia de

oxigeno en el sistema.
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6.4.1 Fermentacion en medio liquido volumen 250 mL.

Este procedimiento también es denominado como fermentacion a mediana escala
debido a que generalmente se compara con la produccién en bioreactores o

contenedores mayores a 2 litros, siendo esta la denominada fermentacion a gran escala.

El procedimiento consiste en los siguientes pasos:

1. Tomar una colonia resembrada al menos dos veces con 1000 pg mL™ de
zeocina e inocular matraz con triple indentacion de 250 mL con 25 mL de medio
YPD durante 48 horas con agitacion de 250 rpm a 30 C.

2. Centrifugar células a 3000 g por 5 minutos.

3. Resuspender pellet en medio BMG o0 BMGY (10-15 mL) y medir DOggonm.

4. Llevar a DOgoonm= 1 en 25 mL de medio BMM o BMMY (10% de volumen de
operaciéon Inan y Meagher 2001, Li et al. 2009), e incubar en matraces de 250
mL con triple indentacion a 20 C, a 180 rpm, durante aproximadamente 120
horas o hasta detectar el mayor nivel de expresion de la proteina de interés. Los
matraces pueden ser cubiertos con gasa quirdrgica estéril con doble capa en
lugar de tapones de algodon.

5. Afadir metanol (10x) para una concentracion de 1% en el volumen de operacion
cada 6 ,12 o 24 horas dependiendo del comportamiento en la expresion de la
proteina de interés para mantener la induccion.

6. Tomar una alicuota de 1 mL del sobrenadante de cultivo (en cada tiempo de
induccion), centrifugar a 3000 g por 5 minutos y utilizar el sobrenadante para la
deteccion de la proteina de interés por SDS-PAGE, cuantificacion de actividad
(Ver. Seccion 6.3.2.3) y cantidad de proteina (Ver. Seccién 6.5.1.1) (Cregg vy
Higgins 1995, Bhanot et al. 2007, Cregg et al. 2009, Invitrogen 2014).
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6.5 Comparacién de la produccién de invertasas nati vas y recombinantes.

Para poder llevar a cabo esta etapa fue necesario conocer cudl era la produccion de
invertasas nativas (intra y extracelular) producidas por Z. mobilis por lo que antes de
hacer la comparacion entre los promotores, se decidi0 montar un experimento para

evaluar la produccion de dichas enzimas.

6.5.1 Produccion de las invertasas de  Z. mobilis.

6.5.1.1 Técnica de cuantificacion de proteinas por ~ método de Lowry.

6.5.1.2 Técnica de cuantificacion de biomasa por pe  so seco.

Se realizé una fermentacién mediada utilizando la cepa de Z. mobilis CDBB-B603 la
cual consistio en dos etapas. La primera consistid en el crecimiento del preinoculo de la
bacteria en el medio descrito como de mantenimiento, indculo y fermentacion propuesto
por Bekers et al. 2000 (Ver. Seccion 6.2.1.2).

1. Preinoculo: Crecer cepa de Z. mobilis en 100 mL medio Bekers a 30 € durante
10 horas sin agitacion en matraz de 1 L

2. Tomar el preinoculo y llevarlo a una concentracion del 10% en un volumen total
de 100 mL de medio Bekers nuevo (0 D.O.g00= 1). Incubar a 30 T sin agitacion
durante 24 horas tomando muestra cada 2 horas en las primeras 12 horas.
Pasado este tiempo, muestras tomadas cada 6 horas.

3. Centrifugar muestras a 8000 rpm por 5 minutos a 4C. Separar sobrenadante de
biomasa y determinar actividad invertasa (Ver. Seccion 6.3.2.3) y cantidad de
proteina por el método de Lowry et al. (1951) el que se describe a continuacioén:
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- Mezclar 100 yL de muestra con 2.5 mL de reactivo C (Ver Anexo).

- Agitar vigorosamente y esperar de 5 a 10 minutos. Pasado este tiempo agregar
0.25 mL de reactivo D (Ver Anexo).

- Agitar vigorosamente y esperar de 20 a 30 minutos

- Leer a 600 nm. Nota: El tiempo entre el paso (iii) y (iv) no debe superar 60

minutos.

4. Determinar cantidad de biomasa por el método de peso seco como se describe a
continuacion:

- Llevar a peso constante charolas de aluminio en mufla con una temperatura
de 60-70 .

- Anotar peso inicial (o) e introducir la biomasa o restos celulares previamente
centrifugados de las fermentaciones.

- Introducir en mufla y secar completamente biomasa y anotar el peso obtenido
de éste paso ().

- La diferencia de de los pesos corresponde a la biomasa cuantificada.

6.5.2 Produccion de las invertasas recombinantes ex  presadas constitutivamente

por P. pastoris.

En esta etapa se consultaron las condiciones sugeridas por Calixto-Romo (2009) y las
evaluadas en éste trabajo, tomando en cuenta que estas construcciones fueron
utilizadas como controles positivos en los ensayos de optimizacidon para la expresion de

las invertasas reguladas por el promotor inducible (AOX1).

El procedimiento es el mismo realizado para la fermentacion utilizando matraces
indentados de 250 mL (Ver. Seccion 6.3.2.4) pero empleando matraces de 1 L y medio
YPD. Evaluar la fermentacion durante 132 horas sin adicién de glucosa tomando
muestra cada 12 horas y evaluar actividad invertasa (Ver. Seccion 6.3.2.3), cantidad de
proteina (Ver. Seccion 6.5.1.1) ambas en el sobrenadante de cultivo y biomasa (Ver.
Seccion 6.5.1.2).
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6.5.3 Produccion de las invertasas recombinantes ex  presadas por induccién con

metanol en P. pastoris.

Este procedimiento se realiza de la misma forma a las anteriores descritas, es decir, a
partir de la metodologia de la fermentacién usando matraces de 250 mL (Ver. Seccion
6.3.2.4), cambiando el volumen del matraz por uno de 1 L con volumen de operacion de
100 mL (10% Volumen de operacion). Tomar muestra cada 12 horas y adicionar 1% de
metanol (concentracion final) cada vez que se tome la muestra. Al sobrenadante de
cultivo se le realizan los siguientes analisis: Cuantificacion de proteina (Ver. Seccion
6.5.1.1), Actividad invertasa (Ver. Seccion 6.3.2.3) y determinacion de Biomasa (Ver.
Seccién 6.5.1.2).

6.6 Purificacion y caracterizacion bioquimicade la s invertasas recombinantes.

Las enzimas pueden utilizarse purificadas, semi-purificadas o sin purificar, dependiende
de su uso o aplicacién. En diversos procesos industriales generalmente las enzimas
puede utilizarse semipurificadas o a partir de extractos celulares. Sin embargo para
procesos de uso farmaceéutico o alimenticio el grado de pureza del biocatalizador debe

aumentar.

Conforme se aumenta el nUmero de etapas de purificacidon el proceso se considera mas
costos y conlleva mas tiempo, por lo tanto industrialmente hablando deja de ser tan

atractivo.

Tomando en cuenta lo anterior, el objetivo de este proyecto fue purificar un
biocatalizador util para procesos industriales relacionados con la industria de alimentos,
por lo tanto el producto debe de tener alto grado de pureza y a su vez utilizar el menor

namero de etapas de purificacion.
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Esta etapa se realiz6 tomando en cuenta que las enzimas a purificar, es decir la
invertasa recombinante intracelular (INVAaox1) Y extracelular (INVBaoxi1) producidas por
P. pastoris inducidas por metanol no cuentan con la cola de poli-histidinas (Ver Seccion

6.3.4) ademés que su estabilidad a pH es baja.
6.6.1 Purificacion de INVA aox1.

El proceso de purificacion de esta invertasa fue diferente a la invertasa recombinante

extraceluar (INVBaox1) consistiendo en los siguientes pasos:

1. A partir de un cultivo de 300 mL de células de P. pastoris (cepa AX24) con la
construccion pPICZaB-invA, crecidas bajo las condiciones mencionadas
anteriormente (Ver. Seccion 6.5.3) durante 84 horas, se concentr6 a 4T por
ultrafiltracion, usando una membrana de polietilensulfona con un tamafio de poro
de 30,000 Da (PALL®).

2. Una vez que se obtiene una concentracion de 30 veces, se dializo el
concentrado por toda la noche a 4 € contra amortig uador A (Amortiguador de
acetatos 25 mM pH 5.2, 25 mM de KCI, 0.1 mM PMSF y 5% de glicerol).

3. Se inyect6 5 mL del dializado en columna UNOsphere™ S (9.5x1.6 cm, Bio-Rad)
con un volumen de empaque de 17 mL equilibrada con amortiguador A.

4. Se eluyeron las proteinas absorbidas con un gradiente de KCI (0.025-1 M) en
amortiguador A con un flujo constante de 2 mL min™.

5. Se colectaron fracciones de aproximadamente 2 mL. A las fracciones colectadas
medir proteina a 280 mM y actividad invertasa (Ver. Seccion 6.3.2.3).

6. Las fracciones que presentan actividad invertasa se analizaron para ver pureza
en gel SDS-PAGE al 10% y se almacenaron a 4 T para estudios de

caracterizacion bioquimica.
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6.6.2 Purificacion de INVB  aox1.

Este proceso se llevé conforme a lo que se describe a continuacion.

1. 300 mL de sobrenadante obtenido a partir de fermentacion por 84 horas de
células de P. pastoris con la construccién pPICZaB-invB (cepa BX26), crecidas
bajo las condiciones mencionadas anteriormente (Ver. Seccion 6.5.3), se
concentraron por precipitacion al 60% con (NH,4),SO,4 a 4 € toda la noche.

2. Se recuperé el material insoluble por centrifugacion (8000 rpm a 4 C durante 1
hora) y se resuspendio el pellet obtenido en amortiguador de acetatos 50 mM pH
5.5.

3. Se eliminaron las sales por medio de dialisis a 4 T contra amortiguador B
(Amortiguador de L-Histidina 25 mM pH 5.5, 25 mM KCI, 0.1 mM de PMSF y 5%
glicerol) por toda la noche.

7. Se inyectaron 5 mL del dializado a columna UNOsphere™ Q (19.5x1.6 cm, Bio-
Rad) con un volumen de empaque de 12.5 mL equilibrada con amortiguador B.

4. Eluir las proteinas absorbidas en gradiente linear de KCI (0.025-1 M) de
amortiguador B con un flujo constante de 2 mLmin™.

5. Se colectaron fracciones de aproximadamente 2 mL. A las fracciones colectadas
se midio la proteina a 280 mM y actividad invertasa (Ver. Seccion 6.3.2.3).

6. Las fracciones que presentaron actividad invertasa se analizaron para ver pureza
en gel SDS-PAGE al 10% y se guardaron a 4 T para estudios de

caracterizacion bioquimica.

6.6.3 Caracterizacion bioquimica de INVA  aox1 € INVB aox:.

Una vez purificados los biocatalizadores es necesario determinar las caracteristicas que
presentan, estos atributos seran comparados con las condiciones que es utilizan en
otros bioprocesos o con otros biocatalizadores utilizados con el objetivo de intentar
hacer dichos procesos mas eficientes. Los parametros que se midieron en éste trabajo

se describen a continuacion.
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6.6.3.1 Temperatura 6ptima.

Tanto para INVAsox1 € INVBaox1 Se realizd el ensayo el cual consiste en probar un
rango de temperaturas desde 20 a 55 € en una solucién de sacarosa 50 mM
preparada en amortiguador de acetatos 50 mM pH 5.5. La mezcla de la reaccion se

incuba durante 5 minutos y se determina la actividad invertasa (Ver. Seccion 6.3.2.3).

6.6.3.2 pH optimo.

El efecto del pH sobre la actividad enzimética se realiz6 el mismo procedimiento para
ambas enzimas recombinantes en donde se evalia un rango de pH de 4.0 a 7.5,
usando sacarosa como sustrato (solucion a 50 mM) preparada en amortiguador de
acetatos 50 mM (4.0 a 5.5), amortiguador de citratos 50 mM (6.0 a 7.0) y amortiguador
de fosfato de sodio 50 mM (7.5). La reaccion se mezcl6 y se incubo por 5 minutos a la
temperatura optima de cada enzima (INVAaoxi, 35 T e INVA aoxi, 40 T), pasado este

tiempo se mide actividad invertasa (Ver. Seccion 6.3.2.3).

6.6.3.3 Parametros cinéticos.

Esta determinacion se debe de hacer cuanto ya se tienen establecidos el pH y
temperatura de las enzimas recombinantes. La tasa de hidrdlisis se estima incubando la
enzima a diferentes concentraciones de sacarosa (0.01 a 2 M) y se evalla el grado de

hidrdlisis del sustrato a su temperatura y pH optimo.
Para INVAaox1 son 35 € pH 5.5 mientras que para INVB aox1 son 40 €T pH 5.5. Los

valores de Ky Y Vmax son determinados mediante graficamente por método de regresion
lineal (Lineweaver-Burk 1934 y Hanes-Wolf 1942).
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6.6.3.4 Efecto de iones metalicos y EDTA.

Para evaluar el efecto de diferentes iones metélicos y EDTA, las invertasas purificadas
se mezclaron con una solucion de sacarosa 50 mM y se preparé el amortiguador de
acetatos 50 mM pH 5.5 conteniendo alguno de estos iones siguientes: NiCl;, MgCly,
CuS0Oy, ZnS0O4, FeSO4, MNCl,, HgCl,, CaCl,, 0 EDTA a concentraciones finales de 1, 5

y 10 mM cada uno.

Las reacciones se incubaron a 35 T (INVA aox1) Y 40 T (INVB aox1) por 5 minutos. La
actividad enzimatica sin metal (Ver. Seccion 6.3.2.3) se considera como el valor de

referencia (100%).

6.6.3.5 Termoestabilidad.

En éste estudio, las preparaciones de enzimas purificadas se incuban a diferentes
temperaturas (35-55 C) y se toma muestra cada dete rminado periodo de tiempo para
establecer la vida media (t12) de la enzima (50% de la actividad inicial). A la muestra
tomada se le determina la actividad remanente con solucion de sacarosa 50 mM
preparada en amortiguador de acetatos 50 mM pH 5.5 y se cuantifican los azucares

reductores (Ver. Seccion 6.3.2.3).

6.6.4 Efecto de la glicosilacion en las propiedades de INVAaox1 € INVBaox1

purificadas.

Como se ha mencionado anteriormente la glicosilacion puede modificar las
caracteristicas de la proteina que tiene esta modificacion post-traduccional, por lo tanto,
se utilizar un método sencillo para la deteccion de grupos glicosilo y posteriormente se
decidi6 remover estos grupos de las invertasas recombinantes expresadas en P.
pastoris con el fin de evaluar el efecto que tenian estos sobre sus propiedades

bioquimicas.
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6.6.4.1 Tincion de glicoproteinas en geles de polia  crilamida.

La levadura P. pastoris tiende a glicosilar las proteinas que expresa, esto en ocasiones

puede ser una desventaja debido a:

4 Modificaciones en su solubilidad.

4 Secrecion.

4 Estabilidad.

/ Produccion de anticuerpos (Jenkins y Curling 1994).

Por tal motivo es importante determinar el grado de glicosilacion que tienen las enzimas

recombinantes (o0 si lo presentan) expresadas por esta levadura.

Una prueba sencilla para determinar si una proteina tiene glusidos en su estructura es
la tincion de Schiff, en la cual los carbohidratos son oxidados a aldehidos por medio del
acido peryddico y posteriormente son visibles con el reactivo de Schiff (Zachurius et al.
1969).

Esta técnica se ha utilizado con diferentes soportes como geles de poliacrilamida o
acetato de celulosa y se necesita por lo menos 1 ug de glicoproteina para ser visible
después de la tincion de PAS (acido peryddico-Schiff). Se han descrito algunos
métodos para aumentar la sensibilidad de PAS como la condensacion de dansil
hidracina con los grupos aldehido producidos por la oxidacion del periodato, sin
embargo en ocasiones puede tener mucho ruido de fondo (Trivedi et al. 1983).

El método que se describe a continuacién fue descrito por Segrest y Jackson (1972)

con ligeras modificaciones tomando en cuenta las caracteristicas de las invertasas

recombinantes obtenidas:
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Correr gel SDS-PAGE al 10% con la glicoproteina y control positivo (Invertasa de
S. cerevisae).
Después de este paso, sumergir el gel en agua unos minutos con agitacion para

quitar exceso de amortiguador de corrida.

3. Sumergir gel en &cido tricoloracético al 10% de 2 a 4 horas con agitacion suave.

»

© © N o a

Continuar la fijacion sumergiendo el gen en solucion de isopropanol: acético:
agua (25:10:65) de 8 a 12 horas con agitacion suave.

Adicionar &cido acético al 7.5% a 4 € durante 30 minutos.

Incubar en &cido peryddico al 0.2% a 4 < por un a hora.

Incubar en reactivo de Schiff a 4 T por una hor a.

Colocar el gel en acido acético al 7.5% hasta aparicion de bandas.

Entre cada paso se pueden hacer lavados con H,0.

6.6.4.2 Desglicosilacion de invertasas recombinante  s.

Para obtener las formas activas desglicosiladas de INVAaox1 € INVBaox1 Se trataron

bajo condiciones no desnaturalizantes con la enzima Endoglicosidasa H (Endo H,

Roche Diagnostics GmbH) de acuerdo a las condiciones de proveedor.

1.

2.

Adicionar 1 uL de Endo H a 0.77 mg mLin 50 mM acetate amortiguador pH 5.0
de INVAxox: purificada y 0.76 mg mL™*in 50 mM L-Histidine amortiguador pH
5.5 INVBaox1 purificada a 4 € durante toda la noche (la temper atura es con el
objetivo de que la enzima no se desnaturalice por calor).

Analizar alicuotas de muestras desglicosiladas (d-INVAaoxi and d-INVBaox1) en
geles de SDS-PAGE al 10% y caracterizar el resto de las muestras con los
analisis mencionados en las secciones superiores (temperatura optima, pH

Optimo, parametros cinéticos y termoestabilidad).
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6.6.4.3 Anadlisis bioinformatico.

Para la prediccién de los sitios potenciales de N-glicosilacion en la secuencia de las
invertasas nativas intra (Yanase et al. 1991) y extracelular (Kyono et al. 1995) de Z.

mobilis, se utilizé el servidor Ensemble Gly http://turing.cs.iastate.edu/EnsembleGly/

(Menendez et al. 2013) el cual permite conocer a partir de un algoritmo los sitios
probables en donde de acuerdo a la secuencia de aminoacidos P. pastoris llevara
acabo N-glicosilacion (Asn-X-Ser/Thr) u O-glicosilacion (Ser/Thr) (Daly y Hearn 2005,
Macauley-Patrick et al. 2005, Li et al. 2007).

6.6.4.4 Elaboracion de zimograma para la deteccion  de actividad invertasa.

El uso de zimogramas para deteccion de proteinas con actividad invertasa es otro

meétodo de escrutinio rapido para encontrar cepas o clonas con actividad.

El método que se describe a continuacion es el reportado por Gabriel y Wang en 1969

con ligeras modificaciones.

1. Realizar el gel de poliacrilamida al 10% sin SDS y bajo condiciones nativas
(muestras sin hervir y sin B-Mercaptoetanol).

2. Correr la electroforésis en hielo 0 a 4 T a 80 volts maximo.

3. Una vez que termina la electroforesis enjuagar por 1 hora el gel con
amortiguador de acetatos 50 mM pH 5.5 con agitacion a 4 C (hacer 2 recambios
cada media hora). (Etapa de “renaturalizacion”)

4. Sumerger el gel en solucion de sacarosa al 10% en amortiguador de acetatos 50
mM pH 5.5 por 30 min a 40 C.

5. Una vez que pase ese tiempo, remover solucién, dar un lavado con agua
destilada por 5 min y pasado ese tiempo sumergir en solucion de TCC al 0.1% en
1 N NaOH en oscuridad (no necesita agitacion) a temperatura ambiente hasta

aparicion de bandas (5 a 10 min).
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6.7 Inmovilizacion de INVA aox1 € INVBaox1.

Para llevar a cabo la inmovilizacién de un biocatalizador es necesario tomar en cuenta

ciertos requisitos:

vii)

Esquema de la reacciéon

Conocer las caracteristicas de la enzima

Determinar el tipo de soporte y sus caracteristicas
Establecer el método a emplear para la inmovilizacion
Preparacion de biocatalizador

Estandarizar las condiciones para la inmovilizacion

Determinar el método para evaluar la eficiencia de inmovilizacion

En este trabajo se buscO evaluar los dos métodos para inmovilizacion de enzimas

mediante el uso de diferentes soportes: Nylon 6 y Quitosano. La selecciéon del soporte

debe ser tomada en cuenta en base a los siguientes criterios (Mateo et al. 2007):

Superficie suficientemente larga y geométricamente congruente con el tamafio
de la enzima.

Alta densidad de grupos reactivos en la superficie.

Los grupos funcionales entre la enzima y el soporte deben presenta el minimo
impedimento estérico en la reaccion (si se desea una unién multipuntual).

Los grupos reactivos del soporte deben de reaccionar con los grupos funcionales
de la superficie de la enzima.

La unién por medio de grupos funcionales debe ser estable para que permita por
mucho tiempo la reaccion enzima-soporte.

Debe ser facil volver a tener la superficie del soporte de forma inerte después de
la inmovilizacién, ya sea bloqueando o destruyendo los grupos reactivos

remanentes sin que afecte a la enzima.
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6.7.1 Inmovilizacién por métodos quimicos.

6.7.1.1 Soporte: Nylon 6.

Como se ha mencionado con anterioridad, este método tiene sus ventajas y sus
desventajas, por lo tanto la seleccion del mismo se realizé por estudios realizados en el
laboratorio mostrando buenos resultados en otros trabajos (datos no publicados).

El procedimiento para llevar a cabo esta inmovilizacion consiste en tres etapas globales,
la activacion del soporte, adicion del brazo espaciador y el acoplamiento, técnica fue
descrita anteriormente por Ortega-Lépez et al. (1993) pero fue estandarizada para las
enzimas utilizadas en el grupo de trabajo por Santiago-Hernandez (comunicacion

personal) y reportada por Amaya-Delgado et al. (2006), Calixto-Romo et al. (2008):
Activacion:

1. A 1g de Nylon 6 adicionar 10 mL de glutaraldehido (9.25%) en amortiguador
de boratos 0.2 M pH 9 a 70 T con agitacién por 20 minutos. Realizar de una
serie de lavados con agua destilada por filtracion (100 mL).

Brazo espaciador:

2. Incubar el Nylon-6 en 5 mL de Polietilenglicol al 5% en amortiguador de
boratos por 3 horas en agitacion a 25 T. Transcurrido el tiempo hacer
lavados por filtracién con agua destilada.

3. Reactivar el Nylon en amortiguador de acetatos 0.05 M pH 5.5 con 0.4 mL de

glutaraldehido al 1% durante 15 minutos a 25 C. Pasado este tiempo, se

realizaron lavados por filtracidbn con agua destilada
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Acoplamiento:

4. Adicionar 10 mL de solucion enzimética (INVAaoxi O INVBaoxi) con
concentracion conocida de enzima (se recomiendan 10 mg de enzima
purificada) en amortiguador de acetatos 0.05 M, 20 mM KCI, 10 mM MgCl, 5
mM de cisteina y 5% glicerol, pH 5.5 a 4C por un p eriodo de 16 horas sin
agitacion.

5. Centrifugar el inmovilizado a 14,000 rpm por 15 minutos, resuspendiendo la
pastilla en amortiguador de acetatos 0.05 M, pH 5.5.

6. Medir la cantidad de proteina presente en el sobrenadante y en la suspension
del inmovilizado enzima-Nylon por método de Lowry (Ver. Seccion 6.5.1.1) y
la actividad enzimatica por el método de cuantificacibn de azucares
reductores liberados, utilizando DNS (Ver. Seccion 6.3.2.3).

7. Medir la eficiencia de inmovilizacion mediante el factor de eficiencia (Fg) el
cual se define como (Amaya-Delgado et al. 2006):

Fe— AL
Ao — Ae
Donde:
Ai= Actividad enzima libre
Ao= Actividad enzima inmovilizada
Ae= Actividad enzima residual
8. Utilizar la suspension de enzima inmovilizada-Nylon para determinaciones de

parametros cinéticos, bioquimicos y efecto de iones metalicos y EDTA.
Estabilidad operacional:
Esta etapa se refiere al nUumero de reldsos que es capaz de tener la enzima inmovilizada

en el soporte, la cual se determina pasando una cantidad especifica de solucion de
sacarosa, el procedimiento que se sigue se describe a continuacion.
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1. Medir el volumen del empaque (Enzima inmovilizada) y el volumen aproximado
de tuberias (mangueras y accesorios) dado que este es el “volumen muerto”
antes de que la enzima empieze a llevar a cabo su catalisis.

2. Equilibrar la columna con amortiguador de acetatos 50 mM pH 5.5 (o el
amortiguador bajo el cual trabaja la enzima), aproximadamente 15 mL.

3. Pasar solucion de sacarosa al 10% (25 mL) dejando correr primero el “volumen
muerto” antes de colectar la fraccion que corresponde al hidrolizado.

4. Medir actividad enzimatica de la solucion hidroizada (Ver. Seccion 6.3.2.3) el cual
sera el tiempo 1 (el tiempo cero y el 100% de actividad debe medirse antes de
empacar la enzima en la columna).

Lavar la columna con 3 volumenes de amortiguador de acetatos.
Todo esto se realiz6 a temperatura ambiente (25 C) pero puede realizarse a la
temperatura 6ptima de la enzima para aumentar eficiencia.

7. Guardar la columna a 4 T o seguir midiendo los subsecuentes redsos hasta que

la actividad enzimética llegue al 50%.

6.7.1.2 Soporte: Quitosano.

La glicosilacién en enzimas no so6lo puede darle estabilidad, resistencia hacia altas
temperaturas o inactivacion por proteolisis (esto puede ser en sus condiciones normales
de operacion o en presencia de sulfactantes y sustratos caotropicos), sino que en

ocasiones ésta puede ser una ventaja para llevar la inmovilizacién (Gémez et al. 2006).

La inmovilizacion modificando los grupos funcionales de los carbohidratos es una
estrategia que puede proteger el sitio activo de la glicoproteina, el cual se localiza
generalmente como grupo funcional de la proteina, el tipo de union es de tipo covalente
pero en grupos no esenciales de la proteina, que son los grupos glicosilo que forman

parte de la glicosilacion de la enzima.
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Sin embargo esta técnica no siempre es 100% eficiente, debido a que en ocasiones la
enzima inmovilizada pierde actividad debido a modificaciones en el sitio activo como
consecuencia de la formacién de enlaces o cambios conformacionales (Melo y D’Souza
1991). Una vez que se lleva a cabo la modificacién de los grupos en los glusidos lo

siguiente es unirla a un soporte.

Dada la gran cantidad de soportes con los que actualmente se cuenta para llevar a
cabo los procesos de inmovilizacion es dificil la seleccion de soportes apropiados y que
tengan buenos resultados. Entre la nueva generacion de soportes se encuentran los
biopolimeros, siendo uno de ello el quitosano el cual proviende de la N-desacetiliacion
de la quitina, el segundo biopolimero mas abundante de la naturaleza (después de la
celulosa) y que puede ser obtenido de desechos de crustaceos o algunos moluscos

como el calamar por métodos quimicos y/o enzimaticos.

Entre las ventajas que posee este biopolimero se encuentran las siguientes (Klein et al.
2012):

/ Alta afinidad por la proteina.
/Hidrofobicidad.

/ Buena compatibilidad.

/ Reduce la interaccién no especifica.
/ Resistencia a degradacion quimica.
/ Propiedades antibacteriales.

7 Facil preparacién para tener diferentes formas fisicas.
El quitosano ocupado para estos primeros estudios fue proporcionado amablemente por

la Dra. Keiko Shirai Matsumoto, de la UAM-I. El quitosano antes mencionado fue

obtenido de cangrejo y con peso molecular medio (75-85% desacetilacion).
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Se siguieron diferentes métodos para la incorporacion de las enzimas recombiantes a
guitosano, sin embargo el método con el que mejor resultados se obtuvo fue siguiendo
el procedimiento descrito por Hsieh et al. (2000), con ligeras modificaciones, tal como

se describe a continuacion:

1. Mezclar 10 mg de invertasa recombinante purificada en 10 mL de
amortiguador de acetatos 50 mM pH 5.0 con 1 mL de periodato de sodio 30
mM con agitacion constante a 4 T durante 5 horas (este tiempo puede
cambiar de 3 a 6 horas).

2. Posterior a este tiempo, adicionar 200 uL d etilenglicol, dejando la reaccién a
4 <C por 40 minutos (este tiempo también puede vari ar de 30 a 40 minutos).

3. Pasado este tiempo, dializar la mezcla en amortiguador de acetatos 50 mM
pH 5.0 durante 18 horas.
4. Finalizado el dializado, adicionar 1 g de quitosano (disuelto en &cido acético

3% v/v) y dejar en agitacion suave durante toda la noche (12-16 horas) a
4 .

5. Centrifugar a 8500 rpm durante 15 minutos a 4 T y se medir la actividad
invertasa en el sobrenadante y en la suspension de enzima-Quitosano asi
como la cantidad de proteina por la técnica de Lowry (Ver. Seccién 6.3.2.3 y
6.5.1.1).

6.7.1.3 Soporte: Perlas de quitosano.

El quitosano tiene una naturaleza cationica, esto le permite realizar interacciones

electrostaticas con glucosaminoglicanos cationicos y otras moléculas de carga negativa.

Es por ésta razdn que el glutaraldehido, agente entrecruzador, es empleado para unir
los grupos amino libres del quitosano con la enzima. El procedimiento utilizado fue

descrito por Kumari y Kayastha (2011) con pequefias modificaciones.

El método consiste en tres etapas principales: Formacion de perlas, activacion e

inmovilizacion.
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Formacién de perlas:

1. Formar una mezcla homogénea con 1.5% de quitosano en 1.5% de &acido
acético agitando a 45 .

2. Utilizando una jeringa de 1 mL, adicionar por goteo la solucion de quitosano
del paso anterior en solucion de coagulaciéon (1M de KOH).
Agitar por 2 horas a temperatura ambiente para obtener las particulas.

4. Filtrar con agua destilada las perlas obtenidas hasta neutralidad en el filtrado.
Activacion:
5. Activar perlas del paso 4 con solucion de glutaraldehido al 2% dejando la

reaccion por 3 horas a temperatura ambiente.

6. Lavar las perlas del paso anterior con amortiguador de acetato de sodio 50
mM pH 5.5 de dos a tres veces para eliminar el glutaraldehido.

7. Las perlas activdas se pueden almacenar a 4 C e n amortiguador Tris 50 mM

al pH 6ptimo de la enzima.
Inmovilizacién:
8. Incubar las perlas activadas con 10 mg de la enzima purificada durante 24

horas a 4 T con agitacion las primeras 2 horas.

9. Las perlas se lavan de 4 a 5 veces para remover la proteina que no se unié.
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6.8 Estudios de actividad fructosiltransferasa (tra nsfructosilacion) en INVA aox1 €
INVB aox1.

Como se ha mencionado anteriormente, algunas invertasas tienen la capacidad de
utilizar la sacarosa y formar polimeros denominados frutcooligosacéaridos (FOS) y esto
incluye algunas invertasas producidas por plantas principalmente como Allium cepa,

Sorghum bicolor y Brachypodium ditachyon.

Existe una amplia gama de organismos que se han reportado son productores de
enzimas con actividad FT se ellos encuentran ascomicetos como: Aspergillus oryzae,
Aspergillus japonicus, Aspergillus niger, Aureobasidium pullulans; basidiomicetos como:
Cryptococcus laurentii, oomicetos como: Phytophthora parasitica; levaduras como:
Schwanniomyces occidentalis, Saccharomyces cerevisiae y bacterias como:
Lactobacillum reuteri, Paenibacillus polymyxa, Streptococcus mutans y Gluconobacter
diazotrophicus entre otros (Hankin et al. 1980, Farine et al. 2001, Martinez- Fleites et al.
2005, Dudikova et al. 2007, Goosen et al. 2007, Alvaro-Benito et al. 2007, 2012,
Antosova et al. 2008, Chuankhayan et al. 2010, Guilarte et al. 2010).

Z. mobilis es capaz de producir dichos FOS como son: nistosa, 1-ketosa, 6-ketosa y
neoketosa (Hernalsteens et al. 2010) y esta actividad se ha atribuido exclusivamente a
la levansacarasa que secreta esta bacteria dado que en estudios previos no se detectd
dicha actividad para las dos invertasas (Yanase et al. 1995).

Las invertasas con actividad de fructosiltransferasa (FT) se caracterizan por poseer alta
tolerancia a sacarosa y al medir los productos de hidrdlisis, la relacion glucosa y
fructosa no es equimolar, esto se debe a que los residuos de fructosa se transfieren a
otra sacarosa para empezar la sintesis de fructanos (Figura 15).
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Figura 15. Deteccién y mecanismo de reaccion de fru  ctooligosacaridos. (A) Cromatograma
obtenido mediante HPLC correspondiente a la reaccion de hidrdlisis de sacarosa y formacion de
fructooligosacaridos de Sw. occidentalis (1) fructosa, (2) glucosa, (3) sacarosa, (4) 1-kestosa,
(5) 6-kestosa. (B) Reaccién de transfructosilacion (Alvaro-Benito et al. 2007).

El mecanismo enzimatico es una unién covalente de un intermediario enzima-glicosil, el
cual libera glucosa mientras que la fructosa se queda unida a la enzima. En el caso de
la hidrolisis de invertasas, requiere la liberacion de la fructosa por una reaccion en

presencia de agua (Ritsema et al. 2006).

Esas reacciones han sido descritas de manera extensiva en plantas, determinando que
filogenéticamente las FTs evolucionaron de las invertasas vacuolares por lo tanto existe

una region altamente conservada.

Esta region consta de un mini-exén de 9 pb que codifica para tres aminoacidos (DPN)
los cuales constituyen parte del fragmento WMNDPNG que determina la especificidad

del sustrato. Este exon es muy conservado en algunas FTs e invertasas.

Si en esta secuencia se encuentra una Asp/Arg (D/R) entonces la sacarosa funciona
como sustrato donador. Por otro lado, si tiene una Ser/Asn (S/N) en ésta posicion, se
sugiere que la sacarosa no es utilizado como sustrato donador (Cortes-Romero et al.
2012).
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Otros autores mencionan que la caja de unidén a sacarosa tiene una secuencia diferente
a la descrita anteriormente, siendo esta mas especifica debido a que el nucledfilo debe
de estar presente en el loop N-terminal y en la primer hoja B. La caja de unién de
actividad FT es la siguiente: H-[FY]-[QR]-[PT]-X-X—[HNY]-[FY]-[IMQ]-[NSAYG]-D-
P—[NDS]- [GA] .

Mientras que para las invertasas la caja de union es: H-F—Q- [PT]-X-X—-[MN]-W-M-
N-D-P-N— G. Un cambio en la secuencia de aminoacidos puede implicar que las
invertasas no tengan actividad FT (Ritsema et al. 2006).

6.8.1 Analisis de la estructura primaria de INVA e  INVB en Z.mobilis .

Tomando en cuenta lo anterior se realizd6 un analisis in silico por medio de un
alineamiento mdultiple de invertasas de la familia GH32 que se conocen poseen la
actividad de transfructosilacion y algunas levansacarasas (Familia GH68) debido a que
la invertasa extracelular de Z. mobilis presenta alta homologia con levansacarasas, el

alineamiento multiple se realiz6 con las siguientes invertasas:

CODIGO

/INVA Zymomonas mobilis (SCR_ZYMMO)
/INVB Zymomonas mobilis (INVB_ZYMMO)

/s SACB Zymomonas mobilis (SACB_ZYMMO)
/INV vacuolar Brachypodium distachyon (C6KFAO_BRADI)
/ INV Allium cepa (O81083_ALLCE)
7 INV soluble acida Sorghum bicolor (D3U5CO_SORBI)
/ Fructosiltransferasa Lactobacillum reuteri (Q683P2_LACRE)
/  Fructosiltransferasa Paenibacillus polymyxa (Q45372_PAEPO)
/ Levansacarasa Streptococcus mutans (SACB_STRMU)
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Para este fin se consultaron secuencias de aminoacidos mediante la base de datos
Uniprot y se utilizaron dos programas de libre acceso disponibles en Expasy

denominados: Network Protein Sequence Analysis (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cqi-

bin/npsa_automat.pl?page=npsa_multalin.ntml ) y TCOFFE (http://tcoffee.vital-

it.ch/apps/tcoffee/index.html ).

6.8.2 Determinacién de productos de hidrdlisis.

Las condiciones para la produccion de FOS son muy variables siendo algunos factores

importantes a considerar:

/ Concentracion de sacarosa. Con un rango de 0.25a 2 M.

/  Temperatura y amortiguador de mezcla de reaccion. Las cuales no siempre es la
temperatura 6ptima de la enzima.

/ Tiempo de incubacién en la mezcla de reaccion. Teniendo un tiempo desde 30

minutos hasta 3 dias. Aunque algunos autores reportan que los tiempos deben

ser tempranos debido (en el caso de que tengan actividad hidrolasa).

7 Inactivacion de la enzima. Usualmente se pone a ebullicién o se trata con NaOH.

Por otro lado existen diferentes formas de medir la presencia de FOS producidos por
FTs, entre los métodos mas empleados se encuentra la cromatografia de capa fina
(TLC) y HPLC, en este trabajo se estandariz6 un método para identificar los productos
de hidrdlisis: glucosa y fructosa con el objetivo de detectar diferencias en la
concentracion de estos y con ello, posible actividad de FT.

La reaccion para determinar los productos de hidrélisis de ambas invertasas se llevo a
cabo de la siguiente forma (Chen et al. 2011, Batista-Fialho et al. 2013):
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Mezclar 50 pL de cada invertasa, 150 yL amortiguador de acetatos 50 mM pH
5.5 y 300 pL solucién de sacarosa 1 M, a temperatura ambiente, con
agitacion de 650 rpm durante 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 12 horas, 16 horas,
24 horas y 48 horas, tomando una alicuota de 40 yL

Pasados estos tiempos inactivar la muestra hirviendo (o a 90 C) durante 5
minutos, este tiempo puede ser variable dependiendo de la enzima, para las
invertasas recombinates este fue el tiempo éptimo.

Realizar una dilucion 1:500 de las muestras inactivadas e inyectar a HPLC.

El tipo de columna utilizada es: RPM-Monosaccharide Pb*? (8%), 300x7.80
mm, con una temperatura la columna 68 C, Flujo de 0.6 mL min™, fase mévil

agua desionizada, utilizando un detector de indice de refraccion.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Expresion de las invertasas INVA e INVB de  Z. mobilis en P. pastoris mediadas

por el promotor AOX1.
7.1.1 Vector de expresion pPICZ aA.
7.1.1.1 Obtencion de construcciones pPICZ  aA-invA y pPICZaA-invB.

