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Resumen

En el presente trabajo se revisan los avances en la investigacion y desarrollo de enzimas
oxidorreductasas, particularmente las alcohol deshidrogenasas, para determinar su importancia
fisiologica y participacidon en diferentes procesos metabolicos como son: biosintesis de etanol,
patogenicidad de hongos entomopatdgenos y fitopatdgenos y en la catalisis del segundo paso de
la ruta de biodegradacion de hidrocarburos aromaticos.

Palabras clave: alcohol deshidrogenasa, biocontrol, medio ambiente.

Abstract
In this work the advances in research and development of oxidoreductases, particularly alcohol

dehydrogenases to determine its physiological relevance and participation in different metabolic
processes such as: biosynthesis of ethanol, pathogenicity of phytopathogenic and
entomopathogenic fungi, and in the second catalytic step in the aromatic hydrocarbon
biodegradation pathway are reviewed.
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La region del Bajio constituye una de las zonas agricolas e industriales mas importantes
del pais. La presencia de plagas, enfermedades y malezas de los cultivos, es uno de los factores
que mas influyen en la productividad agricola de la regidn. El control fitosanitario tradicional
eleva ampliamente los costos de produccion de un determinado cultivo, haciendo que en muchos
casos se abandonen actividades agricolas por considerarlas incosteables, por lo que el gobierno
del estado de Guanajuato en acciones de sanidad invirtio $17°526,000.00 con el objetivo de
brindar las herramientas de apoyo a los agricultores y optimizar recursos de manejo fitosanitario
de los cultivos (4° Informe de Gobierno del Estado de Guanajuato, 2004,
www. guanajuato.gob. mx/gestiones/romerohicks). Por otra parte, la contaminacion ambiental
generada por el empleo de agroguimicos para el control de plagas y por diversas actividades
industriales, como la de refinacién de petroleo (especialmente en Salamanca y sus alrededores)
afecta a la actividad agricola, los ecosistemas y la salud del hombre. Actualmente, a nivel
mundial se esta considerando aplicar o ya se aplican, procesos basados en el empleo de
microorganismos y/o sus productos para solucionar estas problematicas (Glazer y Nikaido,
2007).

Debido entonces a la trascendencia econdmica, de salud y ambiental que han adquirido
los microorganismos, es muy importante incrementar el conocimiento sobre sus procesos
celulares fundamentales (por ej. procesos metabdlicos y de obtencion de energia o de crecimiento
y diferenciacion), asi como los mecanismos bioquimicos y moleculares basicos que utilizan ensu
interaccién con otros agentes bioldgicos y con diversas substancias quimicas, para desarrollar
nuevos procesos Yy herramientas, seguros y eficientes que permitan sustituir pesticidas quimicos
en el control de insectos, la degradacion/transformacién de compuestos recalcitrantes (como el
petroleo y sus derivados), y la mejora de procesos industriales de produccion de destilados, entre
otras muchas aplicaciones; que repercutanen la mejora de nuestro entorno. Estos aspectos se han
beneficiado enormemente de los avances recientes en la obtencion de la secuencia nucleotidica de
cientos de genomas microbianos y por el desarrollo de nuevas tecnologias de estudio, tales como
elanalisis gendmico, transcriptdémico, protedmico y metabolémico (Glazer y Nikaido, 2007).

La identificacion de genes y sus productos, asi como la demostracion de su funcion en

distintos procesos celulares, como el metabolismo energético, la diferenciacion, el crecimiento, la
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patogenicidad y la degradacidn de hidrocarburos o la remocién de metales pesados, son aspectos
importantes para la comprension de dichos procesos y para el desarrollo de las herramientas
necesarias para establecer estrategias adecuadas de mejoramiento genético de los
microorganismos, para hacerlos mas efectivos en el control de plagas (Torres Guzméan y col.,
2008), contrarrestar su virulencia en el caso de fitopatdgenos o para incrementar su potencial de
eliminacion de contaminantes y de regeneracién del ambiente (Gutiérrez Corona y Cervantes
Vega, 2008; Zazueta Sandoval y col., 2008b).

