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RESUMEN

La biorremediacion enzimatica es una tecnologia derivadade la biorremediacion
con la finalidad dedisminuirlos efectos indeseablesde loscontaminantes en el
ambiente.Entreloscontaminantesmaspeligrososseencuentranlosdenominados
persistentes, queen su mayoriason compuestos organoclorados. Su persistencia
enelambientesedebeprincipalmenteasuestabilidadfisicayquimica,aslcomoa
la baja biodegradabilidaden elambiente. Entrabajosrealizadospreviamentepor
nuestro grupo de investigacion, en ellaboratorio de bioquimica toxicologica, se
encontroquela planta Ocimunbasilicumtieneunefectobiorremediadorsobreel

endosulfan, un plaguicida organoclorado. En el proceso de biorremediacion
realizadoporla planta,seencontraron datos quesugieren que Ia enzimaGSTtiene
unpapelactivo.Loanteriorserefuerzacondatosbibliograficosque sustentan que
la enzima GST tiene la capacidad para biodegradar compuestos organoclorados.
Porotrolado, algunos estudiossugieren que lasenzimas dioxigenasascatalizanla
biodegradaciondecompuestosaromaticosyorganoclorados. Debidoa 10 anterior
es probable el uso de ambas enzimas para biorremediar los contaminantes
persistentesorganoclorados.

En este trabajo de investigacion se propuso c10nar y producir la enzima
recombinante GST y analizar secuencias de la catecol-2,3-dioxigenasa para su
posterior clonacion. Se han seleccionado dichas enzimas por su capacidad de
degradaciondecompuestoshalogenadosrespectivamente,esteestudiotienecomo
finalidad sentarlas bases bioquimicasque nos permitan utilizarestasenzimasen
unbiorreactor,quepermitautiiizarestatecnologiaeniabiorremediaciondesuelos
contaminados.
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1. INTRODUCCION

A causa de lagran demanda antropogimicaalimentaria, industriaIytecnologica,se
haampliadolaproduccionde monocultivosagricolasyla liberacionde desechos
toxicosenel mundo. Locualhallevadoauna inestabilidaden losecosistemas.Esto
haprovocado, plagasindeseablesen lascosechasyen las comunidades. Porlo
que, el uso de compuestos organicos persistentescomo los organoclorados, es
abundanteyen muchasocasiones no moderado, causan problemas importantesde
salud (cancer, malformaciones, danos neurologicos, reproduclivos entreotros) y
ambientales (desertificacion, yperdida de biodiversidad) (Souza,2013).

En2001,enlaconvenci6ndeEstocolmoseestablecio"Ladocena/6xica"formada
por los compuestos mas persistentes y t6xicos para el humane y el ambiente.
Destacando losorganoclorados (conveniode Estocolmo, 2011). Elconveniobusca
medidassustentablesparadisminuiroeliminarlapresenciadeestoscompuestos.

Por esta raz6n, se debe destacar el valor de desarrollar tecnologias sostenibles
como; la biorremediaci6n como alternativa para saneamiento ambiental. La
biorremediaci6npuededisminuiroeliminarcompuestosorganicospersistentesdel
ambiente, con el usc de organismos 0 derivados de ellos como son las enzimas. A
loquese ie llama biorremediaci6nenzimatica. Estatecnologiautilizaenzimaspara
transformar contaminantes. Se ha demostrado que las enzimas tienen mecanismos
para degradar compuestos halogenados. Dos enzimas importantes que se han
propuestoesGlutati6n·S·transferasaylacatecoI2,3dioxigenasa.

DuranteeldesarrollodelpresentetrabajoseclonoelgendelaenzimaGSTusando
el plasmido pGEX-6p-2, se expreso, purifico y se determine su aclividad enzimatica.

Sebuscaron lassecuenciasdelgen nahH,quecodifica para laenzima catecol 2,3
dioxigenasa, en diversas especies de Pseudomonas y se analizaron por
multialineamientos con el programa Clustal W 2.1
www.ebi.ac.ukfTools/msalcJustalw2/.Laidentificaci6n de dos secuencias
conservadasqueflanqueanlalongitudcompletadelgenpermiti6disenarunparde
oligonucJe6lidoscompiementariosparaiaobtencioncompietadeigenysuposterior
clonacionen un vector de expresion. La expresi6n de los genes de las enzimas
Glutati6n·S·transferasa y Catecol 2,3 dioxigenasa clonadas permitira su uso
posterior en biorremediacion de suelos contaminados con compuestos orgtmicos
persistentescomolosorganoclorados.



2. MARCO TEOR/CO

2.1Contaminantesorganicospersistentes

Los compuestosorganicos persistenles (COPs) songenerados poria aClividades
antropogelnicas como las industriales, alimenlicias y lecnol6gicas. Eslos
compueslos,sonllamadosasi,debidoasu acumulaci6nydificildegradaci6ndel
ambienle y de los organismos (5 alios 0 mas) (EPA, 2004). Esto causa graves dalios
en elambienleya la salud humana (Convenci6n de Eslocolmo, 2002).

La exposici6n a los COPs esla vinculado a muchas enfermedades cr6nicas, como
la diabeles y las enfermedades cardiovasculares, perdida de biodiversidad y
desertificaci6n en los ecosistemas (Lee yJacobs, 2014). Muchodeestosefeclos
adversos se debe a la persistencia de estos compuestos en el ambiente. Esta
persislenciaescausadaprincipalmenteporlassiguientesrazones:

• Son resislenlesalataquerapidodelos microrganismos.
• Sonmelabolizadosmuylentamenteenlanaluraleza.
• Algunos son eliminados en ciertosambienles, yen olros no.

Olra de las razones de la persistencia de eslos compueslos es su eslabilidad y
composici6nquimica; son compueslosaromaticosquederivandel anillobencenico.
Este anillo posee una estruclura quimica resonanle 10 que les da una elevada
eSlabilidadtermodinamica,siendoporeliodificilesdeatacarfisico-quimicamenle
poria radiaci6n ultraviolela,oxidaci6n,acidez,etc.,asicomobioI6gicamenle. Son
de baja polaridad, 10 que les confiere que sean poco hidrosolubles y muy
Iiposolubles; caracteristica que les permite acumularse facilmenle en los
organismosy/o que pasen facilmenle a lraves de las cadenas tr6ficas, con 10 que
sebiomagnificasupresencia(Alexander,1999).

La convenci6n de Estocolmo, surge en 2001, con el objelode prolegerla salud
humana y el ambiente frenle a los diversos COPs, asi como promover las mejores
tecnologias disponibles para eliminarlos. EI Convenio propuso a una docena de
COPs. como; la "docena 16xica" (Tabla 1), debido a sus efectos ambienlales y su
persistencia en el interior del cuerpo humano, la mayorfadeellos, compueslos
organocloradosrepresentaneI87%dedichalisla.EneI2009,seagregarondiez
compuestos mas a la lista (The Nes POPs), entre los que se encuentran siele
plaguicidasorganoclorados (Convenio de Estocolmo, 2010).
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Tabla 1. Primera lisla de COPs eslablecida porel convenio de Eslocolmo. Elconvenio
seeslablecioenelailo2010ysepropusieronlossiguienlescompueslostoxicos,porloque
sele.nomino"Ladocenatoxica".

Compueslosorgiinicospersislenles

Aldrina
Heplacloro

• Clordano
Dieldrina
Dioxinas

• Endrina

Bifenilospoliclorados(PBC)
• DicloroDifeniITricloroetano(DDT)

Hexaclorobenceno
Mirex
Toxafeno
Furanos

2.2Plaguicidasorganoclorados.

Los plaguicidas organoclorados. fueron sinlelizados a finales del siglo XXI, can la
finalidaddecombatirplagasdeinsectos,tantoenlaindustriacomoenlaagricultura;
loque provoc6suampliadistribuci6n en la biosfera (Hwang, 2014). Aprincipiosde
ladecadadelos70,fueronlosplaguicidasconmayoraplicaci6nagricola.

Quimicamente son moh'lculas organicas, cuya estructura general corresponde a
hidrocarburosclorados, quepuedenteneronoatomos deoxigeno, azufre,oambos,
ytodoselloscontienenanillosciclicosoaromaticosensuestructura. En la Figura 1
se ejemplifica la estructura quimica de algunos compuestos organoclorados
(Tomado de, Narvaez y col, 2012). Poseen baja solubilidad en agua, elevada
solubilidad en compuestos organicos, baja presi6n de vapor yalta estabilidad
quimica. Todo 10 anterior los hace dificiles de degradar par los organismos,loque
losconvierte en compuestos persistentes (Akberycol.,2013).

