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RESUMEN

Las lipasas representan un grupo de enzimas muy importante para la investigaciéon y el
desarrollo en varias industrias biotecnolégicas. En el CICY, se construyé una biblioteca
metagendmica del Acuifero de Yucatan, usando insertos de gran tamafo clonados en
fésmidos. En el presente trabajo, se encontraron cuatro clonas de esta biblioteca
metagendmica mediante escrutinio funcional de actividad lipolitica extracelular, y se
llevaron a cabo andlisis bioinformaticos de los contigs contenidos en ellas. En el ADN
exbégeno de una de estas clonas, se identific6 un gen que, de acuerdo con el analisis
BLAST-X, tiene como homoélogo mas cercano, una lipasa lactonizante de Acidovorax sp.
KKS102, al cual se denominé LipJ4, y otro, al que se nombré ChapJ4, que tiene como
homologo mas cercano una chaperona también de Acidovorax sp. KKS102. LipJ4 mostro
97% identidad, 83% de cobertura y un E-value de 3e%7, mientras que ChapJ4 mostré 98%
de identidad, 84% de cobertura y un E-value de 1e?, Cuando estos dos genes (LipJ4 y
ChapJ4) fueron clonados por separado, ninguna de las sub-clonas tuvo fenotipo lipolitico
en la prueba funcional. Sin embargo, cuando ambos se clonaron juntos, las sub-clonas
resultantes fueron positivas, sugiriendo que el producto de LipJ4 depende del de ChapJ4
para ser funcional. Un andlisis filogenético de la secuencia traducida de LipJ4 indicé que
esta se agrupa con la sub-familia 1.1 de lipasas verdaderas. De acuerdo con los resultados
obtenidos del alineamiento en ClustalW, LipJ4 muestra dominios conservados de esta sub-
familia, un motivo peptapéptido GHSHG que se comparte con otros miembros de este
grupo, asi como una triada catalitica compuesta por Ser!”3, Asp3, His®%, sitios de unién a
Ca*? y un puente disulfuro formado por residuos de cisteina. EI modelamiento 3D con I-
TASSER mostr6 que la lipasa se pliega como una o/f hidrolasa canédnica. La
caracterizacién bioquimica de LipJ4 mostr6 que es capaz de hidrolizar p-nitrophenyl
caprylate (C8), a 45°C, con una actividad relativa del 100% y p-nitrophenyl miristate (C14)
con una de 70%. Estos sustratos se usan en la industria cosmética y la de alimentos, y
algunos miembros de la sub-familia 1.1 de lipasas, se han propuesto como promisorios
catalizadores para la produccién de biodiésel, a través de reacciones quimicas de
transesterificacion. Por lo que, la nueva lipasa encontrada en este proyecto podria tener

relevancia biotecnoldgica.




ABSTRACT

Lipases represent an important group of enzymes for research and development in several
biotechnological industries. In CICY, a large-insert metagenomic library of the Aquifer of
Yucatan was constructed by using fosmids. In the work described here, four clones of this
metagenomic library were found by functional screening of extracellular lipolytic activity, and
bioinformatic procedures were performed to analyze the contigs they contained. In the
exogenous DNA of one positive clone was identified a gene which, according BLAST-x
analysis, has as nearest homolog a lactonizing lipase of Acidovorax sp. KKS102, named
LipJ4, and other, named ChapJ4, which has a nearest homolog a chaperone, also from
Acidovorax sp. KKS102. LipJ4 showed 97% identity, 83% cover and an E value of 3e?¢7,
while ChapJ4 showed 98% identity, 84% cover and an E value of 1?6, When these two
genes were independently sub-cloned, none of the sub-clones showed lipolytic phenotype
when subjected to the functional test. Nevertheless, when they were cloned together, the
resulting sub-clones were positive, suggesting that the product of LipJ4 depends on the
product of ChapJ4 to be functional. Phylogenetic analysis of LipJ4 translated sequence
showed that it cluster together with the subfamily 1.1 of true lipases. According to the data
obtained with ClustalW, LipJ4 exhibits conserved domains of this sub-family, a GHSHG
penta-peptide sequence motif which is shared with others member in this cluster, a catalytic
triad composed by Ser'”®, Asp®!®, His%*°, two Ca*? binding sites, and one disulfide bridge. I-
TASSER 3D modeling showed that the predicted lipase folds as a canonical a/p hydrolase.
Biochemical characterization of LipJ4 showed that is able to hydrolyze at 45°C p-nitrophenyl
caprylate (C8) with a relative activity of 100°% and p-nitrophenyl miristate (C14) with 70%.
These substrates are used by cosmetic and food industries, and some members of
subfamily 1.1 of lipases have been reported as promising catalysts for biodiesel production,
through the chemical reactions transesterification. Thus, the novel lipase found in this project