Las enzimas, como catalizadores naturales poseen caracteristicas especiales, tales como
especificidad, reactividad y otras de indole fisicogquimica, como lo son sus propiedades cataliticas
y bioldgicas, las cuales son muy apreciadas y por ello muy utilizadas en diferentes procesos de
aplicacion tanto industrial, como médica. El uso de las enzimas ya sea previamente purificadas o
como parte de extractos o en células vivas, ha sido desarrollado en procesos cataliticos
industriales econdmicamente viables y por supuesto amigables con el medio ambiente, yendo a la
par con el rapido avance y expansion de la biotecnologia moderna (Tabla 1).

Las oxidorreductasas bacterianas como hidrolasas, liasas y transferasas, tienen un alto
potencial por su aplicacion en diferentes aspectos de la proteccion al medio ambiente (Gianfreda
y col, 1999; Boyd y col, 2001; Ahuja y col., 2004); otras enzimas, como la alcohol
deshidrogenasa, forman parte de la maquinaria metabdlica importante para la produccion
industrial de solventes (Shi y Blaschek, 2008 ) y de biocombustibles (Hanai y col., 2007).

En el Cuerpo Académico “Aspectos Fundamentales y de Biotecnologia de Hongos y
bacterias”, se han desarrollado diferentes proyectos involucrando uno de los grupos de las 6xido-
reductasas mostradas en la Tabla 1, las alcohol deshidrogenasas. Estos estudios se han realizado
mediante enfoques de bioguimica, biologia molecular y genética para determinar la presencia,
regulacion de la produccion y papel fisiolégico de la alcohol deshidrogenasa (ADH) en los
hongos filamentosos Mucor circinelloides, Fusarium oxysporum y Metarhizium anisopliae vy el
efecto de la sobre-expresion del gen ADH1 durante la fermentacion etandlica en la levadura

Saccharomyces cerevisiae.

Tabla 1. Diferentes tipos de oxidorreductasas con aplicaciones en procesos industriales
(Modificado de Xu, 2005).
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Oxidorreductasas

Caracteristicas cataliticas

Aplicaciones

Referencia

Oxidasas

Oxidasas libres de
Cofactor, Tiol oxidasas,
Oxidasa que contienen Cu-
o Flavinas, oxidasas con
centros Redox maltiples.

Panaderia

Diagnostico clinico

Biosensores

Sugio y col., 2002.
Groeger y Hummel
2004.

Xu, 1999.

Peroxidasas

Heme peroxidasas,
Catalasa, Haloperoxidasas,
otras peroxidases.

Industria textil
Detergentes
Industria alimentaria
Biosensores

Biodescontaminacién

Xu y Salmon 2000.
Hiramoto y Abe 2004.
Hoegh 2004.

Xu, 1999.

Xuycol, 2004.

Oxigenasas/

Oxigenasas libres de
Cofactores, oxigenasas que

Industria textil

Biosensores

Xuy Salmon 2000
Xu, 1999.

Hidroxilasas contienen S, Fe-, Cu- 0 Biodescontaminacién | Xuy col., 2004.
Flavinas, oxigenasas con Sintesis
centros multiples redox?
quiral/asimétrica Nanda y Yadav 2003.
contienen Flavinas, Biosensores Xu. 1999
Quinonas, 0 Zn, que ’ '
Deshidrogenasas | contienen multiples centros | Biodescontaminacion | Xuy col., 2004.
redox, Aldo-Ceto o
[Reductases Reductasas, reductasas que Sintesis
contienen Cu o Flavinas. quiral/asimétrica Nanda y Yadav 2003.

Mucor circinelloides

La alcohol deshidrogenasa (ADH) es una oxido-reductasa de

importancia basica y

biotecnoldgica, que ha sido objeto de intensa investigacion en diferentes organismos, debido a

