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Introduccion. Una alternativa sustentable a la sintesis
petroquimica de compuestos aromaticos (CA) es la
biosintesis microbiana a través de la via comun de sintesis
de compuestos aromaticos (via del shikimato), que
transforman de fosfoenol piruvato (PEP) y eritrosa-4-
fosfato (E4P) en corismato, principal intermediario de CA.
La 3-deoxi-arabinoheptulosonato 7-fosfato (DAHPS)
sintasa (DAHPS), es la primera enzima de via y debido a
gue esta controlada a nivel alostérico y transcripcional,
ésta enzima ha sido blanco de diversas estrategias para la
obtencion de versiones insensibles a estos mecanismos
de control con la finalidad de aumentar la produccion de
CA en cepas diversas cepas bacteriana. Debido a los
casos exitosos del descubrimiento de nuevas enzimas con
aplicaciones industriales provenientes de bancos
metagenémicos (1), en el presente trabajo se secuencio y
caracteriz6 por complementacion funcional una DAHPS
metagendmica y, se realizd un analisis estructural in silico
con el proposito de conocer su posible estructura y
propiedades bioquimicas.

Metodologia.

Se subclono un inserto metagendémico de ~3 kpb (3) con
actividad DAHPS en el plasmido pJET1.2. La nueva
construccion (pMS8) se secuencid por primer walking y la
secuencia final se identific6 por comparacion de secuencia
en la base de datos del GenBank. El gen codificante para
actividad de DAHPS (DAHPSm) se amplifico por PCR a
partir del plasmido pMS8 incluyendo el RBS del gen
aroG"® de Escherichia coli DAHPS- y se compar6 la
complementacion funcional con una DAHPS resistente a
control alostérico (aroG™") asumiendo que la velocidad de
crecimiento de las cepas transformadas es proporcional a
la cantidad de aminoacidos aromaticos producidos por
efecto de la DAHPSm y AroG™r. Por otra parte se obtuvo
un modelo 3D de la DAHPSm en el programa I-TASSER
para indagar sobre su el mecanismo de regulacion a
través de su estructura (3).

Resultados. El analisis de comparacion de secuencias
mostro que el gen que codifica a una DAHPSm tiene un
76% de identidad con el gen aroF de Candidatus Nitrospira
defluvii (aroFm). LA complementacion funcional de aroFm
y AroG™ en una mutante de E. coli DAHPS- mostré una
velocidad especifica de crecimiento en cultivos en medio
minimo con glucosa como Unica fuente de carbono de
0.251 ht (AroFm) y 0.249 ht (AroG™®). Suponiendo que
durante la fase de crecimiento exponencial no hay

inhibicién alostérica de estas enzimas y que el efecto
sobre el crecimiento se debe a la velocidad de sintesis de
aminoacidos aromaticos y se espera que sus propiedades
cataliticas no sean diferentes. Esta hipétesis se corroboré
con la obtencion del modelo 3D de la AroFm (Fig.1) y
posterior comparacion con las estructuras de las DAHPS
tipo la de E. coli AroG, AroF y AroH (Tabla 1). Los valores
de RMDS indican que posiblemente AroFm es inhibida por
Tyr.

Fig. 1. Modelo 3D de aroFm. En azul el nucleo catalitico (a/B)8, en
naranja la insercién 3 implicada. En rojo el bucle 23-2a. En amarillo el
dominio N terminal (N-Trm).

Tabla 1. Alineamiento estructural las DAHPS codificadas por los genes
aroG, aroF y aroH con el modelo de la DAHPSm. AroF yAroH son
modelos obtenidos por I-TASSER.

Enzima QH RMDS
AroH 0.962 0.692
AroF 0.952 0.813
AroG 0.931 0.620

Conclusiones. Se clon6 y secuencié una DAHPSm que
complementa la actividad de DAHPS de manera similar a
AroG™ de E. coli. El andlisis in silico de la estructura de
AroFm sugiere clasificarla como una DAHPS tipo la
posiblemente inhibida por Tyr,
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