Se obtuvo el ADN plasmidico (Ver. Seccion 6.3.1.1.1) de las construcciones pGAPZaA-
invA y pGAPaA-invB mediadas por el promotor fuerte GAP (Gliceraldehido 3 fosfato) a
partir de clonas de E. coli IM109. Se comprobé los tamafios de las construcciones y
liberacion de inserto mediante EcoRI y Sacll en ambos casos y la concentracion del
vector de expresion (pPICZaA) mediante gel de agarosa (Ver anexo), como se muestra

en la siguiente figura:
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FIGURA 16. Analisis electroforético en gel de agaro  sa al 1.2 % de digestiones a partir del
ADN plasmidico de: pGAPZ aA-invA, pGAPZaA-invB vy pPICZaA. Carril 1: Marcadores de
tamafo molecular. Carriles 2, 5y 8: pGAPZaA-invA, pGAPZaA-invB y pPICZaA sin digerir.
Carriles 3, 6 y 9: Digestiones con EcoRI y Sacll de vectores pGAPZaA-invA pGAPZaA-B y
pPICZaA. Carriles 4, 7 y 10: Digestiones con Sacll y EcoRI de vectores pGAPZaA-invA
PGAPZaA-invB y pPICZaA.

Los carriles 2 y 5 correspondieron al peso esperado del vector de expresién con el

promotor constitutivo (3.1 kb) mas las invertasas intra (1.5 kb) o extracelular (1.2 kb).
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En los carriles 3-4 y 6-7 se comprobd la liberacibn de ambos fragmentos,
indistintamente digiriendo primero con EcoRl o con Sacll (Figura 16). Ambos
fragmentos digeridos fueron limpiados con fenol (Ver. Seccion 6.3.1.3) de igual forma
gue el vector pPICZaA digerido con las mismas enzimas (Figura 16 carril 9 y 10)

Como control positivo de purificacidon y de digestion se utilizaron los productos de PCR
obtenido a partir de ADN plasmidico de las construcciones pPGAPZaA-invA y
pPGAPZaA-invB los pares de oligonucledtidos GVIII-GVII (invA) y CVIII-CIX (invB).
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 17 .

1 23 458678 9 1011

kb

10.0=|

5.0 =

<—3.3kb
4,0 —

3.0 =

1.5 =) <— 1.5kb
<— 1.2kb

1.0

0,5

Figura 17. Analisis electroforético en gel de agaro sa al 1.2 % de ORF's invA e invB
digeridos con EcoRI y Sacll a partir de ADN plasmid ico de las construcciones pGAPZ aA-
invA y pGAPZ aA-invB y comprobacién por PCR de presencia de insertos en las mismas
construcciones.  Carril 1. Marcador de tamafio molecular. Carril 2 y 3: ADNp pPICZaA
digerido con EcoRl y Sacll. Carril 4 y 5: PCR a partir de ADNp de vector pPICZaA utilizando los
GVIIl y GVII (control negativo). Carril 6 y 11: PCR a partir de ADNp de construcciones
pGAPZaA-invA y pGAPZaA-invB (control positivo) utilizando los GVIII y GVII (invA) y CVIIl y
CIX (invB). Carril 7-8 y 9-10: ORF's de invA e invB purificados y digeridos con EcoRI y Sacll.

Con los fragmentos digeridos y purificados (Figura 17), se realizo la ligacion de cada
gen en el vector pPICZaA utilizando la T4 ADN ligasa (Ver. Seccién 6.3.1.6) y se
transformaron células de E. coli DH5a mediante choque térmico (Ver. Seccion
6.3.1.7.1.1) utilizando como marcador de seleccidén zeocina a una concentracion 25 ug
mL™.
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De las todas las transformantes obtenidas se aislaron 6 y 10 transformantes de E. coli
DH5a con las construcciones pPICZaA-invA y pPICZaA-invB respectivamente y se
extrajo su ADNp (Ver. Seccion 6.3.1.1.1) para comprobar por andlisis de digestion la
presencia de ambos insertos, utilizando las enzimas EcoRl y Sacll conforme lo
mostrado en las Figura 15 vy Figura 16 respectivamente. De igual forma se
seleccionaron y aislaron 8 clonas de E. coli transformadas con el vector pPICZaA sin

insertos, como control negativo de presencia de los ORF de invA e invB (Figura 18).

12 3 4 5 6 7 8 9

<«—3.6 kb

Figura 18. Analisis electroforético en gel de agaro  sa al 1.2 % de digestiones con EcoRI y
Sacll de clonas de E. coli DH5a con el vector pPICZ oA sin inserto. Carril 1: Marcador de
tamafio molecular. Carril 2-9: Clonas C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 y C8 sin insertos.

Figura 19. Analisis electroforético en gel de agaro  sa al 1.2 % de digestiones con EcoRI y
Sacll para liberacion de inserto de clonas de  E. coli DH5a con la construccion pPICZ  aA-
invA . Carril 1. Marcador de tamafio molecular. Carril 2 y 4. Clonas Al, A2 y A4 con la
construcciéon pPICZaA-invA.
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Figura 20. Analisis electroforético en gel de agaro  sa al 1.2 % de digestiones con EcoRI y
Sacll para liberacion de inserto de clonas de  E. coli DH5a con la construccion pPICZ  aA-
invB . Carril 1: Marcador de tamafio molecular. Carril 2-11: Clonas B1, B2, B3,B4, B5, B6, B7,
B8, B9 y B10 con la construccion pPICZaA-invB.

De acuerdo a lo que se muestran en la Figura 18 ninguna de las clonas con el vector
pPICZa liberan los fragmentos invA o invB al hacer la digestion con EcoRIl y Sacll. Por
otro lado, de las 6 clonas de E. coli DH5a con la construccién pPICZaA-invA sélo 3
clonas liberaron el ORF de la invertasa intracelular proveniente de Z. mobilis,
denominadas Al, A2 y A4 (Figura 19). Asi mismo, de 10 transformantes de E. coli
conteniendo la construcciéon pPICZoA-invB, las clonas B4, B5 y B10 liberaron el
fragmento de 1.5 kb correspondiente a la invertasa extracelular de Z. mobilis (Figura
20).

7.1.1.2 Analisis de construcciones pPICZ aA-invA y pPICZaA-invB.

La etapa final de esta parte consistié en un analisis de secuenciacién del Sitio multiple
de clonacion (MIC) de ambas construcciones para asegurarnos que no existiera alguna
mutacion en los marcos de lectura abiertos y que posteriormente afectara la

funcionalidad de las proteinas transcritas.

Con éste proposito se disefié un oligonucledtido interno a partir de secuencia del vector
pPICZaA para tener una secuencia de empalme entre el vector y los ORFs de ambos

genes (Ver Anexo. Tabla de oligonucleétidos. Oligo 45).
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ATAAGGAACGGCGTAGAATTATACGACACTTGAGAGACAAAAAACAACTAATTATTCGAAACGATGAG
ATTTCCTTCAAACTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTOCCCCAGTCAACACTACAA
CAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTC
GATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCA
GCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAGAGAGAGGCTGAAGCATCGATGAATTCATG
GAATCCCCCTCTTATAAAAATTTAATCAAAGCCGAGGATGCACAGAAAMAAGCTGGAAAACGGCTTCTA
TCTTCTGAATGGTATCCTGGATTTCATGTAACGCCTTTAACTGGTTGGATGAATGACCCCAACGGGLTG
ATTTTTTTCAAGGGGGAATACCATCTTTTTTATCAATACTATCCTTTTGCACCTGTCTGGGGGCCGATGE
ATTGGGGACATGCGAAAAGCCGTGATTTAGTTCATTGGGAAACACTCCCTGTTGCCCTTGCTCCAGGGG
ATTCATTTGATCGCGACGGCTGTTTCTCAGGATGCGCTGTTGATAATAtTGGCGTTTTGACTCTGATCTA
TACGGGGCATATCGTTTTATCTAACGATAGCCCTGATGCCATTCGTGAAGTGCAGTGTATGGCGACAAG
CATAGACGGCATCCATTTTCAAAAAGAAGGCATCGTCCTTGAAAAAGCACCCATGCCACAGGTCGCCCA
TITCAGAGACCCTCGCGTTTGGAAGGAGAATGACCACTGGTTTATGGTGGTGGGCTATCGAACAGATG
ATAAGAAACATCAAGGAATCGGACATGTCGCTCTATACAGAACGAAAATCAAAAAAACTGGATTTTTGT
CAAACACTGCTGGGGGAAAATTCTCAATTACCGCTGGAAAAACGGTCTTGATTAGATCTAGCAGACCG
GTCTTCTCGaAAGTGCCCAACTTGAACTGIGGAACAGTCATGTCaAAGGCTACAAACTCAATGATGATG
ATGATGATGGTCGACGGCGCTATTCAGATCCTCTTCTGCGATGAGTTTTTGTTCTAtATTAACAGGCATC
GCTTGAAAAAGCGGCTAGATTACCATCCTGTAATGTCCATCTCTaAAAAGAATCAAAAACGGCATAGCC
TTCGATAICGAATAAACGGCCTTaAAGGCTGTCCTTATCGGGGAATATTCGACTACTTATGCTGTAGAGG
CCTTGGGTCTGATCATCGCCGACAAAAATTTCTATACATGATCGGTCAAGGAATATATGCAGTCTGECTT
TGGAGGTGTTCGOAAGCGGACAGCTTCaAATCCCTTTTACATTTTGCCCCGAGCGATTTCGGTCAAGAA
TGCTACGATTCTGGCTTCTATCGATATAAAGAAGCGTTTCTTGCCCTTTGCCATTACAGCGCAAAGCCAA
ACCAGCTTOATAAGCATTGCTTTTTTCCAAGTCAAAGATCAGCTCTATTTCTTGCAGGGGAGAGTCCATC
GaAAAGGGATGCTCGGCATCCOAAAGCGTTACGACAGATTCAATTTTTTCCGATTGTCGTAAAATCTCC
ATTTCTCaAACAGGCGTCATCACAATTTTATTATCAATTAAATCAAGCTTGCGGOGCAACGTCATACAGC
CAGCCCATCCATCTCGTTOGGGCTGGGTTTTTGETTTTCCCACATATCAAACCATGCAATTAATATTTGICG
ACCATCTTTAGCTTCAAACGTTGTGCTGCATAGAAATCATOGACCATAGTCTAGTCTTGGAAAGGATGTTT
CCGGGGAATTAIGGCTTGCCATTTCCAAATATECBLBACGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACTCAT
CTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACERTEATCATCATCATGRET GAGTTTGTAGCCTTAGACA
TGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTA
Figura 21. Analisis por secuenciacion del MIC de la construcciéon pPICZ aA-invA obtenida
a partir del ADN plasmidico de la cepa de  E. coli Al. Sombreado amarillo: Secuencia de
nucleétidos del fragmento pre-pro del factor alfa de secrecion de la proteina recombinante al
medio de cultivo Sombreado en verde: Sitios de restriccion EcoRIl y Sacll Sombreado en
azul: Secuencia nucleétidos correspondientes al epitope c-myc Sombreado en morado:
Secuencia codificante a la cola de poli-histidinas Letras en morado: Marco de lectura abierto
de la invertasa intracelular de Z. mobilis.

Conforme a lo mostrado en la Figura 21, no hubo corrimiento del marco de lectura del
gen de la invertasa intracelular. Sin embargo, algunos nucleotidos (letras en
minusculas) fueron diferentes a la secuencia virtual que se tiene en bases de datos
(PODJA7|SCR_ZYMMO Sucrose-6-phosphate, UNIPROT http://www.uniprot.org/), como

se muestra en la Figura 22 :
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atgagatttccttcaatctttactgctgttttattcgcagcatccteccgecattagetgee
M R F P S I FTAVTILTFHB AERASSATLARA
ccagtcaacactacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcecggt
P VN TTTETDTETH RZTG QTITZPATEA AVTIG
tactcagatttagaaggggatttcgatgttgectgttttgecatttteccaacagecacaaat
Yy §s b L E G D F DV A YV L P F 8 N S T N
aacgggttattgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggta
N G L L F I NTTTIA ATSTIA ASB AT KTETEGV
tctectcgagaagagagaggctgaagcatcgat
S L E KREA ATE A S
Figura 22. Andlisis de la secuenciacion ORF del ge n invA de Z. mobilis en la pPICZ aA-
invA obtenida a partir del ADN plasmidico de la cepa de E. coli ALl. Sombreado amarillo:
Triplete donde se localizan los nucleétidos modificados Letras rojas: Nucleétidos especificos

gue fueron modificados.

Sin embargo a pesar de que estos nucledtidos fueron diferentes a los reportados en las
bases de datos, el triplete donde estan contenidos codifican al mismo aminoacido, por
lo que pueden ser considerados como mutaciones silenciosas realizadas por E. coli y
gue no afectan la funcionalidad de la proteina resultante o variaciones del gen entre una

cepa de Z. mobilis y otra.

Realizando un alineamiento mdltiple utilizando el programa Clustal W

(http://lembnet.vital-it.ch/software/ClustalW.html), podemos observar que existe una

similitud con otras secuencias depositadas en las bases de datos electronicas de 95%

como se muestra en la Figura 23 ..
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VIRTS5148
sp|FBDVGS | SCR_ZYMMA
tr|CEWB21|CEWB21_Z¥MMN

VIRTS148
sp|FBDVES| SCR_ZYMMA
tr|CEWB21|CEWB21_Z¥MMN

VIRTS5148
sp|FEDVGS | SCR_Z¥YMMA
tr|CEWB21|CEWB21_Z¥MN

VIRTS5148
sp |FEDVGS | SCR_Z¥MMA
tr|CEWB21| CEWB21_Z¥MMN

VIRIS142
sp|FBOVGI | 5CR_ZY¥MMA
tr|CEWB21|CEWBZLl_Zvial

VIRIS148
sp | FEDVES | SCR_ZYMMA
tr|CEWBZl|CEWBZl_zZ¥iam

VIRTS5042

sp| FEDVES | SCR_Z¥YMMA
=p|PODJAT | SCR_ZYMMO
tr|cewszl|cewBzl_zYMmN

VIRTS042

sp|FEDVGS | SCR_2¥YMMA
sp|PODJAT | SCR_2¥MMO
tr|CEWB21|CBWB21_z¥Mm

VIRT5042

sp|FEDVGS | SCR_ZYMMA

30| PODJAT | SCR_ZYMMO
tr|CEwB21]CBWBZ1_zvIamt

VIRTS042

sp|FEDVGS | SCR_ZYMMA

sp | PODJAT SCR_zZ¥YMMO
tr|CEWBZ1lICEWE21_2YMMN
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Figura 23. Alineamiento multiple de la secuenciacio  n del ORF del gen invA de Z. mobilis
en la pPICZaA-invA obtenida a partir del ADN plasmidico de la cepa de E. coli Al.
VIRT5042 corresponde a la secuencia del gen invA en el vector de expresion, mientras que las
otras secuencias corresponden a otros genes de invertasas intracelulares provenientes de
cepas diferentes de Z. mobilis estudiada en este trabajo.

De igual forma que para el gen invA subclonado en el vector pPICZaA se realizo el
analisis de secuenciacion para el ORF de invB, resultados que se muestran a

continuacion:
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NNNTAAGACAAATTTCCCGTACGATTCTACGACACTT GAGAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAAC
GATGAGATTTCCTTCAACTTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAAC
ACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACT CAGATTTAGAAGG
GGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATT TTCCAACAGCACACATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTA
TTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAGAGAGAGGCTGAAGCATCGATGRAAT
[GATGTTTAATTTTAATGCCAGTCGLTGGACGCGAGCCCAAG CGATGAAAGT GAATAAATTTGATTTGA
CGACCTCTATGCCGGAAATCGGCACTGATTTTCCCATTATGCGTGATGACTTGTGGCTGTGGGATACTT
GGCCATTACGGGATATCAATGGCAATCCTGTCAGCTTTAAAGGCTGGAATGTTATTTTCTCTTTGGTCGC
TGACCGCAATATTCCGTGGAATGATCGCCATTCTCATGCCCGCATCGGCTATTTCTATTCCAAAGATGGT
AAMAGCTGGGTTTATGGTGGCCATCTATCGCAAGAATCG GCCAATACCCGCACGG CAGAATGGGTCCG
GCGGCACGATTATGGCACCCGGGTTCCCCGTAATCAGGTCGAAACCTTCTTTACCTCGACTTTATTCGAT
CAAGAATGGCGTCAGAAAAACCCGTTGCTGCTGTCACGAAATGGCCGCATTTTGCGGATAGCTGAAGG
CGTTTGGGTCCAAGGGTTTTGTACCAGTCACCGGATATCGTTTCAGGCTGATGGGCTGTTTCAACACAA
ATAATGCAAAAAAFGATCCCCTGGGAATTTCCGGGATCCTACAGGTCTATCCCTCAATCCCTGAAGATG
GATGAGACATTTGGTTTTGTTCAAAAACCAAAGGTTGCACCTGTCCCAGTGAAAAAAAGAATAAAGCA
AGGATAATATGTGCCACTGTCCAGCCAGACNTCATATGATCAG CGAGTCACATGCGATG CAGGTGAAT
AAATTTGATTTGACGACCTCTATGCCGGAAATCGGCACTGATTTTCCCATTATGCGTGATGACTTGTGGC
TGTGGGATACTTGGCCATTACGGGATATCAATGGCAATCCTGTCAGCTTTAAAGGCTGGAATG TTATTT
TCTCTTTGGTCGCTGACCGCAATATTCCGTGGAATGAT CGCCATTCTCATGCCCGCATCGGCTATTTCTA
TTCCAAAGATGGTAAAAGCTGGGTTTATGGTGGCCATCTAT TGCAAGAATCGGCCAATACCCGCACGG
CAGAATGGTCCGGLGGCACGATTATGGCACCGGGTTCCCGTAATCAGGTCGAAACCTTCTTTACCTCGA
CTTTATTCGACAAGAATGGCGTCAGAGAAGCCGTTGCTGCTGTCACGAAAGGCCGCATTTATGCGGAT
AGTGAAGGCGTTTGGTTCAAGGGTTTTGACCAGTCAACGGATTTGTTTCAGGCTGATGGTCTGTTTTAT
BGGEGGCCGCCAGCTTTCTAGAACARAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACERT
_TGAGTI'I'GTAGCCI'TAGACATGACTGTI’CCTCAG TTCAAGTTGGGCACTACGAGA
AGACCGGTCTGCTAGATTTAACGTAG

Figura 24. Analisis por secuenciacion del MIC de la  construccion pPICZ aA-invB obtenida
a partir del ADN plasmidico de la cepa de  E. coli B4. Sombreado amarillo: Secuencia de
nucleotidos del fragmento pre-pro del factor alfa de secrecion de la proteina recombinante al
medio de cultivo Sombreado en verde: Sitios de restriccion EcoRIl y Sacll Sombreado en
azul: Secuencia nucleétidos correspondientes al epitope c-myc Sombreado en morado:
Secuencia codificante a la cola de poli-histidinas Letras en azul: Marco de lectura abierto de la
invertasa extracelular de Z. mobilis.

Conforme a lo mostrado en la Figura 24, no hubo corrimiento del marco de lectura del
gen de la invertasa extracelular, sin embargo, algunos nucledétidos fueron diferentes a la
secuencia virtual que se tiene en bases de datos (PODJA4|INVB_ZYMMO Extracellular

sucrase, UNIPROT), como se muestra en la Figura 25 .

atgagatttccttcaactttttactgectgttttattecgecagecateccteocecgecattagetge
M B F P § T F Y CCFPFIROSIL PRI S C
tccagtcaacactacaacagaagatgaaacggcacaaattcoccggctgaagetgtcateygy
S S @ H Y N R R E N G T N 3 G A S C H R
ttactcagatttagaaggggatttcgatgttgctgttttgeccattttccaacagcacaaa
L L. R F R R 6 F R E€ €C CF A I F Qg Q@ H T
taacgggttattgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggt
N RV I VY K Y ¥ ¥ ¢ @ H ¢ C ER R R G
k4

atctctcgagaagagagaggcngaagcatcgat

S R K E R G L A I D

Figura 25. AnaI|S|s de la secuenciacion del ORF del gen invB de Z. mobilis en la pPICZ aA-

invB obtenida a partir del ADN plasmidico de la cepa de E. coli B4. Sombreado amarillo:
Triplete donde se localizan los nucledtidos modificados Letras rojas: Nucleotidos especificos
gue fueron modificados.
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En este caso sélo hubo dos nucleétidos diferentes a los reportados en las bases de
datos, y de igual forma que con la invertasa intracelular, el triplete donde estan
contenidos codifican al mismo aminoéacido. Al realizar el alineamiento multiple, podemos
observar que existe una similitud con otras secuencias depositadas en las bases de

datos electronicas de 98%, como se muestra en la Figura 26 .

VIRTS51 MENFNASMISE SHAMOVNKEDLT TSMFEIGIDEFPIMRDDLW LW DIWFLRDINGNFVSFRG
sp| PODJA4 | INVE Z2YMMO MENFNASRWIRAQARMRVNKEDLT TSMPEIGTDEPIMRDDIM LWDTWPLRDINGNPVSERG
sp|FEDIZT| INVE_Z¥MMA MENENASRWIRAQRMEVNKFDLT TSMPEIGTDFPIMRDDIW LW DTWPLRDINGNEVSEEG

W e B W R R W R W W R W W R R W W
VIRTS51 WNVIFSLVADRNIPWNDRHSHAR IGY FYSRDEKSWVYGCHLLOESANTRTAEWSGGTIMA
sp | PODJR4 | INVB_ZYMMO WNVIFSLVADRNIFPWNDRESHAR IGY FYSEDGRSWVYCGCHLLOESANTRTATWSGGTIMA

sp|FEDTZ7 | INVE ZYMMA WNVIFSLVADRNIFWNDRASHAR IGY MY SEDGESWVICGCGHLLOQESANTRTAIWSGGTIMA

AL EL L A AR R E L R R AL R AR AR R R L R AR R AR R S A b ek

VIRTS51 PGSRNOVE TFFIST L DRNGVREAVARVIRCRIYADSEGVWIKGFDOSTDLFQRADGLE YO
sp|PODJR4 | INVE ZYMMO PGERNCQVETFFISTLIDRNGVREAVARVIRGRIYADSEGVWEFRGFDOSTDLEFQADGLE YD
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Figura 26. Alineamiento multiple de la secuenciaci6  n del ORF del gen invB de Z. mobilis
en la pPICZaA-invB obtenida a partir del ADN plasmidico de la cepa de E. coli B4.
VIRT551 corresponde a la secuencia del gen invB en el vector de expresién, mientras que las
otras secuencias corresponden a otros genes de invertasas intracelulares provenientes de
cepas diferentes de Z. mobilis estudiada en este trabajo.

Debido a que se mantuvieron conservadas la mayoria de las secuencias subclonadas
en los vectores pPICZaA se decidio utilizar las transformantes de E. coli DH5a Al y B4.

Para el proceso de transfeccion de las construcciones en P. pastoris.

121



7.1.1.3 Transformacién en P. pastoris con los plasmidos pPICZ aA-invA vy
pPICZaA-invB .

Las clonas Al, B4 y C2 fueron seleccionadas para extraccion de ADN plasmidico a
gran escala (Ver. Seccion 6.3.1.1.2), con el objetivo de obtener suficiente cantidad de
material genético para su introduccion en células de P. pastoris X-33, debido a que son
necesarios de 5 a 10 ug de material genético para una transformacion mas eficiente
(Barral et al. 2005, Liu et al. 2006). Una vez obtenido el material genético necesario, se
introdujo en la levadura por medio de electroporacion (Ver. Seccion 6.3.1.7.2) y se
seleccionaron las clonas que crecieron en medio YPD (Ver. Seccion 6.2.2)

suplementado con zeocina (100 pg mL™).

Las transformantes resultantes fueron aisladas y resembradas en diferentes
concentraciones de zeocina, que fueron de 100 a 500 pg mL* (Figura 27), debido a que
la resistencia a altas concentraciones de zeocina es una manera de detectar eventos de
integracion multiple en el genoma de P. pastoris (Arjmand et al. 2012), y por lo tanto

asegurar al menos se encuentre una copia de el gen a expresar en la clona.

Vassileva et al. (2001) mencionan que las transformantes con resistencia de 100 ug mL
! de zeocina generalmente contienen una copia del nuevo cassette integrado en el
genoma de P. pastoris, y clonas resistentes a 500, 1000 y 2000 ug mL™ de zeocina
tienen 2, 3 y 4 copias, respectivamente. Esto no ocurre en todos los casos, sin embargo
es importante la comprobacion de integracion de las construcciones, ya que es una
manera de asegurar que se esta expresando la proteina de interés. Otras técnicas que

se pueden realizar para comprobar la integracion son Southern blot o PCR tiempo real.
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Figura 27.Transformantes aisladas P. pastoris X-33 crecidas en medio YPD con 200 ug
mL™" de zeocina como marcador de seleccion.  A. P. pastoris / pPICZaA-invA B. P. pastoris /
pPICZaA-invB C. P. pastoris / vector pPICZaA (control positivo) D. Pichia pastoris X33 sin
vector (control negativo).

7.1.1.4 Analisis de transformantes de  P. pastoris resistentes a zeocina

Posterior a la seleccién con zeocina, se aislaron 20 transformantes de P. pastoris X-33
conteniendo cada construccion y 10 transformantes solo con el vector pPICZaA (control
negativo de actividad invertasa y presencia de insertos). Se tomaron 5 clonas al azar
para analisis de presencia de insertos mediante PCR colonia (Ver. Seccién 6.3.1.8.1),
asi como 2 transformantes que con el vector sin inserto (control negativo), utilizando
para este analisis los pares de oligonucleétidos GVIII-GVII (invA) y CVIII-CIX (invB) (Ver

Anexo Tabla de oligonucleétidos).
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Figura 28. Analisis electroforético en gel de agaro sa al 1.2 % de PCR colonia de
transformantes P. pastoris X-33 con la construccion pPICZ aA-invA, utilizando los
oligonucledtidos GVIII y GVII.  Carril 1: Marcador de tamafio molecular. Carril 2: (Control
negativo de PCR) Clonas C4 conteniendo el vector pPICZaA sin inserto. Carril 3-7: Clonas de
P. pastoris Al, A9, All, A15y Al8 con el gen invA de Z. mobilis.
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Figura 29. Andlisis electroforético en gel de agaro  sa al 1.2 % de PCR colonia de clonas de
P. pastoris X-33 con la construccion pPICZ aA-invB, utilizando los oligonucleétidos CVIII

y CIX. Carril 1. Marcador de tamafio molecular. Carril 2: Control negativo de PCR C2
conteniendo el vector pPICZaA sin inserto. Carril 3-7: Clonas de P. pastoris B1, B4, B9, B13 y
B18 con el gen invB de Z. mobilis.

En las Figura 28 corroboramos la presencia del gen invA en 2 de las 5 transformantes
de P. pastoris, las cuales fueron Al y A9 analizadas por PCR de colonia. Por otro lado
para las cepas de P. pastoris con la construccion pPICZaA-invB, se detectd la
presencia del gen invB en 4 de las 5 clonas analizadas por PCR de colonia, las cuales
fueron B4, B9, B13 y B18, no encontrando presencia de ninguno de estos genes para

las clonas control C2 y C4 (Figura 28 y Figura 29).
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Cabe aclarar que debido a que no se utiliza ADN libre de restos celulares los
amplificados utilizando la técnica de PCR colonia no seran exactamente del tamafio de

interés, por eso es importante tener controles para esta técnica.

Sin embargo, de acuerdo a lo anterior, para asegurarnos que estas construcciones
estuvieran integradas en el cromosoma 4 del genoma de P. pastoris, region en donde
se estd dirigiendo la construccion por recombinacion homologa sencilla por insercion
(Daly y Hearn 2005), se disefiaron un par de oligonucléotidos que amplifican parte de
una region correspondiente al plasmido (pPICZaA) y parte de la region del gen AOX1

propio del genoma de P. pastoris, tal como se muestra en la Figura 30.

Geneof ||
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5 AOX1 oraox1:ARG4 TT 3 Pichia Genome (HIS4 or his4)

— T et I

Figura 30. Esquema de disefio de oligonucleétidos pa ra comprobar integracion de las
construcciones pPICZ a-invA y pPICZa-invB en el genoma de P. pastoris X-33. Las cajas
rojas muestran sitios utilizados para el oligo directo 5’ ubicado en el inicio de la secuencia del
gen de resistencia a zeocina (Sh Ble) y el oligo reverso 3’ disefiado a partir de la region final 3’
del gen AOX1 de P. pastoris (Li et al. 2007).

ADX1 oraox1::ARG4

1T 3'

Acorde con la secuencia de nucleotidos del gen Sh Ble, codificante para la resistencia a
Zeocina, proveniente de Streptoalloteichus hindustanus (Apt et al. 1996) depositadas en

NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/L36850.1), se disefio el oligo directo 5° ZEO

32; mientras que el oligonucledtido reverso denotado como 3" AOX 33 (Ver Anexo.
Tabla de oligonucleétidos) fue disefiado utilizando la region 3’ del gen AOX1
proveniente de P. pastoris de acuerdo a la secuencia consignada en el sitio NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FR839631.1).
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Conforme con este disefio, si la construccion se encuentra integrada en el genoma de P.
pastoris se espera un amplicon de aproximadamente 2.1 kb. (Ver. Seccion 6.3.1.8.3).
En esta prueba se utiliz6 como ADN gendémico para llevar a cabo la PCR de cada una
de las transformantes. (Ver. Seccion 6.3.1.2.2).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 31. Andlisis electroforético en gel de agaro sa al 1.2 % de integracion de los
cassettes de expresion de las construcciones pPICZ  aA-invA'y pPICZaA-invB en genoma
de P. pastoris X-33 utilizando los oligonucle6tidos 32 y 33. Carril 1: Marcador de tamafio
molecular. Carril 2 y 3: Clonas Al y A9 conteniendo el vector pPICZaA-invA. Carril 4-7: Clonas
de P. pastoris B4, B9, B13 y B18 con la construccién integrada pPICZaA-invB. Carril 8. Clona
C2 de P. pastoris con el vector pPICZaA sin inserto (control positivo). Carril 9. Cepa de P.
pastoris X-33 silvestre (control negativo).

Los resultados mostrados en la Figura 31 nos indican que todas las transformantes
analizadas anteriormente por PCR amplifican el fragmento de aproximadamente 2.1 kb,
correspondiente al gen de resistencia a zeocina y al gen AOX1, no siendo asi para la
cepa silvestre, la cual no fue transformada con el gen de resistencia a zeocina o con el
vector y por lo tanto no presenta integracion ni resistencia a zeocina. Por consiguiente,
las clonas que presentan integrado el cassette de expresion dentro del cromosoma 4 de
P. pastoris, son las transformantes: Al, A9, B4, B9, B13y B18.
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7.1.1.5 Seleccion de clonas de P. pastoris con actividad invertasa mediante

bioensayo colorimétrico.

Después de verificar que las construcciones se encuentren integradas en el genoma de
P.pastoris y que se han detectado los genes de interés, lo siguiente fue confirmar que
las clonas de P. pastoris expresan las invertasas extracelularmente, y ademas en forma
activa. Con esta finalidad, se utilizé un bioensayo colorimétrico cualitativo fue el facil
escrutinio y deteccion de un mayor numero de transformantes con actividad
invertasa.Otro factor importante es la determinacion de posibles modificaciones post-

traduccionales que lleva a cabo P. pastoris (como se abordara mas adelante).

Cabe sefialar que no se encontr6 un método estandarizado del tipo bioensayo para
detectar la actividad invertasa a partir de clonas o microorganismos. Por lo anterior
descrito, se disefiaron 6 medios de cultivo (Tabla 13) modificando la concentracion de
peptona y de fuente de carbono, que para nuestros estudio fueron dos: metanol (fuente
de carbono, energia e inductor en P. pastoris) y glucosa. Si bien, aunque el metanol no
esta reportado que sea un sustrato que reacciona con el TTC, no conocemos el efecto
de este sobre el bioensayo, por lo que fue considerado como otra fuente de carbono
problema. La sacarosa no se consider6 como fuente de carbono objetivo para el
bioensayo o para el crecimiento de P. pastoris debido a que esta levadura es Suc
(Sreekrishna et al. 1987).

Por otro lado, se sabe que la sacarosa funciono bien para este estudio debido a que no
reaccionar con el TTC, ademas de que las clonas que expresen las invertasas, deberan
hidrolizar este carbohidrato, generando la glucosa que si reacciona con el TTC, y por lo
tanto producirdn colonias rojas. La preparacion detallada de las placas indicadoras es
descrita en Materiales y métodos (Ver. Secciéon 6.3.2.1) cabe sefalar que se comprobo

gue todos los medios probados tuvieron un pH de 6.0.
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Tabla 13. Diferentes formulaciones evaluadas paral a realizacién de bioensayos en placas
indicadoras de TTC para detectar actividad invertas  a en transformantes de P. pastoris X-
33 con los plasmidos integrados pPICZ  aA-invA y pPICZaA-invB .

A B C D E BMMY
(modificado)

Agar (%) 15 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
TCC 10x (%) 0.0025 | 0.0025 | 0.0025 | 0.0025 | 0.0025 0.0025
Ko,HPO, (%) 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 12
KH,PO4 (%) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 3
MgSO, (%) 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
YNB 10x (%) | === | == | e | e | e 13.4
Peptona (%) 0.2 0.2 0.12 0.12 | 0.125 | = -----
Metanol 10x (%) 0.2 0.5 0.2 0.5 0.1 0.1
Sacarosa (%) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.2 0.2

Como controles positivos para este ensayo se utilizaron las transformantes de P.
pastoris X-33 con las construcciones pGAPZaA-invA y pGAPZaA-invB (Calixto-Romo
2009), y como controles negativos se emplearon la cepa silvestre X-33 (X33) y la cepa
de P. pastoris X-33 transformada con el vector pPICZaA sin inserto (C2). Los resultados
de esta prueba son los siguientes:

&£

7 Clonas con actividad invertasa: Coloracion rojo intenso (R).

&£

/ Clonas sin actividad invertasa: Coloracién rosa (r) o blanca (b).

Es importante destacar que la intensidad del rojo no es proporcional a la actividad
invertasa, ya que éste ensayo solamente es cualitativo. Por otro lado, un factor que es
necesario tomar en cuenta en este ensayo, al menos para el sistema bajo el cual se
esta trabajando, es que la cepa huésped o silvestre a utilizar no tenga la actividad
enzimatica a buscar, de otra forma daria “falso positivo” el control negativo. De acuerdo
a Tschopp et al. 1987 y Menendez et al. 2013, P. pastoris no tiene actividad invertasa o

de algun tipo de sacarasa.
Se probaron 20 cepas de P. pastoris X-33 con las construcciones pPICZoA-invA y

pPICZaA-invB, respectivamente, 2 controles positivos (GAPA y GAPB) y dos controles
negativos (C2 y X33).
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De los 6 medios de cultivo utilizados (Tabla 14), so6lo los denominados “E” y “BMMY
modificado” presentaron coloracién positiva (R) con los controles positivos, es decir, las
transformantes de P. pastoris X-33 bajo el control del promotor GAP, con los genes invA
e invB, mientras que los controles negtivos (C2 y X33) no mostraron coloracion roja. El
resumen de los resultados de todas las transformantes y la cepa silvestre (X-33) se

muestra en la siguiente Tabla 14:
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Tabla 14. Efecto del medio de cultivo sobre la sele  ccion de transformantes de  P. pastoris
X-33 con las construcciones pGAP aA-invA (GAP A), pGAPZ aA-invB (GAP B), pPICZ aA-
iNnvA(A’s) , pPICZaA-invB (B's) y pPICZaA (C2) en bioensayo de placas indicadoras
utilizando como marcador TTC. Las colonias individuales analizadas fueron transferidas a
placas con TTC, incubadas a 30C durante dos dias (Ver. Seccion 6.3.2.1).

Clona A B C D E BMMY
modificado

A2,1 R R R R R R
A2,2 R R R R R R
A2,3 r r r r r r
A2,4 R R R R R R
A2,8 R R R R R R
A2,11 R R R R R R
A2,14 R R R R r r
A2,17 R R R R R R
A2,18 s/c | slc | slc | slc | slc s/c
B10,2 R R R R R R
B10,4 r r r r r r
B10,5 R R R R R R
B10,6 slc | slc | slc | slc | slc s/c
B10,13 R R R R R R
B10,14 r r r r r r
B10,16 R R R R R R
B10,18 R R R R R R
B10,19 s/c | slc | slc | slc | slc s/c
GAP A r r r r R R
GAP B r r r r R R
C2 r r r r r r
X33 r r r r r r

Notacién: R (Rojo intenso), r(rosa o blanco), s/c (sin color)

De acuerdo con lo anterior y lo mostrado en la Tabla 14, tanto el medio “E” como
“BMMY modificado” pueden ser Utiles para la seleccion de transformantes con actividad

invertasa.
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Los resultados del bioensayo se pueden corroborar debido a que las cepas A2,1; A2,2;
A2,9; B10,13 y B10,18 ya habian sido analizadas a presencia de los gen invA e invB
(respectivamente) e integracion en genoma de P. pastoris. Ademas, se obtuvieron otras
clonas (A2,4-9; A2,11-13; A2,17; B10,2; B10,5; B10,11 y B10;17) para futuros ensayos

de actividad.

Los resultados de las placas indicadoras con TTC de las transformantes mencionadas

anteriormente se pueden observar en la Figura 32 .
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Figura 32. Bioensayo de placas indicadoras de TTC d e 20 transformantes de
P. pastoris X-33 con las construcciones pPICZ aA-invA, pPICZaA-invB y controles.
A P. pastoris X-33 transformadas con la construccién pPICZaB-invA. B P. pastoris X-33
con el plasmido pPICZaB-invB. C Controles negativos: P. pastoris X-33 silvestre y P.
pastoris X-33 con el vector pPICZaB sin los ORFs invA or invB. D Controles positivos:
Clonas de P. pastoris X-33 con los vectores pGAPZoA-invA y pGAPZoA-invB,
incubadas en medio “E” y medio “BMMY modificado” a 30 € durante 2 dias.

Algunas cepas de P. pastoris analizadas anteriormente mediante PCR de colonia no
amplificaron el gen de invA o invB, sin embargo, dieron positivo para el bioensayo de
placas indicadoras de TCC, por ejemplo la clona A2, 11. En ocasiones la PCR de
colonia no es un método 100% efectivo para corroborar la presencia de los amplicones
de las secuencias deseadas debido a que al utilizar la colonia como ADN molde se
puede tener en la mezcla de reaccion restos celulares y sales del medio de cultivo en
ocasiones afectan la eficiencia de la ADN polimerasa, como se habia explicado

anteriormente.
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Por tal motivo se realizd la PCR a partir de la extraccion de ADN gendmico de P.
pastoris (Ver. Seccién 6.3.1.7.2), para poder corroborar si prueba de TCC es adecuada
para la identificacion positiva de transformantes con actividad invertasa. Los resultados
de la PCR utilizando ADN genomico de P. pastoris se muestran en las Figura 33y
Figura 34 . Los programas de PCR fueron los mismos descritos para la amplificacion de
los genes invA e invB pero utilizando como ADN molde el gendomico de las

transformantes (Ver. Secciéon 6.3.1.8.1).

kb [

e Gd o 5 o DERET

0.5 =

Figura 33. Andlisis electroforético en gel de agarosa al 1 .2 % de la amplificacion del gen
invA en el genoma de P. pastoris de transformantes con la construccion pPICZ  aA-invA
utilizando los oligonucleétidos GVIII y GVII. Carril 1: Marcador de tamafio molecular. Carril
2: (Control positivo) Clona con la construccién pGAPZaA-invA. Carril 3-8: Transformantes A2,1;
A2,2; A2,8; A2,11 y A2,16 de P. pastoris con la construccién pPICZaA-invA.