_y: a_a~
co~Oa ~

Olctorodlfenlltncforoetano(op.OOT)

;K-aO.~0~O~

Figura 1. Estructuraquimicadelosorganoclorados.
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Los plaguicidas organoclorados en humanos, pueden ingresaral organismo por
ingestion, inhalacion, o porcontacto en la piel. Una vez absorbidos sealmacenan
generalmenteen eltejidoadiposo(Narvaezycol.,2012). La exposicionprolongada
ocronica a estoscompuestos, puedecausardaiios de tipo: teratogE'micos como
malformaciones en el feto, mutagenesis que pueden causar retrasos mentales,
carcinogenicos,atrofiasal sistema nerviosocentral,entreotros(Darkoycol.,2008).

Causan muerteen peces, adelgazamientoen el cascaron de huevos de aves, e
infertilidad en mamfferos. En ecosistemas naturales y agroindustriales provocan
desertificacion de suelos ygrandes perdidas economicas (Liu yeol., 2012). Los
organocloradosfueronprohibidosenelmundoamediadosdeladecada de los 70's
por la EPA (Environmental Protection Agency). Sin embargo, en algunos pafses
como Mexico se siguen utilizandosin ninguncontrol (Darkoycol., 2008).

Losorganociorados pueden ademas bioacumularse ybiomagnficarse. Eso hace
quecuandoestanacumuladosenelorganismo, limitensubiodisponibilidadhacia
otrosorganismos,porloqueestossfrvendereservorioparaelcontaminante; de tal
formaque,hastaqueelorganismomuereelcontaminantese"desplaza"yaseaen
la red trofica 0 regresa al ambiente. En el ambiente, la mayorfa de los
organocloradosalcanzanentreel75yel100%desudegradacionenuntiempode
4a30aiios (Sankararamakrfshnan ycol.,2005).

Labiorremediacionesunaestrategiadesaneamientoambiental,dondeseutilizan
animales, plantas, microorganismos 0 derivados de ellos como las enzimas, para
disminuiroeliminarlosefectos indeseadosde loscontaminantes enel ambiente
(Velazquez y col., 2012). La biorremediacion surgio como una rama de la
biotecnologia, a mediados del siglo XX con las primeras investigaciones para
identificar el potencial de los microorganismos para degradar contaminantes
(Vallejosycol.,2013).Enlaactualidad,sehandesarroliadodiversosproyectoscon
el uso de la biorremediacion, por 10 que la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA)
de los Estados Unidos de America la ha recomendado como una tecnologfa
adecuada para la sanacion ambiental (EPA, 2000). Deoido a las dfferentes
problematicas ambientales, se han adecuado diferentes tipos de biorremedicion
comosemuestraenlaFigura2.Elegireltipodebiorremediaci6nautilizaranteun
problema de eontaminacion depende de la naturaleza del contaminante, del
ecosistemaydelasventajaspropiasdelorganismoocompuestoremediador.
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Figura 2. Ejemplos de biorremediacion. Tornado y modificado de Olguin y col., 2007

EI uso de microorganismos biorremediaclon y plantas fitorremediacion para
remediar ambientes contaminados es un area prometedora y creciente de la
biotecnologia ambiental. Una de las desventajas de estas dos herramientas es la
produccionde biomasa, que parecerianotenerningun problemasisedegradael
contaminante orgtmico hasta compuestos minerales, Sin embargo, cuando el
contaminante no es total mente degradado, loscontaminantesseconfinan en una
biomasa cada vez mayor, debido a que los microorganismos pueden seguir
reproduciendose ylas plantas seguircreciendo (Velazquez y Muiiiz,2013).

En ellaboratorio de bioquimica toxicolOgica de la Universidad Autonoma de Nayarit,
se realizo un proyecto de biorremediacion usando a la planta Ocimum basi/icum L
comomodelo. Laexposiciondelaplantaalcompuestoorganocloradoendosulfan
fueatravesdelsuelo.Seobservoquelaplantaredujolosnivelesdeendosulfan,
por 10 que se sugirio un proceso de degradacion del contaminante dondeenzimas
como la glutation S-Transferasa (GST), podrian estar participando, Por 10 que se
realizaron ensayos especificos para medir la actividad enzimatica de la GST y se
observaronvariacionesdeacuerdoalorganodelaplanta(inciuyendoraizy
rizosfera)ylaconcentraci6ndeendosulfana la que estuvoexpuesta (Ramirezet
al,2013).Estetrabajoejemplific6claramentequelaalbahaca,demanerasimilara
otrasplantas,esunaplantafitorremediadora;cuyaefectopuede
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serexplicado en terminos de las capacidadesde biotransformaci6ndelaplantao
desuriz6sfera.

Porestaraz6n,sehapropuestoelusodeotrastecnologiascomolabiorremediaci6n
enzimatica,debidoaqueestassonlasprincipalesimplicadasenlosprocesosde
biotranformaci6nobiodegradaci6nenlosorganismos.

Lasenzimassoncatalizadoresbiol6gicosquefacilitanlaconversi6ndesustratosen
productos, proporcionandocondiciones favorables quedisminuyen la energia de
activaci6n de la reacci6n (Chandrakant y Shwetha, 2011). Para hacer
biorremediaci6nenzimaticasedeben hacerinicialmentepruebasdegradaci6nde
xenobi6ticos preferentemente con bacterias. Como por ejemplo en los
metan6trofos,Iaenzimametanomonooxigenasasolubleesiaencargadade realizar
la primera oxidaci6n catab61ica del metano, pero ademas es activa sobre
compuestos aromaticos policiclicos y una gran variedad de substanciasderivadas
del petr61eoconsideradas como contaminantes (Inostroza, 2011). Estosedebea
que las enzimas son las principales participantes en los procesos de
biotransformaci6n y de biodegradaci6n de contaminantes (Copley, 2009, Ramirez,
2013).

Lasenzimasaisladasdemicroorganismos no pierden sus propiedades ypueden
sermaseficacescuandosepurifican(Arias,2012).Muchosenfoquesdeingenieria
genetica se han desarrollado para demostrar la utilidad de las enzimas en los
procesosdedegradaci6ndexenobi6ticos(VelazquezyMuniz2013,Copley 2009).

Labiorremediaci6nenzimaticaconsisteenutilizarlacapacidadcatalizadora,eficaz,
estable,promiscua,ydegradativadelasenzimas,conelfindedegradarsustancias
nocivas del ambiente (Copley, 20009).

Las enzimas seleccionadas para biorremediaci6n deberan tener caracterlsticas
unicas,como:actividad promiscua, estabilidad,eficaciaybajocostodeproducci6n,
entre otras, de tal forma que resulte sustentable su usocomo remediadoras de
ambientes contaminados (Velazquez y Muniz, 2013). En la Tabla 2 se muestran las
principalesventajasydesventajasdelusodeenzimascomobiorremediadores.



Parallevaracabolabiorremediaci6nbasadaenelusodeenzimas,sehansugerido
diversas familias de estas, como las peroxidasas y oxidasas, transferasas y
oxigenasas.

Tabla 2. Ventajas ydesventajas del usode enzimas en biorremediacion.

Ventajas

Nogeneranbiomasa.