que su produccidn se regula a través del desarrollo y/o de condiciones ambientales, existiendo en
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muchos casos isoformas de la enzima que difieren en sus propiedades bioquimicas y fisioldgicas,
algunas de ellas implicadas en la produccion de etanol y otras en la oxidacion de este compuesto
(Jornvall y col., 1987; Reid y Fewson,1994). En nuestro grupo de trabajo (Torres Guzmany col.,
1994; Zazueta Sandoval y col., 1999) y en otros grupos (Borgia y col., 1985) se ha investigado la
presencia de la ADH en especies dimdrficas del genero Mucor, en las cuales las esporas al
germinar pueden diferenciarse hacia la fase de levadura o la de micelio, segun las condiciones
de cultivo (Orlowski, 1991). Estudios bioquimicos y fisiol6gicos realizados en nuestro
laboratorio con mutantes deficientes en la ADH de los hongos Mucor rouxii (Torres Guzméan y
col., 1994; Zazueta Sandoval y col., 1999) y Mucor circinelloides (Meza Carmen, 1999; Mendoza
Hernandez, 2003; Rangel Porras y col., 2005) han indicado que la enzima es dependiente de
NAD', esta involucrada en la produccion de etanol y es esencial para el crecimiento en
anaerobiosis. Tanto en M. rouxii (Zazueta y col, 1999) como en M. circinelloides (Meza
Carmen, 1999) en su forma activa, la ADH se estructura como un homotetramero con
subunidades de 43 y 37.5 Kda, respectivamente. Posteriormente, mediante el enfoque de genética
reversa se ha clonado el gen adhl, que codifica la enzima ADH dependiente de NAD de M.
circinelloides (Rangel Porras y col., 2005). Es de nuestro interés establecer el papel de la enzima
ADH del hongo M. circinelloides en la oxidacidn de alcoholes y conocer si la misma puede ser
utilizada en sistemas heterdlogos en la produccion y/o la oxidacion de dichos compuestos.

En la cepa YR-1 de M. circinelloides, nativa de sitios contaminados con hidrocarburos,
los estudios se han enfocado a conocer la influencia de diferentes tipos de compuestos (alcoholes
e hidrocarburos alifaticos y aromaéticos), sobre la produccién de la(s) enzima(s) ADH que
utiliza(n) como substrato alcoholes de cadena larga y dihidrodioles, involucradas en las rutas de
degradacién de hidrocarburos alifaticos o y aromaticos, respectivamente. También, las enzima(s)
se han purificado parcialmente y se han caracterizado respecto de pardmetros cinéticos y
biofisicos (Zazueta Sandoval, 2008)

Estos estudios indicaron la presencia de varias ADHs dependientes de NAD y de NADP,
las cuales se localizan en la fraccion citosolica del hongo. En el caso de las isoformas
dependientes de NAD el patron observado mediante zimogramas fue distinto, dependiendo de la
fuente de carbono (glucosa, decanol o hexadecano) y del sustrato empleado para revelar la

actividad (metanol, etanol, propanol, butanol, pentanol, glicerol, alcohol isopropilico,
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etilenglicol, alcohol fenetilico, alcohol bencilico, metil propanol, alcohol isoamilico,
propilenglicol, decanol, alcohol estearilico, colesterol, manitol Polietilenglicol, alcohol cetilico y
sorbitol). En base a las movilidades electroforéticas relativas de las ADHs observadas, se puede
suponer que ocurre la induccion de algunas de ellas por las fuentes de carbono probadas. En el
caso de las ADHs dependientes de NADP, se observo que su produccién es influida por la fuente
de carbono, como glucosa, decanol o hexadecano. El analisis del nivel de actividad de ADH
mediante ensayos espectrofotométricos indicé que el nivel de la misma es alto en micelio
obtenido en medio con decanol y bajo en micelio obtenido con glucosa o hexadecano. El analisis
de la actividad de ADH mediante zimogramas reveld que en presencia de decanol se producen
diferentes actividades, que pueden utilizar como substrato alcoholes aromaticos o alifaticos
(Montiel Gonzalez, 2008). Estos resultados indican que la cepa YR-1 de M. circinelloides posee
una amplia variedad de ADHSs, que posiblemente forman parte de una maquinaria metabolica
adaptable para la degradacion y utilizacion de hidrocarburos aromaticos vy alifaticos, asi como de

alcoholes.