Figura 34. Andlisis electroforético en gel de agarosa al 1 .2 % amplificacién del gen invB
en genoma de P. pastoris de transformantes con la construccion pPICZ  aA-invB
utilizando los oligonucleétidos CVIIl y CIX. Carril 1: Marcador de tamafio molecular. Carril 2:
(Control positivo) Clona con la construccion pGAPZaA-invB. Carril 3-6: Transformates B10,2;
B10,5; B10,11 y B10,13 de P. pastoris con la construccion pPICZaA-invB.
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Al realizar la PCR a partir del ADN gendémico de P. pastoris con cada una de las
transformantes se observo que las clonas A2,11 que no presentd amplicdén por PCR de
colonia si amplifico el ORF de 1.5 kb que corresponde al gen invA. En el caso de las
clonas de P. pastoris con el gen invB, también se obtuvo el fragmento de 1.2 kb para la

clona B10,13; asi como para las otras probadas (Figura 33 y 34).

7.1.2 Vector de expresion pPICZ aB.

7.1.2.1 Obtencion de las construcciones pPICZ  aB-invA y pPICZ aB-invB.

Se obtuvieron de los productos de PCR de los genes invA (1.5kb) e invB (1.2 kb) de
Z. mobilis (Figura 35), estos fragmentos fueron purificados (Ver. Seccion 6.3.1.4) y los
productos obtenidos fueron secuenciados. Las secuencias obtenidas fueron

ensambladas con el programa Chromas Pro 1.5.

El alineamiento mdltiple de la secuencia ensamblada (mediante programa BLAST) dio
como resultado un 98% de similitud con el gen sacA de Z. mobilis ZM1 reportado por
Gunasekaran et al. (1990), con numero de acceso en NCBI M62718.1 (Para ver

alineamiento completo ver Anexo).

En cuanto al ensamblado de las secuencias del gen invB utilizando los mismos
procedimientos mencionados anteriormente para el gen invA, se obtuvo un 99% de
similitud con el gen sacC de la misma cepa de Z. mobilis ZM1 reportado por Kannan et
al. (1995), con el numero de acceso en NCBI de L33403.1 (Consultar el alineamiento en

Anexo).

Utilizando el programa NEBcutter (http://tools.neb.com/NEBcutter2/), se realiz0 un

analisis de restriccion de los productos de PCR in silico de los genes invA e invB con la

endonucleasa BspHI.
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Para invA se esperaban dos bandas, una de aproximadamente 800 kb y otra de 700 kb,
mientras que para invB se esperaba un corte y observar dos bandas, una de 1000 kb y

otra de 200 kb, resultados que se obtuvieron y que se muestran en la Figura 35.

€«— 0.2 kb 200 b

Figura 35. Andlisis electroforético en gel de agarosa al 1 .2 % del los amplicones invA e
invB del genoma de Z. mobilis CDBB-B603 empleando los oligonucle6tidos 34-35 y 36-37
respectivamente. Carril 1 y 6: Marcadores de tamafio molecular. Carril 2: Amplificacion del
ORF de la invertasa intracelular (invA) Carril 3: Digestion con BspHI al amplificado de invA.
Carril 4: Amplificacion del ORF de la invertasa extracelular (invB) Carril 5: Digestién con BspHI
del amplificado de invB.

Conforme lo que se muestra en la Figura 35 y el analisis por secuenciacion de los
amplicones de 1.5 y 1.2 kb para los genes invA e invB respectivamente podemos

asegurar que tenemos los ORFs amplificados corresponde a las invertasas de interés.

7.1.2.2 Analisis de las construcciones pPICZ aA-invA y pPICZaA-invB.

Se seleccionaron 40 clonas de E. coli DH5a transformadas con la construccion
pPICZaB-invA resistentes a zeocina (Ver. Secciéon 6.3.3) y se extrajo el ADNp (Ver

Seccién 6.3.1.1.1) con el objetivo de analizar la construccion.

Un total de 32 de estas transformantes presentaron una banda de aproximadamente
5.1 kb que corresponde a la suma del vector y el ORF de invA. De estas clonas se
tomaron 13 y se realizé una doble digestién con Pstl y Xbal (Ver. Seccion 6.3.4.2) para

comprobar presencia de inserto. Los resultados que se muestran en la Figura 36.
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Figura 36. Andlisis electroforético en gel de agarosaal 1 .2 % de las digestiones con Pstl y
Xbal del ADN plasmidico de transformantes de E. coli DH5a con la construccion
pPICZaB-invA . Carril 1y 16: Marcadores de tamafio molecular. Carril 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 17,
19, 21, 23, 25 y 27: ADN plasmidico de transformantes de E. coli DH5a con la construcciéon
pPICZaB-invA denominadas A2, A5, Al4, Al16, A17, A18, A19, A20, A23, A28, A30, A31y A32
(respectivamente) Carril 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 18, 20, 22, 24, 26 y 28: Doble digestion con
endonucleasas Pstl y Xbal del ADN plasmidico de las mutantes A2, A5, Al4, A16, Al7, Al8,
A19, A20, A23, A28, A30, A31 y A32 (respectivamente) con la construccion pPICZaB-invA.

En la Figura 36 se comprueba que todas las transformantes seleccionadas liberaron el
ORF de aproximadamente 1.5 kb correspondiente al gen invA, mostrando en esa

digestion el tamafio del vector pPICZaB que es de aproximadamente 3.6 kb.

De igual forma para las transformantes de E. coli DH5a con la construccion pPICZaB-
invB (Ver. Seccion 6.3.4) se aislaron 40 clonas resultantes, 20 de ellas mostraron el
tamafo de banda deseado de 4.8 kb que corresponde a la suma del vector de

expresion (3.6 kb) y el gen invB (1.2kb).
Posteriormente se tomaron 13 clonas al azar y se digirid el ADN plasmidico con las

enzimas Pstl y Xbal (Ver. Seccion 6.3.4) para corroborar liberacion del inserto,

resultados que se muestran en la Figura 37.
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Figura 37. Andlisis electroforético en gel de agarosa al 1.2 % de digestiones con Pstl y
Xbal al ADN plasmidico de transformantes de  E. coli DH5a con la construccion pPICZaB-
invB . Carril 1 y 16: Marcadores de tamafio molecular. Carril 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 17, 19, 21, 23,
25y 27: ADN plasmidico de transformantes de E. coli DH5a con la construccién pPICZaB-invB
denominadas B12, B14, B16, B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9 y B10 (respectivamente) Carril
3,5,7,9, 11, 13, 15, 18, 20, 22, 24, 26 y 28: Doble digestion con endonucleasas Pstl y Xbal del
ADN plasmidico de las mutantes B12, B14, B16, B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9 y B10
(respectivamente) con la construccion pPICZaB-invB.

En el caso de las transformantes analizadas con la construccion pPICZaB-invB, solo las
denominadas B4, B5, B9 y B10 liberaron el fragmento de aproximadamente 1.2 kb al
digerir con Pstl y Xbal, mostrando también la banda de 3.6 kb que corresponde al

tamano del vector pPICZaB (Figura 37).

Las transformantes con las que se decidio continuar el andlisis fueron las nombradas
A31, B2 y C2 (control con el vector pPICZaB sin inserto) a las cuales se les realizaron
los siguientes estudios antes de ser transformadas en células electrocompetentes de P.

pastoris:

¢ PCR para corroborar amplificacion de ambos ORFs (Ver. Seccion 6.3.1.8.1).

¢ PCR para confirmar fase la correcta direccion de ORFs en construcciones (Ver.
Seccion 6.3.1.8.2)

¢ Digestion con Pstl y Xbal para comprobar liberacion del inserto (Ver. Seccion
6.3.4.2).

¢ Digestion con las endonucleasas Bglll y Sacl para confirmar construccion (Ver.
Seccion 6.3.4.2).

¢ Secuenciacion de la construccion.
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Figura 38. Analisis electroforético en gel de agarosaal 1 .2 % para la comprobacion de la
construccion del pPICZ aB-invA transformada en  E. coli DH5a cepa A31. Carril 1 y 7:
Marcadores de tamafio molecular. Carril 2: ADN plasmidico de transformantes de E. coli DH5a
con la construccion pPICZaB-invA. Carril 3: PCR del gen invA. Carril 4: PCR para comprobar
correcta insercion del ORF de invA. Carril 5: Digestion con Pstl y Xbal para confirmar liberacién
del inserto. Carril 6: Digestion con Sacl para comprobar correcta linearizacion de la
construccién pPICZaB-invA. Carril 8: Digestion de pPICZaB-invA con Bglll Carril 9: Digestion
de pPICZaB-invA con BspHI.

La construccién de la cepa A31 de E. coli presentd la liberacion y presencia del gen de

interés (invA) revelando una banda de aproximadamente 1.5 kb (Carril 3y 5, Figura 38).

Asimismo al realizar la PCR con los oligonuclétidos 38 y 39 se observé la banda de
aproximadamente 1.8 kb (Carril 4 Figura 38) que corresponde al tamafio del gen invA

con 0.3kb adicionales del vector (Ver. Seccion 6.3.1.8.2).

Con las endonucleasas Sacl y Bglll se esperaba una linearizacion de 5.1 kb resultado
que se observa en el carril 6 y 8 (Figura 38). Por udltimo al digerir con BspHI se
esperaban tres fragmentos, de acuerdo al andlisis realizado por el NEBcutter, siendo el
mas grande de aproximadamente 5 kb, en segundo de 3.7 kb y el tercero de 1.4 kb

observado en la Figura 38.
Por lo anterior comprobamos que la construccion pPICZaB-invA que posee la cepa A31

se llevd a cabo correctamente y no presenta mutaciones el MCS o en el ORF, que
pudieran afectar la funcionalidad de la construccion.
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De igual forma se realiz0 el mismo andlisis para la construccion pPICZaB-invB,

resultados que se muestran en la Figura 39.

Figura 39. Analisis electroforético en gel de agarosa al 1 .2 % de comprobacién de la
construcciéon del pPICZaB-invB transformada en E. coli DH5a cepa B2. Carril 1y 7:
Marcadores de tamafio molecular. Carril 2: ADN plasmidico de transformantes de E. coli DH5a
B2. Carril 3: PCR del gen invB. Carril 4: PCR para comprobar correcta insercion del ORF de
invB. Carril 5: Digestion con Pstl y Xbal para confirmar liberacion del inserto. Carril 6: Digestion
con Sacl para comprobar correcta linearizacion de la construccion pPICZaB-invA. Carril 8:
Digestion de pPICZaB-invB con Bglll. Carril 9: Digestion de pPICZaB-invB con BspHI.

En el caso de la construccion pPICZaB-invB, la linearizacion utilizando las
endonucleasas Bglll y Sacl resultaron en una banda de aproximadamente 4.8 kb

correspondiente al vector mas el inserto de 1.2 kb.

Las digestiones con Pstl y Xbal y la PCR con los oligonucleétidos 36 y 37 mostraron
una banda de aproximadamente 1.2 kb (Carril 3 y 5 Figura 39). Al utilizar la
endonucleasa BspHI y de acuerdo al programa NEBcutter se esperaban tres
fragmentos uno de aproximadamente 730 bp, 1500 bp y 2500 bp, bandas que se
observan en la Figura 39 . Por lo tanto, la construccion que se encuentra en la clona B2
de E. coli se realizé correctamente. Para corroborar que estas determinaciones fueron
realizadas adecuadamente también se realizO el mismo estudio para la clona C2
conteniendo el vector pPICZaB sin inserto, resultados que se muestran en la Figura 40.
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Figura 40. Andlisis electroforético en gel de agarosa al 1 .2 % de control pPICZaB sin
inserto transformada en E. coli DH5a cepa C2. Carril 1 y 7. Marcadores de tamarfio
molecular. Carril 2: ADN plasmidico de transformantes de E. coli DH5a con el vector pPICZaB.
Carril 3: PCR de ORFs. Carril 4: PCR para comprobar MCS. Carril 5: Digestiéon con Pstl y
Xbal. Carril 6: Digestion con Sacl para comprobar correcta linearizacién de pPICZaB. Carril 8:
Digestion de pPICZaB con Bglll. Carril 9: Digestion de pPICZaB con BspHI.

Conforme lo observado en la Figura 40 el control no presentd ningun inserto al
digerirse con Pstl y Xbal o al realizar la PCR (utilizando los oligonucleétidos 34 y 35) por
lo que esta clona no debe presentar actividad invertasa. Por otro lado, al linealizar el
vector con Bglll y Sacl se puede observar la banda de 3.6 kb correspondiente al tamafio

del vector sin inserto.
Finalmente al emplear la endonucleasa BspHlI, virtualmente (utilizando el NEBcutter) se
obtuvo que se debian obtener dos bandas, una de aproximadamente 730 bp y otra de

2800 bp, observadas en la Figura 40.

Por lo tanto, el material genético introducido en las cepas de A31, B2 y C2 fueron

utilizadas para los siguientes procedimientos.
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7.1.1.3 Transformacion en P. pastoris GS115, KM71 y X-33 con los plasmidos de
las cepas A31, B2y C2.

Se realiz6 extraccion de ADNp a gran escala (Ver. Seccidon 6.3.1.1.2) de las clonas A31,
B2 y C2 hasta tener aproximadamente 10 ug de ADNp digerido y purificado con Sacl
(ADN lineal) y se transformaron en células de P. pastoris GS115, KM71 y X-33 (Ver.
Seccidn 6.3.1.7.2), ya que, como se ha mencionado anteriormente, en ocasiones los
tipos diferentes de cepas huésped puede afectar la expresion y producciéon de la

proteina de interés.

Las transformantes GS115, KM71 y X-33 obtenidas se resembraron en placas de YPD
(concentraciones de hasta 1000 pg mL™de zeocina). Sin embargo, para el caso de las
clonas de GS115, no se tuvo resiembra después de 200 pg mL* del antibiético de
resistencia, por lo que se descartaron las transformantes obtenidas en esta etapa y se

siguieron trabajando con las transformantes obtenidas con las cepas KM71 y X-33.

Se consigui6 aislar 40 clonas de P. pastoris KM71 y X-33 con transformadas con las
construcciones pPICZaB-invA y pPICZaB-invB y 22 transformantes de las mismas

cepas con el vector sin inserto. Los resultados que se pueden observar el la Figura 41.

Figura 41. Transformantes aisladas de P. pastoris KM71 (KM) y X-33 (X33) transformadas
con la construccién pPICZ aB-invB crecidas en medio YPD con 100 ug mL " de zeocina. A.
Transformantes de P. pastoris X-33 con la construccion pPICZaB-invB B. Transformantes P.
pastoris KM71 con la construccion pPICZaB-invB C. Transformantes P. pastoris X-33 y KM71
con el vector pPICZaB (contral).

Wt
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7.1.2.4 Seleccion y andlisis de transformantes en P. pastoris resistentes a

zeocina con actividad invertasa.

Tanto las clonas X33 como las KM71 con ambas construcciones crecieron con 1000 pg
mL™ de zeocina y para fines précticos las siglas con las que se identificaran a las clonas

seran las siguientes:

/ Cepas de P. pastoris X-33 con la construccion pPICZaB-invA =»AX’s.

/  Cepas de P. pastoris KM71 con la construccion pPICZaB-invA 2»AK's.
/ Cepas de P. pastoris X-33 con la construccion pPICZaB-invB =»BX’s.

/ Cepas de P. pastoris KM71 con la construccion pPICZaB-invB 2»BK's.
7/ Cepas de P. pastoris X-33 con el vector pPICZaB=>CX’s.

7/ Cepas de P. pastoris KM71 con el vector pPICZaB=CK’s.

/ Cepas de P. pastoris X-33 con la construcciéon pGAPZaA-invA = GAPA.
/ Cepas de P. pastoris X-33 con la construccién pGAPZaA-invB = GAPB.
/ Cepas de P. pastoris X-33 silvestre =»X33.

7.1.2.4.1 Clonas de P. pastoris con el gen invA de Z. mobilis.
Los resultados obtenidos de esta seleccion primaria se resumen en la Tabla 15 y Tabla
16. Cabe sefialar que aunque se realizaron estos analisis a aproximadamente 20

transformantes de cada cepa conteniendo cada construccion, para fines practicos sélo

se muestran las transformantes que tuvieron mayor actividad de cada cepa.
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Tabla 15. Resumen del escrutinio primario de transf ~ ormantes de P. pastoris X-33 (AX) y
KM71 (AK) transformadas con la construccion pPICZ  aB-invA mediante bioensayos, PCR
y fermentacion a pequefia escala. Las PCR se realizaron a partir de extraccion de ADN
gendémico (Ver. Seccidon 6.3.1.2.2). La letra “I” denota la PCR de integracion del cassette de
expresion e “invA” a la presencia del gen en genoma de P. pastoris.

Cepa Bioensayo PCR Actividad
invertasa
Fenotipo | TTC| I [invA | (UmL™
AX24 +++ + + + 1593 + 21
AX34 +++ + + + 691 + 17
AX57 + + + + 650 + 26
AX59 ++ + + + 1143 + 29
CX11 +++ - + - 4+0.5
AK2 +++ - - + | -
AK5 +++ + + + 3.1+£1.06
AK52 +++ + + + 1.340.27
AK58 +++ + + + 2.31+0.62
CK10 +++ - + - 10+£1.5
X33 + - - - 0
GAP A Nd + | - + 1100 £ 22

De acuerdo a lo que se muestra en la Tabla 15, todas las cepas AX tuvieron mayor
actividad en comparacion con los controles negativos (C11X y X33); sin embargo, todas
las transformantes AK tuvieron menor actividad, alrededor de 30 veces menor,
comparada con las mutantes de X33, también algunas transformantes no presentaban
integracion en genoma de P. pastoris KM71 motivo por el cual probablemente

presentaban menor actividad.
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Algunas clonas AX presentaron menor actividad que el control positivo GAPA, sin
embargo la clona AX24 presentd una actividad comparable con la clona regulada por el
promotor GAP, siendo que la cepa AX24 tuvo 1.4 veces mayor actividad en
comparacion con la GAPA.

7.1.2.4.2 Transformantes de P. pastoris con el gen invB de Z. mobilis.

En el caso de las transformantes con la construccién pPICZaB-invB, al igual que para el
caso anterior, todas las clonas BX’s presentaron mayor actividad en comparacion con
los controles negativos (CX11 y X33), por otro lado estas transformantes tuvieron mayor
actividad que las BK'’s, siendo la clona denominada BX26 la que presentdG mayor
actividad de todas las transformantes probadas y siendo hasta 2 veces superior en

comparacion con la cepa GAPB con el promotor constitutivo GAP (Tabla 16).
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Tabla 16. Resumen del escrutinio primario de transf

bioensayos, PCR y fermentacion a pequefia escala.
de extraccion de ADN gendmico (Ver. Seccion 6.3.1.2.2). La letra “I” denota la PCR de
integracion del cassette de expresion e “invB” a la presencia del gen en genoma de
P. pastoris (Ver. Seccion 6.3.1.8.3).

ormantes de P. pastoris X-33
(BX) y KM71 (BK) transformadas con la construccion

pPICZaB-invB mediante

Cepa Bioensayos PCR Actividad
invertasa
Fenotipo | TTC| | [invB | (UmL™)
BX1 +++ + + + 670+152
BX3 ++ + + + 72378
BX5 +++ + + + 923+32
BX6 +++ + + + 809+60
BX11 ++ + + + 884188
BX12 +++ + + + | 1003£173
BX17 ++ + + + 96360
BX20 ++ + + + 839+32
BX26 +++ + + + 1175425
BX37 ++ + + + 817488
BX38 ++ + + + 848+71
BX40 ++ + + + 822+14
CX11 +++ - + - 410
BK2 ++ + + + 6.+0.5
BK8 ++ + + + 49+2.2
BK17 ++ + + + 32+1.48
BK30 + + + + 7615.6
BK38 ++ + + + 77+1.9
CK13 ++ - + - 010
X33 + - - - 0+1
GAPB| - I B 591+1

Las PCR se realizaron a partir
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7.2 Optimizacion de las condiciones de cultivo para las cepas transformantes

obtenidas de P. pastoris con los genes de interés ( invA e invB).

Una vez que realizo el escrutinio de clonas de P. pastoris con actividad invertasa, se
realizd la estandarizacion de las condiciones de fermentacion para obtener mayor

actividad en el sobrenadante de cultivo.

Es importante sefalar que esta evaluacion debe realizarse debido a que las mejores
condiciones para la produccion maxima dependen del tipo de cepa y gen a expresar,
aungue se ha descrito que P. pastoris es un sistema de expresion muy robusto. Por lo
tanto, no hay condiciones estandares que aseguran la Optima generacion de la proteina
de interés (Cos et al. 2006), aunado a lo anterior, parte de éste trabajo es aumentar la

produccion de invertasas.
7.2.1 Clonas de P. pastoris con las construcciones pPICZ aA-invA /invB.
Para el estudio se utilizaron las siguientes cepas:
i) Transformantes con el promotor AOX1: A9 (A2, 9) y B4 (B10, 4).
i) Transformantes con el promotor GAP (controles positivos): GAPA y GAPB.

iii) Controles negativos: C2 y cepa silvestre.

El procedimiento de crecimiento e induccion generales se detalla la seccion 6.4.1.
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7.2.1.1 Efecto de la temperatura, agitacion y conce ntracion de metanol sobre la

actividad invertasa.

7.2.1.1.1 Medio BMM.

Conforme a los resultados obtenidos mostrados en la Tabla 17 hubo una disminucion
del pH en medio de cultivo aunque este tuviera amortiguador de fosfatos, decreciendo
hasta 4 unidades por debajo del pH bajo el cual se ajustd el medio de cultivo a
concentracion de 100 mM.

Teniendo en cuenta esta disminucion del pH, se decidio utilizar una concentracion del
doble (200 mM) del amortiguador de fosfatos con el objetivo de conseguir mayor
amortiguamiento en el pH del medio de cultivo y que probablemente esto influyera de
manera positiva al aumento de actividad invertasa, sin embargo la actividad maxima se

consiguio hasta las 48 horas.

El rango de pH mas comudn utilizado en la mayoria de la expresién de proteinas
heterélogas en P. pastoris se encuentra entre 5 y 6. Sin embargo, Pichia puede crecer
en un intervalo de 3 a 7, siendo el valor mas adecuado el de 5.5 a 6 para la expresion
de proteinas recombinantes debido a que reduce el efecto de proteasas en el medio de
cultivo, ademas de que mejora la estabilidad de las proteinas recombinates (Cos et al.
2006).

Sin embargo conforme a lo que se muestra en la Tabla 17, no se consiguié ni aumentar
la actividad invertasa, ni amortiguar adecuadamente el medio de cultivo inducido con
metanol. Otro efecto observado constante fue que al utilizar una agitacion menor (200
rpm) se obtuvo mayor actividad invertasa al menos para la cepa B4.
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Tabla 17. Efecto de la temperatura, agitacion y con  centracion de amortiguador sobre la
actividad invertasa de las transformantes de P. pastoris X-33 A9 y B4 con las
construcciones pPICZ aA-invA vy pPICZaA-invB respectivamente. El estudio se realizd en
matraces con triple indentacién de 250 mL con volumen de operacion de 25 mL durante 120
horas de induccién con metanol a una concentracion de 0.5% (concentracién final) utilizando el
medio minimo de induccion BMM.

Cepa BMM BMM BMM

0.5% Metanol, 30 C, 100 Mm 0.5% Metanol, 30 C, 200 Mm 0.5% Metanol, 28 C,

100 mM
Al (UmL™) pH Al (UmL™) pH Al (UmL™) pH

200 rpm | 250 rpm 200 rpm | 250 rpm 200 rpm
A9 9.840.2 | 8.9+2.3 6—2.5 | 4.840.6 | 6.4+0.6 6—2.5 11.5+1.5 6— 3
B4 13.5+ 6 7.2+1 6—2.5 8.9+0.6 | 7.2+1.2 6—2.5 22.11+1.6 6—3
C2 0 0 6—2.5 0 0 6—2.5 0 6—3
X33 0 0 6—2.5 0 0 6—2.5 0 6—3

Por otro lado, al disminuir la agitacion de 250 a 200 rpm se detecté mayor actividad
invertasa, cuantificada por la técnica de azulcares reductores (Ver. Seccion 6.3.2.3),
tanto para la cepa A9 como para la cepa B4, obteniendo el maximo de actividad a las
24 horas de induccion con metanol.

El intervalo de agitacion para la obtencion de proteinas recombinantes en P. pastoris a
nivel matraz es variable en un rango de 120 a 300 rpm y aunque la transferencia de
materia y de oxigeno sea menor al disminuir la agitacion, se observé un aumento en la
actividad invertasa a 200 rpm, esto puede deberse a que existe menor evaporacion de
metanol y no aumenta la temperatura por conveccion.

Algunos autores como Amore et al. (2012), mencionan que la temperatura es un factor
importante para el crecimiento de P.pastoris viéndose reflejado en la produccion de la
proteina recombinante tanto en fermentacion tipo lote, como en lote alimentado ya que

favorece la secrecion de la proteina de interés a temperaturas bajas (menores a 30 C).

Esto se debe a que la temperatura ayuda a reducir la lisis del esqueleto de la célula y la
secrecion de proteasas cuando el cultivo se induce con metanol, ademas de una
disminucioén en la muerte celular (Jin et al. 2010). Por tal motivo, se decidio realizar una
fermentacion a una temperatura de 28 C, condicién probada anteriormente por algunos
autores (Zhang et al. 2000, Macauley et al. 2005, Li et al. 2006, Sauer et al. 2006,
Plantz et al. 2006, Papakonstantinou et al. 2009).
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Sin embargo, un numero considerable de autores utilizan 30 C, como temperatura
Optima para crecimiento e induccion de proteinas heteroldogas en P. pastoris, algunos
de estos trabajos estan citados en el articulo Cérdoba-Ruiz et al. (2003). Sin embargo,
a 32 T la produccién de proteinas heterdlogas se detiene y hay un decaimiento rapido
del crecimiento de esta levadura (Cos et al. 2006), por lo que es muy importante que si

se utiliza 30 T la temperatura no aumente por enci ma de este valor.

En este trabajo, al utilizar 28 T, se obtuvo mayor actividad invertasa en las cepas
probadas A9 y B4, aumentando la actividad 1.1 y 1.6 veces para cada cepa
respectivamente (Tabla 17). Sin embargo, el pH a lo largo de la fermentacion
continuaba disminuyendo hasta valores de 3 unidades. Por lo tanto se decidi6 realizar
otras fermentaciones utilizando el medio complejo BMMY que al contener fuente de
nitrogeno puede permitir que el NH, liberado equilibre el medio de cultivo, ademas el

uso del amortiguador de fosfatos haciendo el medio mas basico.

7.2.1.1.2 Medio BMMY.

Al utilizar el medio complejo BMMY (Tabla 18) se pudo obtener un mejor
amortiguamiento durante la fermentacion debido a que no se presentd el efecto de
disminucion del pH como lo obtenido al emplear el medio BMM para todos los ensayos
realizados. Ademas se tuvo un aumento en la actividad invertasa en ambas
transformantes de hasta 3.3 y 1.8 veces, respectivamente, al utilizar las mismas
condiciones (0.5% metanol, 30 € y 200 rpm) cuando se ocupd el medio complejo
BMMY en comparacion con el medio minimo BMM (Tabla 17).
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Tabla 18. Efecto de temperatura, agitacion y concen  tracién de metanol sobre la actividad
invertasa de las transformantes de  P. pastoris X-33 A9 y B4 con las construcciones
pPICZaA-invA y pPICZaA-invB respectivamente. El estudio se realiz6 en matraces con triple
indentacion de 250 mL con volumen de operacion de 25 mL durante 120 horas de induccion
con metanol a una concentracion de 0.5% (concentracion final) utilizando el medio complejo de
induccion BMMY.

Cepa BMMY BMMY BMMY

0.5 % Metanol, 28 <, 100 Mm | 1 % Metanol, 28 C, 100 Mm 2 % Metanol, 28 T,

100 mM
Al (UmL™) pH Al (UmL™) pH Al (UmL™) pH

200 rpm | 250 rpm 180 rpm | 200 rpm 200 rpm
A9 32.1+1.2 8.9+0.3 6—8.5 43.7+£3 329432 | 6585 47.9+0.3 6—4
B4 25.4+2.6 19.6£1.5 6—8.5 70.5+1.6 | 42.2+15 | 6—8.5 69.91£0.6 6—4
C2 0 0 6—8.5 0 0 6—8.5 0 6—4
X33 0 0 6—8.5 0 0 6—8.5 0 6—4

Por otro lado como se ha mencionado anteriormente la concentracion de metanol en el
medio de cultivo de induccién es uno de los factores mas importantes para la expresion
de proteinas heterologas reguladas por el promotor AOX1. Algunos autores refieren que
al aumentar la concentracion de metanol en el medio de induccién se consigue
aumentar la expresion de la proteina de interés (Charoenrat et al. 2005, Daly y Hearn
2005, Cos et al. 2006, Li et al. 2007), en concentraciones que pueden ir desde 0.5 hasta

2% de metanol.

Es por esta razdn que se realizaron tres ensayos evaluando diferentes concentraciones
de metanol: 0.5, 1 y 2% (concentracion final), resultados que se muestran en la Tabla
18, en donde de acuerdo a lo ya reportado, al aumentar la concentracién de metanol,
también aumentan los niveles de expresion de la proteina de interés. En nuestro caso,
conseguimos detectar mayor actividad invertasa, tanto para cepa A9 como para la cepa
B4, a 200 rpm.

Sin embargo, aunque los niveles maximos de actividad con la concentracion de metanol
al 2% se obtienen hasta las 72 horas, a diferencia de utilizar metanol al 1%, en donde
se observan niveles maximos de actividad a las 48 horas, ademas de que no se
observa una diferencia significativa de aumento de actividad si se comparan al utilizar
metanol al 1y 2% a 180 rpm y 200 rpm (respectivamente). Por lo anterior, se concluyo
gue las condiciones mas 6ptimas para la expresion de ambas invertasas es utilizando
medio BMMY, con 1% de metanol, a 28 T y 180 rpm.
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A pesar de las modificaciones en las condiciones de fermentacion evauladas para
obtener mayor expresion de las invertasas recombinantes de interés, no se obtuvieron
actividades comparables con las obtenidas utilizando el promotor GAP (Tabla 19),
cepas obtenidas por Calixto-Romo (2009), siendo éstas 25 y 7 veces menores en
comparacion con la fermentacion realizada para las cepas denominadas GAPA y
GAPB.

Tabla 19. Expresion de la invertasa intracelular (G~ APA) y extracelular (GAPB) bajo el
control del promotor constitutivo GAP en cepas de P. pastoris X-33 con las
construcciones pGAPZ aA-invA 'y pGAPZaA-invB respectivamente. El estudio se realizé en
matraces con triple indentacién de 250 mL con volumen de operacién de 25 mL durante 120
horas de fermentacion tipo lote con una concentracion de 2% de glucosa a 28 C, 180 rpm
utilizando el medio YPD.

Cepa YPD
Al (UmL™ pH Actividad
Maxima
GAP A 1100+22 6—8.5 24 h
GAP B 489466 6—8.5 24 h

7.2.1.1.3 Problemas relacionados con la expresion d e proteinas recombinantes en

P. pastoris.

Existen diferentes cuellos de botella o factores que diversos autores consideran pueden
influir en la expresion, secrecion y produccion de proteinas heterélogas utilizando el
sistema de P. pastoris. Boettner et al. (2007) sugieren que algunos factores que pueden
afectan la expresion de proteinas heterélogas son:

£

/ Regiones ricas en AT dentro del gen de la proteina de interés.

¢

N

Puntos isoeléctricos elevados en la proteina recombinante.

S

Homologia con las proteinas nativas de Pichia.
Ninguno de estos factores se encuentran en los ORF’s de las invertasas de interés
clonadas en P. pastoris. Por otro lado, los parametros que pueden influir en la

produccion de las proteinas recombinantes de acuerdo a Athmaram et al. (2012) son:
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/ Fuerza del promotor.

/ Numero de copias del cassette de expresion introducidas en P. pastoris.
7 Integracion del cassette de expresion en el genoma de la levadura.

7 Blogueo en la transcripcion o en las rutas de traduccion.

/  Degradacion de la proteina por pH, temperatura o proteasas.

/ Naturaleza de la sefial de secrecion.

/ Fisiologia de la cepa huésped.

/ Medio de cultivo utilizado.

/ Condiciones de crecimiento.

/s Parametros de fermentacion.

Hasta este momento, nosotros ya aseguramos la correcta integracion de al menos una
copia del cassette de expresion conteniendo los marcos de lectura abiertos de los
genes invA e invB conforme a lo ya mencionado anteriormente citado por Arjmand et al.
(2012).

Sin embargo, de acuerdo a lo que se obtuvo en las fermentaciones mostradas en las
Tablas 17-19, los valores de pH obtenidos durante la fermentacion pudieran estar
afectando la integridad de las proteinas de interés, ademas, por la baja actividad
invertasa cuantificada, pudiera ser que si hay un bloqueo en las rutas de transcripcion o
traduccion por la sobreexpresién de estas proteinas, efecto observado por autores

como Inan et al. (2006).

Si el problema se encuentra en los bajos niveles de secrecién de la proteina de interés,
algunos autores como Burrowes et al. 2005, Inan et al. 2006 e Idiris et al. 2010 han
mencionado una serie de factores, algunos que se comparten con los mencionados
anteriormente, que pueden influenciar que la proteina de interés se encuentre en el

sobrenadante de cultivo, entre los que se encuentran:
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/ Propiedades de la proteina de interés.

7 Tipo de cepa huésped.

/7 Vector.

/ Uso de codones.

/ Secuencia de sefalizacion o secrecion.

/ Procesamiento y/o mal plegamiento de la proteina.

/ Senfales de traduccion.

7 Translocacion de la proteina naciente en el reticulo endoplasmatico.
7/ Procesamiento en el reticulo.

/ Secrecién por la célula.

Debido a que nosotros estamos obteniendo proteinas activas, es decir con actividad
detectable, aunque en niveles bajos, existen dos factor probables que pudieran afectar
en sentido de secrecion a las proteinas recombinantes: (1) obstruccién o bloqueo de la
ruta de secrecion y (2) mal plegamiento o procesamiento y por lo tanto degradacion e

inactivacion de la mayoria de las proteinas recombinantes producidas.

Descartamos el primer factor debido a que medimos la actividad en el paquete celular
de todas las cepas y la actividad que se detecto fue similar a la que se encontraba en el
sobrenadante de cultivo. Por otro lado, se ha mencionado que la cola de poli-histidinas
puede afectar la funcionalidad de la proteina recombinante de interés (Sreekrishna et al.
1997, Terpe K 2003 y Kwon et al. 2009), como ya se ha mencionado anteriormente,
por lo que decidimos realizar nuevas construcciones tomando en cuenta esa

consideracion (Ver. Seccién 6.3.4).
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7.2.2 Transformantes de P. pastoris con las construcciones pPICZ aB-invA /invB.

Una vez que se determind que las cepas AX24 y BX26 fueron las transformantes con
mayor actividad invertasa y con los resultados obtenidos en las secciones anteriores, se
realiz6 un experimento para cuantificar la actividad invertasa extracelular utilizando
diferentes volimenes de contenedor, ya que aunque se ha mencionado anteriormente
gue a nivel matraz generalmente no se ven diferencias en cuanto a la produccion de la
proteina de interés, se quiso conocer las mejores condiciones para la etapa de
purificacion y comparacion de produccion usando el promotor AOX1 y GAP.

El procedimiento para esta etapa fue utilizando la misma metodologia de la
fermentacion en matraces de 250 mL (Ver. Seccion 6.4.1), pero empleando también
matraces de 500 mLy 1 L.

Se encontré que para la clona BX26, al emplear matraces de 1 L con volumen de
operacion de 100 mL a una temperatura de 28 C, 180 rpm y 1% de metanol se obtenia
445+12 U mL™ de actividad invertasa extracelular, mientras que utilizando un matraz de
500 mL con volumen de operacion de 50 mL y las mismas condiciones de operacion, se
obtenfan 32146 U mL™ de actividad invertasa y al utilizar matraces de 250 mL con
volumen de operacion de 25 mL se conseguia una actividad méaxima a las 120 horas de
induccién con metanol de 164+7 UmL™, por lo que se decidi6 trabajar con un
contenedor de 1 L para la produccién de ambas invertasas y la comparacion de la
expresion de INVA e INVB utilizando el promotor GAP y AOX1.

El resumen de esta etapa se muestra en la siguiente tabla:
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Tabla 20. Optimizacion de las condiciones de operacion (efect o del volumen del
contenedor) sobre la actividad invertasa. Transformantes de P. pastoris reguladas por el
promotor AOX1 (A24 y B26) y el promotor GAP (GAP A y GAP B) utilizando matraz de 1L,
volumen de operacién del 10%, 28 C, 180 rpm y 1% d e metanol.

Clona Actividad Tiempo
invertasa
UmL?
A24 272415 120 h
B26 445+12 120 h
GAP A | 16447 24 h
GAP B | 249+18 24 h

7.3 Comparacion de la produccion de las invertasas recombinantes INVA e INVB

producidas por P. pastoris bajo el control del promotor GAP y AOX1.

7.3.1 Produccion de invertasas nativas por  Z. mobilis.

Las invertasas de esta bacteria han sido muy estudiadas, como ya se menciond
anteriormente, sin embargo no se tiene mucha informacién acerca de la produccion.
Algunos autores, como O’Mullan et al. (1992), Yanase et al. (1995) y Gracida-Rodriguez

(2002), sdlo refieren que estas enzimas se producen en poca cantidad.

Por lo tanto, parte de la finalidad de este estudio consistié en cuantificar la produccién
de la invertasa intra y extracelular.
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Figura 42. Produccién de invertasas intra (INVA) y  extra (INVB) celulares en Z. mobilis .
Cinética de biomasa obtenida utilizando medio Bekers durante 24 horas a 30 T sin agitacion.
Cinética de actividad invertasa medida en el paquete celular (INVA) y en el sobrenadante de
cultivo (INVB) de las invertasas producidas por Z. mobilis. Todos los experimentos se realizaron
por triplicado con un volumen de operacion del 10% en matraces de 1L.

Tabla 21. Resumen de los resultados méas importantes obtenidos de la fermentacion
realizada por Z. mobilis en medio Bekers a 30 T durante 24 horas sin agita  cion en matraz
de 1 L para evaluar la produccion de la invertasai  ntra y extracelular.

Enzima Actividad Tiempo Biomasa Proteina Productividad
especifica (h) (gL™ (gL™ especifica
(U mg de proteina ™) (mg INVq
biomasa ™)
INVA
nativa 12948 24 1.7+0.2 1.49+0.03 76
INVB
nativa 317+21 10 2.3+0.15 2,39+0,13 137

La actividad especifica obtenida de las invertasas nativas fue de 129 + 8 Umg™ (24 h) y
317 + 21 Umg™ (10 h), para INVA e INVB, respectivamente, teniendo los valores de
actividad mas grandes la invertasa extracelular (Figura 42). Por otro lado, los
resultados correspondientes a la Tabla 21 nos indican que hay mayor produccion de

invertasa extracelular (INVB) en comparacion con la intracelular (INVA).