may have biotechnological relevance.
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CLONACION Y EXPRESION DE GENES DE LIPASAS PROVENIENTES DE
UNA BIBLIOTECA METAGENOMICA DEL ACUIFERO DE YUCATAN

INTRODUCCION

La transformacion de grupos quimicos presentes en el aire y el suelo ha conllevado a los
microorganismos a presentar actividades metabdlicas diferentes para cada sistema
biol6gico (Simon & Daniel, 2011). Ya que la vida depende de reacciones quimicas para la
actividad metabdlica, es necesaria la produccién de biomoléculas (enzimas) que regulen
las velocidades de reaccion en los diferentes procesos bioldgicos que cada célula necesita
para sobrevivir (Loyola-Vargas, 2005).

El déficit en el procesamiento de algunas moléculas complejas es provocado por la
insolubilidad en agua de algunos compuestos como los lipidos que representan un valor
importante de la biomasa de la tierra (Simon & Daniel, 2011). Por ende las enzimas
lipoliticas tienen un papel importante para el procesamiento de degradacion y movilizacion
de &cidos grasos dentro de las células; asi como la transferencia de un organismo a otro
(Simon & Daniel, 2011). Las enzimas lipoliticas conocidas como carboxil éster hidrolasas
(EC 3.1.1.2) y triacilglicerol lipasa (EC 3.1.1.3) despertaron interés de la industria para
satisfacer las necesidades de sintesis de nuevos productos y promovieron la blusqueda de

estos biocatalizadores a través del escrutinio de los microorganismos (Levisson, 2009).

Uno de los grandes problemas de la industria, ha sido encontrar enzimas adecuadas para
la selectividad y eficiencia de la gran diversidad de los procesos quimicos utilizados para la
bioconversion; aumentando la demanda de las biomoléculas termoestables que se
encuentran en organismos mesofilos, terméfilos, psicréfilos, patogénicos o que poseen

alguna toxina (Hasan et al., 2006).

La termoestabilidad biocatalitica de las enzimas lipoliticas ha permitido el desarrollo de
nuevos productos en un rango mas amplio de temperatura y pH; puesto que los sustratos

lipidicos son mas solubles a altas temperaturas y las reacciones libres de disolventes son
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mas factibles (Hasan et al., 2006; Syal & Gupta, 2015). También los procesos requieren
eliminar la viscosidad de la reaccién y la contaminacion por MOs (Yuan et al., 2016).

La industria demanda de enzimas con capacidad catalitica sobre sustancias hidrofobicas y
en algunos casos hidrofilicas, como los alcoholes que facilitan la sintesis de biodiésel,
moléculas novedosas para el area farmacéutica, grasas modificadas y compuestos de alto
valor (Martini et al.,, 2014). También muchas empresas producen lipasas empleando
organismos huéspedes de facil crecimiento sobre medios de cultivos econémicos (Sarrouh
et al.,, 2012). El empleo de cultivos bacterianos en la produccién enzimatica, se ve
favorecido por encima de las levaduras, debido a que presentan pH neutros o alcalinos y

una mayor termoestabilidad en los procesos de reaccion (Sarrouh et al., 2012).

El metagenoma bacteriano representa una amplia fuente de enzimas y proteinas con
funciones desconocidas, ya que existen muchos microorganismos que aun no se han
podido aislar en condiciones de laboratorio, lo que lleva a la necesidad de utilizar nuevos

métodos de busqueda (Fersini et al., 2012).

La importancia de las herramientas metagendmicas es que facilita la busqueda para
encontrar moléculas con gran potencial redox, con capacidades de trabajar en diferentes

pH y salinidad (Rojas-Herrera et al., 2011).