Transforman la eslruclura y'
propiedades toxicol6gicas de los
~~~l~~;~antes, hasta disminuirla 0

Sonelprincipalefectordelodaslas'
lransformaciones que ocurre en la
biola.
Son catalizadores yasea con unoo
varios sustratos (promiscuas).

Se puede ulilizar en altas
concentraciones del contaminante

Estabilidad, ya que, no son
consumidasdurantelacalalisis.

Desventajas

Aliniciohayquehacermuchaspruebasde
investigaci6n para determinar que
enzimas son ias degradadoras, esto
puedollevaranos
Inicialmente el proceso de asilamienlo y
purificaci6nescosloso

(Tabla 1) EPA, 2000; Copley, 2009; Chandrakant y col.. 2011; Vel~zquez-Fern~ndez y col., 2013)

• Peroxidasasyoxidasas: son producidasporbacterias,hongos, plantasy
animales. Participanenlarespuestacelularaldaiiooxidativo.

• Transferasas: son producidas en bacterias, hongos, algas, plantas y
animales. Catalizan el traspaso de un grupo quimico (metilo, aldehido,
glucosilo, amino, etc.) a otra molecula. Participan principalmente en la
protecci6ncelularaldaiiooxidativo.

• Oxigenasas: son producidas por plantas, hongos y bacterias. Oxidan
sustratosmediantelatransferenciadeunoodosoxigenos(Monooxigenasas
y Dioxigenasas). Participan en la protecci6n celular como respuesta a
xenobi6ticos.

2.5Glutati6nStransferasa.

A partir del conocimiento de las enzimas para biodegradaci6ndecontaminantesy
mediante tecnicas de ingenierla genetica, se han desarrollado estrategias de
eliminaci6ndecontaminantescomoeselcaso,delusodelaglutati6nS-transferasa
(GST)delgrupodelastransferasasylasdioxigenasasdelgrupodela



comocalecol2,3 dioxigenasa del grupode lasoxigenasas. Eslasenzimas eslim
presenlesencasilodoslosorganismosypuedendegradarcompueslosaromalicos
yhalogenados. Eslas enzimas mueslranvenlajas sobreolras enzimascomo las
cilocromoP450,quealdegradareslelipodecompueslosgeneranep6xidosl6xicos
(Velazquez y cols., 2012). De enlre las lransferasas conocidas, la GST es la
principal implicada en la biodegradaci6n para fines de biorremediaci6n. GST
pertenece a una superfamilia de enzimas que se han enconlrado en baclerias,
hongos, algas, planlas yanimales (Velazquezycol., 2012). Cala lizanlaconjugaci6n
del glulali6n end6geno a unavariedad de compueslos eleclrofilicos como parte del
mecanisme de defensa de organismos contra 16xicos (Cola, 2010). Por ejemplo,
Sphingobium chlorophenolicum ha demoslrado tener la capacidad de biodegradar
penlaclorofenol medianle la funci6n de varias enzimas siendo una de elias la GST
(Huan ycol., 2008).

La GST calaliza el alaque nucleofflico del suslralo fisiol6gico glulali6n (GSH) sobre
el cenlroeleclr6filode un gran nlimerode eslruclurasl6xicas (Fig. 3). EI GSH es
cosuslralo de las GST, es un compueslo de bajo peso molecular con grupo
sulfhidrilo (-SH), formado por los aminoacidos: acido glulamico, glicina y cisleina
(Martinezycol.,2006).

-.:;H + ··-ct' - .'-Q:sr. + tV

.P.
o 0'

"H + .O' "_~_'o_"" - 'O" O-~--<l" +,,. -c..,

Figura 3. Modelos de reacciones calallzadas por GST. Se r'lueslran ejemplos de la
reacci6n de des-halogenaci6n (Aj y O-dealquilaci6n (B). Tornado de Velazquez-Femandez
ycol.,2012

La superfamilia de enzimas GST lienen un peso molecular de aproximadamenle 25
kDa; seclasifican en a (alfa), o(della),l.l (mu), K(kappa), a (lela), ~ (zela), It(pi), t

(lau),ro(omega)ymicrosomal.Eslassediferencianensusecuencia,propiedades
inmunoI6gicasypapelfisoI6gico(Hayesycol.,1995).Laclaselt
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participaenlosmecanismosdedesinloxicaci6ndeherbicidas,mienlrasque,puede
serinducidaporalaquede pal6genos, melales pesados, danooxidalivoyeslres
lermico (Frova, 2003).La GST es uno de los pacos ejemplos de enzimas que pueden
verse involucradas en las Ires fases de la biotransformaci6n, es decir, pueden
calalizarreaccionesdedeshalogenaci6n,oxidaci6n,reducci6nehidr6Iisis(fasel),
conjugaci6n(fase lI)ycompartamenlalizaci6n (III). Estoresulla muyinteresanle, en
especial porque esta enzima se encuenlra evolutivamente conservada, 10 que
quieredeciresqueseencuentranenunagranvariedaddeorganismos(Ramirez,
2013).

2.6 Dioxigenasa (Catecol 2,3dioxigenasa).

Se ha reportado fa participaci6n de las dioxigenasa en la degradaci6n de
contaminanlesrecalcitranlescomofenanlreno,fluorantenoybenzopireno(Melchor
y col., 2013). Ademas, se ha demostrada que dioxigenasas baclerianas son
responsablesde la biodegradaci6n in situ del naftaleno,benzeno, tolueno,
ethylbenzeno,yxylenoand en sedimentos contaminados (Jeon yeo1.,2003,Melchor
y col., 2013) Bacosaa y Inouea, 2014, Hassan y col., 2014 ). Una de estas
dioxegenasaseslacalecol2,3dioxigenasa (Hassanycol., 2014) (Ee 1.13.11.2).
Eslaenzimapertenecealafamiliadelasintradioldioxigenasas,estaformadapor
cualro subunidades idenlicas de 32 kDa y contiene un cati6n ferroso en cada
subunidad. Elrangodesuslralodeeslaenzimaesbastanleamplio,oxida3-melil-,
3-elil-, 4-melil-y4-cloro-caleCol(Kaitiynycol., 2014). Esta presenteenvariostipos
de bacterias, principalmenle en las del genera Pseudomonas. Esla enzima rompe
anillosaromalicosdevarioscontaminanlesambienlales,lalescomoderivadosde
lolueno,xileno,naftalenoybifenilo(Figura4)(Ajaoycol.,2012).

t.J

Figura 4. Mecanismo e aCClon ae loxlgenasas en compuestos aromaticos. A) anillo
aromatico hidroxilanledioxigenasa;B)dioxigenasa escisi6n anillo extadiol; yC) intradiol
escisi6ndeanillosdioxigenasa(Aroraycols.,2009).



GSTycatecol2,3dioxigenasapodrfanserutilizadasparalievaracabo procesos de
degradacf6n otransformaci6ndecompuestos, para fines industrialesoambientales.
Mediante el uso de tecnicas de ingenierfa genetica como la transformaci6n
bacteriana, es posfble producirunagran cantidad deenzimas (Copley, 2009). Sin
embargo,sedebeestudiarparaconocersuscaracteristicasenzimaticasysabersi
esadecuadaonoparasuusoenbiorreactores.

2.7 Plasmido pGEX·6P.2.

Un vector de expresi6n, oconstrucci6ndeexpresi6n,esusualmenteunplasmido
disenadopara laexpresi6n dela proteina en las celulas. Seutiliza para introducir
un gen especifico en una celuladiana,yqueesta produzcala proteinaobjetivo.EI
plasmidoestadisenado para contenersecuencias reguladoras que actuan como
potenciadoryregionespromotorasydarlugaralatranscripci6neficientedelgen
(Douiliardaycol.,2011).Estevectoresportadordelasecuenciadeexpresi6ndela
enzima (GST; EC 2.5.1.18) de 25 kOa. La enzima fue aislada del parasito
Schistosoma japonicum helmintosm por Smith y Johnson en 1988. Este vector esta
compuestoporunorigendereplicacf6n,ungenJacl(genregulador),yJacZ(gende
J3 galactosidasa) un promotor lac que Ie permite ser inducible por IPTG, un gen que
confiere resistencia a ampicilina y un sftfo multiple c10naje (Figura 5) (Smith y
Johnson, 1988).

~ ~~
.. ~¥-

Figura 5. Plhmldo pGEX-6P·2. Se muestran los diferentes genes que 10 conforman y los
silios de restricci6n (imagen lomada de la campania Addgene). Las flechas moradas
senalan los sitios de corte de las enzimas EcoRVyXhol.



Para poder expresar una enzima por ingenieria genetica, es necesario dos
elementos fundamentales, los cuales son; el vectores de expresi6n y la celula
hospedera.Elvectorllevalasecuenciadelgen,yelhospederoeslaceluladonde
se introducira estevector, aeste procesoseleconocecomotransformaci6n. La
transformaci6n geneticaocurrecuandounacelula incorpora dentro de ella material
genetico eX6geno, esto puede serde manera natural 0 in vifro, para que estas
celulasexpresen un nuevo segmento de DNA(Brock,2009)

Elprocesodetransformaci6ngeneticopuedesernaturaloporingenieriagenetica