Estos resultado es consistente con lo reportado por Ait-Abdelkader et al. (2000), donde
se menciona que INVA no esta involucrada en la hidrdlisis de la sacarosa, papel que
desempefia INVB y la levansacarasa, siendo la invertasa extracelular la enzima con
mayor actividad sacarolitica producida por Z. mobilis.
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7.3.2 Produccion de invertasas recombinantes intra  celulares mediadas por el
promotor GAP (lNVA GAP) Yy AOX1 (lNVAAOXl).

Para poder realizar un estudio comparativo entre la produccion de las invertasas
recombinantes bajo estos promotores, las clonas que contenian las construcciones
pGAPZaA-invA (Calixto-Romo 2009) y pPICZaB-invA (este trabajo) fueron tratadas bajo
las mismas condiciones de crecimiento y condiciones de operacion, con la diferencia de
el medio utilizado para la expresion de cada sistema, debido a que anteriorment se
probé el medio BMMY para la clona regulada con el promotor GAP y no hubo secrecion
de la proteina de interés, encontrando actividad solo en el paquete celular. Esto
probablemente se debe al estrés de la misma transformante generado por las

condiciones de crecimiento.

7.3.2.1 Invertasa intracelular recombinante.

Se detect6 actividad invertasa en el sobrenadante de cultivo de ambas clonas (GAP y
AOX1) y de acuerdo a lo que se muestra en la Figura 43 A se obtuvo mayor biomasa al
utilizar la cepa de P. pastoris con el promotor GAP en comparacién con la cepa A24 con
el promotor AOX1. De igual forma, la invertasa recombinante producida en el primer
sistema alcanzé un méximo de actividad especifica a las 36 horas de 1904 Umg™,
siendo de 2.2 veces mayor en comparacién con la actividad de INVAxox: (Umg™?) cuya
maxima actividad fue detectada a las 84 horas (Figura 43 B).
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Figura 43. Produccion de la invertasa intracelular recombinante regulada por el promotor
inducido con metanol (AOX1) y constitutivo (GAP) ex  presadas en cepas de P. pastoris X-
33. A. Cinética de biomasa obtenida por cepas de P. pastoris X-33 en medio BMMY (AOX1) y
YPD (GAP) durante 132 horas a 28 °C y 180 rpm B. Cinética de actividad invertasa medida en
el sobrenadante de cultivo de la invertasa intracelular recombinante producida por cepas de P.
pastoris conteniendo el promotor inducible (AOX1) y constitutivo (GAP). Todos los experimentos
se realizaron por triplicado con un volumen de operacién del 10% en matraces de 1L.

Estos resultados se ven reflejados en un aumento en la productividad de INVA
recombinante usando el promotor GAP (1.3 veces mayor que al usar el promotor AOX1),
sin embargo cualquiera de los dos sistemas de expresion fue adecuado para obtener
mayor cantidad de enzima en comparacion con su produccion de manera nativa como

se muestra en la Tabla 22.

Tabla 22. Produccion de la invertasa intracelular n  ativa comparada con la obtenida

utilizando el sistema de P. pastoris con el promotor inducible (INVA ,o0x1) ¥ con el
promotor constitutivo (INVA  gap).
Enzima Actividad Tiempo | Biomasa Proteina Productividad
especifica (h) (L™ (gL™ especifica
(U mg de (mg INV g
proteina ™) biomasa ™)
INVA
nativa 12948 24 1.7+0.2 1.49+0.03 76
INVA gap 1904+83 36 17.1+0.8 2.82+0.08 111
INVA aox1 854+15 84 10.6%1 2.71+0.06 86

Existen diversos trabajos en donde se comparan ambos promotores para la expresion

de proteinas heter6logas, para los autores que se presentan a continuacion, se

obtuvieron mejores resultados utilizando el promotor GAP sobre el promotor AOX1.
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Tabla 23. Diferentes trabajos comparando la expresi
utilizando el promotor constitutivo GAP y el promot

GAP fue el mas adecuado para el sistema probado.

on de proteinas recombinantes
or AOX1. Obteniendo que el promotor

Proteina
expresada

Resultado

Sistema

Referencia

B-Lactamasa

1.5 A actividad

Matraces agitados

Waterham et al. 1997

Quitinasa

1.5 A rendimiento

Bioreactor 1.5 L

Goodrick et al. 2001

Exo-levanasa

1.2 A actividad

Bioreactor 7.5 L

Menéndez et al. 2004

a-1
antitripsina 1.2 A\ expresion Matraces 250 mil Arjmand et al. 2013
INVAaox1 1.2 A produccion | Matraces 1L Este trabajo

Cabe mencionar que los sistemas con los que se esta comparando éste trabajo (Tabla

23) no son bajo las mismas condiciones con las cuales se realizaron las fermentaciones

y en ocasiones al utilizar biorreactores los rendimientos o produccion pueden verse

alteradas.

7.3.2.2 Invertasa extracelular recombinante.

Conforme lo que se observa en la Figura 44 A, aunque la produccién de biomasa fue

inferior en la cepa B26 (1.3 veces) en comparacion con la cepa con el promotor GAP,

se obtuvo mayor actividad especifica (1.3 veces mas) de INVBaox1 (2278 Umg™?) en

comparacién con INVBgap (1748 Umg™) (Figura 44 B); sin embargo, en cualquiera de

estos dos sistemas se obtuvo mayor actividad invertasa en comparacion con la

producida de manera nativa que fue de 1.7 y 1 veces, respectivamente (Tabla 24).
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Figura 44. Produccion de la invertasa extracelular recombinante regulada por el promotor
inducido con metanol (AOX1) y constitutivo (GAP) ex presadas en cepas de P. pastoris X-
33. A. Cinética de biomasa obtenida por cepas de P. pastoris X-33 en medio BMMY (AOX1) y
YPD (GAP) durante 132 horas a 28 T y 180 rpm B. Cinética de actividad invertasa medida en
el sobrenadante de cultivo de la invertasa extracelular recombinante producida por cepas de P.
pastoris conteniendo el promotor inducible (AOX1) y constitutivo (GAP). Todos los experimentos
se realizaron por triplicado con un volumen de operacién del 10% en matraces de 1L.

A diferencia que INVAgap, la mayor actividad se detectd a las 48 horas para INVBgap
(Figura 44 B, Tabla 24), mientras que para INVBaox: €l tiempo en el que se cuantificd
mayor actividad invertasa fue el mismo que para INVAxox1, siendo de 84 horas (Figura
44 B, Tabla 24).

Tabla 24. Produccién de la invertasa extracelular nativa comp arada con la obtenida

utilizando el sistema de P. pastoris con el promotor inducible (INVA ,ox1) ¥ con el
promotor constitutivo (INVA  gap).
Enzima Actividad Tiempo | Biomasa | Proteina | Productividad
especifica (h) generada | generada especifica
(U mg de (L™ | @L) | (mgINvg
proteina ™) biomasa )
INVB
nativa 317+21 10 2.3+0.15 2.3940,13 137
INVB gap 1748+189 48 12.2+1,4 5.16+0,41 143
INVB aox1 2278+117 84 9.610,4 2.9+0.12* 239

Respecto a estos resultados, diversos autores han encontrado que al utilizar el
promotor AOX1, la obtencién de proteina recombinante fue mejor que al utilizar el
promotor GAP, resultados que se muestran en la Tabla 25.
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Tabla 25. Diferentes trabajos comparando la expresi
utilizando el promotor constitutivo GAP y el promot

AOX1 fue el mas adecuado para el sistema probado.

on de proteinas recombinantes
or AOX1. Obteniendo que el promotor

Proteina
expresada

Resultado

Sistema

Referencia

B-glucoronidasa

1.6 A actividad

Tubos Falcon

Sears et al. 1998

extracelular

1.5 A produccion

1L

Celobiohidrolasa | 3 A\ proteina Biorreactor 5 L Boer et al. 2000

Peroxidasa 5 A expresion Matraces agitados | Su-Jin et al. 2009
Cayetano-Cruz

Xilanasa 11 A actividad Matraces agitados | 2011

Invertasa Matraces agitados

Este trabajo

Aunque la produccion de las invertasas utilizando el promotor AOX1 fue distinta para
cada caso, se ha mencionado que la produccién y expresion de las proteinas
recombinantes al usar P. pastoris puede ser variable de un sistema a otro, siendo
ambas invertasas muy diferentes en cuanto a estructura y propiedades como ya se ha

mencionado con anterioridad.

Sin embargo, los resultados de actividad especifica son comparables con los obtenidos
por otros autores (Hsieh et al. 2006 y Menéndez et al. 2013), e incluso superiores a lo
gue reportan autores como Huang et al. (2003), Van Den Ende et al. (2003), Wang et al.
(2005) y Ritsema et al. (2006) (Tabla 7), usando el mismo promotor AOX1.

Por otro lado, este sistema todavia puede presentar mejora, ya que de acuerdo a lo que
reportan Tschoop et al. (1987) y Acosta et al. (2000), esta actividad especifica es 2

veces menor utilizando el mismo sistema (Tabla 7).

Esto se puede deber a que todavia se puede optimizar las condiciones de fermentacion
debido a que aproximadamente el 50% de la proteina no fue secretada, detectando
actividad en el paquete celular (dato no mostrado). Esto puede deberse a diverso
motivos entre ellos, que las proteinas se encuentran glicosiladas y por lo tanto se
retienen en el periplasma (Menéndez et al. 2013). Otra razén es a la falta de “tiempo”
gue necesita el sistema de plegamiento de P. pastoris. Esto se puede solucionar

disminuyendo la temperatura de incubacion en la fermentacion hasta a 20 T (Amore et
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al. 2012), favoreciendo también una disminucion en la lisis del citoesqueleto, junto con

la secrecion de proteasas al medio de cultivo y la muerte celular.

7.4  Purificacion y caracterizacion de invertasas r ecombinantes INVA aox1 €
INVB aox1.-

7.4.1 INVApoxi.-

Como primer paso se ultrafiltro el sobrenadante de la fermentacion inducida por
metanol de la cepa AX24, utilizando una membrana de polietersulfona de 30 kDa.
Posteriormente, se dializé contra el Amortiguador A (KCI 25 mM, PMSF 0.1 mM, glicerol
5% en amortiguador de acetatos 25 mM, pH 5.2). Este amortiguador fue utilizado para
equilibrar una columna de intercambio cationico UNOSPHERE S, utilizando un flujo de

2 mL con un gradiente de sal hasta 1 M.

En la Figura 45 se muestra el cromatograma resultante de la corrida al inyectar 5 mL de
muestra dializada.
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Figura 45. Perfil cromatografico de la purificacion de INV  Apox: utilizando una columna de
intercambio cationico.  Se empleé el sobrenadante de cultivo de la clona AX24 obtenido de
fermentacion inducida por metanol, ultrafiltrado y en amortiguador A con un flujo de 2 mL min™.

Conforme a la actividad detectada en las fracciones, aquellas con mayor actividad
invertasa fueron inyectadas en un gel SDS-PAGE al 10% para observar el perfil

proteico resultante que se aprecia en la Figura 46 .
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Figura 46. Andlisis electroforético de las fraccion es con actividad invertasa obtenidas
durante la purificacion de INVA ,ox:. Carril M: Marcador de peso molecular. Carril 44-50:
Fracciones obtenidas a partir de cromatografia de intercambio catiénico.

De acuerdo a lo que se muestra en la Figura 46 la proteina INVA expresada mediante
induccion con metanol se encuentra practicamente pura en las fracciones 44, 45y 46,
estas fracciones fueron recolectadas y almacenadas para ser utlizadas en la

caracterizacion bioquimica de la enzima recombinante.

En la Figura 47 se muestra el patron proteico de los diferentes pasos de purificacion
llevados a cabo, mientras que en la Tabla 26 se muestra el resumen de los resultados

obtenidos de la purificacion de INVAaoxa.
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Figura 47. Andlisis electroforético de los pasos de purificacion empleados para obtener a
INVA 0x1 homogénea. Carril M: Marcador de peso molecular. Carril 1: Sobrenadante obtenido
después de la induccion con metanol. Carril 2: Sobrenadante ultrafiltrado con la membrana de
30 kDa. Carril 3: Proteina purificada en la columna de intercambio catiénico.
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Tabla 26. Etapas de purificacion para obtener a INV ~ Aox: homogénea expresada por P.
pastoris X-33 mediante induccién con metanol.

Actividad Proteina | Actividad | Rendimiento Factor
Total Total especifica purificacion
U (mg) (Umg™) (%) (%)
(10°)
Sobrenadante 59.8+10 400+2 149410 100 1.0
Ultrafiltracion 8.21+17 | 8.16+0.02 | 100717 13.72 6.75
Intercambio
catiénico 4.47+12 | 2.6940.03 | 1660+11 7.47 11.14

De acuerdo a lo que se observa en la Tabla 26, el rendimiento general de la purificacion
fue de menos del 7 %, perdiendo gran cantidad de proteina en la etapa de ultrafiltracion

lo que nos indica que no fue el mejor método para concentrar la proteina recombinante.

Por otro lado el factor de purificacion fue del 48% indicando que la proteina solamente
se expres6 11 mL cada 100 mL del sobrenadante de cultivo. Aunque este valor es muy
bueno, todavia se pueden optimizar las condiciones de secrecion y purificacion de la

proteina recombinante, dado el bajo rendimiento general.

Sdlo se encontré un paso critico en la purificacion de INVAox:1 Y esta fue al ultrafiltrar la
proteina. Cabe mencionar que al realizar otros pasos de concentracion, como es la
precipitacién con sulfato de amonio, no se obtuvieron buenos resultados, por lo que se

propone buscar una alternativa para concentrar y purificar ésta proteina.

Cabe mencionar que el peso molecular no coincide con la enzima nativa, ya que ésta
tltima presenta un peso de 59 kDa (Yanase et al.,, 1991), mientras que la nativa
presenta un de alrededor de 68 kDa. Por lo anterior, se supuso que la enzima estaba
glicosilada, debido a que en la construccion obtenida no se expreso la clona de poli-
histidinas ni el epitope c-myc. Para corroborar esta hipotesis, se corrid un gel de
poliacrilamida al 10% y se realizé la tincion de PAS (Ver. Seccion 6.6.4.1), resultado

gue se muestra en la Figura 48 .
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Figura 48. Andlisis electroforético de la invertasa INVA rox1 por medio de tincion de PAS.
Gel de poliacrilamida al 10% tefiido con reactivo de Schiff Carril M: Marcador de peso
molecular. Carril 1 y 3. Control positivo de glicosilacion: Preparacion de invertasa comercial de
S. cerevisiae. Carril 2 y 4 : INVA recombinante purificada.

En la Figura 48 se corrobora que INVAaox1 expresada por P. pastoris se encuentra
glicosilada, debido a que se observa una banda en el carrii 4 color rosado,
caracteristica de la tincion de azlcares oxidados por el reactivo de Schiff, banda que se
observa en el carril 3, siendo nuestro control positivo un preparado comercial de la

invertasa de S. cerevisiae, la cual tifie también color rosa.
7.4.1.1 Analisis de la glicosilacion de INVA  aoxi.
Dado que se encontré que INVAaox1 presentaba evidencia de glicosilacion al realizar la

tincibn PAS, se decidié hacer un analisis in silico de los posibles sitios de glicosilaciéon

utilizando el programa http://turing.cs.iastate.edu/EnsembleGly/ resultados que se

muestran a continuacion:
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Figura 49. Analisis de la estructura primaria de la invertasa intracelular de Z. mobilis de
posibles sitios de N-glicosilacion. La secuencia fue tomada de UniProt con ndimero de
acceso AAO38865.1.

Conforme lo que se muestra en la Figura 49 existen cuatro sitios para N-glicosilacion
siendo éstos en los aminoacidos de asparagina los cuales se encuentran en las
posiciones: 124, 237, 420 y 436 de la estructura primaria de la invertasa intracelular.
Por lo tanto se puede decir que el aumento de peso de INVAxoxi €n un 16% puede
deberse a las evidencias presentadas de tincion con PAS (Figura 48) y el analisis in

silico.

Se realiz6 el andlisis para determinar si esta misma secuencia puede presentar
secuencias de O-glicosilacion, sin embargo no se obtuvo sitios posibles de O-

glicosilacion, para que P. pastoris pudiera lleve a cabo dicha adicion.

7.4.1.2 Desglicosilacion de INVA  aoxi.

Una vez que se utilizo la Endo H para la desglicosilacion de INVAaox1 purificada, la
enzima desglicosilada, denominada d-INVAaoxi, (Ver. Seccion 6.6.4.2) se analiz6 por

SDS-PAGE al 10% para determinar el peso molecular de la enzima desglicosilada
(Figura 50).
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Figura 50. Analisis electroforético de la invertasa d-INVA rox1. Gel de poliacrilamida al 10 %.
Carril M: Marcador de peso molecular. Carril 1-4. INVAox: Carril 5: INVAsox: después de
tratamiento con Endo H.

En la Figura 50 se observa que una vez se le remueven los grupos manosa a la
invertasa recombinante, el peso molecular disminuye a aproximadamente 59 kDa, que
es el peso reportado por Calixto-Romo (2008). Sin embargo, las pruebas realizadas
anteriormente no son 100% concluyentes para estudios de glicosilacion, por lo que
entre las perspectivas de este trabajo podrian incluirse el andlisis detallado del tipo de

glicosilacidon que presenta esta enzima recombinante.

7.4.1.3 Caracterizacion bioquimica de INVA  aox1 Y d-INVA aoxi.

7.4.1.3.1 Determinaciéon de temperatura optima.

La primera determinacién bioquimica que se realizé fue la temperatura Optima,
utilizando como sustrato sacarosa 50 mM y amortiguador de acetatos pH 5.5, las

temperaturas probadas fueron desde 20 a 55 C, con un tiempo de incubacion de 10

minutos.
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Se observo un pico maximo de actividad porcentual en la temperatura de 35 C (Figura
51), siendo ésta 5 grados superior a la temperatura éptima de la invertasa nativa
(Yanase et al., 1995). Esta diferencia probablemente se deba a que la enzima
recombinante se encuentra glicosilada y de acuerdo a algunos estudios de Meldgaard &
Svendsen (1994), la glicosilacién en enzimas le confieren mayor termoestabilidad. Al
desglicosilar la enzima, la temperatura optima registrada fue de 30 C, siendo esta la
temperatura 6ptima reportada. Por lo tanto, se puede suponer que la glicosilaciéon

podria confiere mayor termoestabilidad a la INVAaoxi.
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Figura 51. Determinacion de la temperatura 6ptima d e la INVA,ox1 ¥ d-INVA pox:. La gréfica
de linea continua con rombos corresponde a la invertasa recombinante glicosilada mientras que
la grafica con cuadros corresponde a la desglicosilada. Ambas enzimas fueron probadas bajo
las mismas condiciones realizando el estudio por triplicado.

7.4.1.3.2 Determinacion de pH éptimo

La temperatura Optima sirvié de referencia para realizar la determinacion de pH 6ptimo,
el cual se determind utilizando un rango de pH de 4.0 a 7.5 utilizando diferentes

amortiguador y sacarosa 50 mM, con un tiempo de incubacion de 10 minutos.

En la Figura 52 se observa la campana del actividad conforme el rango de pH
mencionado anteriormente, mostrando un Optimo de 5.5, siendo éste una unidad mas

baja que el pH éptimo de la enzima nativa, que fue de 6.5 (Yanase et al., 1995).

Para ambas enzimas (glicosilada y desglicosilada) el pH 6ptimo no fue modificado,
parametro que no se ha visto sea afectado por la glicosilacion.
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Figura 52. Determinacion del pH optimo de INVA  ,ox1 v d-INVA pox:. La gréfica de linea
continua con rombos corresponde a la invertasa recombinante glicosilada mientras que la
gréafica con cuadros corresponde a la desglicosilada. Ambas enzimas fueron probadas bajo las
mismas condiciones realizando el estudio por triplicado.

7.4.1.3.3 Determinacion de parametros cinéticos

Una vez obtenidos la temperatura y pH Optimo se estimé la velocidad de hidrdlisis
utilizando diferentes concentraciones de sacarosa, que fueron de 0.01 M a 2 M, bajo las
condiciones mencionadas anteriormente. En la Figura 53 se presentan las curvas de

consumo de sacarosa de ambas enzimas.

4000

3500

3000

2500 -

Vo (uM/min)

0 025 05 0,75 1 125 15 175 2 2,25
Sacarosa (M)

==INVAaox1 d-INVAaox1

Figura 53. Consumo de sacarosa de INVA  aox1 Y d-INVA sox:. La gréfica de linea continua con
rombos corresponde a la invertasa recombinante glicosilada mientras que la grafica con
cuadros corresponde a la desglicosilada. Ambas enzimas fueron probadas bajo las mismas
condiciones realizando el estudio por triplicado.
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Conforme lo observado en la Figura 53 se puede determinar que esta invertasa
recombinante tiene una tolerancia a concentraciones elevadas de sacarosa,
empezando a inhibir su actividad a una concentracion de 0.4 M, siendo ésta superior a
la inhibicion por sustrato de la invertasa nativa, la cual es de 0.3 M de sacarosa
(Yanase et al., 1995). Este valor reportado es el mismo cuando la enzima es
desglicosilada (Figura 53, linea con cuadros). Sin embargo, ambas invertasas
presentan mayor estabilidad a sacarosa en comparacion con la invertasa de S.

cerevisiae que tolera concentraciones de 150 mM (Gracida-Rodriguez 2002).

Con estos valores se realizaron las regresiones lineales para determinar las constantes
cinéticas Ky y Vmax, mediante los métodos de Lineweaver-Burk, Eadie-Hoffstee y

Hanes-Wolf obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 27. Constantes cinéticas de la INVA xox1 € d-INVA pox1 Obtenidas mediante regresion
lineal y su comparacion con la invertasa nativa de Z. mobilis . El valor de k¢ fue calculado
utilizando 5.51 uM de INVAsox1 ¥ 8.8 UM de d-INVAxox:. Todas las determinaciones fueron
hechas por triplicado.

Kwu V max Kecat Kcat/Km Inhibicién Método de
(mM) | (umol (s | s*mM?) | sacarosa | regresion
mLmin ™) (mM)
INVA nativa* 110 62.5 56.92 0.517 400 | ---------
INVApox1 41 4000 12 149 296 400 Hanes-Wolf
d-INVArox1 83 3333 8 831 107 300 Eadie-
Hofstee

* Los valores de la INVA nativa fueron obtenidos de Yanase et al. 1995, Calixto-Romo 2008 y éste trabajo.

De acuerdo a lo que se presenta en la Tabla 27, todos los parametros cinéticos se
vieron afectados negativamente al desglicosilar INVAaox1, disminuyendo la afinidad de
la enzima por el sustrato aproximadamente dos veces, la velocidad de consumo en 1.2

veces, el numero de recambio en 1.3 veces y la eficiencia de la invertasa en 2.7 veces.

Como se ha mencionado anteriormente, la glicosilacion puede afectar la actividad y
funcionalidad de las enzimas recombinantes, este efecto se da tanto positiva como
negativamente y ha sido reportado por diversos autores (Han y Lei 1999, Acosta et al.
2000, Henriksson et al. 2003, Kim et al. 2010, Jedrzejczak et al. 2011, Han et al. 2014,
Plascencia-Espinosa et al. 2014).
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Se ha observado que la desglicosilacion de una enzima recombinante puede provocar
un cambio de efecto dinamico o cambio en las interacciones especificas que se dan en
el sitio activo. Sin embargo, es evidente que ambas enzimas recombinantes
presentaron caracteristicas mas atractivas que la invertasa nativa. Este aumento en sus
propiedades puede deberse a que la adicion de glicidos aumenta la estabilidad de la
proteina influyendo positivamente en la tasa especifica de reaccion (Henriksson et al.
2003).

Existen algunos estudios acerca del mecanismo bajo el cual la glicosilacion afecta la
actividad enzimatica, refiriendo a que si el sitio de glicosilacion se encuentra cerca del
sitio de union a sacarosa puede haber una interaccion especificamente en el sitio activo
(Lloyd et al. 2000) y en este caso, esta interaccion afectd positivamente la tasa
especifica de reaccion con el sustrato.

7.4.1.3.4 Determinacion de la termoestabilidad

Se determing la termoestabilidad de las enzimas recombinantes purificadas las cuales
se evaluaron a 55 € (Figura 55) ,45y 35T (Figura 54).
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Figura 54. Termoestabilidad de INVA xox1 ¥ d-INVA s0xa @ 35 y 45 T. La gréfica de linea
continua con rombos corresponde a la invertasa recombinante glicosilada mientras que la
gréfica con cuadros corresponde a la desglicosilada. Ambas enzimas fueron probadas bajo las
mismas condiciones realizando el estudio por triplicado.
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De acuerdo a lo observado en la Figura 54, la invertasa recombinante producida por
P. pastoris es capaz de tolerar mayor temperatura, a diferencia de la enzima nativa,
debido a que la temperatura méxima reportada por Calixto-Romo (2008) sugieren que a
40 T la invertasa nativa perdia el 100% de actividad después de 20 minutos de
incubacion; mientras que la obtenida de manera recombinante tolera una temperatura
de 45C, manteniendo el 54% de su actividad durante 480 minutos, y a lo reportado por
Ait-Abdelkader et al.(2000), quienes obtuvieron una vida media de 30 minutos a 46<C.

Este aumento de termoestabilidad probablemente se deba al grado de glicosilacion que
presenta la proteina recombinante, de acuerdo a lo reportado por Meldgaard y
Svendsen en 1994,

Por otro lado, haciendo la comparacion de entre la glicosilada y la tratada con Endo H
se puede observar que la estabilidad a las temperaturas probadas fue mayor para las
enzimas con grupos glicosilo, debido a que al incubar a INVAxox1 a 35 T la vida media
se alcanza a los 900 minutos (15 horas) 1.7 veces superior que al su homodloga

desglicosilada.

El mismo efecto se observa al preservar INVAxox1 a 45 T obteniendo un aumento en la
vida media de 1.6 veces (480 minutos, 8 horas) en comparacion con d-INVAaoxi (300
minutos, 5 horas), asi como a 55 € ( Figura 55) obteniendo un incremento de 1.5 veces
la estabilidad a esa temperatura (90 minutos) comparada con la desglicosilada (60

minutos).
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Figura 55. Termoestabilidad de INVA  xo0x: ¥ d-INVA ,0x: @ 55 T. La gréafica de linea continua
con rombos corresponde a la invertasa recombinante glicosilada mientras que la gréafica con
cuadros corresponde a la desglicosilada. Ambas enzimas fueron probadas bajo las mismas
condiciones realizando el estudio por triplicado.

Este efecto no se puede atribuir al tipo de enzima que se utiliz6 para desglicosilar,
debido a que, como se ha mencionado con anterioridad, la Endo H sélo remueve
grupos glicosilo sin generar alteracion en la actividad enzimatica (Meldgaard y

Svendsen 1994), ademas que esta etapa se llevo a cabo a 4 C.

El efecto de la glicosilacion sobre la termoestabilidad ya ha sido observado por diversos
autores (Guimaraes et al. 2009, Acosta et al. 2000, Han y Lei 1999, Han et al. 2014),
guienes sugieren que los carbohidratos confieren estabilidad a la enzima mediante
interacciones covalentes, protegiendo a la enzima de desnaturalizacion por calor y
pueden por lo tanto proveer estabilidad térmica protegiéndola de agregacion prematura
por las altas temperaturas.

La remocion de estos grupos glicosilo, como ya se ha observado en la Figura 50,

resulta en la disminucion de la estabilidad (Kim et al. 2010) y por lo tanto se puede

reflejar en la reduccion de la vida media de las temperaturas probadas en este estudio.
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7.4.1.3.5 Efecto de iones metalicos y EDTA

Se probaron diferentes iones metalicos divalentes para determinar el efecto de éstos
sobre la actividad invertasa, debido a que se ha visto que pueden fungir de activadores

o inhibidores, resultados que se muestran a continuacion:
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Figura 56. Efecto de iones metalicos y EDTA sobre | NVAox: @ concentraciones de 1, 5y
10 mM. Todos los metales fueron adicionados en amortiguador de acetatos 50 mM pH 5.5,
preparados al momento del estudio y se realizé por triplicado.

Conforme a lo que se muestra en la Figura 56, los iones que fueron activadores de la
actividad invertasa fueron el Fe** (12%), Mg (16%) y Mn?** (80%), mientras que los
iones Cu?*, zn**, H**g y Ni** fueron inhibidores de la actividad invertasa en cualquiera
de las concentraciones probadas.

Se ha reportado que la enzima nativa de Z. mobilis es inhibida de la misma forma por
HgCl, (Yanase et al. 1995). Este tipo de efecto sugiere que puede existir la presencia
de grupos tiol en el sitio catalitico de la enzima, los cuales son importantes para la
actividad (Dipasquale et al. 2009, Jedrzejczak et al. 2011). Por lo tanto, interacciones
con el grupo —SH o -S pueden producir cambios conformacionales en la estructura de
la proteina. En el caso del ion Cu®**, este puede oxidar los residuos de cisteina en la
proteina y por lo tanto ocasionar cambios en la estructura y por tanto alterar la actividad
(Giraldo et al. 2012).
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En el caso de los activadores como el ion Ca?*, aunque no es un activador convencional
en invertasas bacterianas, este ion puede interactuar con las cargas de los grupos
amino de las proteinas y por lo tanto alterar la conformacion estructural afectando
directamente el sitio catalitico y por lo tanto actuando con la interaccion hacia su
sustrato (Rustigel et al. 2011).

7.4.1.3.6 Determinacion del punto isoeléctrico (PI)
Por ultimo se realizdé el estudio para determinar el punto isoeléctrico de la INVAxox1,
utilizando un Rotofor® de BioRad, utilizando una solucién de anfolitos de pH de un

rango de 3.5 a 10.

Los resultados correspondientes a éste experimento se muestran en la Figura 57 .

Actividad enzimatica (U mL)

Nimero de fracciones

e Actividad invertasa  eflle=pH
Figura 57. Isoelectroenfoque obtenido a partir del ultrafiltrado conteniendo a la proteina
recombinante INVA.

Conforme a lo observado en la Figura 57, el Pl de la INVA recombinante es de 7.6
siendo éste diferente al reportado por Yanase et al. (1995) que es de 8.5, pero que sin

enbargo es muy similar al reportado por Ait-Abdelkader et al. (2000), el cual es de 7.3.
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7.4.2 INVB aox1.-

Para el caso de la invertasa extracelular, se siguio el mismo protocolo para la induccion
descrito para INVAaoxi; Sin embargo, para concentrar la proteina se realizo
precipitacion con sales de (NH4);SO4 al 80% y posteriormente se dializé contra
amortiguador de L-Histidina (KCIl 25 mM, PMSF 0.1% y Glicerol al 5%, amortiguador de
L-Histidina, pH 5.2). Este amortiguador fue utilizado para realizar la cromatografia de
intercambio anionico, utilizando una columna UNOSPHERE Q, con un flujo de 2 mL
min™.

En la Figura 58 se presenta el cromatograma resultante de la corrida de la muestra de
invertasa dializada descrita anteriormente.
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Figura 58. Perfil cromatografico de la purificacion de INVB sox: Utilizando una columna de

intercambio anionico. Se empled el sobrenadante de cultivo de la transformante BX26,
obtenido de la fermentacion inducida con metanol, precipitado con (NH4),SO, y dializado contra
amortiguador B con un flujo de 2 mL min™.

Las fracciones que presentaron mayor actividad y proteina, se inyectaron a un gel SDS-
PAGE al 10% para observar el perfil proteico resultante, el cual se vislumbra en la

Figura 59.
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Figura 59. Analisis electroforético de las fraccion es con actividad invertasa obtenidas
durante la purificacion de la invertasa INVB  xoxi. Carril M: Marcador de peso molecular.
Carril 30-37: Fracciones obtenidas a partir de cromatografia de intercambio aniénico.

De acuerdo a lo que se observa en la Figura 59 INVBaox1 Se encuentra pura desde las
fracciones 33 a la 37, las cuales fueron recolectadas y utilizadas para la caracterizacion

bioquimica.

En la Figura 60 se muestra el gel de SDS-PAGE resumiendo las etapas de purificacion
utilizados para INVBaoxi, asimismo en la Tabla 28 se muestra el resumen de los
resultados obtenidos de los pasos de separacion de la invertasa producida por P.

pastoris.

M 1 2

w

P W < 13Da

Figura 60. Analisis electroforético de los pasos de purificacion empleados para a
INVB r0x1 homogénea. Carril M: Marcador de peso molecular. Carril 1 : Sobrenadante obtenido
después de la induccion con metanol. Carril 2 : Sobrenadante precipitado con (NH4),SO,. Carril
3: Proteina purificada por una columna de intercambio aniénico.
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Tabla 28. Pasos de purificacion para obtener a INVB  ,ox1 homogénea expresada por P.

pastoris X-33 mediante induccién con metanol.
Actividad Proteina Actividad | Rendimiento Factor
Total Total especifica purificaciéon
U (mg) (Umg™) % %
(10°)
Sobrenadante | 15.81+2 | 23.34 +0.08 678 £2 100 1
Precipitacion 1146 +28 | 7.81+£0.07 | 1468 +28 72 2.17
Intercambio
anionico 759+15| 3.81+0.01 1993 +15 48 2.94

Para esta purificacion se obtuvo un rendimiento mas alto que en el caso de INVAaoxi,
siendo este del 48%, correspondiendo a la etapa donde se perdié mayor cantidad de

proteina el paso de precipitacion y por lo tanto la etapa critica de este proceso.

Sin embargo, el factor de purificacion por otro lado fue mas bajo que para la invertasa
intracelular, siendo de casi 3%, lo que indica que solamente la proteina se encuentra
expresada en el sobrenadante de cultivo en esa proporcion (Tabla 28).

En ambos casos sigue siendo necesario optimizar el proceso de fermentacion, ya sea
disminuyendo la temperatura para permitir mejor secrecion de la proteina recombinante
(Amore et al. 2012), utilizando un biorreactor para controla adecuadamente variables
gue influyen la expresién de la proteina de interés como son: oxigeno disuelto,
concentracion de metanol, agitacion, pH, entre otros (Cereghino et al. 2002, Daly y
Hearn 2005, Macauley-Patrick et al. 2005, Jahic et al. 2006).

7.4.2.1 Andlisis de la glicosilacion de INVB  aoxi.
Por el analisis de tincion de PAS realizado anteriormente (Figura 48) se intuye que el
grado de glicosilacion o los sitios de glicosilacién de INVB son menores a INVA. Para

confirmar esto, se realizd el andlisis in silico de los posibles sitios de N- u O-

glicosilacion.
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Figura 61. Andlisis de la estructura primaria de la invertasa extracelular de Z. mobilis de
posibles sitios de N-glicosilacion. La secuencia fue tomada de UniProt con ndimero de
acceso PODJA4.

En la Figura 61 se corrobora que INVB tiene menos sitios probables para N-
glicosilaciéon, siendo estos en las asparaginas de posicion 4 y 324 ademas de
encontrarse en los extremos de la estructura primaria, s6lo son dos en comparacién con
INVA, es por esta razén que el peso molecular de la recombinante no fuera tan elevado

siendo este de sélo del 6%.

De igual forma se realiz6 el andlisis para probables sitios de O-glicosilacién, resultando

gue no existen sitios probables para esta modificacion.

7.4.2.2 Desglicosilacion de INVB  aoxi.

De igual manera que para INVAxox1 €l PM de INVBaox1 no coincide con la enzima
nativa, presentando un peso de aproximadamente 48 kDa; mientras que la nativa
presenta un PM de 45 kDa (Yanase et al., 1991, Calixto-Romo 2008), por lo que se cree
gue esta enzima también posee glicosilacion, para corroborarlo se realizé un gel con

tincion de PAS resultado que se muestra en la Figura 62 .
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Figura 62. Andlisis electroforético de la invertasa INVB rox: purificada mediante tincion de
PAS. Gel SDS-PAGE al 10% tefiido con reactivo de Schiff Carrii M: Marcador de peso
molecular, Carril 1. Control positivo de glicosilacion: Preparacion de invertasa comercial de S.
cerevisiae, Carril 2: INVBaox; purificada, Carril 3 'y 4: INVBaox: después de tratamiento con Endo
H

Tal como se muestra en la Figura 62, la proteina que es expresada por P. pastoris se
encuentra glicosilada, debido a que se observa una banda en el carril 2 color rosado, no
siendo asi para los carriles 3 y 4, los cuales al ser tratados con la Endo H pierden sus
grupos glicosilo, y por lo tanto ya no se lleva a cabo la tincion de PAS. Ademas de
presentar una migracion diferente de la banda de 48 kDa, la cual muestra un peso

molecular de la enzima desglicosilada (d-INVBaox1), que es de 45 kDa.

Con estos resultados se llevd a cabo e mismo procedimiento que para INVAaoxiy d-
INVAAoX1.

7.4.2.3 Caracterizacion bioquimica de INVB  aox1 Y d-INVB aoxi.
7.4.2.3.1Determinaciéon de temperatura optima.

La primera determinacién bioquimica que se realiz6 fue la temperatura Optima,
utilizando como sustrato sacarosa 50 mM y amortiguador de acetatos pH 5.5, las

temperaturas probadas fueron desde 20 a 55 C, dejando incubar a la enzima durante 1

minuto.
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Se observo un pico maximo de actividad porcentual en la temperatura de 40 C (Figura
63), tanto para la glicosilada como la desglicosilada, siendo ésta 5 grados inferior a la
temperatura 6ptima de la invertasa nativa (Yanase et al.,1995). Dado que el grado de
glicosilacion de la enzima recombinante no es muy grande (3 kDa), no podemos atribuir

el cambio de temperatura a esta modificacion postraduccional en especifico.
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Figura 63. Determinacién de la temperatura 6ptima d e la INVB sox1 Y d-INVB pox:. La linea
continua con rombos corresponde a la invertasa recombinante glicosilada mientras que la
grafica con cuadros corresponde a la desglicosilada. Ambas enzimas fueron probadas bajo las
mismas condiciones realizando el estudio por triplicado.

7.4.2.3.2 Determinacion de pH éptimo

Posteriormente se realizo la determinacion de pH 6ptimo, el cual se determiné utilizando
diferentes amortiguadores para abarcar un rango desde pH 4.0 a 7.5, incubando en

solucion de sacarosa por 1 minuto.
En la Figura 64 se observa la campana del actividad conforme el rango de pH

mencionado anteriormente, mostrando un 6ptimo de 5.5, para ambas enzimas siendo

éste el mismo pH 6ptimo de la enzima nativa (Yanase et al. 1995).
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Figura 64. Determinacion del pH optimo de INVB  aox: Vv d-INVB aoxi. La gréfica de linea
continua con rombos corresponde a la invertasa recombinante glicosilada mientras que la
grafica con cuadros corresponde a la desglicosilada. Ambas enzimas fueron probadas bajo las
mismas condiciones realizando el estudio por triplicado.