Las lipasas representaron un valor de 1 billon de délares en el 2012, posicionandose en el
tercer lugar de las enzimas mas comercializadas en el mundo después de las proteasas y
las carbohidrasas, con una estimacion financiera de 7 mil millones de délares distribuidos
principalmente en el sector farmacéutico (29%), la industria de los biocombustibles (18%),
la industria de alimentos y productos asociados (14%), un 11% con fines de investigacion y
biotecnologia, y finalmente el 38% se encuentra distribuido en el procesamiento de papel,
cosméticos y los productos de limpieza (Casas-Godoy et al., 2012). Estos datos evidencian
la importancia biotecnolégica de estas enzimas hidroliticas. Las principales reacciones de
las lipasas son la aciddlisis, la alcohdlisis y la transesterificacion que alteran las propiedades

fisicas de los triglicéridos produciendo nuevos ésteres (Sangeetha et al., 2011).
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ANTECEDENTES
1.1 MICROORGANISMOS Y ENZIMAS

Las investigaciones han llevado a describir la diversidad genética de muchos entornos
como las aguas termales, el océano, el suelo, el intestino humano, el rumen de los animales,
entre otros. Sin embargo los investigadores se dieron cuenta que habia una gran cantidad
de microorganismos que no podian ser identificados por las tinciones de aquel tiempo tras
realizar pruebas de microscopia y diluciones (Handelsman, 2004). También se podria
mencionar un trabajo realizado por Brock en 1980 donde encontraron microorganismos en
los manantiales de agua caliente en Yellowstone que no se podian cultivar in vitro debido a
que se requerian condiciones de temperatura que excedian el punto de fusién del agar,
reforzando el pensamiento sobre la dificultad para descubrir linajes de microorganismos

nuevos debido a la limitante de tener que sembrar en placa de agar (Handelsman, 2004).

Cabe mencionar que por el uso de estas técnicas de cultivo, no solo el descubrimiento de
nuevos microorganismos se vio afectado, sino también el de biomoléculas como las
enzimas, y se penso en implementar un nuevo enfoque en donde se trabajara a nivel de
ADN (Amann et al., 1995).

Los microorganismos pueden producir surfactantes, emulsificantes y enzimas que ayudan
a solubilizar los lipidos, y poseen diferentes especificidades de sustrato (Hasan et al., 2006).
Cabe mencionar que las enzimas pasaron a formar parte importante de la industria a raiz
de que fueron utilizadas por las civilizaciones antiguas para los procesos de vinificacion,
panificacion, produccién de alcohol, entre otros, aun sin tener conocimiento de lo que eran
(Amara et al., 2009). Su importancia no solo fue alimentaria, sino que para el afio 2000
adquirieron una ventaja industrial significativa de 1,5 miles de millones de délares en EE.UU
con dominancia en el mercado de las enzimas hidroliticas: amilasas, amidasas, proteasas,

lipasas y esterasas.

La lipasas alcalinas para la industria de los detergentes también se emplean para la sintesis
quiral de moléculas en la industria farmacéutica y las primeras cepas seleccionadas

productoras de estas enzimas fueron algunas especies de Candida, Pseudomonas y
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Bacillus con un pH 6ptimo de 8.5 y 9.5 respectivamente (Horikoshi, 1999; Gupta et al.,
2004).

1.2 ENZIMAS LIPOLITICAS

Las enzimas lipoliticas (triacilglicerol acilhidrolasas) se reportaron entre las enzimas mas
importantes en la industria debido a su capacidad para hidrolizar lipidos en presencia de
agua (Sangeetha et al., 2011).

Las lipasas tienen una preferencia por moléculas hidrocarbonadas mayores o iguales a los
12 4tomos de carbono y son poco solubles en agua (Lépez-Lépez et al., 2014). Mientras
gue las esterasas hidrolizan moléculas mas solubles en agua y con cadenas menores de
12 4tomos de carbono (Lopez-Lopez et al., 2014). La poca solubilidad en agua de los
sustratos de las lipasas propicia un mecanismo conocido como activacién interfacial que
consiste en una cinética no Michaeliana dada por la presencia de una cubierta que cubre el
sitio activo de la enzima y que se abre en presencia de un sustrato insoluble (Okano et al.,
2015).