preferentemente en bacterias, par la facil reproducibilidad y manejo de estos
organismos.ParapodertransformarunacelulaobacteriainvitrO,esnecesarioque
previamenteseleshaya hechocompetentes, a sea, queseancapaces detomarel
plasmidoex6genodeunamaneraeficiente.Paraello,existendiferentesmetodos.
Los mas usualesporsu exitoen la transformaci6n son la, choque termicoy par
poros hechos par calcio. La electroporaci6n consiste en inducir la competencia
mediantelaaplicaci6ndeunpulsoelectricomuybreveeintenso(Frandsenaycol.,
2014). La competencia por medio del Ca2+ mas la combinaci6n de la temperatura,
aumenta la porosidad de la membrana celular, 10 que facilita la asimilaci6n de los
plasmidos (Brzezinski y col., 2012). EI choque termico, se refiere al usa de
gradientes extremos de temperatura que va desde 95°C a -80°C par periodos
establecidos de tiempo, para lograr una membrana mas permeable para la
asimilaci6ndelplasmido(Brock,2009).

Escherichia coliBL21 en una de las bacterias que posee los elementos genicos
necesariospararealizarlosprocesosdetranscripci6nytraducci6n,esunadelas
bacterias que es defectiva en las proteasas OmpT y Lon, involucradas en la
degradaci6nde proteinas, loquelahacealacepadeE.coliBL21 masutilizadaen
tecnicasdecionaci6nplasmidica(Wildtycol.,2005).



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Loscompuestosorganicospersistentescausandaiiosambientalesydesalud,la
mayoria de estos compuestos son relativamente nuevos en elambientedebidoa
suorigen sintetico (actualmente a nivelmundial, se Iiberan al aiio entre 80,000 y
120,000 de estos compuestos al ambiente) ysu degradaci6n naturalespocaonula.
EI 87% de estos compuestos son plaguicidasorganoclorados, loscualescausan
daiios neurot6xicos, que afectan tanto a insectos como a organismos no blanco,
provocandodaiiosfisicos, mentaleseinclusola muerte. La poca informaci6n que
hasta ahora se tlene acerca de la degradaci6n de estos compuestos hace
imprescindibledesarrollartecnologiasdebiorremediaci6n.

4. JUSTIFICACION

Lasenzimas son las principales moleculas implicadas dentro de los procesosde
biodegradaci6ndecontaminantesenlosorganismos;porloquelabiorremediaci6n
enzimaticaresultaserunaestrategiasustentablequepermitaeliminarodisminuir
loscontaminantes persistentesenelambiente, como los organoclorados. Exislen
variosreportesdondesereconoceiacapacidaddeiagiutati6nStransferasa(GST)
y la catecol 2,3 dioxigenasa (CaDiox), de biodegradaci6n de compuestos
halogenados. Porloanteriorseproponeutilizartecnicasdeingenieriageneticapara
la producci6n de GST y CaDiox para su posterior uso en biorremediaci6n.

5. OBJET/VOS

5.10bjetivogeneral

Obtener enzimas recombinantes con actividad de GST y dioxigenasa.

5.20bjetivosespecificos

5.2.1 Producci6n de la enzima recombinante GST.

5.2.2 Purificaci6n de la GST recombinante y determinaci6n de su actividad.

5.2.3 Analisis bioinformaticode lassecuencias de cateco/2,3dioxigenasa.
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6. MA TERIALES Y METODOS

Con base en el objetivo de estudio se trabaj6 con dosestrategias diferentes, una
para la enzima GSTyotra para la dioxigenasa catecol

• Producci6n de la enzima recombinante GST. EI vector de expresi6n pGEX­
6P-2queseus6enestetrabajoes un plasmido de 4,985 bp yfue donadoporel
Doctor Alvaro Villarroel, de la Unidad de Biofisica Centro Mixto Consejo Superior
de Investigaci6n Cienlifica -Universidad del Pais Vasco, Espana. EI gen que
codifica para la enzima glutati6n-S- transferasa se clon6 en este vector de
expresi6n. La estructura del plasmido PGEX-6P-2 se describe en la Figura 5
brevemente;contieneuncasetlederesistenciaaampicilinayeigenGSTcuya
expresi6n se encuentra regulada bajo el promotor tac que Ie permite ser
inducible por IPTG. EI vector se utiliz6 para transformar 2 tipos de bacterias E.
coliBL21 porque permite una mejorexpresi6n de proteina (Wildtycol.,2005)y
E. coli BSJ que presenta una mayorprobabilidad de c1onaci6n Aunadoa esto,
se estableci6 expresar la proteina para posteriormente purificarla por
cromatograffadeafinidad yexclusi6ndetamano, para finalmente determinarsu
actividad.

• Estrategiadeobtenci6ndelasecuenciadelgennahH. ElgennahH,codifica
paralaenzimacatecoI2,3dioxigenasa.Conlafinalidaddeobtenerlasecuencia
completa del gen nahH. se plante6 disenar un par de 0ligonucle6tidos con
secuenciasconservadasquepermitieranabarcarla totalidaddeamplificaci6n
del gen en Pseudomonas spp. Para disenar el par de oligonucle6tidos putativos,
se recurri6 al analisis bioinformatico devarias secuencias del gen nahH de
diferentes especies de Pseudomonas obtenidas de las bases de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information) y Kegg (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes). Se realiz6 un MSA (Multiple ~equence 6lignment) de las
secuencias de los genes nahH con el programa Clustal W 2.1
www.ebi.ac.ukffools/msa/clustalw2/ para definir las regiones constantes entre
ellas,lasqueseusaronparaeldisenodelosoligonucle6tidosForwardy
Reverse.
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6.2. Producci6n de la enzima recombinante GST.

6.2.1 Preparaci6ndecelulascompetentes.

Previo ala transformaci6n bacteriana, se obtuvieron celulas competentes de
acuerdo a la tecnica realiz6 segun el metoda de Sambrook, 1989, con algunas
modificaciones propuestas por el Dr. Villarroel, de la Unidad de Biofisica Centro
Mixto Consejo Superior de Investigaci6n Cientifica -Universidad del Pais Vasco,
Espana. Brevemente; las cepas de E. coli BSJ Y BL21, se crecieron toda la noche
a 37°C en 3 mL de medio LB. Posteriormente en un matraz Erlenmeyer de 500 mL
seadicionaron200mLdeimedioLBesterily2mLdeinocuiodeioscuItivosprevios
porseparado.Ambosfrascosseincubaron porespaciode2a 3 horasa 37 'Ccon
agitaci6na250rpmhastalograrunaOD600MldeO.3.UnavezalcanzadaJadensidad
esperada, se centrifugo el cultivo a 2500 rpm por 12 min, el sobrenadante se
desech6ylabiomasabacterianaseresuspendi6en5mLdeunadisoluci6n de 50
mmol/L CaCI2 previamente colocada sobre hielo. La suspensi6n se coloc6 en hielo
durante 30 min. Pasadoestetiempo las celulas fueron nuevamentecolectadaspor
centrifugaci6n a 2500 rpm durante 10 min. Luegodeeliminarelsobrenadante, el
precipitadocelularse resuspendi6en una mezcla de una disoluci6nde50mmol/L
CaCI2conglicerolaI20%.Finalmente,allcuolasde200IJLfueronconservadasa­
ao'c.

6.2.2 Transformaci6n de E. coli aSJ.

Una vez obtenidas las celulas competentes, se realiz6 primeramente la
transformaci6n de las celulas de E. coli BSJ por choque termico segun el metoda
de Sambrook 1988 modificado en la unidad de biofisica de la UPV (Universidad del
pais Vasco). Brevemente, en un tubo ependorffde 1.5 mLseagregaron 1 ilL de
plasmido a una concentraci6n de1 ug/uL, Y 50 ilL de celulas competentes. Las
celulassecolocaronenhielopor20minyposteriormenteseincubaron por45 sen
termopJacas a 42°C. A continuaci6n, se incubaron 5 min sobre hielo, y al termino
de esta incubaci6n se agregaron 500 IJL de medio LB fresco y se incubaron
inmediatamente 45 min a 37°C. Despues de esto, el tuba se centrifug6 1 min a
13,000 rpm a temperatura ambiente y se elimin6 aproximadamente la mitad de su
volumen. Con el volumen restante, se resuspendi6 el pellet y se sembr6 en masivo
en cajas con agar LB con ampicilina 100 mg/ml, a 37°C toda la noche.
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6.2.3Extracci6nplasmidica.

De las colonias baclerianasanleriormenlecullivadasquefueron capacesdecrecer