7.4.2.3.3 Determinaciéon de parametros cinéticos

Determinados la temperatura y pH optimo se estimé la velocidad de hidrdlisis utilizando
diferentes concentraciones de sacarosa, que fueron de 0.01 M a 2 M, bajo las
condiciones mencionadas anteriormente, para ambas enzimas, en la Figura 65 se

presenta la curva de consumo de sacarosa.
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Figura 65. Consumo de sacarosa de INVB ,ox1 Y d-INVB rox:. La grafica de linea continua con
rombos corresponde a la invertasa recombinante glicosilada mientras que la grafica con
cuadros corresponde a la desglicosilada. Ambas enzimas fueron probadas bajo las mismas
condiciones realizando el estudio por triplicado.
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Conforme lo observado en la Figura 65, se puede determinar que ambas invertasas
poseen alta tolerancia a concentraciones elevadas de sacarosa, empezando a inhibir su
actividad a una concentracion de 0.3 M, siendo ésta superior a la inhibicion por sustrato
de la invertasa nativa, la cual es de 0.2 M de sacarosa (Yanase et al., 1995); sin

embargo, INVAaox1 presenta el mayor grado de tolerancia a sacarosa (0.4 M).

Con estos valores se realizaron las regresiones lineales para determinar las constantes
cinéticas Ky y Vmax, mediante los métodos de Lineweaver-Burk, Eadie-Hoffstee y

Hanes-Wolf, lo que se presenta en Tabla 29.

Tabla 29. Constantes cinéticas de la INVB aox: € d-INVB pox1 Obtenidas mediante regresion
lineal y su comparacion con la invertasa nativa de Z. mobilis. El valor de k¢ fue calculado
utilizando 7.82 uM de INVBaox1 ¥ 8.2 UM de d-INVBaox:. Todas las determinaciones fueron
hechas por triplicado.

Km Vmax Kcat Keat/Km Inhibicion | Método de
(mM) | (umol (sh (s*mM™) | sacarosa | regresion
mLmin %) (mM)
INVB nativa* | 98 33.6 12000 | 122 300 |-
INVB aox1 50 5000 10 396 | 208 300 Hanes-Wolf
d-INVB aox1 50 4060 8210 164 300 Hanes-Wolf

* Los valores de la INVA nativa fueron obtenidos de Santiago-Hernandez et al. 2006,
Calixto-Romo 2008 y Vallejo-Becerra et al. 2008.

De acuerdo a lo que se presenta en la Tabla 29, al igual que para el caso de la
invertasa recombinante intracelular, cuando a INVBAOX1 se le remueven los grupos
glicosilo, las propiedades cataliticas de esta se ven disminuidos para la velocidad
maxima (1.5 veces), keat (1.3 veces) y kea/Km (1.3 veces). Sin embargo, estas
modificaciones no fueron tan drasticas como para la intracelular, e incluso no hubo
cambios para Ky, lo cual podria deberse a que el nimero de sitios de glicosilacion

disminuyeron.
Sin embargo, la mayoria de los pardmetros cinéticos mejoraron, independientemente de

si la enzima esta glicosilada o sin glicosilar, en comparacion con la enzima nativa. Las

posibles explicaciones se discutieron en las secciones anteriores.
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7.4.2.3.4 Determinacion de la termoestabilidad

En esta seccion se evaluaron cuatro temperaturas: 50, 45, 40 y 35 C, y los resultados

gue se muestran a continuacion:
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Figura 66. Termoestabilidad de INVB xox1 ¥ d-INVB pox1 @ 50 y 45 T . La gréfica de linea

continua con rombos corresponde a la
grafica con cuadros corresponde a la des
mismas condiciones realizando el estudio

invertasa recombinante glicosilada mientras que la
glicosilada. Ambas enzimas fueron probadas bajo las
por triplicado.

De acuerdo a lo observado en la Figura 66, para las temperaturas de 50 y 45 €T no

hubo diferencia significativa en la termoestabilidad.
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Figura 67. Termoestabilidad de INVB aox1 Y d-INVB pox1 @ 40 y 35 €. La gréfica de linea

continua con rombos corresponde a la

invertasa recombinante glicosilada mientras que la

gréfica con cuadros corresponde a la desglicosilada. Ambas enzimas fueron probadas bajo las

mismas condiciones realizando el estudio

por triplicado.
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Como se muestra en la Figura 67, para las temperaturas evaluadas de 35y 40 T se
observé un comportamiento similar al desglicosilar INVAaoxi1, debido a que para ambas
temperaturas se observd una menor vida media (50%) de actividad, en ambos casos
disminuyendo. Para la temperatura de 35 C, la vida media de INVBaox: fue de 80
minutos, disminuyendo 1.3 veces (60 minutos) al desglicosilarla y someterla a la misma
temperatura. Para 40 T el 50% de actividad se alcanzé 40 minutos en la glicosilada,
mientras que para la desglicosilda este porcentaje se obtuvo aproximadamente a los 7
minutos, casi 6 veces menos del tiempo.

Es evidente que para INVAxoxi, que presentd mayores sitios potenciales de
glicosilacién, la termoestabilidad fue mayor que para INVBaox:1. ESto nos da indicios de
que el grado de glicosilacion puede ayudar a que una enzima recombinante sea mas
termoestable.

7.4.2.3.5 Efecto de iones metdlicos y EDTA

Se probaron diferentes iones metalicos divalentes para determinar el efecto de éstos
sobre la actividad invertasa, debido a que se ha visto que pueden fungir de activadores
o inhibidores. Los resultados que se muestran a continuacion:

130
120

Actividad relativa (%)
(2]
o

Mg Mn Cu Zn Hg Fe Ca Ni EDTA s/Metal

lones metélicos

ElmM E5mM 10mM

Figura 68. Efecto de iones metalicos y EDTA sobre |  NVBaox: @ concentraciones de 1, 5y
10 mM. Todos los metales fueron medidos en amortiguador de acetatos 50 mM pH 5.5,
preparados al momento del estudio y se realizo por triplicado incubando al enzima por 1 minuto.

184



Los resultados de la Figura 68 muestran que tanto para la invertasa intracelular como
para la extracelular, el ion Hg®" tiene un efecto inhibitorio del 100% vy, en el caso de

INVBaox1, también se ve inhibida por el ion Cu®*.

La adicién de Mn?* 5 mM aumenté la actividad en 20%, este efecto activador también
se ha observado en invertasas de Aspergillus ochraceus y Aspergillus phoenics
(Guimaraes et al. 2009, Rustigel et al. 2011). Aunque este aumento es poco, también

hubo un aumento al usar Ca?*, igual que en el caso de la invertasa intracelular INVAaox:.
7.4.2.3.6 Determinacion de actividad invertasa medi  ante Zimograma.

Como parte de los ensayos para estandarizar nuevos meétodos de cuantificacion de
actividad invertasa, se estandariz6 una técnica para deteccion de proteinas con
actividad invertasa mediante gel de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes.

Los resultados se muestran en la Figura 69 .

1 2 3

4 5 6
i

Figura 69. Zimograma de actividad invertasa realiza do a INVB sox: purificada. Carril 1y 4:
Control positivo, preparacién comercial de invertasa de S. cerevisiae, Carril 2, 3, 5y 6. INVBaox1
purificada.

Conforme lo que se muestra en la Figura 69, el método estandarizado para detectar
actividad invertasa mediante geles de poliacrilamida fue adecuado por lo que se puede
realizar para otros estudios de deteccion de actividad invertasa en extractos celulares o

sobrenadantes de cultivo.
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7.5 Inmovilizacion de las invertasas INVA ,ox1 € INVBApx: mediante métodos

guimicos.

7.5.1 Soporte de Nylon 6.

El método quimico utilizado en este trabajo fue mediante la union covalente o
entrecruzamiento, siendo un meétodo barato, quimicamente inerte, no téxico,
mecanicamente estable, insoluble en agua y con la posibilidad de adquirir diferentes
formas, aunado a esto, la inmovilizacion sélo se lleva a cabo en la superficie externa, lo

gue permite mejorar la actividad enziméatica (Silva et al. 2007).

Todos los estudios realizados en esta etapa se llevaron a cabo utilizando la misma
metodologia que para las enzimas recombinantes libres, midiendo: pH Optimo,
temperatura Optima, cinética de consumo de sacarosa, efecto de iones metélicos y
EDTA y termoestabilidad.

75.1.1 |NVAon1-Ny|0n 6.

En el caso de la INVAoxi1, se utilizaron 9.5 mg de proteina purificada, no se detectd
proteina en el sobrenadante centrifugado posterior a la inmovilizacion (Ver. Seccion
6.7.1.1), por lo que toda la proteina fue unida al brazo espaciador de PEG. Todas las
determinaciones descritas a continuacion se realizaron de la misma forma a lo descrito
en la seccion 6.6, correspondiente a la seccion de caracterizacién bioquimica de
INVAxox1 € INVBaox1.

La eficiencia de este método fue de s6lo 25% lo que nos habla respecto a que todavia
se tienen que optimizar los métodos bajo los cuales se realizd este proceso, desde la
concentracion de glutaraldehido, la naturaleza quimica del brazo espaciador, los

tiempos de incubacion, entre otros.
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7.5.1.1.1 Temperatura y pH 6ptimo

La temperatura 6ptima de la enzima inmovilizada se vi6 modificada aumentando en
5 € a que la enzima inmovilizada se encuentra prot egida por el Nylon 6, lo que la hace

menos susceptible a condiciones del medio externo (Figura 70 A).
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Figura 70. Determinacion de la temperatura (A) y pH optimo (B) de INVA rox1 acoplada a
Nylon 6 y su comparacion con la enzima libre. Las gréficas oscuras (triangulos) representan
la invertasa libre y las linea claras (cuadrados) corresponden a la enzima inmovilizada.

En cuanto al pH 6ptimo, el valor no se vio afectado siendo el mismo para la enzima libre
e inmovilizada (5.5, Figura 70 B). Esto puede deberse al microambiente que se genera

de la enzima-soporte.

7.5.1.1.2 Consumo de sacarosa

Una vez determinados los parametros anteriores se estimé la velocidad de hidrdlisis
utilizando diferentes concentraciones de sacarosa que fueron de 0.01 M a 2M,

incubando la enzima por 10 minutos. En la Figura 71 se presenta la curva de consumo

de sacarosa de la invertasa libre y acoplada a Nylon 6.
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Figura 71. Velocidad de hidrélisis de la INVA  xox: acoplada a Nylon 6 comparada con su
homologa libre. La grafica oscura (triangulos) representa la invertasa libre y la linea continua
(cuadrados) corresponde a la enzima inmovilizada.

Conforme lo observado en la Figura 71, se puede determinar que INVAaoxi-Nylon 6
sigue conservando una alta tolerancia a concentraciones elevadas de sacarosa,
comportamiento observado también en la enzima libre, empezando a inhibir su
actividad a una concentracion de 0.4 M, siendo ésta superior a la inhibicidon por sustrato
de la invertasa nativa, la cual es de 0.3 M de sacarosa (Yanase et al., 1995).

Con estos valores se realizaron las regresiones lineales para determinar las constantes
cinéticas Ky y Vmax, mediante los métodos de Lineweaver-Burk, Eadie-Hoffstee y
Hanes-Wolf.

El método que mejor se ajusté a la regresion lineal, con una R? de 0.969 fue el de
Hanes-Wolf. Por lo anterior, se determind que la Vyax de la enzima inmovilizada es de
2500 pumol mLmin™® y la Ky de 550 mM, presentando una diminucién de 1.6 veces

comparada con la enzima INVAxox; libre (4000 pmol mLmin™).

La afinidad por acarosa también se vio afectada negativamente disminuyendo 13 veces
con respecto a la invertasa INVAxoxi1 libre (41 mM). Al verse afectados ambos
parametros, podemos atribuir un cambio conformacional alterando del sitio activo de la
invertasa inmovilizada, ademas de posibles problemas difusionales (Mutlu et al. 2006,
Mateo et al. 2007, Vallejo-Becerra et al. 2008).
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7.5.1.1.3 Termoestabilidad

Incubando INVAaox1 acomplada a Nylon 6 a 50 y 45 C, tomando una alic uota cada 10

minutos se observd que no hubo una diferencia significativa en el comportamiento del

sistema, comparada con la enzima INVAaox1 libre, presentando la misma vida media de

90 y 480 minutos respectivamente (Figura 72).
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Figura 72. Termoestabilidad a 50 y 45 T de INVA

aox1 acoplada a Nylon 6 comparada con

su homologa libre. Las lineas oscuras (triangulos) corresponden a la invertasa recombinante
libre mientras que las lineas claras (cuadrados) corresponden a la invertasa recombinante

inmovilizada.

7.5.1.1.4 Efecto de iones metdlicos y EDTA

Un resultado interesante fue el efecto de iones como Mg?*, Mn** Fe?'y Ca?* en una

concentracion de 10 mM (Figura 73, prismas claros), los cuales aumentaron la

actividad invertasa de la enzima INVAaox1 inmovilizada, no observandose dicho efecto

en la enzima INVApox, libre, presentando un aumento de la actividad de 109, 83, 80 y

150 %, respectivamente, no observando otro efecto positivo al utilizar las demas

concentraciones.
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Figura 73. Efecto de iones metélicos y EDTA sobre | NVAjox: acoplada a Nylon 6

comparada con su homdéloga libre. De adelante a atras representan concentraciones de
iones 1, 5 y 10 mM. Las gréficas oscuras representan la invertasa libre, mientras que las
gréficas claras corresponden a la inmovilizada.

Tanto para la INVAxox: libre como para la inmovilizada, los iones Cu?*, zn** y Hg**
provocan una disminucion en la actividad enziméatica para cualquiera de las

concentraciones probadas.

En la Tabla 30 se muestran los resultados obtenidos de la inmovilizacion de INVAaox1

inmovilizada (INVAaox1 Nylon 6) en comparacion con la enzima libre (INVAaox1).

190



Tabla 30. Caracterizacion bioquimica de INVA

comparacion con la enzima nativa y recombinante lib re.

aoxi inmovilizada en Nylon 6 y su

INVA INVA s0x1 INVA s0x1
nativa Nylon 6
pH dptimo 6.0 5.5 5.5
Temperatura Optima 30 35 40
()
Vimax (umol mgmin ™) 62.5 4000 2500
Ku (MmM) 110 41 550
Inhibidores ch|2 CuS0O, CuSO,
1,5y 10 mM) chlz HgCIZ
ZnS0O, ZnS0O,
Inductores ND MnCl, (1mM) MnCl, A 80%
1,5y 10 mM) A 80% FeCl, A 80%
CaCl, N 150%
(10mM)
Inhibicién por
sacarosa (mM) 300 400 400
Termo -estabilidad (t 12) | 40 €T, 20 min 50 C, 90 min 50 C, 90 min
(pérdida total de | 45 C, 480 min 45 C, 480 min
actividad) 40 T, 1400 min (23h)
Relsos 0 0 44

ND: No determinado

Conforme lo que se muestra en la Tabla 30, la mayoria de los pardmetros de la
invertasa inmovilizada. A pesar de que la enzima inmovilizada en Nylon 6 presento
muchas desventajas en cuanto a sus parametros cinéticos y bioquimicos, ésta sigue
siendo mejor en comparacion con la enzima nativa (Tabla 30), ademéas es importante
sefialar que se obtuvieron 44 relusos del sistema y hubo un incremento en la

termoestabilidad en cualquiera de los dos métodos probados.

7.5.1.2 INVB aox1-Nylon 6.

Para INVBaox1 se utilizaron 13.9 mg de la enzima purificada y tampoco se detecto
proteina en el sobrenadante centrifugado posterior a la inmovilizacion (Ver. Seccion
6.7.1.1), por lo que toda la proteina fue unida al brazo espaciador de PEG. En este caso
se obtuvo una eficiencia de inmovilizacion del 65%, siendo ésta mayor que en el caso

de la invertasa intracelular INVAaoxi.

191



7.5.1.2.1 Temperatura y pH optimo.

Se observo un pico maximo de actividad porcentual en la temperatura de 30 T ( Figura
74 A), siendo ésta 5 grados menor a la temperatura 6ptima de la invertasa INVA nativa
(Yanase et al., 1995), esta diferencia probablemente a un efecto negativo de la

concentracion de glutaraldehido sobre la enzima inmovilizada (Leuba & Widmer 1979).
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Figura 74. Determinacion de la temperatura (A) y pH optimo (B) de INVB ox: acoplada a
Nylon-6 y su comparacion con la enzima libre. Las gréficas oscuras (triangulos) representan
la invertasa libre y las lineas claras (cuadrados) corresponden a la enzima inmovilizada.

En la Figura 74 B se observa la campana de la actividad conforme el rango de pH
mencionado anteriormente, mostrando un Optimo de 5.5, siendo muy parecida a la

campana observada para la enzima INVBaoxa libre.

7.5.1.2.2 Consumo de sacarosa

Se estim¢ la velocidad de hidrdlisis utilizando concentraciones de sacarosa de 0.01 M a
2 M, bajo las condiciones mencionadas anteriormente, durante 2 minutos de incubacion,
en la Figura 75 se presenta la curva de consumo de sacarosa para éste sistema y su

comparacion con la enzima INVBaox; libre.
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Figura 75. Velocidad de hidrélisis de la INVB  ,ox: acoplada a Nylon 6 comparada con su
homologa libre. La gréfica oscura (triangulos) representa la invertasa libre y la linea continua
(cuadrados) corresponde a la enzima inmovilizada.

Conforme lo observado en la Figura 75 se puede determinar la enzima INVBaox1
inmovilizada conserva una alta tolerancia a concentraciones elevadas de sacarosa,
comportamiento observado también en la INVB recombinante libre, empezando a inhibir
su actividad a una concentracion de 0.3 M.

Con estos valores se realizaron las regresiones lineales para determinar las constantes
cinéticas Ky y Vmax, mediante los métodos de Lineweaver-Burk, Eadie-Hoffstee y
Hanes-Wolf.

El método que mejor se ajusté a la regresion lineal, con una R? de 0.969 fue el de
Lineweaver-Burk, por lo tanto, se determiné que la Vmax de la INVBaoxi-Nylon 6 fue de
504 ymol mLmin™y la Ky de 270 mM.

Estos valores representan una disminucién de 10 veces para la velocidad méxima en
comparaciéon con la enzima INVBaoxi libre (5000 umol mLmin™), y 5 veces una
disminucion de afinidad por sacarosa a diferencia de INVBaox1 libre (50 mM).
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Ademéas de los factores ya mencionados que pudieran estar ocasionando estos
cambios otra variable que afecta negativamente para algunas enzimas es la
concentracion de glutaraldehido, que si bien fue lavado en las etapas de inmovilizacion,
todavia pueden quedar trazas de éste al momento de realizar el acoplamiento (Leuba y
Widmer 1979).

7.5.1.2.3 Termoestabilidad.

De igual forma que para la enzima libre, se determind la termoestabilidad de la
invertasa INVBaox1 inmovilizada, la cual se midié incubando la enzima inmovilizada y
libre a 50 45 y 40C y tomando alicuota de 1 pL durante a diferentes tiempos hasta
llegar a la vida media de las enzimas (50% de actividad invertasa), lo que se muestra en
las Figura 76.

100
90 A
80 -

70 5
60 1

50

40 -
30 -
20 -

Actividad relativa (%)

10

75 90 105 120 135 150 165

Tiempo (min)

=a—INVBr libre (50)
=&=INVBr libre (45)
INVBr libre (40)

INVBr-Nylon (50)
INVBr-Nyloné (45)
INVBr-Nylon 6 (40)

Figura 76. Termoestabilidad a 50, 45y 40 € de INV Baox: acoplada a Nylon 6 comparada
con su homologa libre. Las lineas oscuras (tridngulos) corresponden a la invertasa
recombinante libre mientras que las lineas claras (cuadrados) corresponden a la invertasa
recombinante inmovilizada.

De acuerdo a los datos presentados en la Figura 76, no se observd una diferencia

significativa entre la vida media de la invertasa INVBaox1 libre y acoplada a Nylon 6.
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7.5.1.2.4 Efecto de iones metélicos y EDTA.

Para esta determinacién se dej6 incubando el sistema por 10 minutos a 40 < con los
iones mencionados anteriormente, siendo el control INVBaoxi-Nylon6 sin metal el cual

corresponde al 100% de actividad. Los resultados que se presentan en la Figura 77 .

I l - / ',7 INVBaox1-MylonG (10mM)
.(\
Ca i

[ / INVBaox1 (10mM)
/ INVBaox1-Nylon6 (Sml)
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y \ ;“ / INVBaox1-Nylon6 (1mM)

| INVBaox1 (1mM)
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&
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H|NVBaox1 (1mM) u[NVBaox1 (5SmM) INVBaox1 (10mM)
INVBaox1-Nylong (1mM) = INVBaox1-Nylon6 (5mM) = INVBaox1-NylonE (10mi)
Figura 77. Efecto de iones metalicos y EDTA sobre | NVBaox: acoplada a Nylon 6

comparada con su homdéloga libre. De adelante a atras representan concentraciones de
iones 1, 5 y 10 mM. Las gréaficas oscuras representan la invertasa libre, mientras que las
gréficas claras corresponden a la inmovilizada.

Conforme lo mostrado en la Figura 77, tanto para la enzima INVBaox: libre como para
la inmovilizada los iones Cu?* y Hg®* provocan una disminucién en la actividad
enzimética, ya sea a 1, 5 y 10 mM. Por otro lado, los iones Mg* y Zn** fueron
inductores de la actividad a 1 mM para la inmovilizada, no siendo asi para INVBaox1
libre.

En el caso del ion Mn®* fue buen inductor para la invertasa INVBaox; inmovilizada en
cualquier concentracion probada, siendo hasta 101% mayor la actividad a 1 mM

comparado con el control sin metal.

También se observé un efecto positivo y “protector” utilizando los iones Fe?*, Ca** y Ni**
(Figura 77 prismas claros), ya que no disminuy0 la actividad de la enzima INVBaox1
inmovilizada sino que en algunos casos aumenté la actividad en comparacion con la
enzima libre, llegando hasta un méaximo 59% mayor actividad utilizando Ca** a 5 mM
(Figura 77 cilindros claros). Esto fue un efecto constante para estos iones de las dos

enzimas inmovilizadas INVAaox1 € INVBaox1.
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El resumen de los resultados obtenidos de todas las caracterizaciones de esta
inmovilizacion y su comparacion con la enzima INVBaoxy libre y la INVB nativa se

muestran en la Tabla 31.

Tabla 31. Caracterizacion bioquimica de INVB aox: inmovilizada en Nylon 6 y su

comparacion con la enzima nativa y recombinante lib re.
INVB INVB aox1 INVB pox1
nativa Nylon 6

pH 6ptimo 5.5 5.5 5.5
Temperatura Optima 45 40 30
()
Vimax (Mmol mgmin ™) 33.6 5000 504
Kn (MmM) 98 50 270
Inhibidores HgC|2 CuSO0O, CuSO,
(1 mM) HgCl, HgCl,

FeSO,

ZnS0O,

NiCl,
Inductores ND MnCl, N 20% MnCl, A 100%
1,5y 10 mM) CaCl, A 50%
Inhibicién por
sacarosa (mM) 300 300 300
Termo -estabilidad (t 12) | 55 <C, 25 min 50 C, 3 min 50 €, 3 min

45 C, 10 min 45 C, 10 min

40 C, 10 min 40 <€, 10 min
Relsos 0 0 9

ND: No determinado

Conforme lo que se muestra en la Tabla 31, aunque se tuvo un buena eficiencia de
inmovilizacion (65%), el método para llevar a cabo este confinamiento en la invertasa
INVBaox1 tampoco fue el adecuado, debido a que todos los parametros fueron
afectados negativamente, no siendo asi para los iones metdlicos y los relisos en donde
se vio una mejora en comparacion con la enzima INVBaox libre y en la termoestabilidad

donde no se vio efecto.

A pesar de las desventajas utilizando erste meétodo, ambas enzimas INVAaoxi €
INVBaox1 inmovilizadas conservan algunas caracteristicas deseables para ser aplicadas
en procesos como es el caso de la tolerancia a altas concentraciones de sacarosa y los
parametros cinéticos, esto en comparacion con las enzimas nativas, pudiéndose ocupar

este sistema en fermentaciéon de melaza de cafa.
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7.5.2 Método quimico: Soporte de Quitosano.

Este método consistid en dejar reactivos los grupos glicosilo pertenecientes a la
glicosilacién de ambas invertasas recombinantes, determinaciones que se demostraron
en secciones anteriores, para que reaccionen con los grupos reactivos amino o hidroxilo

gue permiten posee el quitosano.

7.5.2.1 INVApox1-Quitosano.

Los estudios de inmovilizacion de la INVAxox1 Se realizaron utilizando quitosano de
mediano grado de acetilacion de Sigma®. Se probaron varios métodos de
inmovilizacion, sin embargo los mejores resultados se obtuvieron siguiendo el
procedimiento descrito por Hsieh (2000), con algunas modificaciones, tal como se en

Materiales y Métodos (Ver. Seccion 6.7.1.2).

Algo que se observo al utilizar este método de inmovilizacion fue un efecto negativo
sobre la actividad de INVAxox1 0ocasionado por la concentracion de metaperiodato de
sodio, debido a que para algunas enzimas, este compuesto ocasiona un efecto sobre la
actividad catalitica, disminuyéndola, debido a que es un agente oxidante (Stanley et al.
1976, Marek et al. 1984, Hsain et al. 1996).

Se realizaron algunos ensayos probando el efecto del metaperiodato sobre la actividad

de esta invertasa obteniendo lo siguiente:
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Figura 78. Efecto de la concentracion de metaperiod ato de sodio sobre la actividad
relativa de INVA oxi. Este ensayo se realizé incubando 50 pL de INVAjoxi con
concentraciones de NalO, que fueron desde 2 a 50 mM en solucion de amortiguador de
acetatos 50 mM pH 5.5 (50 pL), incubandose por 3 horas a 4T a 300 rpm, pasado este tiempo
se detuvo la reaccion con 100 uL de PEG, pasado este tiempo se adiciond sacarosa 50 mM y
se dejo la reaccion por 10 minutos a 35 C para de terminar la actividad invertasa.

Como se muestra en la Figura 78, el agente oxidante NalO, efectivamente tiene un
efecto negativo sobre la actividad invertasa. Se repitieron experimentos de
inmovilizacion cambiando la concentracion a 2 y 15 mM, sin embargo la mayoria de la
enzima no se unia al quitosano (dato no mostrado). Otras condiciones que fueron
modificadas son las que se muestran en la Figura 79 .

L

o pH 5.0 & =2% * 3 horas & =5% ¢ 2mM = =15%
¢ 5mM & =6%
*+ pH5.5 Se=5% * 6horas Se = 1% e 3mM e =5%

Figura 79 . Optimizacion del método de inmovilizaciéon para conf inar a INVA xox; utilizando
Nylon-6. € se refiere al factor de eficiencia determinado para cada ensayo.

Por lo tanto, el método de inmovilizacién usando el soporte de quitosano no fue una
buena opcion para llevar a cabo la union de la enzima-soporte dado que las eficiencias
de inmovilizacién no fueron superiores al 15% (Figura 79). Esto se puede deber,
principalmente, al agente para modificar los grupos funcionales de los glucidos, el

pudiera estar afectando otros grupos funcionales importantes en esta enzima.
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Otro inconveniente que presentd esta técnica consistid en que no se pudo realizar la
estabilidad operacional del mismo modo que se realiz6 para el Nylon 6, debido a la
densidad de la enzima-soporte lo que dificult6 montar una técnica de medicion en

sistema continuo por lo que no se pudieron determinar los redsos.

A pesar de lo anteriormente descrito, se utilizaron 10 mg de INVAaox: purificada, no se
detectd proteina en el sobrenadante centrifugado posterior a la inmovilizacion (Ver.
Seccién 6.7.1.2), por lo que a pesar de que la enzima posee poca glicosilacion, en
comparacion con estudios realizados con la invertasa de S. cervisiae, fue suficiente

para la unién.

7.5.2.1.1 Temperatura y pH 6ptimos.

Para la obtencion de estos parametros se realizdé la metodologia empleada en las
demas caracterizaciones bioquimicas, incubando el sistema durante 10 minutos. Al final
de esta determinacion y de todas las mencionadas posteriormente, se cuantifico la
cantidad de azucares reductores utilizado la técnica descrita por Miller 1959 (Ver.
Seccién 6.3.2.3).
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Figura 80. Determinacion de la temperatura (A) y pH optimo (B) de INVA rox: acoplada a
guitosano y su comparacion con la enzima libre.

Conforme lo que se observa en la Figura 80 (A), al inmovilizar a INVAxox1 hubo un

efecto negativo en la temperatura optima, disminuyendo 5 T en comparacién con la
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enzima libre, por otro lado, no hubo diferencia significativa en el pH 6ptimo de la enzima

inmovilizada en comparacion con su homologa libre (Figura 80 B).

7.5.2.1.2 Consumo de sacarosa.

Una vez determinados la temperatura y pH éptimo se estimé la velocidad de hidrdlisis
utilizando concentraciones de sacarosa de 0.01 M a 2 M, bajo las condiciones
mencionadas anteriormente, durante 10 minuto de incubacién y 50 yL de suspension
INVApox1-quitosano.
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Figura 81. Velocidad de hidrdlisis de la INVA  ,ox: acoplada a quitosano comparada con su
homologa libre. Las lineas oscuras (triangulos) corresponden a la invertasa recombinante libre

mientras que las lineas claras (cuadrados) corresponden a la invertasa recombinante
inmovilizada.

INVApox1-quitosano presentd menor tolerancia a concentraciones de sacarosa (0.3 M),
comparado con INVAaoxi (0.4 M). Este comportamiento puede deberse a cambios
conformacionales de la enzima al ser inmovilizada (Hsieh et al. 2000)

Con estos valores se realizaron las regresiones lineales para determinar las constantes
cinéticas Ky Yy Vmax, mediante los métodos de Lineweaver-Burk, Eadie-Hoffstee y
Hanes-Wolf, siendo mejor aproximacién con una R*= 0.966 el método de Hanes-Wolf
obteniendo una Vmax de 1000 umol mgmin™ y una Ky de 100 mM, estos valores resultan
también en un efecto negativo en comparacion con la enzima libre de 4 y 2.4 veces

menor.
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7.5.2.1.3 Termoestabilidad.

De igual forma que como se determiné la termoestabilidad de la invertasa inmovilizada,
la cual se midié incubando la enzima inmovilizada y libre a 25, 30 y 35 T tomando
alicuota de 50 pL durante a diferentes tiempos hasta llegar a la vida media de las
enzimas (50% de actividad invertasa). Cabe sefalar que se decidio utilizar estas

temperaturas debido a la baja temperatura 6ptima obtenida en empleando este método.
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INVAaox1-quitosano (25) =—INVAaoxl-quitosano (35)
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Figura 82. Termoestabilidad a 25, 30 y 35 € de INV Ajox: acoplada a quitosano
comparada con su homéloga libre. Las lineas oscuras (triangulos) corresponden a la
invertasa recombinante libre mientras que las lineas claras (cuadrados) corresponden a la
invertasa recombinante inmovilizada.

Como era de esperarse, debido a que disminuyo la temperatura 6ptima de la enzima
imovilizada en quitosano, la termoestabilidad también se vi6é afectada negativamente,
obteniendo Unicamente buenos resultados a temperatura ambiente (25 °C) obteniendo

una vida media de 1 hora.
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7.5.2.1.4 Efecto de iones metélicos y EDTA.

De igual manera a los métodos anteriormente descritos se evalud el efecto de varios
iones metélicos (Mg?*, Ni**, Fe**, Hg?*, Cu®**, Mn*, Ca?*" y Zn?") y EDTA sobre la
actividad de la enzima inmovilizada, utilizando concentraciones de 1, 5y 10 mM, la
suspension de INVAaoxi-quitosano incubandose por 10 minutos, siendo el control
INVApox1-quitosano sin metal el cual corresponde al 100% de actividad.

Actividad relativa (%)

/ INVAaoxd. (10mM)
/" INVAaoxL (5mM)

«@ r— INVAaox1 (ImM)

lones

INVAaox1 (ImM)

® INVAaox1 (5mM)
= INVAaox1 (10mM)

INVAaox1-quitosano (1mM)
INVAaox1-quitosano (5 mM)
INVAaox1-quitosano (10mM)

Figura 83. Efecto de iones metalicos y EDTA sobre | NVAox: acoplada a Quitosano
comparada con su homologa libre.  Las figuras en colores claros corresponden a la enzima
inmovilizada y las figuras en colores sélidos corresponden a la enzima en su estado libre.

De acuerdo a lo observado en la Figura 83, al inmovilizar a INVAxox1 €n quitosano, se
tiene un efecto negativo con la mayoria de los iones, resultados muy parecidos a la
enzima libre, obteniendo también un efecto inductor al utilizar el ion Mn** en
concentraciones de 5y 10 mM obteniendo un aumento en la activida del 58 % (Figura
83, cilindros y prismas claros) en ambos casos, sin embargo utilizando el mismo ion a
una concentracion de 1 mM en el caso de la enzima libre se consigue hasta un 80 % de

aumento en la actividad (Figura 83, piramides oscuras).

Los resultados de todos los estudios realizados se resumen y comparados con la

enzima nativa se muestran en la Tabla 32.
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Tabla 32. Caracterizacion bioquimica de INVA ,oxi inmovilizada en Quitosano y su
comparacion con la enzima nativa y recombinante lib re.

INVA INVAox1 INVAox1
nativa Quitosano
pH 6ptimo 6.0 5.5 5.5
Temperatura 6ptima 30 35 25
) v
Vinax (HMol mgmin ™) 62.5 4000 1000
Ku (MmM) 110 41 100
Inhibidores HgCl, CuSO, Todos los metales
(ImM) HgCl, probados menos
ZnS0Oy MnC|2
Inductores ND MnCl, (ImM) MnCl,
(2 mM) A 80%
Inhibicién por
sacarosa (mM) 300 400 400
Termo -estabilidad 40 T, 20 min 50 €, 90 min 35 C, 4 min
(tar2) (pérdida total de 45 T, 480 min 30 T, 15 min
actividad) 40 C, 1400 min 25 C, 15 min
(23h)
Reusos 0 0 ND

ND: No determinado

Conforme lo observado en la Tabla 32, el método de inmovilizacién en quitosano no fue
muy adecuado para confinar la invertasa recombinante intracelular, ya que afecta a
todos los parametros cinéticos y bioquimicos de la enzima de manera negativa, esto en

resumen probablemente se debe al mismo efecto negativo que tiene el metaperiodato.

7.5.2.2 INVB pox1-Quitosano.

En el caso de INVBaoxi, l0s resultados obtenidos fueron mas alentadores, obteniendo
una eficiencia del 40% siendo inferior al método de inmovilizacion anterior (65%), esto
pudiera deberse al microambiente que se genera en el quitosano, ya que éste tiende a
tener pH muy acidos (Muzzarelli 1980), o a que el método de inmovilizaciéon no es el

Optimo para la enzima.
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7.5.2.2.1 Temperatura y pH optimos.

Estas determinaciones se realizaron conforme la metodologia mencionada
anteriormente (Ver. Seccion 6.6.2 y 6.6.3.1) utilizando 100 pL de suspension de

INVBaox1-quitosano incubando por 10 minutos.
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Figura 84. Determinacion de la temperatura (A) y pH optimo (B) de INVB aox1 acoplada
qguitosano y su comparaciéon con la enzima libre. Las graficas oscuras (triangulos)

corresponden a la enzima libre mientras que las graficas claras (cuadrados) corresponden a la
enzima unida a quitosano.

Conforme a lo que se muestra en la Figura 84 A, la temperatura Optima no se vio
modificada para la enzima inmovilizada, sin embargo, cabe sefalar que a una
temperatura de 55 °C todavia conserva 66 % de su actividad, no siendo asi para la

enzima libre que a la misma temperatura pierde el 100 % de su actividad.

En el caso del pH 6ptimo, este si se vi6 modificado, disminuyendo su valor en una
unidad (4.5) en comparacion con la enzima libre (5.5). Este comportamiento era de
esperarse, ya que el quitosano al ser un soporte policationico atrae mas facilmente
iones OH" a la zona inmovilizada, por lo tanto hace el microambiente mas basico y por
lo tanto la enzima inmovilizada requiere un pH méas bajos para su actividad Optima
(Hsieh et al. 2000).

204



7.5.2.2.2 Consumo de sacarosa

Las condiciones utilizadas en esta determinacion se realizaron de igual forma a las
mencionadas anteriormente, incubando 100 uL de la suspensién de INVBaox1-quitosano,
durante 1 minuto a 40 €. En la Figura 85 se presenta la curva de consumo de
sacarosa obtenida.
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Figura 85. Velocidad de hidrdlisis de la INVB  ,ox1 acoplada a quitosano comparada con su
homologa libre. La linea oscura (triangulos) corresponde a la enzima libre, mientras que la
linea clara (cuadrados) corresponde la enzima unida a quitosano.

Conforme lo que se observa en la Figura 85, al inmovilizar INVBaox: €n quitosano, a
diferencia de la invertasa recombinante intracelular, hubo una mejora en la tolerancia a
mayor concentracion de sacarosa siendo 1.6 veces mas resistente a inhibicion por
sustrato comparada con la enzima nativa/libre y 3 veces mas estable en comparacion

con la enzima comercial de S. cerevisiae.

Este comportamiento se atribuye a la limitacién de la difusion del sustrato hacia la
enzima, por lo que se requiere mayor concentracion del sustrato para llegar a la
velocidad méxima de reaccion, también puede deberse a cambios conformacionales de
la enzima al ser inmovilizada (Hsieh et al. 2000).
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De acuerdo a las regresiones lineales utilizadas se obtuvo una Vmax de 5000 pmol
mgmin™® y una Ky de 50 mM, por lo que no hubo cambios de estos parametros en

comparacion con la enzima libre.
7.5.2.2.3 Termoestabilidad.

De igual forma se determind la termoestabilidad de la invertasa inmovilizada,
incubandola 50 y 45 € tomando alicuota de 100 uL durante a diferentes tiempos hasta
llegar a la vida media de las enzimas, 50% de la actividad invertasa inicial, lo que se

muestra en la Figura 86 .
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Figura 86. Termoestabilidad a 25, 30 y 35 T de INV Baox: acoplada a quitosano y su
comparaciéon con su homoéloga libre. Las lineas oscuras (triangulos) corresponden a la
enzima libre, mientras que las lineas claras (cuadrados) corresponden la enzima unida a
guitosano.

A diferencia de la INVAaoxi-Quitosano, al inmovilizar la invertasa extracelular se
obtuvieron mejores resultados en cuanto a termoestabilidad. Esto se reflejé primero en
la curva de temperatura Optima debido a que a 55 °C todavia se conservaba el 60% de
actividad y posteriormente en el estudio de estabilidad incubando el sistema a
diferentes temperaturas, observando que a tanto para 45 como 50 T aumentd la vida
media en 5 y 22 veces (15 y 220 minutos, respectivmente), en comparacion con la
enzima libre (3 y 10 minutos respectivamente) (Figura 86).
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Esta mejora en termoestabilidad viene de una union multipuntual de la invertasa al
soporte lo que provoca un aumento en la resistencia al desplegamiento por tratamientos
térmicos (Hsieh et al., 2000)

7.5.2.2.4 Efecto de iones metélicos y EDTA.

Las condiciones para este estudio fueron iguales a las de la invertasa sin inmovilizar
con la excepcion de la incubacion por 10 minutos a 40 € de 100 pL de la suspensién
INVBaox1-quitosano. Esta suspension sin metal correspondi6 al 100% de actividad, los

resultados que se presentan en la Figura 87 .
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Figura 87. Efecto de iones metalicos y EDTA sobre | NVBox: acoplada a Quitosano

comparada con su homologa libre.  Las figuras en colores claros corresponden a la enzima
inmovilizada y las figuras en colores sélidos corresponden a la enzima en su estado libre.