La mayor parte de las lipasas y esterasas que se han logrado caracterizar, son las
provenientes de bacterias y hongos; puesto que su proceso implica bajos costos de

produccion (Okano et al., 2015).
1.3 TRIGLICERIDOS

Los lipidos representan la principal fuente de energia, son fundamentales en la formacién
de estructuras celulares como las membranas y constituyen el vehiculo de vitaminas
liposolubles. Organolépticamente aumentan la palatabilidad y el sabor de las comidas, asi
como también representan los componentes mas importantes de la saciedad postprandial
que producen los alimentos: su manejo tecnolégico es mas complicado debido a su baja
solubilidad en agua (como los triglicéridos, los fosfolipidos y los esteroles). Los triglicéridos
son los principales lipidos que se encuentran en los alimentos y son moléculas
estructuralmente asimétricas, de modo que cada unién de &cido graso al grupo hidroxilo

del glicerol es diferente (Valenzuela et al., 2002).
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Un triglicérido puede ser hidrolizado en una molécula de glicerol y 3 de &cidos grasos, u
ocurrir la reaccion inversa de sintesis. La figura 1 muestra como se da este proceso en

presencia de una lipasa (Jaeger & Reetz, 1998).

0
—OM OH
)CL/\/\/\ Lipasa o
o) o +3H20 _— OH +3 yoo TS
OM -
Triglicérido Glicerol  Acido graso

Figura 1.1 Lipolisis (Jaeger & Reetz, 1998).

Debido a su versatilidad estas enzimas adquieren ventajas de mercado para el
procesamiento de grasas y aceites, elaboracion de alimentos, sintesis de productos
guimicos y farmacéuticos, fabricacion de papel, de cosméticos y el tratamiento de aguas
residuales ricas en lipidos (Altan, 2004). Su desventaja recae en los costos de produccion
debido a que muchas veces se le requiere pura, libre de otras enzimas. Las lipasas deben
ser inmovilizadas para que puedan ser reutilizables y estables, permitiendo operar el

proceso continuamente; el proceso enzimatico debe ser Unico (Cetina-Medina, 2010).

Para que los microorganismos puedan sintetizar lipasas in vitro se necesita adicionar lipidos
que funcionen como inductores; estas moléculas son cominmente aceites vegetales,
acidos y ésteres grasos como los jabones, el colesterol, sales biliares y los detergentes que
generalmente se encuentran en los residuos agroindustriales (Aceves-Diez & Castafieda-
Sandoval, 2012). También se pueden utilizar sustratos como triglicéridos, surfactantes y
derivados de polietilén glicol para detectar la actividad lipolitica en medio sélido o liquido

(Cuadro 1.1): y se pueden utilizar indicadores de reaccién como agentes fluoréforos.

Cuadro 1.1 Sustratos utilizados para la induccion de lipasas. El color rojo indica las moléculas

reactivas de oxigeno (modificado de Hellner, 2011).

Aditivos Sustratos Molécula
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LA Acido laurico '

OA Acido oleico M
TEG Tetraetilen glicol P
PEG400 Polietilén glicol 400

PEG1000 Polietilén glicol 1000

BRIJ BRIJ-30 (Polietilén

glicol dodecil éter

L-TEG-L Tetraetilen glicol
dilaurato
TRX100 Tritén X 100
Aceite de olivo Trioleina
1.4 LIPASAS

De acuerdo con la definicion de la comision de enzimas de la IUPAC las lipasas son
triacilglicerol éster hidrolasas que catalizan de forma natural la hidrdlisis de triacilglicéridos
y estan presentes en todos los organismos vivos, desde los microorganismos hasta los