Fusarium oxysporum

El genero Fusarium se describe como patdgeno de plantas, ampliamente distribuido tanto
en suelos naturales como cultivados y ha sido aislado de suelos muy diversos, asi como de
sustratos organicos (Booth, 1971). Fusarium oxysporum es la especie de mayor importancia
agronémica y es la que presenta mayor grado de diversidad patogenica, ya que es capaz de
parasitar a mas de 120 especies vegetales entre angiospermas y gimnospermas (Blanco, 1996).
Esta especie incluye tanto saprofitos estrictos que colonizan tejidos dafiados o senescentes asi
como patdgenos virulentos que provocan los sintomas caracteristicos de la enfermedad llamada
fusariosis, donde las esporas de este hongo se adhieren a la raiz de su hospedero diferenciandose
a una hifa infectiva y penetrando hasta el sistema vascular de la planta provocando que esta se
marchite y muera (Beckman, 1987). En F. oxysporum existen aislados a los que se ha
denominado como formae speciales, que poseen la capacidad de parasitar especificamente a una
especie vegetal determinada (Booth, 1971). Para el presente estudio es de interés la formae

speciales lycopersici, que infecta especificamente a la planta del tomate (jitomate), que es una de
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las mas estudiadas desde varios puntos de vista y para la cual se han desarrollado herramientas
para su manipulacién genético- molecular (Brown y Holden, 1998).

Se clond el gen adhl de F. oxysporum y se analiz su expresion en cultivos in vitro con
diferentes fuentes de carbono y durante ensayos de infeccién en plantas de tomate; el nivel mas
alto de expresion del gen ocurrié en baja tension de oxigeno, en medio con glucosa o con etanol
como unica fuente de carbono (Rangel Porras y col., 2005; Corrales Escobosa, 2009). Por otra
parte, el transcrito de dicho gen fue detectado en raices de tomate a tiempos tempranos y tardios
de infeccion, en tanto que en hojas solo se detect6 a tiempos tardios (Corrales Escobosa, 2009).
El aislamiento y caracterizacién de mutantes de F. oxysporum deficientes en la actividad ADH1
indico que la enzima actua como fermentativa 0 como oxidativa, dependiendo de la fuente de
carbono, y que dicha actividad enzimatica se requiere para una colonizacion normal de la planta
de tomate, posiblemente por su participacion como enzima fermentativa para la regeneracion de
NAD durante la infeccion (Corrales Escobosa, 2009).

Metarhizium anisopliae

Los hongos del género Metarhizium se han aislado de insectos infectados y de suelos de
todos los continentes excepto la Antartida (Roberts y St. Leger, 2004). La patogenicidad
insecticida de M. anisopliae no es determinada por un solo factor, sino que es dependiente de
una interaccion coordinada de muchos determinantes distintos de patogenicidad e incluso
factores del hospedero (Shah y col.,, 2003). Los conidios de M. anisopliae son la forma infectiva,
se adhieren a la cuticula de sus hospederos y germinan para iniciar el proceso de infeccion
formando tubos de germinacién. El alargamiento apical se detiene y el apice se hincha para
formar un apresorio, estructura de adhesién y produccién de enzimas que ayudan a penetrar la
cuticula del huésped y establecer una relacion nutricional con él (Wang y St. Leger, 2005). Del
apresorio emerge la hifa infectiva para penetrar la cuticula y llegar al hemocele del insecto, donde
crece invadiendo todos los tejidos. Cuando los nutrientes se agotan, el micelio emerge hacia el
exterior del exoesqueleto formando nuevos conidios capaces de infectar otros insectos y reiniciar
asielciclo de vida (Clarkson y Charnley, 1996).

En la hemolinfa del insecto la tension de oxigeno es baja (Nation, 2001) de modo que la

germinula se enfrenta a cambios en la disponibilidad de O, y nutrientes. M. anisopliae durante el
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proceso de invasion, podria ajustar su metabolismo en el cual la actividad fermentativa y/o
oxidativa de la ADH podrian ser importantes para apoyar el crecimiento del hongo. En estudios
realizados en nuestro grupo se demostrdo que M. anisopliae tiene mayor actividad de ADH
dependiente de NAD"* y produce mas etanol en condiciones de micro-aerobiosis (Callejas
Negrete, 2000). La purificacion de la proteina ADH1p de M. anisopliae y el estudio de sus
caracteristicas cinéticas indican que en condiciones fisiolégicas es una ADH fermentativa

(Callejas Negrete y col., 2002).

¢Para qué M. anisopliae requiere ADH?