De acuerdo a lo observado en la Figura 87, al inmovilizar a INVBaox1 €n quitosano, a
una concentracion de 1 mM para todos los iones probados, se tiene un efecto
ligeramente positivo comparado con la enzima libre, efecto que se mencionada

anteriomente debido probablemente al caracter quelante del quitosano.
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Por otro lado, a una concentracion de 5 mM este efecto empieza a perderse con todos
los iones con excepcién del Mn?* con el que se observa un aumento de la actividad en

un 56%, siendo este 9% mas elevado que la enzima libre (47%) utilizando el mismo ion.

Los resultados de la caracterizacion de este sistema se muestran a continuacion:

Tabla 33. Caracterizacion bioquimica de INVB aoxi inmovilizada en Quitosano y su

comparacion con la enzima nativa y recombinante lib re.
INVB INVB aox1 INVB aox1
nativa Quitosano
pH 6ptimo 5.5 5.5 4.0
Temperatura O6ptima 45 40 40
(©)
Vinax (MOl mgmin ™) 33.6 5000 5000
Ku (MM) 98 50 50
Inhibidores HgCl, CuSO, CuSOq4
(1 mM) HgCl, HgCl
FeSO, FeSO,
ZnS0O4 ZnS0O4
NiCl, NiCl,.
Inductores ND MnCI, g 20% MnCl,
(1,5 y 10 mM)
Inhibicién por
sacarosa (mM) 300 300 500
Termo -estabilidad 55 C, 25 min 50 €, 3 min 50 C, 15 min
(tar2) 45 T, 10 min 45 T, 220 min
40 C, 10 min
Reuisos 0 0 ND

ND: No determinado

A diferencia de la INVAaoxi-Quitosano, al inmovilizar la invertasa extracelular se
obtuvieron mejores resultados en cuanto a termoestabilidad, esto se reflejé primero en
la curva de temperatura 6ptima debido a que a 55 T todavia se conservaba el 60% de
actividad y posteriormente en el estudio de estabilidad incubando el sistema a
diferentes temperaturas, observando que a tanto para 45 como 50 T aumentd la vida

media en 5y 22 veces en comparacion con la enzima libre.

Esta mejora en termoestabilidad tiene que ver con una unién multipuntual de la
invertasa al soporte, lo que provoca un aumento en la resistencia al desplegamiento por
tratamientos térmicos (Hsieh et al. 2000).
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Respecto al efecto de iones metalicos, ninguno tuvo un efecto significativo con
excepcion del Mn?* (1 mM), el cual aumenté hasta en 56% la actividad de la enzima
inmovilizada en quitosano. Esto puede atribuirse a que el quitosano tiene un efecto
guelante, por lo que puede proteger a la enzima inmovilizada de los iones del medio
(Muzarelli 1980).

Por lo que respecta a este sistema, se puede concluir que fue mejor con respecto a la
inmovilizacion con Nylon 6, no afectando los parametros cinéticos y mejorando una

probleméatica que posee esta invertasa que es la baja termoestabilidad que posee.

Sin embargo todavia queda una de las principales ventajas de la inmovilizacion, que
consiste en la estabilidad operacional, por tal motivo se decidié realizar un tercer
meétodo de inmovilizacidon mediante la elaboracién de perlas de quitosano que pueden
permitir la medicion de este parametro, debido a que el didmetro de las particulas
formadas es milimétrico y no micrométrico, como el tamafio de las particulas formadas

con el método anteriormente descrito.
7.5.3 Método quimico: Soporte de Perlas de quitosan o (PQ).

Debido a que el soporte de quitosano di6 resultados deseables respecto al aumento de
termoestabilidad de INVBaox1 inmovilizada, se decidié buscar un método de
inmovilizacion con el mismo soporte pero modificando la manera de acoplar la enzima
con el sistema. El resultado de la formacion de perlas de quitosano se muestra en la
Figura 88:
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A a #
Figura 88. Etapas de formacion de perlas de quitosa no. A. Formacién de las
macroparticulas. B. Activacion de perlas con glutaraldehido al 2%. C. Acoplamiento de
la invertasa purificada a las perlas activadas de quitosano.

7.5.3.1 INVAox1-Perlas de quitosano

De acuerdo a la actividad del sobrenadante en comparacion con la actividad de la
enzima en las perlas de quitosano, la eficiencia obtenida utilizando este método fue del

25%, la misma eficiencia obtenida con el soporte de Nylon-6.

7.5.3.1.1 Temperatura y pH 6ptimo

Para llevar a cabo estas determinaciones se tomaron 100 pL de perlas (sin necesidad
de romperse u homogeneizarse) suspendidas en amortiguador de acetatos 50 mM pH
5.5y 100 pL de solucion de sacarosa 50 mM y 300 uL de amortiguador correspondiente,
realizando la metodologia la misma metodologia que lo descrito en Materiales y
Métodos (Ver. Seccion 6.6.1y 6.6.3.1).
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Figura 89. Determinacion de la temperatura (A) y pH optimo (B) de INVA rox1 acoplada a
perlas de quitosano y su comparacion con la enzima libre. Las gréficas oscuras (triangulos)
corresponden a la enzima libre mientras que las graficas claras (cuadrados) corresponden a la
enzima unida a las perlas de quitosano.

Para el caso de la invertasa recombinante intracelular, no hubo diferencia en la
temperatura y pH éptimo, sin embargo conforme lo que se muestra en a Figura 89 A, la
enzima inmovilizada presenta mayor estabilidad desde 45 a 55 C, ya que a la ultima
temperatura mencionada presenta 43% de actividad no siendo asi para la enzima libre

donde a la misma temperatura solo presenta 4% de actividad.

En cuanto a la campana de pH (Figura 89 B) INVAaox1-PQ presenta una estabilidad a
valores de pH é&cidos, desde 3.5 a 5.5, no siendo asi para la enzima libre. Esta
campana no cambia significativamente a valores de pH alcalinos.

7.5.3.1.2 Consumo de sacarosa

Esta determinacion se realiz0 tomando de la misma forma a lo mencionado en la

seccion anterior 100 uL de perlas resuspendidas en amortiguador de acetatos 50 mM
pH 5.5.
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Figura 90. Velocidad de hidrélisis de la INVA ,ox: acoplada a perlas de quitosano

comparada con su homologa libre.  La linea oscura (triangulos) corresponde a la enzima libre,
mientras que la linea clara (cuadrados) corresponde la enzima unida a las perlas de quitosano.

La baja eficiencia obtenida en al inmovilizar INVAaox1 por este método ya nos hablaba
de problemas con la actividad catalitica, hipdtesis que se confirma conforme lo que se
muestra en la Figura 90, dado que hay una disminucion de la actividad invertasa de la
enzima acoplada a las perlas de quitosano.

Con estos valores se realizo la regresion lineal, obteniendo una R? de 0.972 ajustada al
método de Hanes-Wolf obteniendo una Ky de 125 mM y una Vpax de 2500 pmolmgmin™,
dichos valores son 3 veces mayor y 1.6 veces menor a lo obtenido para la enzima libre,
lo cual nos habla tanto de problemas difusionales como un posible cambio
conformacional al inmovilizar la enzima. A pesar de ello, la tolerancia a sacarosa
continua siendo de 300 mM.

7.5.3.1.3 Termoestabilidad.

La termoestabilidad de este ensayo se prob6 a 35 y 45 € utilizando 100 uL de

suspension de perlas y siguiendo la metodologia mencionada anteriormente.
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Figura 91. Termoestabilidad a 35 y 45 € de INVA ,ox1 acoplada a perlas de quitosano
comparada con su homologa libre.  Las lineas oscuras (triangulos) corresponden a la enzima
libre, mientras que las lineas claras (cuadrados) corresponden la enzima unida a las perlas de
guitosano.

A pesar de que en la Figura 89 A se observo un aligera mejora en la campana de
temperatuta Optima, al realizar el ensayo incubando la enzima inmovilizada a diferentes
temperaturas no se obtuvo un resultado positivo, debido a que a en los ensayos
realizados hubo una disminucion de la termoestabilidad en comparacién con la enzima
libre (Figura 91).

En el caso de la temperatura de 45 C hubo una dism inucion de 60 veces el tiempo de
vida media de la enzima inmovilizada (8 minutos), en comparacién con la enzima libre
(480 minutos). Mientras que para 35 T la disminuci 6n fue de 30 veces (30 minutos) en
comparacion con la enzima libre (900 minutos).

7.5.3.1.4 Efecto de iones metélicos y EDTA.

Para este ensayo solo se prob6 una concentracion (1 mM) debido a que vimos un
efecto negativo desde esa concentracién, lo cual se muestra en la Figura 92 :
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Actividad relativa (%)

lones

HINVAaoxl (1mM) INVAaox1-PQ (1mM)

Figura 92. Efecto de iones metédlicos y EDTA sobre I NVAox1 acoplada a perlas de
guitosano comparada con su homadloga libre. Las barras en colores claros corresponden a la
enzima inmovilizada y las figuras en colores oscuros corresponden a la enzima en su estado
libre.

Como se observa en la figura anterior, con cualquiera de los iones divalentes probados
hubo un efecto negativo en comparacion con el control (sin metal) y con la enzima libre,
con excepcion del ion manganeso, el cual aumentd la actividad de la enzima

inmovilizada en perlas de quitosano de 40%.

En la Tabla 34 se muestran los resultados obtenidos de las mediciones realizadas a
este sistema.
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Tabla 34. Caracterizacion bioquimica de INVA

aoxt inmovilizada en Perlas de Quitosano y

su comparacion con la enzima nativa y recombinante libre.
INVA INVA 051 INVA 051
nativa Perlas de Quitosano
pH 6ptimo 6.0 5.5 5.5
Temperatura O6ptima 30 35 35
©)
| Vinax_ (MMol mgmin ) 62.5 4000 2500
Ku (MmM) 110 41 125
Inhibidores HgCl, CuSO, Todos los metales
(AmM) HgCl, probados menos Mn**
ZnS0O,
Inductores ND MnCl, (ImM) MnCl, (ImM)
(1 mM) AN 80% N 40%
Inhibicién por
sacarosa (mM) 300 400 400
Termo -estabilidad 40 C, 20 min 50 €, 90 min 45 C, 8 min
(t12) (pérdida total de 45 C, 480 min 35 C, 30 min
actividad) 40 <C, 1400 min (23h) 30 C, 45 min
ReUsos 0 0 17

ND: No determinado

Conforme los resultados obtenidos en la Tabla 34, el método de perlas de quitosano no

fue el adecuado para inmovilizar a INVAxox: debido a que se observd un patrén de

comportamiento similar al observado usando exclusivamente al quitosano, salvo que en

éste método se pudieron medir 17 relsos en comparacion con el método anterior.

Por lo tanto, se concluye que el mejor método de inmovilizacion para INVAaox: fue

empleando Nylon-6, ya que se obtuvieron 44 relsos y se consigui6 mejora en la

termoestabilidad.
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7.5.3.2 INVB pox1-Perlas de Quitosano

En cuanto a la invertasa extracelular recombinante, le eficiencia obtenida por este

método fue del 78%, porcentaje mas alto obtenido que utilizando Nylon-6 o Quitosano,

65 y 40%, respectivamente.

7.5.3.2.1 Temperatura y pH 6ptimos

De la misma forma que para la INVAxox1-PQ se tomaron 100 pL de la suspension de

perlas donde se encuentra la INVBaox1 Sin romperlas y se realizaron todas las

determinaciones que se desglosan a continuacién siguiendo el mismo procedimiento

descrito en Materiales y Métodos (Ver. Seccidén 6.6.2 y 6.6.3.3).
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Figura 93. Efecto de iones metalicos y EDTA sobre |
guitosano comparada con su homadloga libre.

perlas de quitosano.

NVBaox: acoplada a perlas de

Las lineas oscuras (triangulos) corresponden a
la enzima libre, mientras que las lineas claras (cuadrados) corresponden la enzima unida a las

El comportamiento de ambas campanas (temperatura y pH 6timo Figura 93 A y B)

presentaron un patron muy similar a la observada para la invertasa intracelular

inmovlizada en el mismo sistema (Figura 89). No hubo cambios en la temperatura

optima de INVBaox1 inmovilizada, sin embargo a una temperatura de 50 °C todavia

conserva aproximadamente el 80% de su actividad, no siendo asi para su forma libre la

cual a la misma temperatura presenté una actividad del 10%.
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En el caso del pH, este si presenté una modificacion de 0.5 unidades. Este fendmeno
ya habia sido observado para la misma enzima con el mismo tipo de soporte (Figura
84).

7.5.3.2.2 Consumo de sacarosa

Dada alta eficiencia obtenida en con éste método de inmovilizacion, y a los

antecedentes de los otros métodos, se esperaba una diferencia en la curva de hidrolisis
de sustrato tal como se observa en la Figura 94 .
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Figura 94. Velocidad de hidrélisis de la INVB aox1 acoplada a perlas de quitosano
comparada con su homologa libre.  La linea oscura (triangulos) corresponde a la enzima libre,
mientras que la linea clara (cuadrados) corresponde la enzima unida a las perlas de quitosano.

Sin embargo, lo que no se esperaba era que esta velocidad se mejorara en
comparacion con la enzima libre. Con esta curva se realizd la regresion lineal
obteniendo una R? de 0.998 con el método de Lineweaver-Burk y como resultado los
valores de Ky y Vmax fueron de: 30 mM y 10,000 ymol mgmin™, siendo éstos 1.6 y 2
veces mejores en comparacion con los obtenidos para la enzima libre (50 mM y 5000

umol mgmin™, respectivamente).
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Estas mejoras pueden deberse a un cambio conformacional en la integridad de la
estructura de INVBaox1 por la formacion de enlaces covalentes en los grupos amino,
ademas de un efecto protector que puede tener la matriz sobre la enzima confinada
(Tripathi et al. 2006). Esta modificacién no sélo puede afectar la los parametros, como
KmY Vimax, Sino también estabilidad térmica de la enzima inmovilizada.

7.5.3.2.3 Termoestabilidad.

Este ensayo se realizé a 45 y 50 C, resultados que se muestran en la Figura 95 .
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Figura 95. Termoestabilidad a 45 y 50 € de INVB aox: acoplada a perlas quitosano y su
comparaciéon con su homéloga libre. Las lineas oscuras (triangulos) corresponden a la
enzima libre, mientras que las lineas claras (cuadrados) corresponden la enzima unida a las
perlas de quitosano.

Por el contrario de la invertasa intracelular inmovilizada con el mismo método,
INVBaox1-PQ presentd un aumento en la termoestabilidad en las dos temperaturas
probadas (Figura 95). En el caso de la temperatura menor (45 C), la vida media de la
enzima inmovilizada se extendié en 40 veces (400 minutos), en comparacion con la
enzima libre (10 minutos). Para la temperatura mayor (50 ) también hubo un aumento
de la vida media de casi 7 veces (20 minutos), comparada con su homdloga no
inmovilizada (3 minutos).
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7.5.3.2.4 Efecto de iones metélicos y EDTA

Nuevamente para esta determinacion se vid un efecto diferente al observado
anteriormente para la enzima intracelular (Figura 92), lo cual se muestra en la Figura
96.
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u INVBaox1 (1mM) INVBaox1-PQ (1mM)

® INVBaoxl (5mM) INVBaox1-PQ (5 mM)
Figura 96. Efecto de iones metdlicos y EDTA sobre | NVBaox: acoplada a perlas de
quitosano comparada con su homdloga libre. Las figuras en colores claros corresponden a

la enzima inmovilizada y las figuras en colores oscuros corresponden a la enzima en su estado
libre.

Utiilzando el soporte de quitosano sin realizar las perlas (Figura 87), ya se habia
observado un efecto similar al presentado en la Figura 96 ; es decir, un efecto “protector”
ante los iones divalentes probados, efecto que se observa claramente para una
concentracion de 1 y 5 mM para todos los iones probados. En el caso de 10 mM, este

efecto ya no se conserva para lo iones como Mg**, Mn?*, Fe?* y Ni**.
Sin embargo, es evidente que a cualquiera de las concentraciones probadas, tanto para
la enzima libre como inmovilizada utilizando Cu®* y Hg** se tiene un efecto

completamente inhibitorio (Figura 96), comportamiento ya discutido anteriormente.

Los resultados comparados con la enzima libre y nativa del sistema se muestran en la
Tabla 35:
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Tabla 35. Caracterizacion bioquimica de INVB  xox1 inmovilizada en Perlas de Quitosano y

su comparacion con la enzima nativa y recombinante libre.
INVB INVB aox1 INVB pox1
nativa Perlas de Quitosano
pH 6ptimo 5.5 5.5 5.5
Temperatura O6ptima 45 40 40
©)
| Vi (WMol mgmin ) 33.6 5000 10000
Km (MM) 98 50 30
Inhibidores HgCl, CuSO0, CuSO0O,
(@ mM) HgCl, HgCl,
FeSO, FeSO,
ZnSo, ZnSso,
NiCl,
Inductores ND MnCl, A 20% MnCl, A 80%
(1,5 y 10 mM) MgCl, A\ 90%
Inhibicién por
sacarosa (mM) 300 300 300
Termo -estabilidad 55 C, 25 min 50 €, 3 min 50 C, 20 min
(ti2) 45 <C, 10 min 45 C, 400 min
40 C, 10 min
Relsos 0 0 24

ND: No determinado

De acuerdo a los resultados mostrados en la Tabla 35, el método de inmovilizacion
mediante Perlas de Quitosano fue adecuado para INVBaox1, obteniendo mejoras en los
parametros cinéticos aumentando 2 veces la velocidad méxima y 1.6 veces la afinidad
de la enzima por sacarosa; asi mismo, la termoestabilidad del sistema fue mejor en
comparacion con la enzima libre aumentando la estabilidad a 50 y 45 € en 7 y 40,
respectivamente. Aunado a esto, el nUmero de reusos logrados fue de 24, siendo el
mayor numero obtenido por los tres métodos y siendo mayor que lo obtenido por
Kumari y Kayastha (2011), consiguiendo 10 reusos al inmovilizar una a-amilasa de frijol

de soya.

Por lo tanto, el mejor método de inmovilizacion para la invertasa recombinante
extracelular producida por P. pastoris fue mediante la inmovilizacion con Perlas de
Quitosano obteniendo mejores valores de pardmetros cinéticos, termoestabilidad y

redsos, en comparacion con la enzima nativa y la enzima recombinante no inmovilizada.
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7.6 Evaluacion de actividad fructosiltransferasa (t

€ INVB pox1.

7.6.1 Analisis in silico a estructura primaria de INVA e INVB

ransfructosilacion) en INVA

AOX1

Utilizando el programa Network Protein Sequence Analysis se obtuvieron los resultados

gue se muestran en la Figura 97.

SCR_Z¥MMO

CERFAQ0 BRADI
081083 ALLCE
D3USCO_SORBI
Q45372_PAERO
Q683P2_LACRE

S5ACHE STRMU

I‘.\“.FB:ZYH{O ; D.JE‘QADG.;E‘XQ.\YLN\.;W\ RDE TWF INFPEDG
SACE_ZYMMO EDLEQADG‘ YADYAENNEWDFRDEHYEIN
Consansus £hf ¢

Prim.ccns.

SCR_Z¥MMO
CEXFAU_BRADI
081083 ALLCE
D3US Cﬂ_SORBI
045372_PREFO
DE583P2_LACRE

190

EDAQKFAGKRLLS SENYPGFHVTIFLT

210 220

| |
WD PNGLIFFRGEY
WMND PHGIPVY YRGUWY]
W MIND PNGPLY YRG W]
V. F’\-" YEG

200
[

Q

iLFYQHTE
FSGTOMTY NDLKKIGEAL‘\:’DQDPHW
DTGHOMTYOEFDRIAQTLIAQDERYA
LEEINVATVRCGEDDIGEDE LGP

E TH’RME‘.C”‘\’L‘JC EEE ICP

HEFFY :YN ?EGAV W

GAI-=-WINK
DTQPDFG

LDJ‘-\.E‘EES ZFN3ML3WCRTGFHFQPL %w"’-em""PhCPa‘ .VT{G-_‘E;{.JEI'VQVL P2GRAVZDW G’_\.Z

310 3290 330 340
| | | |

350 3e0
| |

VLSNDSLDAIREVOCMATSIDGIHFQREGIVLERAPMPOVAHFRDE

NASYOVOCLALPADPDDSLIRNWIKHDANPVLLPPPRIGHROFRDPTI

NESVOVONLAVPADQSDILLLRWRRSEANPI LVPPPGIGDEIFR]
NASVQVQCLAVEADDADELLTNWIK YEGNEPVLYPPEG IGEKIFRI
NRSQPGRPOVOSIAYSRDRGRTWIRYEGNFVLFPTIDIL——-FF
HHEDNHIYLLYN-KYGDNDFSHWR--NAGSIFGYNES PLTQHWSG

IWREN--NEWEM
WEDESDRTWRT
THWYE PSDDTWRI
THWFDPSDNTWRI
ITIWHDES —SMWIM
IYNSDNSIQLFEYT

SACB STRMU NINDNHIYLLYN-KYGINNFDHWK--NAGSI FGYNET PLTQHWSCSATWNEDGSLQLFYT
INVB ZYMMO YLFTISHDSTYADGLTGSDGLYGFVSENGIFGPYEPLNGS CVLEGPASOPTEAYAHYIM
SACE ZYMMO YLFTISHESTYADGLSGEDGVYIGEFVSEN r"IE"Z::E":.'E PLNGSGUVLONPSIOPYQAYSHYVM
Consensus n s W e g 1 P g frdo wd s W m
Erim.ccna. NLSVQIQ3LAYPADYSD4Z 233WTRSEAGFVLZZPP3 2G2 3DFRDPTTAWZDES D32WRM

Figura 97.
Analysis para identificar regiones conservadas de p

Como se puede observar en la Figura 97,
SCR_ZYMMO (INVA de Z. mobilis) presenta

Alineamiento multiple utilizando el programa Networ

k Protein Sequence
osible actividad transfructosilacion

en los recuadros rojos y azules,

alta homologia con las regiones

conservadas de otras invertasas de la familia GH32 con actividad transfructosilacion,
patron no observado para la secuencia INVB_ZYMMO (INVB de Z. mobilis). Cabe
recordar que las invertasas INVA e INVB de Z. mobilis no presentan mas que 32% de

similitud entre ambas enzimas.
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Sin embargo, INVB si posee cierta similitud con la levansacarasa de Z. mobilis
(SACB_ZYMMO) la cual, de acuerdo con Yanase et al. 1995, 2002, es capaz de formar
levanos y producir FOS. Esta suposicion que nos hace pensar que de acuerdo a la
similitud de aminoacidos que comparten estas dos enzimas, INVB puede presentar

actividad de transfructosilacion.

7.6.2 Evaluacion de los productos de hidrdlisis.

Aunque a lo largo de este trabajo se ha recaldado en diversos experimentos que la

INVAsox1 € INVBaoxa NO presentan las mismas caracteristicas funcionales y estructurales
gue sus homologas nativas, se decidido medir los productos de hidrélisis suponiendo que
al ser enzimas mas activas se podria detectar una diferencia con estudios realizados

anteriormente, donde se asegura que estas invertasas no presentan actividad FT.

Se trabajaron con diferentes condiciones tanto de columnas, fases moviles, flujos y
tiempos de reaccion, sin embargo, la metodologia que nos funcioné mejor para separar
los productos glucosa y fructosa fue la que se describe en Materiales y Métodos (Ver.
Seccidn 6.8.2).

Se obtuvieron dos cromatogramas donde se muestra una diferencia en alturas

respectos a los productos que se deseaban detectar (Glucosa y Fructosa) como se
muestra en la Figura 98 :
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Conforme a lo observado en la Figura 98, las invertasas INVAaox1 € INVBaox1 de Z.
mobilis expresadas en P. pastoris no producen una mezcla equimolar de glucosa y
fructosa, cabe sefalar que estos datos son Unicamente cualitativos, por lo que éste

seria un analisis preliminar, el cual da indicios sobre la posible actividad FT de ambas
invertasas.

Es importante destacar que no fue posible medir la presencia de FOS en estos
hidrolizados dado que no se contaron con los estandares y a lo largo del cromatograma

no se detectaron méas picos de otros compuetos.

Una posible explicacion de lo anterior es que todavia quedan por estandarizar las
condiciones para la obtencion de los FOS, un andlisis mas sencillo y que diversos

autores menciona es mas concluyente es hacer una TLC para observar presencia o
ausencia de FOS.
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8. CONCLUSIONES

1)

2)

3)
4)
5)

6)

7)

8)

9)

Se expresaron exitosamente las invertasas INVA e INVB de Z. mobilis en
P. pastoris utilizando como promotor AOX1, estas proteinas fueron producidas
sin la cola poli-histidinas y el epitope mcy.

Se optimizaron las condiciones del medio de cultivo para obtener mayor actividad
de INVAxox1 € INVBaoxa producidas por transformantes de P. pastoris, siendo
estas: 180 rpm, 28 °C y 1% de metanol.

La produccién de INVAox1 fue mayor utilizando el promotor GAP.

La produccién de INVBaox: fue mayor utilizando el promotor AOX1.

Las propiedades cinéticas y bioquimicas de INVAox: fueron pH optimo de 5.5,
temperatura 6ptima de 35 T, Vmax (umol mgmin™)= 4000, Ky (mM)= 41,
inhibicion de sacarosa 400 mM, estabilidad por 480 minutos a 45 C. Todas
estas propiedades fueron mejores al compararlas con la enzima nativa.

Las propiedades cinéticas y bioquimicas de INVBaox: fueron pH 6ptimo de 5.5,
temperatura optima de 40 T, Vmax (WMol mgmin™)= 5000, Ky (mM)= 50,
inhibicion de sacarosa 400 mM, estabilidad por 10 minutos a 45 . Todas estas
propiedades fueron mejores al compararlas con la enzima nativa.

Ambas enzimas presentaron glicosilacion, determinada por tincion PAS vy
haciendo andlisis removiendo los grupos glicosilo con la enzima Endo H.
INVAaox1 presenté mayor grado de glicosilacion, aumentando su peso original en
16%. INVBaox1 presentd menor grado de glicosilacion aumentando su peso en
6% con respecto a la nativa.

Al remover los grupos glicosilo las propiedades cinéticas y la termoestabilidad se

vieron afectadas negativamente en ambos casos.

10) Se realizaron 3 métodos de inmovilizacion modificando el tipo de soporte y el

tipo de agente activador.

11) Para la enzima INVApox1 nNingdn meétodo de inmovilizacion fue adecuado,

obteniendo 44 reusos al utilizar como soporte Nylon-6 y aumento en la

termoestabilidad.
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12) INVBaox1 presentd dos métodos de inmovilizacién optimos siendo las Perlas de
Quitosano el mejor, obteniendo mejores resultados de termoestabilidad y
parametros cinéticos.

13)Las diferencias en cuanto a los resultados de inmovilizacion nos hace suponer
que las estructuras terciarias de ambas invertasas son totalmente diferentes
unas de otras.

14) INVArox1 € INVBaox1 presenta una caja de union a sacarosa y posible actividad

de FT, sin embargo se requieren de mas estudios para corroborar dicha actividad.
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9. PERSPECTIVAS

1)

2)
3)

4)

Caracterizar la estructura secundaria y/o terciaria de las proteinas para
indagar mas acerca de cuales fueron las modificaciones que realizd
P. pastoris para mejorar las propiedades cataliticas de estas enzimas.
Optimizar la produccion de las proteinas heterdlogas en biorreactor.

Optimizar las condiciones de inmovilizacidon de ambas invertasas, sobre todo
de la intracelular.

Buscar posible actividad de transfructosilacion, debido a que aunque reportes
mencionan que estas enzimas no presentan actividad de transfructosilacion,
las propiedades de esas enzimas recombinantes no son iguales a las nativas,
siendo estas muy activas y con cajas de union capaces de realizar esta

actividad.
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11. ANEXO

11.1 Preparacion de las soluciones

Amortiguador TBE (5x) (g L™

Tris-base 54
Acido bérico 27.5
EDTA 0.5 M pH 8.0 20 mL

Amortiguador de carga

Tris 0.5 M pH 6.8 1.25 mL
Glicerol absoluto 2.5 mL
SDS 10% 2mL
Azul de bromofenol 0.5% 0.2 mL
H,Od 3.55mL

Bromuro de Etidio

Diluir 2.5 pL de bromuro de etidio en 50 mL de H,Od.

Solucion STET (g L™

Sacarosa 80
Tris-HCI 10 mM pH 8.0

Tritdn x-100 5 % (v/v)

EDTA 50 mM pH 8.0

Soluciéon TE

EDTA 1 mM pH 8.0
Tris-HCI 10 mM pH 8.0

Solucién Fenol neutro

1. Para la preparacion del fenol acido, se mezclan 500 mL de fenol fundido (en bafio maria a 60 C)
con 500 mL de H,Od, agitar y dejar reposar, toda la noche a 4 C, s eparar la fase acuosa.

2. Lavar la fase fendlica con 5 0 6 volumenes de Tris-HCI 1M pH 8.0 o hasta que el fenol acido
alcance pH 8.0.

3. Retirar la fase acuosa del ultimo lavado y adicionar 50 mL de Tris-HCI| 1M pH8.0 para estabilizar
el pH.

4. Conservar a 4 T en recipiente opaco.

Solucién Fenol-CIA

Preparar mezclando volimenes iguales de fenol neutro y de CIA
Solucién CIA

Preparar mezclando 24 volimenes de cloroformo con un volumen de alcohol isoamilico.
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Solucién ARNasa

1. Disolver RNAsa (concentracion 10 mgmL-1) en solucién de NaCl 15 mM y amortiguador Tris-HCI
10 mM pH 7.5.

2. Hervir la mezcla por 15 minutos y dejar enfriar a temperatura ambiente.

3. Repartir en alicuotas y almacenar a -20 0 4 C.

Amortiguador de lisis (Para extracciéon de ADN gendmico de hongos y levaduras)

Tris-HCI 200 mM
NaCl 250 mM
EDTA 25 mM
SDS 5%

Acido dinitrosalisilico (DNS) (g L™

NaOH 10
Fenol 2
NA,SO; 0.5
C;sHsNa,Og 200
DNS 10

Reactivo utilizados para técnica de Lowry para determinacion de cantidad de proteina

Reactivo A: Disolver 0.5 g de sulfato de Cobre (CuSO4* 5H,0) y 1 g de citrato de Sodio en 100 mL de
H,O

Reactivo B: Disover 20 g de Na,COs; y 4 g de NaOH en 1 litro de H,O (Nota: Puede prepararse la parte
proporcional a utilizar)

Reactivo C: A 50 mL del reactivo B, adicionar 1 mL de reactivo A (Nota: Este reactivo se prepara al
momento de realizar la técnica)

Rectivo D: A 20 mL de reactivo Folin-Ciocalteau agregar 10 mL de H,O (Nota: Este reactivo se prepara al
momento de realizar la técnica).

Blanco: 2.5 yL de Lowry y 100 pL de H,O
Preparacion de geles de agarosa (Sambrook y Rusell 2001)

La concentracion del gel de agarosa depende del tamafio de banda que se desea visualizar en los geles,
conforme a las siguientes relaciones:

Concentraciones del gel % Tamafio de ADN (kb)
0.50 1-30
0.75 0.8-12
1.00 0.5-10
1.25 0.4-7
1.50 0.2-3
2-5 0.01-0.5

Una vez determinada la concentracion del gel se realiza el siguiente procedimiento:

Mezclar la cantidad de agarosa pesada con amortiguador de electroforesis.
Calentar la mezcla hasta ebullicion (Tapar recipiente para evitar evaporacion).
La agarosa se debe ver transllcida y se deja enfriar antes de verter.

Arreglar camara y peines de electroforesis y verter la agarosa liquida.

Esperar hasta solidificacion (Sambrook 1989).

arwONE
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6. Sumergir el gel solidificado en solucion de TBE 1x e inyectar muestras de ADN a analizar con la
siguiente mezcla: Amortiguador de carga (Ver. Soluciones) 1x, muestra problema, H,Od.

7. Conectar la cAmara con el gel de agarosa y las muestras inyectadas a camara de electroforesis y
correr el gel, recomendando una corriente de 80 volts.

8. Tefiir el gel en solucién de bromuro de etidio por 5 minutos.

9. Retirar la solucién de bromuro y realizar dos lavados con H,Od por 5 minutos.

10. Revelar bandas en el gel con luz UV.

11.2 Mapa y caracteristicas del vector de expresion pGAPZaA, B, C (INVITROGEN)

L ®
oactor RIS ERERE
l Rt sl myc epitope| 6xHis

* There is an additional restriction
site between the a-factor signal
sequence and the EcoR | site in
versions B and C of pGAPZa

Pstlin pGAPZo. B
Cla | in pGAPZo. C

Descripcién:

3147 nucleétidos

Regién del promotor GAP: 1-483 bases

Secuencia sefial factor a: 493-759 bases

Sitio multiple de clonacién (MCS): 760-828 bases

Tag epitope myc: 827-856 bases

Tag Polihistidinas: 872-889 bases

Regién de terminacion de transcripcién AOX1: 893-1233 bases
Promotor TEF1: 1234-1644 bases

Promotor EM7: 1645-1712 bases

ORF Sh ble: 1713-2087 bases

Regién de terminacion de transcripcién CYC1: 2088-2405
Origen pUC: 2416-3089
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11.3 Mapa y caracteristicas del vector de expresion pPICZaA, B, C (INVITROGEN)

Xho It

BsmB |
Asp7181
Kpn |
Xho It
Sacll
Not |
Xbal
g

S

[

‘-

g

B

2

FS

wn

L= _
EEES

Clal*

* Pst | is in Version B only
Cia | is in Version C only

FThe two Xho | sites in the vecior alow
the user 1o clone their gene in frame with

Descripcién:

3593 nucledtidos

Regién del promotor 5’A0X2: 1-941 bases

Sitio PRIMING 5’AOX1: 855-875 bases

Secuencia sefial factor a: 941-1207 bases

Sitio multiple de clonacién (MCS): 1208-1276 bases

Tag epitope myc: 1275-1304 bases

Tag Polihistidinas (6xHis): 1320-1337 bases

Regién de terminacion de transcripcion AOX1: 1341-1682 bases
Promotor TEF1: 1683-2093 bases

Promotor EM7: 2095-2162 bases

ORF Sh ble: 2163-2537 bases

Regién de terminacion de transcripcion CYC1: 2538-2855
Origen pUC: 2866-3539 (hebra complementaria)

11.4 Enzimas
11.4.1 Endonucleasas de restriccion

Bglll (de Bacillus globigii)
(New England Biolabs)

1 unidad esta definida como la cantidad de enzima que se requiere para digerir 1 pg de A ADN en 1 hora
a 37 T en un volumen total de reaccién de 50 pL

Sitio de corte
5'-.....A|GATCT.....-3’
3-.....TCTAG?A.....-5’

Reaccién
Amortiguador: 1IXNE Amortiguador 3
No requiere BSA con éste amortiguador

¢ Temperatura de incubacion: 37 C
+ Temperatura de inactivacion: No hay especificacion
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BspHI (de Bacillus species H)
(New England Biolabs)

1 unidad esta definida como la cantidad de enzima que se requiere para digerir 1 pg de A ADN en 1 hora
a 37 T en un volumen total de reaccién de 50 pL

Sitio de corte
5-.....T|CATGA.....-3
3-.....AGTAC1T.....-5’

Reaccién
Amortiguador: 1XNE 4
No requiere BSA con este amortiguador.

¢ Temperatura de incubacion: 37 C.
¢ Temperatura de inactivacion: 80 T por 20 minutos.

EcoRI (de E. coli RY13)
(New England Biolabs)

1 unidad esta definida como la cantidad de enzima que se requiere para digerir 1 pg de A ADN en 1 hora
a 37 T en un volumen total de reaccién de 50 pL

Sitio de corte

Reaccién
Amortiguador: 1XNE EcoRI
No requiere BSA

¢ Temperatura de incubacion: 37 C
¢ Temperatura de inactivacion: 65 < por 20 minutos.

Pstl (de Providencia stuartii 164)
(New England Biolabs)

1 unidad esta definida como la cantidad de enzima que se requiere para digerir 1 pg de A ADN en 1 hora
a 37 T en un volumen total de reaccién de 50 pL

Sitio de corte
5-....CTGCA|G.....-3’
3'-.....GT1ACGTC.....-5’

Reaccién
Amortiguador: 1XNE Amortiguador 3

¢ Temperatura de incubacion: 37 C
¢ Temperatura de inactivacion: 80 T por 20 minutos.

Sac | (de Streptomyces achromogenes)
(New England Biolabs)

1 unidad esta definida como la cantidad de enzima que se requiere para digerir 1 ug de ADN (digestion
HindlIl) en 1 hora a 37 T en un volumen total de r eaccién de 50 pL
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Sitio de corte
5-...GAGCT|C.....-3
3-.....C1TCGAG.....-5’

Reaccién
Amortiguador: 1IXNE Amortiguador 1 suplementado con 100 ugmL'l con BSA

¢ Temperatura de incubacién: 37 C
¢ Temperatura de inactivacion: 65 < por 20 minutos.

Nota: Sacl se inhibe por concentracion de sales superiores a 10 mM. Las Minipreps que se realizan con
lisis alcalina contienen residuos de sal lo cual hace resistente el rompimiento. Realizar lavado con etanol
al 70% o dialisis para remover las sales.

Sac |l (de Streptomyces achromogenes)
(New England Biolabs)

1 unidad esta definida como la cantidad de enzima que se requiere para digerir 1 ug de Adenovirus-2
ADN en 1 hora a 37 € en un volumen total de reacci 6n de 50 uL

Sitio de corte
5'-....CCGC|GG.....-3
3-....GG1CGCC.....-5’

Reaccidn
Amortiguador: IXNE Amortiguador 4

¢ Temperatura de incubacion: 37 C
¢ Temperatura de inactivacion: 65 T por 20 minutos.

Nota: Sacll es sensible a metilaciones en citosinas en GAGmCmC e insensible a metilaciones en adenina
GmAGCTC.

Xbal (de Xanthomonas badrii)
(New England Biolabs)

1 unidad esta definida como la cantidad de enzima que se requiere para digerir 1 pg de ADN (dam’
/Hindlll) en 1 hora a 37 T en un volumen total de reaccion de 50 pL

Sitio de corte
5'-....T|CTAGA.....-3
3-.....AGATC1T.....-5’

Reaccidn
Amortiguador: 1IXNE Amortiguador 4 suplementado con 100 ug mL™ con BSA

¢ Temperatura de incubacién: 37 C
¢ Temperatura de inactivacion: 65 < por 20 minutos.
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11.4.2 Recomendaciones al utilizar endonucleasas de restriccion:

* & & o

La mezcla de reaccion se realiza por pipeteo y no con vortex, también se puede utilizar un “spin”.
La doble digestion no se recomienda si se va a purificar el fragmento de interés.

No se aconseja dejar las reacciones de doble digestion durante mas de 16 horas.

La concentracion de glicerol en la reaccion no debe ser superior al 5% (v/v) para evitar actividad
“star”.

El volumen de la enzima no debe superar 1/10 del volumen total de la mezcla de reaccion, debido
a la alta concentracién de glicerol presente en las soluciones de almacenamiento de las enzimas
utilizadas.