en agar con ampicilina selomaron 6 colonias al azar, yse realiz61a exIracci6n
plasmidica porlisisalcalinadeacuerdoal Sambrookycol., 1989. las clonas se
cosecharon del agarpor picadura yse crecieron en 3mldemediolBconampicilina
100mg/ml,37°Cenagilaci6nlodala noche, por no mas de 16h.

Unavezcrecidaslasbaclerias,selomaron2mldeeslecullivo,sepasarona lubos
falcon de 2 ml y se cenlrifugaron por 1 min a 13,000 9 a 4°C. Se elimin6 el
sobrenadanlecon una bombadevacio. AI pelletresullanle se Ie agregaron 150 ~l

de TE (Tris-HCI 1 MpH 8, EOTA 0.5 M pH 7.5), los lubos se mezclaron "conlra
gradilla". Se res agregaron 150 lJl de soluci6n de lisis SOS (NaOH 5 M, SOS 10%),
sevolcaron los lubos 2 veces yrapidamenle se agregaron 150 lJl de sales de
neulralizaci6n (Acelalo polasico 3 M YAcido Acelico 5 M). Se volcaron olra vez dos
veces, se Ie agregaron 80 lJldefenolysemezclaron en vortex Ires veces por 2
seg. Oespues, las mueslras se cenlrifugaron 5 min a 4 °C por 5 min. Se exlrajo el
sobrenadanle y fue pasado a lubos eppendorf de 1.5 ml, con 200 lJl de
isopropanol, y se cenlrifugaron nuevamente 5 minulos a 13,000 rpm, a 4°C. Se
extrajoelsobrenadanleyseagregaron200lJldeelanolal70%,secenlrifug6igual
que los anleriores 3 pasos. Finalmenle, se exlrajo el sobrenadanle yse dejaron
volalilizarlos reslosde elanol en el lubo en una campana de f1ujo laminar. Unavez
volalizado el elanol se la agregaron 30 lJl de TE con RNAsa, y se guardaron en
congelaci6na-20°C.

6.2.4Verificaci6ndela restricci6ndelplasmidopGEX-6P-2.

lareacci6nporenzimasdereslricci6nsesigui6segunloeslablecidoenelmanual
de Thermo Scienlific 2010. Parahacerlaverificaci6ndereslricci6nseluvocuidado
en elegirenzimas quecortaran una sola vezel plasmido, yque ambas compartieran
el buffer de reacci6n. EI DNA plasmidico exlraido de las baclerias previamenle
lransformadas, se digiri6 con las enzimas de reslricci6n EcoRV y Xhol. la mezcla
de reacci6n de cada digesti6n conlenian 0.2 ~l de cada una de las enzimas, 1 ~l

deONAadigeriren un volumenfinal de 20 lJL. lasreaccior,asseincubaron toda
la nochea 37°C. losfragmenlos esperados para esle corte fueron 2 con un peso
1,811y3,174bps.Posteriormente,secorri6enungeldeagarosaa11%,6mueslras
de la extracci6n plasmidica digerida, usando como marcador molecular 'A EcoRI,
Fermenlas®a110Vpor1h.
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Las celulas competentes de E. coli BL21 se transformaron siguiendo este
procedimiento; en tubos eppendorf de 1.5 mL se agregaron 80 ilL de TB
(Transformation Buffer of CaCI2), 1 ilL de plasmido a una concentracion de 1j.1g/j.1L
ysedejoenhielopor20min. Posteriormente,sedejoatemperaturaambiente10
minutos. y se agregaron 100 j.1L de celulas competentes de E. coli BL21, para
despues incubarpor45 minutos a 37°C. Acontinuacion, los tubos secentrifugaron
a temperatura ambiente yseextrajeron 600 IlLdesobrenadante. eI
pelletse resuspendio en 10 que resta de medioeneltubo, ysetomaron150j.1Lpara
sembrarenagarLBconampicilina.Sedejaroncrecertodalanochea37°C.

6.2.6 Expresi6n de GST.

La expresion de la proteina se realiz6 de acuerdo al metodo descrito en GST Gene
Fusion System Handbook 1994. De las clonas que lograron crecer en el paso
anterior, se picaron 4 colonias, se crecieron en 3 mL de medio LB tambien con
ampicilina toda la noche a 37°C en agitaci6n. De las bacterias E. coli BL21

anteriormentecrecidaso/n, se tomaron 4 in6culosde 100llL,yse agreg6a4tubos
Falcon de 50 ML con 10 mL de medio LB con ampicilina 100 mg/mL. Se incubo en
agitacion a 37°C hasta lograr una 00600 nm. de 0.6 a 0.8, para despues ser
inducidas con 5 ilL IPTG 0.5 mM por 4 h. Una vez observado el crecimiento, se
centrifugaron lostubosa4°Ca5,500g por15 min. Sedesech6el sobrenadante.
EI pellet se resuspendi6 en 500 III de PBS 1X a pH 7.4. EI pellet celular se pas6 a
tuboseppendorfde1.5mLparasuposteriorlisis porsonicaci6n.Lostubosconel
paquetecelularse incubaron sobre hielo un cuartofrio a -4 °C. Para la lisis de la
celula se us6 una sonda ultrasonic FISHERBRANO® con micropunta por 2 ciclos
90 seg. Hasta que el medio se viera transparente. Oespues de sonicar se
centrifugaron las muestras a 20,000 rpm por 30 min. a 4°C, se extrajo el
sobrenadante y se verti6 a tubos eppendorf de 1.5 mL. EI pellet resultante se
resuspendi6 con 50 ilL de PBS 1x (137 mM NaCI, 2.7 mM KCI y 10 mM buffer de
fosfatos a pH 7.4). Las muestras resuspendidas, se corrieron en un gel de
poliacrilamida (SOS-PAGE) a112% a 110 V por casi 2 h.

Una vez que se comprobo en el gel SOS-PAGE una banda de 25 kOa, que
corresponde al peso de GST, se procedi6 a producirla en gran cantidad, para
posteriormente purificarla. En un matraz Erlenmeyer con 1 L de medio LB con
ampicilina100 mg/ml, se agreg6 1 mL de bacterias transformadas crecida
previamente en medio LB con ampicilina. Se incub6 por en agitaci6n a 37 ·C, hasta
alcanzar una00600nmdeO.6aO.8,posteriormente,laexpresi6nseindujo



con 500 ilL de IPTG 1 mM por 3 h. Oespues, las celulas se centrifugaron a 20,000

rpm por 30 min a 4°C. Una vez centrifugados, el litro de cultivo, se desech6
sobrenadanteyelpelletseintrodujoanitr6genoliquidopor5min. Seresuspendi6
el pellet en 25 mL de buffer PBS 1X pH 7.4 Y se verti6 posteriormente en un tubo
Falcon 50 mL para lisar las celulas. Se s6nico por 10 min bajo las mismas
condiciones anteriormente mencionadas. Unavezlisadaslascelulassecentrifug6
por30 min a 20,000 rpm a4°C. Se recuper6todo el sobrenadante para con este
hacerla purificaci6n de la proteina.

6.2.7 Purificaci6n de proteina.

La purificaci6n de proteinas se realiz6 de acuerdo al metodo de GST Gene Fusi6n
System Handbook 1994 usando el equipo de cromatografico Akta ® para la
parificaci6n de proteina. Los buffers requeridos fueron: buffer de elusi6n GST
(50mM Tris-HCI, 10 mM de GSH, pH 8.0), PBS 1X (137 mM NaCI, 2.7 mM KCI y 10
mM buffer de fosfatos a pH 7.4.) Y como fase estacionaria Glutati6n sefarosa
GSTTRAP GE® de 1 mL a 4 °C con un flujo de 1 mUmin.

Para insertar la muestra de donde se pretendia purificar GST. Previamente La
columna se lav6 con Agua mili Q, y para equilibrarla con buffer PBS 1X pH 7.4. Una
vez hecho esto se inyect61a muestra (15 mL). Primero en la columna se inici6
lavando con el buffer PBS 1X pH 7.4, para eliminar las proteinas no fueran GST.
Una vez hecho esto se procedi6 a lavar con el buffer de elusi6n GST, finalmente
como lavado de la columna se volvi6 a usar PBS 1X. Todas las fracciones las cuales
fueronde1 mL,fueroncolectadasentuboseppendorfde 1.5mL. Los resultados de
lacromatografiadeafinidadfueronexpresadosenuncromatograma,queregistr6
todo loeluido a una 00280nm.

Para tener una enzima cromatograficamente pura, se realiz6 una segunda
cromatografia, Cromatografia par exclusi6n molecular (SEC), esta tecnica realiz6
segun el metodo Pierce® Glutathione Agarose de Thermo scientific 1997. Para esta
cromatografia se us6 el equipo cromatografico Akta ®. Los buffers requeridos
fueron: buffer de elusi6n GST: (50mM Tris-HCI, pH 8.0 contiene 10 mM de glutati6n
reducido) y Buffer de lavado/calibraci6n: (50 mM Tris, 150 mM NaCI, pH 8.0). Se
utiliz6 una columna Superdex 10/30200, con un superloop de 500 ~L todoestose
realiz6 a una temperatura de 4 °C con un flujo de 0.5 mUmin.

Para esta cromatografia se tomaron solo las fracciones de la cromatografia de
afinidad donde se observ6 GST. Estas fracciones fueron pasadas a una membrana
de dialisis de 25 mm, la cual fue sumergida en buffer PBS 1X pH 7.4 previamente