animales superiores, y son imprescindibles para la asimilacion y almacenamiento de los
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lipidos, asi como para la utilizacion de las grasas que sirven de reserva (Garcia-Roman,
2005). Identificadas por primera vez por el microbidlogo Christiaan Eijkmann a principios
del siglo XX, sus caracteristicas fueron descritas en 1945 por Schonheyder y Volgvartz
(Garcia-Roman, 2005). Sarda y Desnuelle en 1958 comprobaron que la lipasa pancreética
es especialmente activa cuando el sustrato se encuentra en emulsién, con una actividad
escasa o nula sobre un sustrato no disuelto (Garcia-Roman, 2005). Las lipasas catalizan la
hidrdlisis y la sintesis de ésteres a partir de glicerol y &cidos grasos de cadena larga, por lo
general procediendo con alta regio-y/o enantioselectividad, caracteristica que los posiciona

como un importante grupo de biocatalizadores en quimica organica (Jaeger & Reetz, 1998).
1.5 CARACTERISTICAS DE LAS LIPASAS

Las lipasas son Unicas debido a su naturaleza interfacial: propiedad que representa la
insolubilidad en agua de los sustratos (lipidos), y la solubilidad de las enzimas en la reaccion
(Casas-Godoy et al., 2012). Las lipasas generalmente no requieren cofactores para su
actividad catalitica y pertenecen a la superfamilia de proteinas con estructura de ao/f3

hidrolasas como se muestra en la Figura 2 (Casas-Godoy et al., 2012; Nagarajan, 2012).

Para llevar a cabo la transformacion de los sustratos, estas enzimas, forman dentro de su
estructura tridimensional un bolsillo conocido como la triada catalitica y un agujero oxianién
que permite a las lipasas acomodar el sustrato de su preferencia (Casas-Godoy et al.,
2012). La triada catalitica esta compuesta por la serina catalitica, el aspartato o glutamina
y la histidina (Gupta et al., 2004). También tienen en su estructura un dominio mavil,
conocido como tapa (lid catalitico), que protege el sitio activo (hidrofilico), el cual se abre
cuando la enzima se encuentra en una interface lipido-agua que expone al sitio activo de la
enzima para que se lleve a cabo la hidrdlisis; este mecanismo es conocido como fase
interfacial y explica el comportamiento de estas enzimas, que no siguen el modelo de
Michaelis Menten (Casas-Godoy et al., 2012).
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Nucleéfilo Residuo acido Histidina

Figura 1.2 Estructura secundaria en lipasas. Plegamiento candnico de alfa-beta hidrolasas, con
dominios canodnicos, carboxilo terminal(C), amino terminal (N), Triada catalitica conformada por

serina (Nucledfilo), aspartato ( residuo acido) e histidina (modificado de Levisson, 2009).
1.6 MECANISMO DE CATALISIS DE LAS LIPASAS

La reaccién de hidrélisis comienza por una acilacion en el sitio activo (Asp, Ser e His), lugar
donde se propicia la transferencia de protones para la activacién del grupo hidroxilo de la
serina catalitica. Como consecuencia, el residuo de hidroxilo de éste aminoacido aumenta
su nucledfilicidad y ataca al grupo carbonilo del sustrato, produciéndose el primer
intermediario tetraédrico: complejo formado por la carga negativa que aporta el oxigeno en
el grupo carbonilo de la unién serina-sustrato (Casas-Godoy et al.,, 2012). El agujero
oxianién estabiliza la distribucién de las cargas y reduce la energia del estado del
intermediario tetraédrico mediante la formacién de al menos dos enlaces de hidrogeno
(Casas-Godoy et al., 2012). La enzima se regenera en la Ultima etapa de este proceso,

conocido como desacilacion: un nucledfilo ataca a la enzima liberando el producto.

El nucledfilo puede ser H,O en el caso de la hidrélisis o un alcohol en el caso de alcohdlisis

(Casas-Godoy et al., 2012). La figura 5 muestra el proceso descrito anteriormente.
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= HO O HN NHa

”
Intermediario ro4

Enzima libre tetraédrico Agulero oxanion

Acilacion

Desacilacion $

N4 " s
R el NH Agujero oxianion
-

Intermediario Agujero oxianion Agujero oxianion Acil-enzima

tetraédrico

Figura 1.3 Reaccidn catalitica del sitio activo en lipasas. La hidrdlisis de lipasas esta dada por dos
procesos; en la acilacién el sustrato se une a la serina catalitica y en la desacilacién se lleva a cabo
la liberacion de los productos, con el regreso de la enzima a su estado inicial (Casas-Godoy et al.,
2012).