Para ADN plasmidico super-enrrollado generalmente se requiere mas de 1 unidad/pg para ser
completamente cortado.

El amortiguador de digestion normalmente se requiere en un volumen que sea la décima parte
del volumen final de la mezcla debido a que el tampdén se distribuye con una concentracion de 10
veces mas de la recomendada para su uso.

Si el ADN esta disuelto en el amortiguador es recomendable que el volumen utilizado en la
mezcla no supere la décima parte del total de la reaccion para evitar modificar las caracteristicas
del tampdn de digestion (EI ADN también se puede disolver en H,O d).

La cantidad de enzima recomendada es de 2 n unidades de enzima.

Cuando se utiliza un amortiguador que no es el o6ptimo para la enzima, probablemente es
necesario afiadir mayor cantidad de enzima para completar la digestion.

11.4.3 T4 ADN ligasa

Definicién de unidad: Una unidad esta definida como la cantidad de enzima para dar 50% de ligacién de
fragmentos de Hindlll de AADN (Concentracién de ADN 0.12 pM, 300 pug mL™) en un volumen total de
reaccion de 20 pL en 30 minutos en amortiguador 1x T4 ADN ligasa.

¢
¢

¢
14
¢

Fuente: E. coli C600 pc1857 pLc28 lig B

Aplicaciones: Para clonar fragmentos de restriccion. Unir “linkers” y adaptadores de extremos
cohesivos de ADN.

Calor de inactivacién: 65 T por 10 minutos.

Condiciones de reaccién: Incubar en amortiguador 1x T4 ADN ligasa a 16 T.

Concentracién: 400,000 extremos cohesivos mL™

11.4.4 ADN polimerasas

11.4.4.1 Amplificasa ADN polimerasa (BioTecMol®)

Es una ADN-Polimerasa termoestable recombinante proveniente de Thermus acuaticus.

Condiciones de la reaccion:
20 pL reaccioén total con: Amortiguador 1x de PCR, 1pmquL'l de oligonucleétidos

0.2mM de dNTP
0.25 U de Amplificasa
25-100 ng ADN gendmico o 1 ng de ADN plasmidico

Nota: Si la reaccion de PCR no es positiva se pueden modificar dos pardmetros:
a) Temperatura de reasociacion. A mayor temperatura, mayor especificidad
b) Concentracion de MgCl,. A menor concentracion de MgCI2, mayor especificidad.
c) Si el producto de PCR poco concentrado se puede incluir DMSO o formamida (3%)
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11.4.4.2 Pfu ADN polimerasa (FERMENTAS®)

Es una ADN polimerasa proveniente de la archea hipertermofila Pyrococcus furiosus. Esta enzima
cataliza la polimerizacion de nucledtidos de ADN duaplex en direccion 5'— 3. También presenta actividad
exonucleasa (proofreading) de 3'—5’ lo cual le permite a la polimerasa corregir nucleétidos incorporados
por error. No tiene actividad exonucleasa 5'— 3.

Ventajas:

- 8 veces mas exacta que la Tag ADN polimerasa.

- Altamente termoestable. Después de 2 horas a 95 T conserva 95% de actividad.

- Genera productos de PCR con extremos romos.

- Incorpora nucleétidos modificados ( biotina, digoxigenina, nucle6tidos marcados con
fluorescencia)

- Su tasa de error es de 2.6x10-6 errores por nucleétido por ciclo, por lo tanto la exactitud de la
PCR es 3.8x105.

- No tiene actividad de transcriptasa reversa

Definicion de actividad: Una unidad de enzima -cataliza la incorporacion de 10 nmol de
deoxiribonucleétidos en una fraccion de polinucleétido en 30 minutos a 72 C.

Inactivacion: Extraccion con fenol/cloroformo.
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11.5 Tabla de oligonucle6tidos empleados en este tr  abajo

Descripcion Clave Secuenciade 5'a 3’ ™
©)

Primer directo clonacion | AINVAPPD CCG GAATTC ATG GAATCC CCC TCT TAT AAA AAT | 744
ORF invA en pGAPZoA | GVIII
y utilizado para
reacciones de PCR
control positivo

Oligo reverso clonacién | AINVAPPR TTC CCG CGG ACA GGC ATC GCT TGA AAA AG 83.5
ORF invA en pGAPZaA | GVII
y utilizado para
reacciones de PCR
control positivo

Oligo directo clonacion | AINVBPPD CCG GAATTC ATG TTT AAT TTT AAT GCC AGT CGC | 75.5
ORF invB en pGAPZaA | CVIII
y utilizado para
reacciones de PCR
control positivo

Oligo reverso clonacién | AINVBPPR TCC CCG CGG TTT GCG ACG ATC AG 80.7
ORF invB en pGAPZoA | CIX
y utilizado para
reacciones de PCR
control positivo

Oligo directo clonacion | 34 GAA CTG CAG GTG AAT CCC CCT CTT ATA AAAATT | 735
ORF invA en pPICZaB y TAATC

utilizado para reacciones

de PCR

Oligo reverso clonacion | 35 TGC TCT AGA TTA ACA GGC ATC GCT TGA AAA | 77.2
ORF invA en pPICZaB y AGC G

utilizado para reacciones

de PCR

Oligo directo clonacion | 36 GAA CTG CAG GGT TTAATT TTAATG CCAGTC GCT | 78
ORF invB en pPICZaB y GG

utilizado para reacciones

de PCR

Oligo reverso clonacion | 37 TGC TCT AGA TTA TTT GCG ACG ATC AGG GAA | 79.3
ORF invB en pPICZaB y AGG CC

utilizado para reacciones

de PCR

Oligo directo para | 5 AOX1 GAC TGG TTC CAATTG ACA AGC 58.1
secuenciacion kit Pichia. | 66

Oligo reverso  para | 3' AOX1 GCA AAT GGC ATT CTG ACATCC 61
secuenciacion kit Pichia. | 38

Oligo directo para | Factor a TAC TAT TGC CAG CAT TGC TGC 59.8
secuenciacion kit Pichia. | 39

Oligo directo insercién | ZEO ATG GCC AAG TTG ACC AGT GCC GTTC 76
genoma P. pastoris 32

Oligo reverso insercion | 3 AOX GAA TCT AGC AAG ACCGGT CTTCTC G 68.8
genoma P. pastoris 33

Oligo para secuenciacion | 45 GAA CAA AGC ATAGGT CTC ACC 60.2
de construcciones

pPICZaA-invA y

pPICZaA-invB

Nota: Las en negritas que corresponden a los oligonucle6tidos GVIII, GVII, CVIII y CIX corresponden a
los sitios de corte EcoRI y Sacll, mientras que en los oligonucleétidos 34-37 corresponden a los sitios de
restriccion Pstl y Xbal, mientras que los codones rojos son las sefiales de paro de la transcripcion.
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11.6 Alineamiento mdiltiple de secuencias reportadas

utilizando el programa Clustal W

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAA01258| BAAD1258.
ENA| AAO38865| AACB8865.
ENA| AAV89566| AAVBI566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAA01258| BAAD1258.
ENA| AACB8865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVBI566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAA01258| BAAD1258.
ENA| AAO38865| AACB8865.
ENA| AAV89566| AAVBI566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAO1258.
ENA| AACB8865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVB9I566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAO1258.
ENA| AACB8865| AACBS865.
ENA| AAVB9566| AAVB9566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAO1258.
ENA| AACB8865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVB9566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAO1258.
ENA| AACB8865| AACBS865.
ENA| AAVB9566| AAVB9566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAO1258.
ENA| AACB8865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVB9566.

ENA| AAA27701] AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAD1258.
ENA| AACB8865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVBI566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAA01258| BAAD1258.
ENA| AAO38865| AACB8865.
ENA| AAV89566| AAVBI566.

ENA] AAA27701] AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAD1258.
ENA| AACB8865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVBI566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAA01258| BAA01258.
ENA| AAC38865| AACB8865.

R R R R e R e N [ N [ N R [ R

R e

ATGGAATCCCCCTCTTATAAAAATTTAAT CAAAGCCGAGGATGCACAGAA
ATGGAATCCCCCTCTTATAAAAAT CTAATCAAAGCCGAGGATGCACAGAA
ATGGAATCCCCCTCTTATAAAAATTTAATCAAAGCCGAGGATGCACAGAA
ATGGAATCCCCCTCTTATAAAAATTTAATCAAAGCCGAGGATGCACAGAA

khkkkkhkkhkhhkhhhkhhhhhhkhhhhhdk *hkhhkhhhhhhhhhhhkhhhhrhkhkx

AAAAGCT GCGAAAACGGCTTCTATCTTCTGAATGGTATCCTGGATTTCATG
AAAAGCT GCGAAAACGGCT TGTATCTTCTGAATGGTATCCTGGATTTCATG
AAAAGCT GGAAAACGGCTTCTATCTTCTGAATGGTATCCTGGATTTCATG
AAAAGCT GGAAAACGGECTTCTATCTTCTGAATGGTATCCTGGATTTCATG

Khhkkhhhkhhhhhhkhhhhhhk *hhhhhhhhhhhhkhhrhhhkhhhkhhrhhkkh*x

TAACGCCTTTAACTAGI TGGATGAATGACCCCAACGGEECTGATTTTTTTC
TAACGCCCTTAACTGGT TGGATGAATGACCCTAACGGECCTGATTTTTTTC
TAACGCCTTTAACTGGT TGGATGAATGACCCCAACGGECTGATTTTTTTC
TAACGCCTTTAACT GGCTGGATGAATGACCCCAACGGEECTGATTTTTTTC

khkkkkkk khkhkkkk Kk khkkkkhhkhhhkhhhd *khkhkdk *hhkkhrhhrkkk

AAGCCCCGAATACCATCTTTTTTATCAATACTATCCTTTTGCACCTGICTG
AAGCCCCGAATATCATCTTTTTTACCAATATTATCCTTTTGCGCCCGTCTG
AAGCCCGAATACCATCTTTTTTATCAATACTATCCTTTTGCACCTGICTG
AAGGGCGAATACCATCTTTTTTATCAATACTATCCTTTTGCACCTGTCTG

khkkhkkkhkkhhkhk khhhkkhhhkkhhdhk K*hkhkkk *hkhhhdhhkdhk *% *kkk*

GGGGECCGATGCAT TGEGGACATGCGAAAAGCCGTGATTTAGT TCATTGGG
GGGEGECCGAT GCAT TGGGEGACATGCGAAAAGCCGTGATTTAGI TCATTGGEG
GGGEGECCGAT GCAT TGGEGEGACATGCGAAAAGCCGTGATTTAGT TCATTGGG
GGGGECCGATGCAT TGEGEGACATGCGAAAAGCCGTGATTTAGT TCATTGGG

Kk hkkhhhkhhkhhhhkhhhkhhhhhhhhkhhhhkhhhkhkhkhkhhkhhkkhkhkhkk*x

AAACACTCCCTGI TGCCCTTGCTCCAGGGGAT TCATTTGATCGCGACGGEC
AAACACTCCCTGI TGCCCT TGCT CCAGGGGAT TCATTTGATCGCGACGGEC
AAACACTCCCTGI TGCCCT TGCT CCAGGGGAT TTATTTGATCGCGACGGEC
AAACACTCCCTGI TGCCCTTGCTCCAGGGGAT TCATTTGATCGCGACGGEC

khkkhkkkkhhkhhhkhhhhhhhhhhhhkhhhhhhhhd *hkdhkhhhkhrhhrkrk

TGTTTCTCAGGATGCGCTGI TGATAATAATGGECGTTTTGACTCTGATCTA
TGTITTCTCAGGATGCGCTGI TGATAATAATGGTATTTTGACTCTGATCTA
TGTITTCTCAGGATGCGCTGI TGATAATAATGGECGT TTTGACTCTGATCTA
TGTTTCTCAGGATGCGCTGI TGATAATAATGGECGTTTTGACTCTGATCTA

khkhkhkhhhkhhhhhhkhhhkhhhhrhhhkhhhhhxhx khkhkkhkhkhkhkhhkkhhk

TACGGGECATATCGI TTTATCTAACGATAGCCCTGATGCCATTCGTGAAG
TACGGGGCATATCGT TTTATCCAACGATAGCCCCGATGCCATTCGTGAAG
TACGGGGCATATCGT TTTATCTAACGATAGCCCTGATGCCATTCGTGAAG
TACGGGGCATATCGT TTTATCTAACGATAGCCT TGATGCCATTCGTGAAG

khkkhkkkkhkhhkhhhkhhhkhhkhhdx *hkhhhkdhhkdkr khkkkkkkkhkkhkkkkk

TGCAGT GTATGGCGACAAGCATAGACGGCATCCATTTTCAAAAAGAAGEC
TGCAGT GTATGGCGACAAGCATAGACGGCATCCATTTTCAAAAAGAAGEC
TGCAGT GTATGGCGACAAGCATAGACGGCATCCATTTTCAAAAAGAAGGC
TGCAGT GTATGGCGACAAGCATAGACGGCATCCATTTTCAAAAAGAAGGC

Kk hkkhhhkhhkhhhhkhhhkhhhkhhhhhkhhhhkhhkhkhhkhhkhhkhhkkkhkkhkk*x

ATCGT CCTTGAAAAAGCACCCAT GCCACAGGT CGCCCATTTCAGAGACCC
ATCATCCTTGAAAAACCACCCATGCCACAGGT TGCCCATTTCAGAGACCC
ATCGT CCTTGAAAAAGCACCCAT GCCACAGGT TGCCCATTTCAGAGACCC
ATCGT CCTTGAAAAAGCACCCAT GCCACAGGT TGCCCATTTCAGAGACCC

khkk Khhkkkhkkhkhkhdhhk hhkkhhhhhhhhdhhhdhd Fhhhrhkhhhhrhhrkhk

TCGCGT TTGGAAGGAGAATGACCACTGGT TTATGGT GGTGEGECTATCGAA
TCGCGT TTGCGAAGGAGAAT GACCGCTGGT TTATGGT GGTGGGCTATCGGA
TCGCGTTTGGAAGGAGAATGATCACTGGT TTATGGT GGTGGGCTATCGAA
TCGCGT TTGGAAGGAGAATAACCACTGGT TTATGGT GGTGGGECTATCGAA

Khhkkhhkhkhhhhhhkhhhhhkk * % Fhhkhkhhhhhkhhrhhhkhhhkhhrdhrx *

CAGATGATAAGAAACAT CAAGGAATCGGACATGTCGCTCTATACAGAAGC
CAGATGATGAGAAACATCAAGGAAT CGGACATGT CGCTCTATACAGAAGT
CAGATGATGAGAAACATCAAGGAATCGGACATGTCGCTCTATACAGAAGC

de invertasas intracelulares de

Z. mobilis
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ENA| AAVB9566| AAVBI566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAA01258| BAAD1258.
ENA| AAO38865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVBI566.

ENA| AAA27701] AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAD1258.
ENA| AACB8865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVBI566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAA01258| BAAD1258.
ENA| AAO38865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVBI566.

ENA] AAA27701] AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAD1258.
ENA| AACB8865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVBI566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAO1258.
ENA| AACB8865| AACBS865.
ENA| AAVB9566| AAVB9566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAO1258.
ENA| AACB8865| AACBS865.
ENA| AAVB9566| AAVB9566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAO1258.
ENA| AACB8865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVB9566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAO1258.
ENA| AACB8865| AACBS865.
ENA| AAVB9566| AAVB9566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAA01258| BAAD1258.
ENA| AAO38865| AACB8865.
ENA| AAV89566| AAVBI566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAA01258| BAAD1258.
ENA| AACB8865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVB9566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAA01258| BAAD1258.
ENA| AAO38865| AACB8865.
ENA| AAV89566| AAVBI566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAD1258.
ENA| AACB8865| AACBB865.
ENA| AAVB9566| AAVBI566.

R e R R e R PR R [ PR R PR R R R [ R

R R e

CAGATGATGAGAAACATCAAGGAATCGGACATGTCGCTCTATACAGAACGC

Khhkhkhhhh Fhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhhkhrhhkkhhkhxkk

GAAAATCTAAAAGACTGGATTTTTGTCAAAACACTGCTGGGTGATAATTC
GAAAATCTAAAAGACTGGATTTTTGTCAAAACACTACTGGECGATAATTC
GAAAATCTAAAAGACTGGATTTTTGTCAAAACACTGCTGGGTGATAATTC
GAAAATCTAAAAGACTGGATTTTTGTCAAAACACTGCTGGGTGATAATTC

khkkhkkkhhkhhhkhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhhdhd *hkkkhk *hkhrkkk

TCAATTACCGCT GGGAAAACGGECCT TTTATGT GGGAATGICCTGATTTCT
TCAATTACCGCT GGGAAAACGGCCT TTTATGT GGGAATGICCTGATTTCT
TCAATTACCGCT GGGAAAACGEGCTTTTATGT GGGAATGICCTGATTTCT
TCAATTACCGCT GGGAAAACGEGCT TTTATGT GGGAATGICCTGATTTCT

Kk hkkhhhkhhkhhhhkhhhkhhhhhhkhhkhhhhkhhhhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhkk*x

TCTCGTTAGECAATCGITCTGITTTGATGT TTTCTCCACAAGGCTTGAAG
TCTCATTAGGCAATCGITCTGITTTGATGT TTTCTCCGCAAGGCTTGAAG
TCTCGTTAGCCAATCGI TCTGI TTTGATGT TTTCTCCACAAGGCTTGAAG
TCTCGTTAGCCAATCGI TCTGI TTTGATGT TTTCTCCACAAGGCTTGAAG

khkkk Khkhkhkkhhkhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhhkhhhd *hhkkhrhhrkkk

GCAAGCGGT TACAAAAACCGGAATCTATTTCAAAACGCCTATATTCTTGG
GCAAGCGGT TACAAAAACCGGAATCTATTTCAAAACGGCTATATCCTTGG
GCAAGCGGT TACAAAAACCGGAATCTATTTCAAAACGGECTATATCCTTGG
GCAAGCGGT TACAAAAACCGGAATCTATTTCAAAACGGECTATATCCTTGG

khkkhkhkhkkhhkhhhkhhhhhhkhhhhkhhkhhhhhhkhkhhkhhhhhkhkhkdhd *hkkk*

AAAAT GGCAAGCACCT CAATTTACGCCGGAAACATCCTTCCAAGAACTAG
AAAAT GGCAAGCACCT CAATTTACGCCGGAAACAT CCTTCCAAGAACTAG
AAAAT GGCAAGCACCT CAATTTACGCCGGAAACAT CCTTCCAAGAACTAG
AAAAT GGCAAGCACCT CAATTTACGCCGGAAACAT CCTTCCAAGAACTAG

EE R R

ACTATGGTCATGATTTCTATGCAGCACAACGT TT- GAAGCTAAAAGATGG
ACTATGGTCATGATTTCTATGCAGCACAACGT TTTGAAGACAAA- GATGG
ACTATGGTCATGATTTCTATGCAGCACAACGT TTTGAAGCTAAA- GATGG
ACTATGGTCATGATTTCTATGCAGCACAACGT TTTGAAGCTAAA- GATGG

khkhkkhhhkhhhhhhkhhhkhhhhrhhhkhhhhkhrhkhkdx *kx*k kkk kkkkk

TCGTCAAAATATTAATTGCATGGI T- GATATGI GG - AAATCAAAA- CCC
TCGTCAAA- TATTAATTGCATGGT TTGATATGT GGGAAAATCAAAAGCCC
TCGTCAAA- TATTAATTGCATGGT TTGATATGT GGGAAAATCAAAAACCC
TCGTCAAA- TATTAATTGCATGGT TTGATATGT GGGAAAATCAAAAACCC

khkkhkkkkhk Khhhkhkhkhkkhhkhhhdhhdkd *khkhkhrkxk kkkkkkkkk KkkKk

AGCCAACGAGAT GGATGGGECTGECTGTATGACGT TGCCCOGCAAGCTTGA
AGCCAACGAGAT GGATGGGECTGECTGTATGACGT TGCCCOGCAAGCTTGA
AGCCAACGAGAT GGATGGGECTGECTGTATGACGT TGCCCCGCAAACTTGA
AGCCAACGAGAT GGATGGGECTGECTGTATGACGT TGCCCOGCAAACTTGA

Khkhkkhhhkhhhhhhkhhhkhhhhhhhhkhhhhkhhhkhhkhhhhhkhhhdhk *hkk*

TTTAATTGATAATAAAATTGT GATGACGCCTGI TAGAGAAATGGAGATTT
TTTAATTGATAATAAAATTGT GATGACGCCTGI TAGGGAAATGGAGATTT
TTTAATTGATAATAAAATTGT GATGACGCCT GT TAGGGAAATGGAGATTT
TTTAATTGATAATAAAATTGT GATGACGCCT GT TAGGGAAATGGAGATTT

khkkhhkkkhhkhhhhhhhhhkhhhkhkhhkhhhhhhhhhkhhdk *hkhhhkhrhhhrkkhk

TACGACAAT CGGAAAAAATTGAATCTGTCGTAACGCT TTCGGATGCCGAG
TACGGCAAT CGGAAAAAATTGAATCTGT CGTAACGCT TTCGGATGCCGAG
TACGACAAT CGGAAAAAATTGAATCTGT CGTAACGCT TTCGGATGCCGAG
TACGACAAT CGGAAAAAATTGAATCTGT CGTAACGCT TTCGGATGCCGAG

Khhkk Khkhhhkhhhhhhkhhhhhhhhkhhhhhhhkhhkhhkhhkhhkkhhkhkhkk*x

CATCCCTTTACGATGGACTCTCCCCTGCAAGAAATAGAGCTGATCTTTGA
CATCCCTTTACGATAGATTCTCCCCTGCAAGAAATAGAGCTGATCTTTGA
CATCCCTTTACGATGGACTCTCCCCTGCAAGAAATAGAGCTGATCTTTGA
CATCCCTTTACGATGGACTCTCCCCTGCAAGAAATAGAGCTGATCTTTGA

khkkhkkkhkhhkhhhhdh *k Fhhkhhhhhhhhhhhhhhhrkhhhhhhhrkhkx

CTTGGAAAAAAGCAATGCTTATCAAGCTGGT TTGECTTTGCCCTGTAATG
CTTGGAAAAAAGCAGTGCTTATCAAGCTGGT TTGECTTTGCCCTGTAATG
CTTGGAAAAAAGCAGTGCTTATCAAGCTGGT TTGECTTTGCGCTGTAATG
CTTGGAAAAAAGCAGTGCTTATCAAGCTGGT TTGECTTTGCGCTGTAATG

khkkhkkkhkhhkhhhhdh hhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkkhhhkhkkh*x
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ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAD1258.
ENA| AACB8865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVBI566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAA01258| BAAD1258.
ENA| AAO38865| AACB8865.
ENA| AAV89566| AAVBI566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAD1258.
ENA| AACB8865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVBI566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAA01258| BAAD1258.
ENA| AAO38865| AACB8865.
ENA| AAV89566| AAVBI566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAO1258.
ENA| AACB8865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVB9566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAO1258.
ENA| AACB8865| AACB8865.
ENA| AAVB9566| AAVB9I566.

ENA| AAA27701| AAA27701.
ENA| BAAO1258| BAAO1258.
ENA| AACB8865| AACBS865.
ENA| AAVB9566| AAVB9566.

[ [ R R R [

N

GCAAAGGGCAAGAAACGCTTCTTTATATCGATAGAAGCCAGAATCGTATC
ACAAAGGGCCAAGAAACGCT TCTTTATATCGATAGAAGCCAGAATCGTATC
GCAAAGGGCAAGAAACGCTTCTTTATATCGATAGAAGCCAGAATCGTATC
GCAAAGGGCAAGAAACGCTTCTTTATATCGATAGAAGCCAGAATCGTATC

Khkhhkhkhkhhhhkhhkhhhkhhhkhhhkhhhhhkhhhkhhhkhkhhkkhkkhkkk k%

ATTCTTGACCGAAAT CGCTCGGGGCAAAATGTAAAAGGGATTAGAAGCTG
ATTCTTGACCGGAAT CGCTCGGEGCAAAAT GTAAAAGGGATTAGAAGCTG
ATTCTTGACCGAAAT CGCTCGGGEGCAAAATGTAAAAGGAATTAGAAGCTG
ATTCTTGACCGAAAT CGCTCGGGEGCAAAATGTAAAAGGAATTAGAACGCTG

khkkhkhkkhkhhkhk khhhkkhhkhhhhhhkhhhhhhhhhhhhdhh *hkkhrhdrkkk

TCCGCTTCCGAACACCT CCAAAGT CAGACTGCATATATTCCTTGACCGAT
TCCGCTTCCGAACACCT CTAAAGT CAGACTGCATATATTCCTTGACCGAT
TCCGCTTCCGAACACCT CCAAAGT CAGACTGCATATATTCCTTGACCGAT
TCCGCTTCCGAACACCT CCAAAGT CAGACTGCATATATTCCTTGACCGAT

Khhhkhhhkhhhhhhhhhdhh hhhhhhhhhhhhhhhhrhhhkhhkhkhhkhhkk*x

CATCTATAGAAATTTTTGT CGGCGATGAT CAGACCCAAGGCCTCTACAGC
CATCTATAGAAATTTTTGT CGGCGATGATCAGACCCAAGGECCTCTACAGC
CATCTATAGAAATTTTTGT CGGCGATGATCAGACCCAAGGECCTCTACAGC
CATCTATAGAAATTTTTGT CGGCGATGAT CAGACCCAAGGCCTCTACAGC

EE R e R R

ATAAGTAGT CGAATATTCCCCGATAAGGACAGCCTTAAAGGCCGT TTATT
ATAAGTAGT CGAATAT TCCCCGATAAGGACAGCCT TAAAGGCCGT TTATT
ATAAGT AGCCGAATAT TCCCCGATAAGGACAGCCT TAAAGGCCGT TTATT
ATAAGTAGT CGAATATTCCCCGATAAGGACAGCCTTAAAGGCCGT TTATT

khkkhkkhkkhkhk hhhkhhhhhhkhhhhhhhhhhhhkhhkhhhhhkhhkhkhkkkkkx

CGCTATCGAAGGCTATGCCGTTTTTGATTCTTTTAAGAGATGGACATTAC
CGCTATCGAAGGCTATGCCGTTTTTGATTCTTTTAAGAGATGGACATTAC
CGCTATCGAAGGCTATGCCGTTTTTGATTCTTTTAAGAGATGGACATTAC
CGCTATCGAAGGCTATGCCGTTTTTGATTCTTTTAAGAGATGGACATTAC

EE R R R

AGGATGCTAATCTAGCCCCTTTTTCAAGCGATGCCTGI TAA
AGGATGCTAATCTAGCCCCTTTTTTAAGCGATGCCTGI TAA
AGGATGCTAATCTAGCCCCTTTTTCAAGCGATGCCTGI TAA
AGGATGCTAATCTAGCCGCTTTTTCAAGCGATGCCTGITAA

khkhkkhhhkhhhhhhkhhhkhhhhhhhkx hhkhrhkhhhhrhhkhk

La parte amarilla corresponde a los nucleétidos ocupados para el disefio de oligonucléotido directo para
la realizacion de la construccion pPICZaB-invA, mientras que el extremo en verde fue el empleado para la
sintesis del oligonucledétido reverso para la misma construccion.
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11.7 Alineamiento multiple de algunas secuencias re

mobilis utilizando el programa Clustal W.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAVB8999| AAVB8999.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAVB8999| AAVB8999.

ENA| AAAG1488| AAAG1488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAV88999| AAVS8999.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAVB8999| AAVB8999.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAVB8999| AAV88999.

ENA| AAAG1488| AAAG1488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAV88999| AAVS8999.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAVB8999| AAVB8999.

ENA| AAAG1488| AAAG1488.
ENA| BAA04476| BAAD4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAV88999| AAVB8999.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAVB8999| AAVB8999.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAV88999| AAVS8999.

N R R NP PR R NP R RR NP R R N R R R N R R NP R R N R R R NP R RR

N R R

ATGITTAATTTTAATGCCAGT CGCT GGACGCGAGCCCAAGCGATGAAAGT
ATGITTAATTTTAATGCCAGT CGCT GGACGCGAGCCCAAGCGATGAAAGT
ATGITTAATTTTAATGCCAGT CGCT GGACGCGAGCCCAAGCGATGAAAGT
ATGITTAATTTTAATGCCAGT CGCT GGACGCGAGCCCAAGCGATGAAAGT

*okokok ok ok ok ok

GAATAAATTTGATTTGACGACCTCTATGCCGGAAATCGECACTGATTTTC
GAATAAATTTGATTTGACGACCTCTATGCCGGAAATCGECACTGATTTTC
GAATAAATTTGATTTGACGACCTCTATGCCGGAAATCGGCACTGATTTTC
GAATAAATTTGATTTGACGACCTCTATGCCGGAAATCGGCACTGATTTTC
GAATAAATTTGATTTGACGACCTCTATGCCGGAAATCGECACTGATTTTC

EE R R R

CCATTATGCGTGATGACT TGTGGCTGT GGGATACT TGGCCAT TACGGGAT
CTATTATGCGTGATGACT TGTGGCTGT GGGATACT TGGCCATTACGGGAT
CCATTATGCGTGATGACT TGTGGCTGT GGGATACT TGGCCATTACGGGAT
CCATTATGCGTGATGACT TGTGGCTGT GGGATACT TGGCCAT TACGGGAT
CCATTATGCGTGATGACT TGTGGCTGT GGGATACT TGGCCAT TACGGGAT

Kk kkkkkhkhkkhhkhhkhhkhhhhkhhkhhhhhhhhhkhhkhhkhhkkhhkhkhkk*x

ATCAATGGCAATCCTGTCAGCTTTAAAGGCTGGAATGI TATTTTCTCTTT
ATCAATGCCAATCCTGTCAGCTTTAAAGGCTGGAATGI TATTTTCTCTTT
ATCAATGCCAATCCTGT CAGCT TTAAAGGCTGGAATGTI TATTTTCTCTTT
ATCAATGGCAATCCTGTCAGCTTTAAAGGCTGGAATGI TATTTTCTCTTT
ATCAATGGCAATCCTGTCAGCTTTAAAGGCTGGAATGI TATTTTCTCTTT

Kk hkkhhhkhhkhhhhkhhhkhhhhhhkhhkhhhhhhhhhkhhkhhkhhkhkhkhkhkhkk*x

GGTCGCTGACCGCAATATTCCGT GGAATGATCGCCATTCTCATGCCCGCA
GGTCGCTGACCGCAATATTCCGT GGAATGATCGCCATTCTCATGCCCGCA
GGTCGCTGACCGCAATAT TCCGT GGAATGATCGCCATTCTCATGCCCGCA
GGTCGCTGACCGCAATAT TCCGT GGAATGATCGCCATTCTCATGCCCGCA
GGTCGCTGACCGCAATAT TCCGT GGAATGATCGCCATTCTCATGCCCGCA

EE R e R R

TCGCCTATTTCTATTCCAAAGAT GGTAAAAGCT GGGT TTATGGT GGCCAT
TCGGCTATTTCTATTCTAAAGATGGTAAAAGCTGGGT TTATGGT GGCCAT
TCGCCTATTTCTATTCCAAAGATGGTAAAAGCTGGGT TTATGGT GGCCAT
TCGCCTATTTCTATTCCAAAGAT GGTAAAAGCT GGGT TTATGGT GGCCAT
TCGCCTATTTCTATTCCAAAGAT GGTAAAAGCT GGGT TTATGGT GGCCAT

khkk hhkkhkhkkhhkhhhkdk Kkhkhhkhhhhhhhhhhhhhhh kb hkkhhhhhkh*x

CTATTGCAAGAAT CGGCCAATACCOGCACGGCAGAATGGTCCGECGECAC
CTATTGCAAGAAT TGGECCAATAGCOGCACGGCAGAAT GGTCCGECEECAC
CTATTGCAAGAAT CGGCCAATACCOGCACGGCAGAATGGTCCGECEECAC
CTATTGCAAGAAT CGGCCAATACCOGCACGGCAGAATGGTCCGECGECAC
CTATTGCAAGAAT CGGCCAATACCOGCACGGCAGAATGGTCCGECGECAC

Khkhkhhhkhhhhhkx *hkhhhhhhk *hhhhkhrhhhhhhrhhhkhhhkhhrhhkk*

GATTATGGCACCGGGT TCCCGTAATCAGGTCGAAACCTTCTTTACCTCGA
GATTATGGCACCGGGT TCCCGTAATCAGGTCGAAACCTTCTTTACCTCGA
GATTATGGCACCGGGT TCCCGTAATCAGGTCGAAACCTTCTTTACCTCGA
GATTATGGCACCGGGT TCCCGTAATCAGGTCGAAACCTTCTTTACCTCGA
GATTATGGCACCGGGT TCCCGTAATCAGGT CGAAACCTTCTTTACCTCGA

Khkhkkhhhhhhhhhkhhhkhhhhhkhkhhkhhhhkhhhkhhkhhkhhkhhkkhhkhkhkk*x

CTTTATTCGACAAGAAT GGCGT CAGAGAAGCCGT TGCTGCTGT CACGAAA
CTTTATTCGACAAGAAT GGCGT CAGAGAAGCCGT TGCTGCTGT TACGAAA
CTTTATTCGACAAGAAT GGCGT CAGAGAAGCCGT TGCTGCTGT CACGAAA
CTTTATTCGACAAGAAT GGCGT CAGAGAAGCCGT TGCTGCTGT CACGAAA
CTTTATTCGACAAGAAT GGCGT CAGAGAAGCCGT TGCTGCTGT TACGAAA

Kk hkkhhhkhhhhhhkhhhkhhhhhhhhkhhhhkhhhhhkhhhhhkhhhdx *hkhkk*

GGCCGCATTTATGCGGATAGT GAAGECGT TTGGT TCAAGGGT TTTGACCA
GGCCGCATTTATGCGGATAGT GAAGECGT TTGGT TCAAGGGT TTTGACCA
GGCCGCATTTATGCGGATAGT GAAGGCGT TTGGT TCAAGGGT TTTGACCA
GGCCGCATTTATGCGGATAGT GAAGGCGT TTGGT TCAAGGGT TTTGACCA
GGCCGCATTTATGCGGATAGT GAAGGCGT TTGGT TCAAGGGT TTTGACCA

EE R R R

portadas de invertasas extracelulares de

Z.
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ENA| AAAG1488| AAAG1488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAV88999| AAVS8999.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAVB8999| AAVB8999.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAVB8999| AAV88999.

ENA| AAAG1488| AAAG1488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAV88999| AAVS8999.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAV88999| AAVS8999.

ENA| AAAG1488| AAAG1488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAV88999| AAVS8999.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAVB8999| AAVB8999.

ENA| AAAG1488| AAAG1488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAV88999| AAVS8999.

ENA| AAAG1488| AAAG1488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAV88999| AAVS8999.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAVB8999| AAVB8999.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAA04476.
ENA| AAC36942| AAC36942.

NP R R R NP R R R NP R R NP R R R NP R R R NP R R NP R R N R R R NP R RR NP R R R

R e

GICAACGGATTTGT TTCAGGCTGATGGTCTGT TTTATCAAAATTATGCAG
GITCAACGGATTTGT TTCAGGCTGATGGTCTGT TTTATCAAAATTATGCAG
GICAACGGATTTGT TTCAGGCTGATGGTCTGT TTTATCAAAATTATGCAG
GICAACGGATTTGT TTCAGGCTGATGGTCTGT TTTATCAAAATTATGCAG
GITCAACGGATTTGT TTCAGGCTGATGGTCTGT TTTATCAAAATTATGCAG

Kk hkhkhhhkhhhhhhkhhhkhhkhhhhkhhkhhhhkhhhkhkhkhkhhkhhkkkhkhkhk k%

AAAATAATCTCTGGAATTTCCGTGATCCTCATGT TTTCATCAATCCTGAG
AAAATAATCTCTGGAATTTCCGTGATCCTCATGT TTTCATCAATCCTGAG
AAAATAATCTCTGGAATTTCCGTGATCCTCATGT TTTCATCAATCCTGAG
AAAATAATCTCTGGAATTTCCGTGATCCTCATGT TTTCATCAATCCTGAG
AAAATAATCTCTGGAATTTCCGTGATCCTCATGT TTTCATCAATCCTGAG

Kk hkkhhhkhhkhhhhkhhhkhhhhhhkhhkhhhhkhhhhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhkk*x

GATGGTGAGACCTATGCTTTGT TCGAAGCCAATGT TGCCACTGT CCGT GG
GATGGTGAGACCTATGCTTTGT TCGAAGCCAATGT TGCCACTGT CCGT GG
GATGGTGAGACCTATGCTTTGT TCGAAGCCAATGT TGCCACTGT CCGT GG
GATGGTGAGACCTATGCTTTGT TCGAAGCCAATGT TGCCACTGT CCGT GG
GATGGTGAGACCTATGCTTTGT TCGAAGCCAATGT TGCCACTGT CCGT GG

EE R R

AGAAGACGATATAGGCGAGGATGAAAT TGGT CCTGT TCCGGECCAATACGG
AGAAGACGATATAGGCGAGGATGAAAT TGGECCCTGT TCCGGCCAATACGG
AGAAGACGATATAGGCGAGGATGAAATTGGT CCTGT TCCGGCCAATACGG
AGAAGACGATATAGGCGAGGATGAAATTGGT CCTGT TCCGGCCAATACGG
AGAAGACGATATAGGCGAGGATGAAAT TGGT CCTGT TCCGGECCAATACGG

Khkhkhhhkhkhhhhhhkhhhhhhhhhhhkhhhhhdx *hdhrhhhkhhhkhhrhhkkk

TCGTTCCAAAAGATGCCAATTTATGCTCGGCCTCTATTGGTATTGCGCGT
TCGTTCCAAAAGATGCCAATTTATGT TCGGCCTCTATTGGTATTGCGCGT
TCGTTCCAAAAGATGCCAATTTATGCTCGGCCTCTATTGGTATTGCGCGT
TCGTTCCAAAAGATGCCAATTTATGCTCGGCCTCTATTGGTATTGCGCGT
TCGTTCCAAAAGATGCCAATTTATGI TCGGCTTCTATTGGTATCGCGCGT

khkkhkkhkhhkhhhkhhhhhhkhhhhhhkd *khkhhkk *khkhhkhhkhhhkdx *khkrkkk

TGTTTGT CGCCGGAT CGCACCGAATGGEGAGCTGT TACCGCCTTTGT TGAC
TGTTTGI CGCCGGAT CGCACCGAATGEGAGCTGT TACCGCCTTTGT TGAC
TGTTTGTCGCCGGATCGCACCGAATGEGAGCTGT TACCGCCTTTGT TGAC
TGTTTGT CGCCGGATCGCACCGAATGGEGAGCTGT TACCGCCTTTGT TGAC
TGTTTGI CGCCGGAT CGCACCGAATGGEGAGCTATTACCGCCTTTGT TGAC

Khkhkkhhhkhhhhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhhd Fhkhhkhhhkhhrhhkkk

AGCCTTTGGTGTCAATGACCAGATGGAACGGCCTCATGTCATTTTCCAGA
AGCCTTTGGCGT CAAT GACCAGATGGAACGGCCTCATGTCATTTTCCAGA
AGCCTTTGGT GT CAATGACCAGATGGAACGGCCTCATGTCATTTTCCAGA
AGCCTTTGGTGTCAATGACCAGATGGAACGGCCTCATGTCATTTTCCAGA
AGCCTTTGGCGT CAAT GACCAGATGGAACGGCCCCATGTCATTTTCCAGA

Khhkkhhhhk hhhkhhhkhhhhrhhhhhhhhhhhkx *rxhhkhhhhhrhhkhk

ATGGTTTGACCTATCTCTTTACGATCAGCCATGATTCGACT TATGCCGAT
ATGGTTTGACCTATCTCTTTACGATCAGCCATGATTCGACTTATGCCGAT
ATGGTTTGACCTATCTCTTTACGATCAGCCATGATTCGACTTATGCCGAT
ATGGTTTGACCTATCTCTTTACGATCAGCCATGATTCGACT TATGCCGAT
ATGGTTTGACCTATCTCTTTACGATCAGCCATGATTCGACT TATGCCGAT

EE R e R

GGCTTAACCGGT TCCGATGGTCTTTATGGCTTTGT TTCCGAAAATGGTAT
GGCTTAACCGGTTCCGATGGTCTTTATGGCTTTGT TTCCGAAAATGGTAT
GGCTTAACCGGTTCCGATGGTCTTTATGGECTTTGT TTCCGAAAATGGTAT
GGCTTAACCGGTTCCGATGGTCTTTATGGCTTTGT TTCCGAAAATGGTAT
GGCTTAACCGGTTCCGATGGTCTTTATGGCTTTGT TTCCGAAAATGGTAT

Kk hkhhhhhhhhhkhhhkhhhkhhhkhhkhhhhkhhhhkhkhkhhkhhkkkhkkhkk*x

TTTTGGECCCCTATGAGCCGCTGAATGGT TCTGGECCTTGTTCTCGGTGGECC
TTTTGECCCCTATGAGCCGCTGAATGGT TCTGGECCT TGTTCTCGGTGECC
TTTTGECCCCTATGAGCCGCTGAATGGT TCTGGECCT TGTTCTCGGTGECC
TTTTGGECCCCTATGAGCCGCTGAATGGT TCTGGECCTTGT TCTCGGTGECC
TTTTGGECCCTTATGAGCCGCTGAATGGT TCTGGECCTTGTTCTCGGTGGECC

Khhkhkhhhhk Fhhhhhhhhhrhhhhhhhhhhhhkhhhhhkhhhkhhkhkhkk*x

CCGCGT CACAGCCGACCGAAGCCTATGCTCATTACATCATGAATAATGEC
CTGCGTCACAGCCGACCGAAGCCTATGCTCATTACATCATGAATAATGGEC
CCGCGTCACAGCCGACCGAAGCCTATGCTCATTACATCATGAATAATGEC
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ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAV88999| AAVS8999.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAVB8999| AAVB8999.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAVB8999| AAV88999.