El gen denominado adh2, que produce un transcrito de 1300b, su expresion es regulada
por la disponibilidad de oxigeno, concordando con lo observado a nivel de actividad. Este gen
también se expresa, aunque a bajo nivel, durante el proceso de invasion al insecto de prueba
Plutella xylostella. Los estudios de interrupcién de la expresion del gen mediante antisentido,
mostraron que estos transformantes, los cuales tienen nivel de mensajero y actividad de ADH
disminuidos, fueron resistentes al alcohol alilico, fenotipo caracteristico de mutantes carentes de
actividad de alcohol deshidrogenasa. Otro fenotipo interesante mostrado fue una disminucion de
la eficiencia para matar al insecto hospedero P. xyllostella (Figura 1) indicando que la actividad
de ADH es importante en el proceso de patogenicidad para apoyar el crecimiento del hongo, por
lo que puede ser considerado como un determinante de patogenicidad (Callejas Negrete y col.,
2005). Esta funcion de la ADH en M. anisopliae es apoyada por el hecho de que otra oxido-
reductasa, la alcohol-oxidasa del fitopatdgeno Cladosporium fulvum ha sido reportada como un
factor de patogenicidad (Segers y col., 2001), y se ha descrito que en distintos organismos la
actividad de ADH fermentativa favorece el crecimiento y/o supervivencia en condiciones de
hipoxia (Kelly y col., 1990; Ismond y col., 2003). Como estudio complementario seria deseable
evaluar la sobre-expresion del gen adh2 en el proceso de patogenicidad de M. anisopliae a sus

hospederos.
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Figura 1. Determinacion de la Dosis Letal Noventa (DL90) de las transformantes adhl
antisentido de la cepa CARO19 de M. anisopliae. Larvas del insecto P. xilostella se infectaron
con conidios de la cepa CARO19 de M. anisopliae y de las transformantes adhAS8, adhAS9 y
adhAS10. Se cuantifico las larvas muertas. La DL90 (dosis requerida para matar al 90% de la
poblacion de insectos) se determind mediante el programa Probit del paquete estadistico SAS. La
cepa M6 se usé como control, proviene de la transformacion de M. anisopliae con el vector
pGG247 (mutM) que tiene las mismas caracteristicas de pGG300 (adhAS) excepto que no
contiene el adhAS.
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APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

Mucor circinelloides cepa YR-1, regeneracion de suelos contaminados por hidrocarburos

Es importante resaltar el hecho de que para hongos filamentosos se han propuesto
modelos, para ubicar intracelularmente las enzimas de la ruta de degradacion de los
hidrocarburos, situando en el caso de los alifaticos a la mono-oxigenasa en microsomas y en
peroxisomas, tanto a la alcohol graso-oxidasa (AGO) como a la aldehido deshidrogenasa
(Sheller y col., 1998). En el caso de los hidrocarburos aromaticos, solo se menciona el sistema
microsomal como sitio de localizacion de la di-oxigenasa, pero no existe una propuesta que
unifique los criterios y defina la localizacion de la ruta. Asi como tampoco se ha descrito la
identificacion de la segunda enzima de la ruta, la dihidro-diol deshidrogenasa (DHD). En
particular en las reacciones de degradacion de hidrocarburos arométicos que son catalizadas por
oxigenasas, se incluyen cadenas de transferencia de electrones (Gibson y Perales, 2000),
eliminacion de hidrogeno e inserciones de oxigeno (lo cual puede inducir a la apertura de los
anillos aromaticos),

Por lo anteriormente expuesto, nuestro grupo de trabajo se ha enfocado al estudio de la

ruta de degradacion de hidrocarburos tanto aromaticos como alifaticos, usando como modelo de
trabajo una cepa de un hongo filamentoso denominada YR-1, y que fue aislada de un suelo
contaminado con petroleo. En el laboratorio hemos realizado estudios moleculares que nos han
permitido caracterizar la cepa como Mucor circinelloides. Hemos logrado establecer que tanto las
AGO como la DHD se inducen por la presencia de hidrocarburos en el medio de cultivo y que, la
glucosa ejerce un efecto de regulacion negativa en ellas (Rodriguez-Robelo y col., 2004).
La continuidad de éste proyecto, nos ha conducido a la exploracion de los mecanismos
metabdlicos necesarios para que puedan ser biodegradados los hidrocarburos tanto aromaticos,
como alifaticos, estableciendo las técnicas indispensables para poder detectar y/o determinar las
actividades enzimaticas involucradas y desarrollando las metodologias para la identificacién por
medio de zimogramas tanto de las mono y di-oxigenasas, (Zazueta y col., 2003), como para la
medicion espectrofotométrica e identificacion por zimogramas de las AGO (Alvarado-Caudillo y
col.,, 2002), y su localizacién intracelular (Silva y col., 2009).