filtradoysedej6sumergidalodalanochea-4°C. Anlesdeinyeclar



la muestra, primero se lava la columna con agua milli-Q, y despues se lava con el
buffer de lavado pH 8. Una vez lavada lacolumnaseprocedioaequilibrarla, para
estoseusoel mismo bufferdelavado. Cuando la columna estuvoequilibradase
procedioa inyectar la muestra (2 mL). Oespues se usa el buffer de elusion para
obtenerlaenzima. Seobtuvieron 10 fracciones en tubos de2 mL. Los resultados
de la cromatografia de exclusion molecularfueron expresadosenuncromatograma,
seleyoa280nm.

Se corrieron en un gel de poliacrilamida SOS PAGE al 12% a 200 V por 2 h, 3
fracciones que correspondian a GST segun el pica indicado en cromatograma.
Como marcador molecular se usa kaleidoscope de Bio-Rad ® con un range de 10­
250kd. En el gel secolocaron solo las 3 elusiones que correspondian a GST segun
elpicoindicadoencromatograma.

Finalmente, las fracciones que contenian la enzima GST se liofilizaron. Brevemente,
en una membranadedialisisde25mmsevertieronsololasfraccionesquehabian
expresado ser GST, se sumergiola membrana en buffer PBS 1X pH de 7.4toda la
noche a -4°C. Oespues laselusionesfueron recolectadas en tubos eppendorfde
1.5 mLvertiendoen estos, solo 500 ilL de laselusiones. Fueroncolocadasenel
liofilizadorque hizo un vaciode 30 mTorra 17°C durante 24horas.

6.3 Determinacion de la actividad de GST.

Para calcularlaactividad enzimatica, seutilizoelpromediodelasdiferenciasdel
cambiode absorbancia a 340nm, despuesde restarla linea basal (blanco)yel
coeficiente de extincion molecular del producto (9,600 M·l cm· I

). La actividad
enzimatica seexpreso en nmoles de producto/min·mgde proteina totaldelextracto.

La determinacion de la actividad de GST se tomo como sustrato estandar al CONB
(1-c1oro-2,4-dinitrobenceno).Estadeterminaci6nfuepreviamenteestandarizadapor
nuestro grupo de trabajo (Cola, 2010 y Ramirez, 2012). Con este procedimienlo se
determina el cambio de absorbancia del producto del CONB al ser conjugado con
GSH por la enzima GST para la formacion del tioesler, en donde el pico maximo de
absorbancia se presenla a 340 nm (Ramirez, 2013). De esla manera, para
delerminarla aclividad enzimatica, seagregaron, en una celda de cuarzo (para
especlrofolomelrla), 25 ~L de CONB 40 mM a 900 ~L del amortiguador
KH2PO./K2HPO.0.1 M (pH 6.5) mas 50 ~L de GSH 0.1 M (pH 7.0) y el extracto
enzimalico. Se midio con el cambio de absorbancia a 340 nm cada 30 s duranle los
Ires primeros min. Previoaello, se leyo la linea basal anlesde agregar
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el extracto enzimatico. Posteriormente, con los datos de las absorbancias
resultantessecalculaelpromediodelcambiodeabsorbanciaporminutoconysin
la enzima. AI cambio de absorbancia con la muestra enzimatica se Ie rest6 el cambio
de absorbancia basal. A partir de dicho dato se calcul61a actividad enzimatica
utilizandoelcoeficientedeextinci6nmoleculardelproducto(9,60o M-' cm-') (HabigUMIV[RlIUAUAIDOMOMAOI
y Jakoby, 1981). Asi, la actividad enzimatica se calcul6 mediante la slguiente
formula:

(Ecuaci6n1)Ae = (6Am,~'" J~:~:V')lO.

"""-~
Donde Ae=actividad enzimatica en nmoles de producto (en nmoles daUSlBlA Of BIBl/O Il
producto/minomg de proteina), Ve=volumen del extracto enzimatico colocado en la
cubeta de cuarzo (en ~L), prot=concentraci6n de proteina (ver siguiente apartado)
eneseextractoenzimatico(enmg/ml), t=coeficiente de extinci6n molecular (9,600
M-' cm-'), b=paso de fa luz (1 cm), 106=factor de conversi6n de M a nmoles/ml,
6am=promedio del cambio de absorbancia de fa muestra/min, 6ab=promedio del
cambiode absorbancia de la linea basal. Este cambio se calcula de la siguiente

~A = L~=o(At+l-At)
x O.S(n-l)

(Ecuaci6n2)

Donde At, es la medici6n de absorbancia a un tiempo t, y At., es la absorbancia del
tiempo siguiente, 0.5 es el factor de correcci6n para expresar la diferencia por
minuto, porque las n (seis) mediciones se realizaron cada 30 s. De esta manera 6am
y6abes el promediodel cambiode lasabsorbanciasde la muestra yde la linea
basalrespectivamente.

6.4Determinaci6ndeproteinastotales.

La determinaci6n de la proteina total se realiz6 mediante el metoda de Folin­
Ciocalteu. La concentraci6n de protelna se calcula a partir de una curva estandar
con BSAadiferentesconcentracionesconocidasquevandesdeO.OO1a1.5mg/mL.
Laconcentraci6n de proteinaen la muestrasecalcula a partir de Ia interpofaci6n de
laabsorbanciaobservadaa750nmdelamuestraenlacurvaestandar.Paraesta
determinaci6n se utilizan tres soluciones: sofuci6n A (NaOH 2 g, Na2C03 10 g,
tartratodesodioypotasioO.134g,aforadoa500mLconagua),soluci6nB(Sulfato
cuprico al 0.5%) y soluci6n de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich).



En tubos de ensaye de 5 mL se hicieron reaccionar 2 "I de muestra de GST pura
con2mLdelreactivodeLowry(preparadodepartesigualesdelasol.Aylasol.B)
y se agito en vortex. Despues sin dejar pasar tiempo, se agregaron 100 "L del
reactivo Folin-Ciocalteu y se agitaba en Vortex inmediatamente. Se dejaron
reaccionarpor40a50minatemperaturaambienteysemidiolaabsorbanciaa750
nm en espectrofotometro visible de Thermo Scientific®. Cada determinacion se
realiz6porduplicado.

6.5 Diseilo de oligonucleotidos para el gen nahH (catecol 2,3
dioxigenasa).

Para el disefio de los 0ligonucle6tidos se tome en cuenta las secuencias
conservadasdelossitiosde flanqueodelgencatecoI2,3dioxigenasa.Paraobtener
loanterior,seusaronlossiguientes programasinformaticos.

Primero se localiz6 en la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes), la secuenciacodificantedelgencatecoI2,3dioxigenasa, despues se
realiz6 un BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), y se obtuvieron las
secuencias que se presentaron una identidadde mas del 90%. De las secuencias
obtenidas en BLAST, se realiz6 un multialineamiento para identificar la secuencia
consensoentre las areas del flanqueo del gen. Finalmentese us6 Ia base de datos
MEME (Multiple !;;xpectation-maximization for Motif !;;licitation) para identificar los
aminoacidosaltamente conservadosen las secuencias deflanqueo de laprotefna
catecol 2,3 dioxigenasa.



7. RESUL TADOS Y DISCUSION

7.1 Transformaci6n de E.coli BSJ y BL21.

Se logr6 transformar las celulas competentes de E.coli BSJ. De estas celulas
transformadas seleccionadas en presencia de ampicilina,setomaron6clonaspara
hacerlesextracci6nplasmidicaporminiprepconlisisalcalina.La verificaci6n de los
plasmidos por medio de la digesti6n con las enzimas de restricci6n EcoRV y Xhol,
produjodosbandasdeltamanoesperado, una de 1,811 pbylasegundade3,174
pb (Figura 6). EI esquema del plasmido pGEX-6P-2-GST mostrado en la Figura 5,
senalalossitiosdecortedelasenzimasusadasenestetrabajoylos fragmentosproducto
de estas digestiones, loque corresponde a losresultadosobtenidos. Lasbandasquese
observaron en el gel segun el marcador de peso molecular, ABs/EII, fueron las
esperadas

Figura 6. Fotografia escaneada de electroforesis de ADN plasmidico digeridocon las
enzimas EcoRVy Xhol. Los plasmidos purificados a partir de seis clonas de E. coli BSJ,
transformadas con al plasmido pGEX-6P-2-GST, se digirieron con las enzimas EcoRV y
Xhol.Enloscarriles1a3y4a6semuestranlosproductosdedigesti6nobservadosenun
gel de agarosa a11% tenido con bromuro de etidio aI1%. En el carril marcado como A, se
muestra el marcador de peso molecular ABs/EII.

Otras investigaciones ya han probado estes metodos obteniendo resultados