ENA| AAAG1488| AAAG1488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAV88999| AAVS8999.

ENA| AAA61488| AAA61488.
ENA| BAAO4476| BAAO4476.
ENA| AAC36942| AAC36942.
ENA| AAG29871| AAG29871.
ENA| AAVB8999| AAVB8999.

N -

NP R R N R R R NP R RR

NP R RRE

CCGCGT CACAGCCGACCGAAGCCTATGCTCATTACATCATGAATAATGCC
CTGCGTCACAGCCGACCGAAGCCTATGCTCATTACATCATGAATAATGCC

Kk kkkkkhkhkkhhkhhkhhhhhhhhkhhhhhhhkhhkhhkhhkhhkkhhkhkhkk*x

TTGGTTGAATCTTTTATCAATGAAATCATTGATCCCAAAAGCGGCAAAGT
TTGGTTGAATCTTTTATCAATGAAAT CATTGATCCCAAAAGCGGCAAAGT
TTGGTTGAATCTTTTATCAATGAAAT CATTGATCCCAAAAGCGGCAAAGT
TTGGTTGAATCTTTTATCAATGAAATCATTGATCCCAAAAGCGGCAAAGT
TTGGTTGAATCTTTTATCAATGAAATCATTGATCCCAAAAGCGGCAAAGT

Kk hkhkhhhkhhkhhhhkhhhkhhhkhhhkhhkhhhhhhhhkhkhkhhkhhkkhkhkhkhk k%

CATTGCGGEGECGEGETAGCT TGECACCGACGGT TCGCGT TGAATTACAGGGAC
CATTGCGGEECGEGETAGCT TGECACCGACGGT TCGCGT TGAATTACAGGGAC
CATTGCGGEGECEGETAGCT TGGCACCGACGGT TCGCGT TGAATTACAGGGAC
CATTGCGGEGECEGETAGCT TGGCACCGACGGT TCGCGT TGAATTACAGGGAC
TATTGCGEECGGETAGCT TGGCACCGACGGT TCGCGT TGAATTACAGGGAC

D

ATGAGACTTTCGCAACCGAAGT CTTTGATTATGGCTATATTCCCGCATCT
ATGAGACTTTCGCGACCGAAGT CTTTGATTATGGATATATTCCCGCATCT
ATGAGACTTTCGCAACCGAAGT CTTTGATTATGGCTATATTCCCGCATCT
ATGAGACTTTCGCAACCGAAGT CTTTGATTATGGCTATATTCCCGCATCT
ATGAGACTTTCGCGACCGAAGT CTTTGATTATGGATATATTCCCGCATCT

khkkhkkhkhhkhhhkk *hkhhkkhhhhhkhhhhhhhhhd khkrkkhhhhrhhrkkhk

TATGCTTGGC- CGGTATGGCCT TTCCCTGATCGI CGCAAATAA
TATGCTTGGC- CGGTATGGCCTTTCCCGGATCGI CGCAAATAA
TATGCTTGGCTCGGTATGGC- TTTCCCTGATCGI CGCAAATAA
TATGCTTGGC- CGGTATGGCCTTTCCCTGATCGT CGCAAATAA
TATGCTTGGC- CGGTATGGCCTTTCCCTGATCGI CCCAAATAA

khkhkkhhhkhhkhk hhkhkhhkhhhkhk dhhhkhhk hrxkhhhkhhrhhkhhkkx

La parte amarilla corresponde a los nucledtidos ocupados para el disefio de

oligonucléotido directo para la realizacién de la construccion pPICZaB-invA, mientras

gue el extremo en verde fue el empleado para la sintesis del oligonucledétido reverso

para la misma construccion.
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11.8 Alineamiento de la secuencia de
mobilis ZM1 reportado por Gunasekaran

Z.mobilis sacA gene, complete cds

Sequence ID: gb|M62718.1|ZMOSACA Length: 2093 Number of Matches: 1

Score

2584 bits(1399)

Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct

Query

7

126

67

186

127

246

187

306

247

366

307

426

367

486

427

546

487

606

547

666

607

721

667

778

727

836

786

896

846

953

904

Expect Identities Gaps Strand

0.0 1459/1483(98%) 23/1483(1%) Plus/Plus
GOCGAGGAT GCACAGAAAAAAGCT GGAAAACGGCT TCTATCT TCTGAAT GGTATCCTGGA

COCEEEEE et e e e e e
GOCGAGGAT GCACAGAAAAAAGCT GGAAAACGGCT TCTATCTTCTGAATGGTATCCTGGA

TTTCATGTAACGCCTTTAACT GGT TGGATGAATGACCCCAACGGCECTGATTTTTTTCAAG

R R A AR AR R AR
TTTCATGTAACGCCT TTAACTAGT TGGATGAATGACCCCAACGGGCTGATTTTTTTCAAG

GGGGAATACCATCTTTTTTATCAATACTATCCTTTTGCACCTGT CTGGGEEECCGATGCAT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
GGGGAATACCATCTTTTTTATCAATACTATCCTTTTGCACCT GT CTGGGEECCGAT GCA

TGGGGACATGCGAAAAGCCGTGATTTAGT TCATTGGGAAACACTCCCTGT TGCCCTTGCT

RN R R AR R A R RN R Ay
TGGGGACAT GOGAAAAGCCGT GAT T TAGT TCAT TGBGAAACACTCCCTGT TGCCCTTGCT

CCAGGGGATTCATTTGATCGCGACGECTGI TTCTCAGGATGCGCTGT TGATAATAATGEC

CLVCEEEE e e e e e b e
CCAGGGGATTCAT T TGATCGOGACGGCTGT TTCTCAGGATGOGCT GT TGATAATAATGGC

GTTTTGACTCTGATCTATACGGGGCATATCGT TTTATCTAACGATAGCCCTGATGCCATT

R R R R R R A R R AR R AR AR
GTTTTGACTCTGATCTATACGGGGCATATCGT TTTATCTAACGATAGCCCTGATGCCATT

CGTGAAGT GCAGT GTATGGCGACAAGCATAGACGECATCCATTTTCAAAAAGAAGGCATC

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CGTGAAGT GCAGT GTATGGCGACAAGCAT AGACGCECATCCATTTTCAAAAAGAAGGECATC

GTCCTTGAAAAAGCACCCATGCCACAGGT CGCCCATTTCAGAGACCCTCGCGT TTGGAAG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CCTTGAAAAAGCACCCAT GCCACAGGT CGOCCAT TTCAGAGACCCTCGOGT TTGGAAG

GAGAATGACCACTGGT TTATGGT GGTGGGCTATCGAACAGATGATAAGAAACAT CAAGGA

RN R R R R A RN
GAGAATGACCACTGGT T TATGGT GGT GGGCTATCGAACAGAT GATAAGAAACAT CAAGGA

ATCGGACATGT GCGCT CTATAACAGAAAGCGAAAAAT CTAAAAAGACTGGATTTTTGTCA

RN R R A R AR A A AR RNy
ATCGGACATGT- CGCTCTATA- CAGAA- GCGAAAA- TCT- AAAAGACTGGATTTTTGTCA

AAACACT GCCTGGGT GATAAAT TCTCAAT TAACCGCT GGGAAAACGGGECT TTTATGTGGG

R R R A A A R R RN
AAACACTG- CTGGGTGATAA- TTCTCAATT- ACCGCT GEGAAAACGGGCT TTTATGTGGG

AATGTCCTGATTTCTTTCTCGI TAGGCAATCGI TCTGI TTTGATCGT TTTCTCCACAAGG

CELCEEEE e e e e e e e Cee e
AATGTCCTGATTTC- TTCTCGT TAGGCAATCGT TCTGT TTTGAT- GTTTTCTCCACAAGG

CTTGAAGGCAAGCGGT TACAAAAACCGGAATCTATTTCAAAACGCCTATATTC TGGAAA

R R R R RN R ARy
CTTGAAGGCAAGCGGT TACAAAAACCGGAATCTATTTCAAAACGCCTATATTCTTGGAAA

ATGGCAAGCACCTTCAATTTACT GCCGGAAACAT CCTTCCAAGAAACTAGACTATGGTCA

R N R R AR AR AR AR
ATGGCAAGCACCT- CAATTTAC- GOOGGAAACATCCTTCCAAG- AACTAGACTATGGTCA

TGATTTCTATGCAGCACAACGT TTTGAAAGCT- AAAGATGGTCGTC- AAATATTAATTGC

CELLEEEE e e ettt e e T et
TGATTTCTATGCAGCACAACGT TT- GAA- GCTAAAAGATGGTCGTCAAAATATTAATTGC

ATGGTTTGATATGT GGGAAAAT CAAAAACCCAGCCAACGAGAT GGATGGGCTGECTGTAT
CEEEEE TEEreer e ter e tee e e e e e e e e e e e e e e e e e e

invA de Z. molibilis cepa CDBB-B603 con el gen sacA de Z.
et al. 1990 utilizando el programa BLAST.

66
185
126
245
186
305
246
365
306
425
366
485
426
545
486
605
546
665
606
720
666
777
726
835
785
895
845
952
903
1010

963

252



Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct

1011

964

1067

1024

1127

1084

1187

1144

1247

1204

1307

1264

1367

1324

1427

1384

1487

1444

1547

ATGGIT- GATATGT GG AAA- TC- AAAACCCAGCCAACGAGAT GGATGGGCTGGECTGTAT

GACGT TGCCCOGCAAGCTTGATTTAATTGATAATAAAAT TGT GATGACGCCTGT TAGAGA

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CGT TGOCCOGCAAGCTTGATTTAATTGATAATAAAAT TGTGATGACGCCTGT TAGAGA

AATGCGAGATTTTACGACAAT CGCGAAAAAAT TGAATCTGT CGTAACGCT TTCGGATGCCGA

A AR R R AR AR AN RNy
AATGGAGAT TTTACGACAATCGGAAAAAATTGAATCT GTCGTAACGCT TTCGGAT GOCGA

GCATCCCTTTACGATGGACT CTCCCCTGCAAGAAATAGAGCTGATCTTTGACTTGGAAAA

R RN R R R R AR NNy
GCATCOCT TTACGATGGACT CTCCCCTGCAAGAAATAGAGCTGATCTTTGACT TGGAAAA

AAGCAATCCTTATCAAGCTGGT TTGCECT TTGCGCT GTAAT GGCAAAGGGCAAGAAACGCT

CLCCEUEE e e e e e e e e e ey
AAGCAATGCT TATCAAGCT GGT TTGGCT TTGOGCTGT AAT GCAAAGGGCAAGAAACGCT

TCTTTATATCGATAGAAGCCAGAATCGTATCATTCT TGACCGAAAT CGCTCGGGECAAAA

R R AR A R ARy
TCTTTATATCGATAGAAGCCAGAATCGTATCAT TCT TGACCGAAATCGCTCGGEGECAAAA

TGTAAAAGGGAT TAGAAGCT GT CCGCT TCCGAACACCT CCAAAGT CAGACTGCATATATT

R RN R AR R R R AR AR AR
TGTAAAAGGGAT TAGAAGCT GTCCGCT TCCGAACACCT CCAAAGT CAGACT GCATATATT

CCTTGACCGATCATCTATAGAAATTTT TGT CGGCGAT GATCAGACCCAAGGCCTCTACAG

R A A A R AR
CCTTGACCGATCATCTATAGAAAT TTTTGT CGGOGAT GATCAGACCCAAGGCCTCTACAG

CATAAGTAGT CGAATAT TCCCCGATAAGGACAGCCT TAAAGCCCGT TTATTCGCTATCGA

R RN R A AR R ARy
CATAAGTAGT CGAATAT TCCCOGATAAGGACAGCCT TAAAGGCCGT TTATTCGCTATCGA

AGCCTATGCCGITTTTGATTCTTTTAAGAGATGGACAT- ACAG 1485

CLCCEEE e e e ey 1
AGGCTATGCCGI TTTTGATTCTTTTAAGAGATGGACATTACAG 1589

1066

1023

1126

1083

1186

1143

1246

1203

1306

1263

1366

1323

1426

1383

1486

1443

1546

Las bases en subrayadas en amarillo corresponden a las diferencias observadas entre la secuencia del
gen invA y el gen sacA de diferentes cepas de Z. mobilis.

http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi#alnHdr 1556 15
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11.9 Alineamiento de la secuencia de

Zymomonas mobilis extracellular sucrase (sacC) gene, complete cds

Sequence ID: gb|L33403.1|ZMOSACCLength: 1641Number of Matches: 1

Score

2137 bits(1157)

Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct
Query
Shj ct

11

227

71

286

131

346

191

406

251

466

311

526

371

586

431

646

491

706

551

766

611

826

671

886

731

946

791

1006

851

1066

Expect Identities Gaps Strand

0.0 1182/1193(99%)  6/1193(0%) Plus/Plus
GOGAGT CACAT GCGAT GCAGGT GAATAAAT TTGAT TTGACGACCT CTATGCCGGAAATCG

LEEE T T | IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
GOGAG- COCAAGCGAT GAAAGT GAATAAATTTGAT TTGACGACCT CTATGOCGGAAATCG

GCACTGATTTTCCCATTATGCGTGATGACT TGTGECTGT GEGATACT TGGCCATTACGEG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CTGATTTTCCCATTATGCGT GATGACT TGT GGCTGT GGGATACT TGGCCAT TACGGEG

ATATCAATGGCAATCCTGTCAGCTTTAAAGGCTGGAATGI TATTTTCTCTTTGGTCGCTG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
ATCAATGCCAATCCTGT CAGCT TTAAAGGCTGGAATGTI TATTTTCTCTTTGGTCGCTG

ACCGCAATATTCCGT GGAATGATCGCCATTCTCATGCCCGCATCGGECTATTTCTATTCCA

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII (L
ACCGCAATAT TCCGT GGAATGATCGCOCAT TCTCATGCCCGCATCBCCTATTTCTATTCCA

AAGATGGTAAAAGCT GGGT TTATGGT GGCCATCTATTGCAAGAAT CGGCCAATACCCGCA

R R R R R AR ARy
AAGATGGTAAAAGCT GGGT T TATGGT GGOCATCTAT T GCAAGAAT CGECCAATACCCGCA

CGGCAGAATGGT CCGECGECACGAT TATGGCACCGGGT TCCOGT AAT CAGGT CGAAACCT
RN R R A R AR A R AR
CGGCAGAAT GGT CCGECGECACGAT TATGGCACCGGGT TCCOGT AAT CAGGT CGAAACCT

TCTTTACCTCGACTTTATTCGACAAGAAT GGCGT CAGAGAAGCCGT TGCTGCTGTCACGA

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TCTTTACCTCGACTTTATTCGACAAGAATGGCGT CAGAGAAGCCGT TGCT CACGA

AAGGCCGCATTTATGCGGATAGT GAAGGCGT TTGGT TCAAGGGT TTTGACCAGT CAACGG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
AAGGOCGCAT T TATGCGGATAGT GAAGGOGT TTGGT TCAAGSGT TTTGACCAGT CAACGG

ATTTGITTCAGCCTGATGGTCTGT TTTATCAAAATTATGCAGAAAATAATCTCTGGAATT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
ATTTGITTCAGGCTGATGGTCTGT TTTATCAAAATTATGCAGAAAATAATCTCTGGAATT

TCCGTGATCCTCATGT TTTCATCAATCCTGAGGATGGTGAGACCTATGCTTTGT TCGAAG

CLLCEEEEE e e e e e e et
TCCGTGATCCTCATGT TTTCATCAATCCTGAGGATGGTGAGACCTATGCTTTGT TCGAAG

CCAATGT TGCCACTGT CCGT GGAGAAGACGATATAGCCGAGCGATGAAATTGGTCCTGI TC

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CCAATGT TGOCACT GTCOGT GGAGAA TAGGOGAGGATGAAATTGGTCCTGTTC

CGGCCAATACGGT CGT TCCAAAAGATGCCAATTTATGCTCGECCTCTATTGGTATTGCGC

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CGGCCAATACGGT CGT TCCAAAAGAT GOCAAT TTATGCTCGGOCT CTAT TGGTATTGOGC

GTTGTTTGT CGCCGGAT CGCACCGAATGEGAGCTGT TACCGCCTTTGT TGACAGCCTTTG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
GTCGEOCGGAT CGCACCGAAT GBGAGCTGT TACCGCCTTTGT TGACAGCCTTTG

GTGTCAATGACCAGATGGAACGGCCTCATGTCATTTTCCAGAATGGT TTGACCTATCTCT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
GATGGAACGGCCTCATGTCATTTTCCAGAATGGT TTGACCTATCT

TTACGATCAGCCATGATTCGACT TATGCCGATGGCTTAACCGGT TCCGATGGTCTTTATG

LUV e e e et e it
TTACGATCAGCCATGATTCGACT TATGCCGATGGCT TAACOGGT TCCGATGGTCTTTATG

invB de Z. molibilis cepa CDBB-B603 con el gen sacC de Z.
mobilis ZM1 reportado por Kannan et al. 1995 utilizando el programa BLAST.

70
285
130
345
190
405
250
465
310
525
370
585
430
645
490
705
550
765
610
825
670
885
730
945
790
1005
850
1065
910

1125
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Query 911 GCTTTGTTTCOGAAAATGGTATTTTTGECCCCTATGAGCCCCTGAATGGT TCTGECCTTG 970

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 1126 GCTTTGITTCOGAAAATGGTATTTTTGECCCCTATGAGCOGCTGAATGGTTCTGEOCTTG 1185

Query 971  TTCTCGGTGECCCCGCGT CACAGCCGACCGAAGCCTATGCTCATTACATCATGAATAATG 1030

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 1186 TTCTCGGTGEOCCCGOGT CACAGCCGACCGAAGCCTATGCTCATTACATCATGAATAAT- 1244

Query 1031 GGCTTGGITGAATCTTTTTATCAATGAAATCATTGATCCCAAAAGCGGECAAAGTCATTG 1090

RN IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII AR
Sbjct 1245 GGCTTGGITGAATC TTTTATCAATGAAATCATTGATCCCAAAAGC- GGCAAAGTCATTG 1302

Query 1091 CGGGCGGTAGCT TGGCACCGACGGT TCGCGT TGAATTACAGCGACATGAGACTTTCGCAA 1150

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 1303 CGGGCGGTAGCTTGGCACCGACGGT TOGCGT TGAATTACAGGGACATGAGACTTTCGCAA 1362

Query 1151 CCGAAGICTTTGATTATGGCTATATTCCCGCATCTTATGCT- GGC- CGGTATG 1201

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII AN
Sbjct 1363 COGAAGTCTTTGATTATGGCTATATTCOCGCATCTTATGCTTGGCTCGGTATG 1415

Las bases en subrayadas en amarillo corresponden a las diferencias observadas entre la secuencia del

gen invB y el gen sacC de diferentes cepas de Z. mobilis.

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi#alnHdr 4956 75

11.10 Resultados de la secuenciacion del MCS de la  construccién pPICZ aB-invA

ATAATGCAAAAAAFGATCCCCTGGGAATTTCCGGGATCCTACAGGTCTATCCCTCAATCCCTGAAGATG
GATGAGACATTTGGTTTTGTTCAAAAACCAAAGGTTGCACCTG TCCCAGTGAAAAAAAGAATAAAGCA
AGGATAATATGTGCCACTGTCCAGCCAGACNTCATATGATCAG CGAGTCACATGCGATG CAGGTGAAT
AAATTTGATTTGACGACCTCTATGCCGGAAATCGGCACTGATTTTCCCATTATGCGTGATGACTTGTGGC
TGTGGGATACTTGGCCATTACGGGATATCAATGGCAATCCTGTCAGCTTTAAAGGCTGGAATGTTATTT
TCTCTTTGGTCGCTGACCGCAATATTCCGTGGAATGAT CGCCATTCTCATGCCCGCATCGGCTATTTCTA
TTCCAAAGATGGTAAAAGCTGGGTTTATGGTGGCCATCTATTGCAAGAATCGGCCAATACCCGCACGG
CAGAATGGTCCGGCGGCACGATTATGGCACCGGGTTCCCGTAATCAGGTCGAAACCTTCTTTACCTCGA
CTTTATTCGACAAGAATGGCGTCAGAGAAGCCGTTGCTGCTGTCACGAAAGGCCGCATTTATGCGGAT
AGTGAAGGCGTTTGGTTCAAGGGTTTTGACCAGTCAACGGATTTGTTTCAGGCTGATGGTCTGTTTTAT
EGGCGGCCGCCAGCTTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGA CERT
T 1~ G TTTGTAGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTACGAGA
AGACCGGTCTGCTAGATTTAACGTAG
NNNTAAGACAAATTTCCCGTACGATTCTACGACACTTGAGAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAAC
GATGAGATTTCCTTCAACTTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCAT CCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAAC
ACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGG
GGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACACATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTA
TTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAGAGAGAGGCTGAAGCaTCGATGAAT
BBATGTTTAATTTTAATGCCAGTCGCTGGACGCGAGCCCAAG CGATGAAAGT GAATAAATTTGATTTGA
CGACCTCTATGCCGGAAATCGGCACTGATTTTCCCATTATGCGTGATGACTTGTGGCTGTGGGATACTT
GGCCATTACGGGATATCAATGGCAATCCTGTCAGCTTTAAAGGCTGGAATGTTATTTTCTCTTTGGTCGC
TGACCGCAATATTCCGTGGAATGATCGCCATTCTCATGCCCGCATCGGCTATTTCTATTCCAAAGATGGT
AAAAGCTGGGTTTATGGTGGCCATCTATCGCAAGAATCG GCCAATACCCGCACGGCAGAATGGGTCCG
GCGGCACGATTATGGCACCCGGGTTCCCCGTAATCAGGTCGAAACCTTCTTTACCTCGACTTTATTCGAT
CAAGAATGGCGTCAGAAAAACCCGTTGCTGCTGTCACGAAATGGCCGCATTTTGCGGATAGCTGAAGG
CGTTTGAGTCCAAGGGTTTTGTACCAGTCACCGGATATCGTTTCAGGCTGATGGGCTGTTTCAACACAA
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atgagatttccttcaatctttactgctgttttattcgcagcatcctccgecattagctgec
M R F P 5 I F T A ¥ L F & A 5 5 A L & &
ccadgtcaacactacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcatcggt
P vV N T T T E D E T &A © I P A E A WV I G
tactcagatttagaaggggatttcgatgttgctgttttgccattttccaacagcacaaat
¥y 8§ »b L B & Db F D WV A W L P F S N S5 T N
aacgggttattgtttataaatactactattgccagecattgectgectaaagaagaaggggta
N ¢ L L ¥ I N T T I A S5 I A A K E E G V¥V
tctectecgagaagagagaggctgaagcatecgat

s L E K R E A E A 5

mating factor alpha-1 precursor
ED\11040.1 [Saccharomyces cerevisiae RM11- 140 140 98% 1e-40  97%
1a]
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WVIRTS148
sp|FEBDVGS | 5CR_ZYMMA
tr|CEBWB21| CAWBZ1_ZYMMN

VIRTS148
sp|FEBDVGS | SCR_ZYMMA
tr |CBWB21|CEWB2Ll ZYMMN

VIRTS51458
sp |FEDVGS | SCR_ZYMMAR
tr|ICBWBZL1 | CBWBZ1 Z¥YMMN

WVIRTS148
sp|FEBDVGS | 5CR_ZYMMA
tr|CEWBZ1| CEWBZ1_ZYMMN

VIRTS148
sp|FBDVES | SCR_ZYMMA
tr |CEWB21| CAWB21l_Z¥MMN

VIRTS51458
sp|FBDVGS | SCR_ZYMMR
Cr|CEBWBZL | CEWBZ1l Z¥MMN

VIRTS042
sp|FEDVGS | 5CR_ZYMMA
sp|BEODJAT | 5CR_ZYMMO
tr|CEBWB21| CAWBZ1_ZYMMN

VIRTS042

sp|FEBDVES | SCR_ZYMMA

sp | PODJAT | SCR_ZYMMO
tr|CEWB21|CEWBZ1 Z¥MMN

VIRTSO042

sp| FEDVGS5 | SCR_ZYMMA
sp|PODJAT | SCR_ZYMMO
tr|CEWB21|CEWB21_ZYMMN

VIRTS5042

sp|FEDVGS | SCR_ZYMMR

sp | PODJRT | SCR_ZYMMO
tr|CEWBZ1l|CEWBZ1l ZYMMN

MESPSYFNLIFAEDAQRF AGERLLSSEWYPGFHVIPLTGAMNDENGLIFF
MESPSYFNLIFAEDAQRK AGKRLLSSEWYPGFHVIPLTGHMNDENGLIFF
MESPSYFNLIFAEDRQRF AGKRLLSSEWYPGFHVIPLIGWMNDFNGLIFF

B

RGEYHLEFYQYYPFAP VNG PMHWGHAK
FGEYHLEFYQYYPFAPVHGPMHWGH
FGEEYHLEFYQYYPFAPVHGFMHWGHARSRDLVHWETLEVALAPGDSFDRDG

AR R R AR AR AR R AR R R R R S o o o b

CESGCAVINIGVLTLIYTGHIVLSNDSFDAIREVQCMATSIDGIHFQKER
CEFSGCAVINNGVLTLIYTGHIVLSNDSPDAIREVOCMATSIDGIHFOKEG
CEFSGCAVINNGVLTLIYTGHIVLSNDSPDAIREVOQCMATSIDGIHFOREG

EE R R R A AR A AR A A A A AR AR R d S o o b

IVLERAPMPOQVAHFRDPRVHEENDHWFMVVGYRTDDEEHQGIGHVALYRT
IVLERAPMPOVAHFRDPRVHEENDHWEFMVVGYRTDDEEHOQGIGHVAL YRS
IVLERAFMPOVAHFRDPRVHEENDHWEFMVVGYRTDDERHOGIGHVALYRS

B b i e i T R TRt

ENLEDWFLSKTLLGDNSQLPLGEV LFRS5RFVEFFSLENRSVIME SPQGLE
ENLEDWIFVETLLGDNSQLPLGERAFMWECPDF FSLGHNRSVIME SPQGLE
ENLEDWIFVETLLGDNSQLPLGERAFMWECPDF FSLGHNR SV IME SPQGLE

- o o e R

R -

AEGYFNRNLFONGYI LGEWQARPQF TPETSFOQELDYGHDFYARORFEAKDG
LEGYRNENLFOQNGYI LGEWQLPQF TFE QELDYGHDFYALORFERKDG
ASGYRNENLFONGYI LGEWQARPOQF TFETSFOQELDYGHDFYARORFEARDG

R R R W R R R R R R W R R W e W e w w  w

LSDAEHFFTMDSPLOEIELTIFDLEESNAYQRGLATRCHNG

RO LSDAEHFFTMDSFLOEIELIFDLE LYQRGLATRCHG
ROSEKTE LESDAEHPFTMDSPFLOETELIFDLER LYQRGLATRCHG

ROSERIESVVILSDAEHPFTMDSPLOEIELIFDLEKSSAYQRCLATRCNG

B i T e T R

KGOETLLYIDRSONRIILDENRSGUNVEGIRSCPFLENTSKEVRLHIFLDRS
FEQETLLYIDRSQNRITILDENREGOUNVEGIRSCPLPNTSKVRLHTIFLDRS
FGQETLLYTDRSQNRITLDRNREGONVEGI RSCPLPNTSKEVRLHTIFL.DRS
FGQETLLYTDRSQNRITLDRNREGONVEGI RSCPLPNTSKEVRLHTIFL.DRS
SIEIFVGEDDOTOQGLY SISSRIFPDEDSLEGELFATEGYAVEDSFEENTLO
SIETFVGEDDQTQGLY SISSRIFPDEDS LEGRLFATEGYAVEDSFERNTLO
SIEIFVGEDDOQTQGLY SISSRIFPDEDSLEGELFATEGYAVEDSFREHNTL
SIEIFVGEDDOTQGLY SISSRIFPDEDSLEGRLFATEGYAVEDSFEENTLO

R W W W R W R R e e W R e

DANLALFSSDAC
DANLALFSSDAC
DANLALFSSDRC
DANLALFSSDTC

R R R

Accession

Description

Max Total Query E Max
score score coverage value ident

AAO38865.1 INverfase A [Zymomonas

mobilis

unnamed protein product

417 417 60% le-139 95%

Zymomonas mobilis subsp.

YP_162677.1 I[nobilis ZM4]

Full=Sucrosé-6-phosphate

hydrolase

ADG85673.1 InvA [synthetic construct]
AAA27701.1 sacA [Zymomonas mobilis]

17 417 60% 1le-139 95%

N
|
~

417 60%
416 60%

2e-139 95%
4e-139 95%

N
ri
o
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11.11 Resultados de la secuenciacion  del MCS de la construccién pPICZ  aB-invB

ATAATGCAAAAAAFGATCCCCTGGGAATTTCCGGGATCCTACAGGTCTATCCCTCAATCCCTGAAGATG
GATGAGACATTTGGTTTTGTTCAAAAACCAAAGGTTGCACCTGTCCCAGTGAAAAAAAGAATAAAGCA
AGGATAATATGTGCCACTGTCCAGCCAGACNTCATATGATCAG CGAGTCACATGCGATGCAGGTGAAT
AAATTTGATTTGACGACCTCTATGCCGGAAATCGGCACTGATTTTCCCATTATGCGTGATGACTTGTGGC
TGTGGGATACTTGGCCATTACGGGATATCAATGGCAATCCTGTCAGCTTTAAAGGCTGGAATGTTATTT
TCTCTTTGGTCGCTGACCGCAATATTCCGTGGAATGAT CGCCATTCTCATGCCCGCATCGGCTATTTCTA
TTCCAAAGATGGTAAAAGCTGGGTTTATGGTGGCCAT CTATTGCAAGAATCGGCCAATACCCGCACGG
CAGAATGGTCCGGCGGCACGATTATGGCACCGGGTTCCCGTAATCAGGTCGAAACCTTCTTTACCTCGA
CTTTATTCGACAAGAATGGCGTCAGAGAAGCCGTTGCTGCTGTCACGAAAGGCCGCATTTATGCGGAT
AGTGAAGGCGTTTGGTTCAAGGGTTTTGACCAGTCAACGGATTTGTTTCAGGCTGATGGTCTGTTTTAT
CGGCGGECCaCCAGCTTTCTAGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCG CCGTCGA CERT
RO 1A G TTTGTAGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTACGAGA
AGACCGGTCTGCTAGATTTAACGTAG
NNNTAAGACAAATTTCCCGTACGATTCTACGACACTTGAGAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAAC
GATGAGATTTCCTTCAACTTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAAC
ACTACAACAGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGG
GGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACACATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTA
TTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAGAGAGAGGCTGAAGCATCGATGAAT
BEATGTTTAATTTTAATGCCAGTCGCTGGACGCGAGCCCAAGCGATGAAAGT GAATAAATTTGATTTGA
CGACCTCTATGCCGGAAATCGGCACTGATTTTCCCATTATGCGTGATGACTTGTGGCTGTGGGATACTT
GGCCATTACGGGATATCAATGGCAATCCTGTCAGCTTTAAAGGCTGGAATGTTATTTTCTCTTTGGTCGC
TGACCGCAATATTCCGTGGAATGATCGCCATTCT CATGCCCGCATCGGCTATTTCTATTCCAAAGATGGT
AAAAGCTGGGTTTATGGTGGCCATCTATCGCAAGAATCGGCCAATACCCGCACGGCAGAATGGGTCCG
GCGGCACGATTATGGCACCCGGGTTCCCCGTAATCAGGTCGAAACCTTCTTTACCTCGACTTTATTCGAT
CAAGAATGGCGTCAGAAAAACCCGTTGCTGCTGTCACGAAATGGCCGCATTTTGCGGATAGCTGAAGG
CGTTTGGGTCCAAGGGTTTTGTACCAGTCACCGGATATCGTTTCAGGCTGATGGGCTGTTTCAACACAA

atgagatttccttcaactttttactgctgttttattcgocagcatcctoccgocattagectge
M R F F ] T F T C C F I R S I L R I ]

[

tccagtcaacactacaacagaagatgaaacggcacaaattccggctgaagctgtcategy
] S Q2 H T N R R E N = T N S G 2 S [ H R

ttactcagatttagaaggggatttcgatgttgectgttttgccattttccaacagcacaaa
L L R E R R = E R C C C F A I F Q2 Q H T

taacgggttattgtttataaatactactattgccagcattgctgctaaagaagaaggggt
N R WV I W T K T T T C o) H [ - E R R R &)

4

atctctcgagaagagagaggctgaagcatcgat
I S R K E R = L 2 I

=]

Acces - Max | Total | Query E Max
e Description score | score | Sovera valu ide
ge e nt

Epvito [Enngfector alPha-l precuisels 1a)
Ao T BIEEUDSG89 1] Mf(alpha}lg 130 150 /5% Ze-30  98%
[Saccharomyces cerevisiae JAY291]
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VIRT351 MFNFHASMISE SHRMOVH fFD_n"""I’P IC':DFPII’“—!DD..WLMD"IHP.RDIZ?CXP"“FJF
sp|FODJAS | INVE_ZY¥YMMO MFNFNASEWTRAQRMEVNEFDLT
sp|FEDTZ7 | INVE ZYMME MFNFHASEWTRAQRMEVNEFDLTTS ~.P IC':DFPII’_-'!DD_.WLHD'_I'iP_RDIZ\'CZxP U]

Rt LT

VIRTS551 WNVIFS
sp|PODJRE | INVE_ZYMMO WHV
sp|FEDTZ7 | INVE_ZY¥YMMR WNVIFSLVADRNIPWNDRHSHRARIGYFYSE

VIRTS351 =5F T VWERKGFDQSTDLEFQADELEYQ
sp | FODJR4 | INVE_ZY¥YMMO SE Q'-'_'_FF"""LFD IGVRELVALVTRGERIYADSEGVWFEGFDOQSTDLFOQADELEYQ
sp|FEDT27 | INVB_ZY¥YMMA PESRNQVETFFTSTLFDENGVREAVAAVTRGRIYADSE GVWFRGFDQSTDLEFQRADELEYQ

T L E R R R b T R T . |

VIRTS51 NYAENNLWNEFEDPHVFINFEDGE TYALFEANVATVEGEDDI GEDEI GEVEANTVV FEDAN
sp | PODJRY | INVE ZY¥YMMO LWNFRDPHVFINPEDGETYALFER VEGEDDIGEDEIGEVERNTVVEPEDAN
sp|FEDT27 | INVB_ZY¥YMMA NYAENNIWNFRDFHVFINFEDGE TYALFEANVATVREEEDDI GEDEI GEVERNTVV PEDLN

P P P B B P PP P B P P P P P R Pt B Pt g PR P e P P PP PR PP PR P PR PR PR PR AR

VIRTS51 LCSASIGIARCLSFDRTEWELLFFLLTAFGVNDOMERFPHVI FONGLTYLFTI SHDSTYRAD
sp | PODJRL | INVE ZYMMO IGIARCLSPDRTENELLFFLLTAFGVNDOMERPHVI FONGLTYLFTI SHDSTYAD
sp |F8DTZ7 | INVE_ZYMMR LCSASIGIARCLSPDRTENE LLFFLLTAFGVNDOMERPHVI FONGLTYLFTI SHDSTYAD

R R R R AR AR R R R R AR R AR R R R R R R R R R o R R

VIRT3S GLIGSDELYGEVSENGIFGPYEPLNGS I‘“_n"'f“f“PI—"QP"ZF-YI—'—I'III_x_\'f“L SESFINEII
sp|PODJRS | INVE ZYMMO GLTIGSDELYGET ESFINEII
sp |F8DTZ7 | INVE_ZYMMR GLTGSDELYGET GIFGEYE P_C\'C..,CL'.'LFFPJ— SQPTEAYAHYIMNNGLVESFINEII
VIRTSS1 DFK

sp | PODJRY | INWB ZYMMO DFK e

sp |F8DTZ27| IZF.—*B:Z':E}{[»’_E DPRSGEVIAGG

e R R R R b B T e E ]

Total L

E .
score cov:rag value Max ident

Accession Description Max score

AAC36942.1 axtracellular :urra:@

[Zyrmomonas mabilis] 783 98% 0.0 96%

~J
(o]
(43}

nvertase
BAAQ4476.1 >er||21° 125
nvertase

2019242A axtracellular sucrase

mobilis] 98% 0.0 95%

~J
(o2}
N
~J
<o
M

~J
~J
[

771 98% 0.0 95%

11.12 Conservacion de células de bacteria

1. Crecer células de bacteria hasta fase exponencial.

2. Tomar alicuotas de 875 uL de células y adicionar 125 pL de Glicerol al 80%, de manera que la
concentracion final de glicerol sea al 10%.

3. Guardara-200-70 C.
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