En éste sentido, nuestro objetivo principal consiste en estudiar los diferentes pasos
enzimaticos involucrados en la ruta de degradacion de los hidrocarburos tanto aromaticos, como
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alifaticos en este hongo filamentoso, tratando de establecer su caracterizacion bioquimica, asi
como su localizacion intracelular, con lo que se pretende establecer las bases para proponer un
modelo que explique el destino de los hidrocarburos después de haber sido incorporados al
interior de la célula y, poder utilizar la cepa YR-1 como un potencial biorremediador de suelos
contaminados con petréleo. No obstante, en forma concomitante, se han logrado obtener
resultados de otras enzimas importantes involucradas en el estrés oxidativo (Zazueta y col.,

2008a) el metabolismo del glicerol (Camacho-Morales y col., 2009).

Metarhizium anisopliae, agricultura organica y preservacién del ambiente

Las cepas de Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana han sido modificadas
genéticamente, obteniendose cepas mas virulentas debido a la sobre-expresion de genes que
codifican para proteasa, una proteina quimera quitinasa::proteasa y la neurotoxina delalacran (St.
Leger ycol., 1996; Fang ycol., 2009; Wang y St. Leger 2007), entre otros, sin comprometer su
especificidad de huésped. En este tema de oxido reductasas, en el grupo de trabajo hemos
generado cepas geneticamente modificadas las cuales estan en proceso de evaluacion para
determinar, entre otros pardmetros, su eficiencia en el control de plagas. La construccion de cepas
mas virulentas, mas resistentes a las condiciones ambientales, mas eficientes en conidiacion y/o
mas rapidas, impacta directamente en los costos del control bioldgico de plagas (CB), el cual en
si es al menos un 60% ms enconémico que los pesticidas quimicos, al ser mas eficientes en
alguna(s) de las caracteristicas mencionadas, abate aun mas los costos del control de plagas
bajando significativamente los costos de produccién agricola ya que este rubro es uno de los mas
significativos en esta actividad. Y al ser mas eficientes los biopesticidas impactard en un mayor
uso del CB y reduccién del uso de pesticidas quimicos, favoreciendo la conservacion del

ambiente.

Saccharomyces cerevisiae, produccion de etanol

En el caso de la levadura S. cerevisiae, fermentadora por excelencia, utilizando cepas de
uso industrial en la fermentacion del jugo de agave para la produccion de tequila o mezcal,
mediante la sobreexpresion de varios genes entre ellos el gen adhl el cual codifica para la

alcohol deshidrogenasa fermentativa de esta levadura, generamos cepas genéticamente
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modificadas con capacidad fermentativa mejorada (Gutiérrez-Lomeli y col., 2008; Cira-Chavez y
col., 2008). No obstante el uso de estas cepas en la fermentacién etandlica del agave podria
mostrar cierta reticencia por ser un producto de consumo humano, debido a que son cepas
adaptadas a las condiciones agresivas que representa una fermentacion de este tipo, éstas pueden

ser usadas en la produccion del biocombustible bioetanol.

CONCLUSIONES

El estudio de las bases genéticas, fisioldgicas y bioquimicas de los microorganismos
generan conocimiento que, ademds de ayudar a entender el comportamiento de un
microorganismo particular en un ambiente determinado, proporciona las herramientas que
permiten el disefio de estrategias adecuadas para que, mediante manipulacion del organismo en
cuestion, adquiera caracteristicas nuevas o mejoradas. En otras palabras los microorganismos
son herramientas bioldgicas amables con el ambiente y pueden brindar servicios al ser humano
mejorando su calidad de vida si se tiene el conocimiento para llevarlo a cabo, siendo las ADH de

los hongos un claro ejemplo de ello.
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