parecidos a los nuestros, como 10 hicieron en trabajos en el uso GST como proteina
de fusi6n. La protelna se expres6 en E. coli BL21, transformada con un vector
pGEX, con el segmento de GST situado en el ex1remo N-terminal seguido por la
proteina diana. Donde el uso de GST fue como etiqueta de fusi6n fue el esperado,
puesto que puede actuar como una chaperona para facilitar el plegamiento de
proteinas (Harper y Speicher, 2011). Los plasmidos pGEX son
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comunmente utilizados por sus altos niveles de expresi6n de proteinas
recombinantes. EI uso de E. coli BL21, se usa como un sistema de expresi6n muy
eficienteporlaversatilidadquetieneparasuposteriorpurificaci6n,ademasde ser
ideal para laexpresi6ndeproteina, poria delaci6n del gen ompTelcualconfiere
unadeficienciadeproteasasyconestoseevitadegradarproductosrecombinantes
(Rojas,2007).

7.2 Expresi6n de GST.

Despues de ser confirmado el plasmido objetivo, se transform6 con el mismo la cepa
E.coliBL21 paraexpresarlasproteinasGST. Las bacterias quefueronclonadasse
recrecieron, inducidascon IPTG para despues lisarse, se extrajo la proteina yse
corri6 en un gel de Gel de SDS-PAGE (Figura 8), donde se observaron bandas de
25 kDa que corresponde altamaiio esperado para la enzima GST.

Figura 7. Gel de SOS·PAGE de eluslones de GST, Gel de 50S-PAGE (12% Bis-Tris) los
numeros de los carriles representana las muestras Iisadasenumeradas del 1 al4.Enel
carril sin numero se mueslra el marcador de peso molecular kaleidoscope Bio-Rad.

7.3 Purlflcacl6n de la enzlma GST par cromatografia de afinldad y de
exclusl6nportamafio.

La purificaci6n de GST per afinidad (Figura 8-A) resulla ser una de las mas
acertadas para esta enzima sin que sufra desnaturalizaci6n, como 10 describe
Harper y Speicher, 2011. Con la cromatografla de afinidad se logro purificar la
proteinaglutati6nyotrasconexitoysehanulilizadoenestudiosinmunol6gicos,



determinaciones de estructura, producci6n de vacunas, proteina-proteina, y
estudios de interacci6n proteina-DNA y otros analisis bioquimicos (Harper y
Speicher, 2011).

Figura 8. Cromatogramas de purificacl6n de GST. En la figura A se muestra el resultado
de la cromatografla por afinidad con glulati6n sefarosa, columna, GSTrap, 1 mVmin, 4° C,
la linea azulrepresenta laabsorbanciaa280nm, la linea verde indica el gradiente de la
eluci6n. En la figura B se muestra el cromatograma por exclusi6n molecular GST, columna
Superdex10/30200p9,O.5m/min,4°C.Lallneaazulrepresentalaabsorbanciaa2BOnm.

Para el caso de la cromatografia por exclusi6n de tamano (Figura 8-B) el pico
resultanteimplicaelvolumendeeluci6nquesedeterminadesdela base del pico
hasta su limite equivalente del principio 0 al final de la zona. Esta posici6n de
eluci6n refleja el tamalio promediodela proteina en su concentraci6n de carga
inicialentremasaltoelpico,mayorconcentraci6n(Legazycol,2011). Aunquebien
si se comparan ambos diagramas (Figura 8) el pico cromatografico es igualmente
puro, puesen ambos casos nose detectan contaminaciones u otras protelnas
diferentes a GST que habrfan resultado con la aparici6n de olros picas en el
cromatograma. De esta manera, la enzima tiene una gran confiablidad con respecto
aqueseestaobteniendolaprotelnapura.



En investigaciones recientes, la GST sigue siendo purificada por metodos
semejantesal nuestro como en el casodeGhoshal yGhoshen 2014, dondeusan
a GST como etiqueta de un factor cancerigeno sFRP1. Se clono en pGEX-4T2
vector de expresion yla proteina recombinantesesobreexpresoen E. coliBL21.
Para purificarla utilizaron cromatografia de afinidad de glutation agarosa y
finalmente laproteinapurificadasecaracterizo mediante Western Blot,yelanalisis
deespectroscopiadedicroismocircular(GhoshalyGhosh,2014).Aunquebienen
estecasoGSTnoeslaproteinaobjetivo.

Laselucionesresultantesdecromatografiadeexclusion molecular,secorrieron en
Gel de SOS-PAGE a112% para corroborar el peso y pureza de la proteina GST
(Figura 9). Sepuedeobservarquedelasfracciones6a9seobservaunaproteina
electroforeticamentepura,de25kOaquecorrespondealtamanoesperadoparala
enzimaGST.

Figura 9. Gel de SDS-PAGE de las fracciones de GST. Las fracciones. de cromatografla
de exclusi6n por tamat'lo se sometieron a electroforesis de policacrilamida (12%)
desnaturalizante.Semuestralabandaquecorrespondea GST. Los numeros del 1 al10
set'lalan lafracci6ncromatograficadeexclusi6n portamat'lodescritoen la Fig. 3. MW:
Marcadorde peso molecular kaleidoskope de Bio-Rad.

Eigel corrobora loobtenidoen loscromatogramas. En elgelsepuedeverque la
eluci6n7muestraunabandamasabundanteencomparaci6nenlasotraslocual
coincide con el picoalto del cromatograma de exclusion molecular. Por10 quese
vuelveaobservarunaenzimapura.

7.4 Actividad enzimatica de GST.

Ala proteina purificada se Ie determin6ta actividad enzimatica y se observ61a
absorbancia del producto de la reacci6n de GSH y CONB a 340 nm. Oicha
determinaci6nsehizoportriplicado.LosresultadossemuestranenlaFigura 10.
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LaactividaddeGSTpurasinsustrato,nomuestraactividadsignificativapuestoque
losvaloresobtenidosdeabsorbanciacasisonconstantes.LaactividaddeGSTpura
con sustrato (CONS mas GSH) es evidente con el incremento de la absorbancia del
producto. EI valor de la actividad enzimatica es de 1.2 t 0.2 106 nmoles
producto/min/lJgproteina.

Finalmente, la actividad obtenida de GST 1.2 t 0.2 . 106 nmoles producto/min/lJg
proteina,demuestraqueesmuchomasaltaquelosobtenidosenotrosestudios.
Sobre todo si se Ie compara con la actividad de GST en la bacteria del presente
proyecto,lacualesvirtualmentecero.

Figura 10. Camblo de la absorbancla a 340 nm por GST. A GST purificada se coloc6 en
amortiguador de PBS 1X pH. 7.4 (pH 7.0), se Ie agreg6 CDNB 40 mM y GSH 0.1M (linea
azul) y GST. Como blanco se coloc6 la GST sin los suslralos a la misma concenlraci6n
(Ilnearoja).Semueslraelpromediotdesviaci6neslandardeunamueslradelemninadapor
lriplicado.

En el mosquito Culex quinquefasciatus tras ser expuesto al xenobi6tico
lambdacialotrina present6 una actividad de GST (utilizando CONS 40 mM y GSH,
y buffer de fosfato 0,1 M, pH 7,4) de 0.171 nmoles producto/min/lJg proteina (Dfaz
y col., 2004). La actividad GST en la membrana sinovial de las articulaciones
metacarpotalfmglcas nomnales provenientes de animales equinos tue de 84,
45t7,92,nmolesproducto/min/lJgprotelnayenlas laalteradasfuede74,88t5,
27 nmoles producto/min/lJg protelna (Galleguillos y coi., 2012). La actividad GST
estapresenteenfraccionescitos61icasymitocondrialesanalizadas. Deacuerdoa
Frova (2003), la GST presente en mamlteros se relaciona mas con respuesla
inmunemasqueconrespuestaacontaminantes.Laestudiadaenesteproyectode
origen bacteriano se encuentra implicada mayormente en la degradaci6n de
compuestosxenobi6licos.
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Como se puede notar en las actividades enzimaticas citadas anteriormente, es
muchomenorconrespectoalaobtenidaen estainvestigaci6n. Estoresultadeuna
maneraesperada puestoque un organismonatural ya sea expuesto 0 no, habra
otrasenzimasomecanismosquerespondanaciertosfactoresambientales.Porelio
laactividad delaenzima severavariable, a diferenciade cuandoesGSTpura. Lo
que si cabe destacar es que en los estudios aqui citados, GST es una de las
enzimas que por 10 regular se relaciona con la resistencia 0 repuesta de los
organismos a compuestos contaminantes, siendo a veces esta sugerida como
posible degradadora. Pera cabe mencionar que aunque la enzima GST ha side muy
estudiada desde su caracterizaci6n a su purificaci6n, no hemos encontrado
publicacionesalafecha,sobrealgunresultadodeactividaddeGSTqueseasemeje
a los nuestras, esdecir,dondese mida laactividaddelaenzima pura. Todoslos
reportes de investigaci6n encontrados, miden la actividad de esta enzima en
organismos, puesto que la enzima es tomada en cuenta como biomarcador, como
factorderesistencia,oenrespuestasadaiiooxidativo

En otras investigaciones tambien se ha purificado GST, pera es usada
frecuentemente como proteina fusionada yno como proteina objetivocomo es
nuestro caso. En la investigaci6n de Harper y Speicher en 2011, porejemplo, se
us61a GSTcomo proteinadefusi6ndelparainducir,laexpresi6nde proteinasde
alto nivel y purificaci6n a partir de Iisados decelulas bacterianas. EI uso de GST
como una etiqueta de fusi6n es conveniente, ya que puede actuar como una
chaperonaparafacilitarelplegamientodeproteinas,yconfrecuencialaprateinade
fusi6n se puedeexpresarcomo una proteina soluble en lugarde en cuerpos de
inclusi6n (Harper y Speicher, 2011). Por 10 que resulta novedoso y sustentable,
nuestra propuestade: usarestaenzimaconenfoquesderemediaci6nambiental,
comodegradadora de compuestos organicos persistentes del ambiente.

7.5Amilisisbioinformaticodelassecuenciasdelgencodificantedela
enzima catecoI2,3dioxigenasaydiseiiodeoligonucle6tidos.

Enuna busqueda detalladade los genes que codifican paracatecoI2,3-dioxigenasa
se localiz6 al gen nahH de origen cromosomal reportado para Pseudomonas putida
de origen ambiental (NCIS 9816-4) (Ghosala, 1987, Denms y Zylstra, 2004). La
secuencia del gen se obtuvo de la base de datos Keeg (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes http://www.genome.jp/kegg/).

Paradiseiiardeunpardeoligonucle6tidosquepermitieranlaamplificaci6n total del
gen nahH, fue necesario realizar un analisis bioinformatico con la finalidad de
comprobarlaidentidaddelasecuenciaenambosextremosdelgen.De igual fomna,
sebusc61aidentidaddelasregionesusandolassecuenciasde



aminoacidosdel productode los genes nahHanalizados. Estasecuenciaseobtuvo
de la base de datos Keeg (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
http://www.genome.jp/keggl).

Con la secuencia de aminoacidos se realiz6 un BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool), con el uso del programa blastp (disponible en
http://blast.ncbLnlm.nih.gov/Blast.cgi), del NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Con 10 anterior, selogr6identificarlassecuencias deenzimascatecol
2,3 dioxigenasa provenientes de diversos reportes de P. pUlida. Se seleccionaron
lassecuenciasque mostraron homologiacon loscriteriosde e-valueSO, identity
100%. La busquedase realiz6considerandoel parametro "Non-redundantprotein
sequences" (Figura 11). Unicamenteseconsideraronsecuencias hom610gasde P.

pulida (NCIB 9816-4), ya que es uno de los glmeros bacterianos ambientales
reportadosconcapacidaddegradativadeCOPs,porlaacci6ndeiaenzimacatecol
2,3 dioxigenasa (Dennis y Zylstra, 2004). Lo anterior se realiz6 para poder
determinar la constancia 0 variabilidad en los extremos amino y carboxilo. Las
secuencias hom610gas encontradas (Figura 12), se sometieron a un
multialineamiento por medio del programa bioinformatico ClustalW 2.1
www.ebi.ac.ukITools/msalciustalw2l.

Figura 11. BLAST de la secuencla de los aminoacidos de la enzlma calecol 2,3
dioxlgenasa.P.pulidaNCIB9816-4result6conlamayorvalores deidentidad parala para
laenzima.

Deuntotalde10secuenciasanalizadas,semuestranalineadasenlaFigura13,Ias
tres primeras secuencias de aminoacidos. Como resultado del MSA, se determin6
variabilidadenlasregionesaminoycarboxiloterminaldelosaminoacidos(Figura
12). EI numerodesecuenciasanalizadas mostr6diferenciasno conservativasen
ambosextremos,portantoestoeselresultadoconsecuentedediferenciasanivel
de las secuencias nucleotldicas. Portanto, los resultados sugierenqueparadiseflar
unpardeoligonucle6tidosquepermitanampificareigennahHensutotalidad,se
debeconsiderardichasvariabilidades.AI realizarelmultialineamientonucleotidico,
se determin6 de igual fonma diferencias en la secuencia de ambos extremos.
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Figura 12. A1lneamlento multiple los amlnoacldos de la cateco12,3dioxigenasa.EI
MSAserealiz6conelprogramaClustalW2.1 ysedetermin6variabilidad en las regiones
amino (A)y carboxilo (B) terminal.

En la Figura 13 se muestran los resultados del MSA realizado a las secuencias
nucleotfdicas del gen nahH obtenidas de la base de datos del NCBI. En
consecuencia, al igual que se determin6 variabilidad en las secuencias de
aminoacidos, estosresultadosmuestranlanecesidaddetrabajarconunacepade
P.putidadecolecci6nypreferentemente,quesusecuenciaseencuentrereporlada
en alguna de las bases de datos disponibles, por ejemplo Kegg y NCBI. Lo anterior
paraasegurarlaamplificaci6ndelgenbuscadoconelusodelosoligonucle6tidos
que se disefien. No obstante, se disefiaron un pardeoligonucle6tidosparaambas
regionesvariables, los cuales consideran la incorporaci6ndedegeneraciones
(Figura 13). Sin embargo, los 0ligonucle6tidospropuestos incrementaronenmasde
un 50% la proporci6n de G y C. Por 10 anterior, se sUbraya una vez mas, la
imporlancia de realizar la amplificaci6n del gen nahH de una cepa de P. putida cuya
secuenciaseencuentreenlabasededatos,porejemplolacepaquesetrabaj6en
este analisis (NCIB 9816-4).



S'ATGAAlCAIAAAGG(TG}GTAATGCGCS'

S'ATGAAMAAAGGlGTAAT"

$ecuandaComplementa,18:

::~g~~~~~~~:rG~!CT)T 5'

~;::~~;~~~~~~S·

Figura 13. MSA del gen nahH en secuencias de P. putida y oligonule6tidos
propuestos para su amplificacion. Se mueslra el MSA para los extremos 5' (A) Y3' (C)
delgen nahH. Considerandolavanabilidad encontrada en ambos extremos,sediseflaron
losoligonucle6IidosForward(B)yReverse(D),paralocualseconsider61aincorporaci6n
dedegeneraciones. Ambosoligonucle6lidos, semarcan con una Ifnearoja.

Porolraparte,paraeldisefjodelosoligonucle6lidos,sedeberanconsideraragregar

las secuencias de corteenzimalico, con lafinalidad de que el amplic6ngenerado,
puedasercionadoenunveclor.Eslaeslralegiapermiliralaposleriorexpresionde
laenzimayfinalmenlesupurificaci6nconusosenbiorremediaci6n.



8. CONCLUS/ONES

• La proteina GST recombinante mostr6 actividad enzimatica.

• La actividad de la enzima GST delerminada en este trabajo fue de 1.2 ±
0.2.106 nmolesproducto/min/lJgproleina.

• Las secuencias nucleolidicas del gen nahH que codifica para la enzima
calecoI2,3-dioxigenasa, presentanvariabilidad en las regionesS·y3·.

• Las secuencias de aminoacidos de la enzima catecol 2,3-dioxigenasa,
presenlan variabilidad en las regionesamino ycarboxiloterminal

• La variabilidad determinada por los analisis bioinformaticos sugieren
amplificar el gen a partir de una cepa tipo cuya secuencia se encuentre
reportada en algunas de las bases de datos disponibles

9. PROSPECT/VAS

• Amplificarelgendeladioxigenasaparasuposleriorclonaci6n,ypurificaci6n,
parasuusoenbiorremediaci6n.

• DebidoalapromiscuidadquelaGSTyladioxigenasapresenlan,podrianser
ulilizadaspara biorremediardiferentescontaminanles. Porlo que se podria
probarsueficaciaparadegradarconlaminanlesaromaticoshalogenados.

• Crear un biorreaclor con las enzimas, donde se puedan ingresar suelos
contaminados con organoclorados parasu biorremediaci6n.
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