1.7 METAGENOMICA

La metagendmica permite el andlisis de las comunidades bacterianas completas a través
de su ADN (metagenoma), sin la necesidad de cultivos directamente en un laboratorio; lo

cual ha contribuido al descubrimiento de nuevas enzimas (Faoro et al., 2011).

La metagen6mica se define como la aplicacion de herramientas funcionales y de
secuenciaciéon masiva de ADN a partir de una muestra ambiental o una serie de muestras
relacionadas (Kunin et al., 2008), y surge con los trabajos realizados por Pace en 1985:
autor que implementd la clonacion de 4&cidos nucleicos aislados de muestras
representativas del medio ambiente (Handelsman, 2004). Surge ante la problemética de no
poder investigar nuevos MOs y sus biomoléculas, los que finalmente sirven para dar
sustento a las necesidades basicas de los seres humanos y el entorno que nos rodea
(Handelsman, 2004).
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El procedimiento incluye el aislamiento del ADN de la muestra ambiental, la clonacion de
pequefios 0 grandes insertos en vectores de ADN y la generacion de bibliotecas
(metagendmicas) en organismos huéspedes como Eschericha coli (Chow et al., 2012). Los
pasos que implican la elaboracion de una biblioteca metagenémica se representan en la

figura 1.4.

Los proyectos para la elaboracién de bibliotecas metagenémicas se han enfocado en las
muestras tomadas de agua o suelo por la gran rigueza de microorganismos que se
encuentran en ellas (50,00-40,000 especies/g de suelo), asi como también por la
abundancia de biocatalizadores y productos naturales que contienen. Sin embargo también
se han tomado otros puntos de partida para la toma de muestras como: el microbioma de
animales, sedimentos marinos, biopeliculas, efluentes industriales, entre otros (Sabree et
al., 2009).

Uno de los pasos mas importantes para la construccion de las bibliotecas metagendémicas
es la eleccidn del vector hospedero de los insertos de ADN; esta seleccion dependera del
tamafio de los insertos clonados, lo cual tiene relacién con el numero de clones que se
pretenden analizar. Si se busca una funcion codificada por un solo gen como en el caso de
las hidrolasas, celulasas y genes que confieren resistencia a antibiéticos, se utilizan insertos
<10Kb, clonados en E. coli., en vectores estandar derivados de pUC, pBluescript SK(+),
pTOPO-XL, entre otros (Sabree et al., 2009). Si lo que se quiere es buscar productos
codificados por varios genes se requiere clonar fragmentos de ADN >20Kb, y se debera
recurrir a fosmidos, al cromosoma artificial bacteriano (BACs), o a los cosmidos (Sabree et
al., 2009). La clonacion de fragmentos grandes de ADN permite encontrar los genes que
codifican para una funcién o enzima determinada, junto a la ventaja de analizar grades
fragmentos en el genoma asi como los operones que codifican la biosintesis de metabolitos
secundarios (Urban & Adamczak, 2008).

10
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Figura 1.4 Construccion de bibliotecas metagenémicas (modificado de Handelsman, 2004).

Las bibliotecas metagendémicas pueden contemplar pequefios o grandes insertos de ADN
(en donde se pueden utilizar plasmidos que se mantienen estables con insertos de 10Kb),
pero que requieren de 3-20 veces mas clonas en comparacion con las bibliotecas
construidas en fésmidos/cosmidos, que aceptan insertos de 30-40 Kb y los BACs que tienen
una capacidad para mas de >200Kb (Sabree et al., 2009).

11
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Los plasmidos son adecuados para clonar pequefios insertos de ADN y resultan ser
eficientes para la transformacion de células hospederas por electroporacion, choque
térmico, conjugacion y transfeccion por un fago (Buchholz et al., 2012).

Los BACs se utilizan para bibliotecas genémicas a gran escala; sin embargo resultan tener
poco éxito en el escrutinio funcional, debido a la inestabilidad de obtener y clonar insertos
de ADN de tamafo apropiado a partir de muestras ambientales (Yeh et al., 2011). Estudios
anteriores utilizando este tipo de vectores han detectado insertos de tamafios similares a
los de los fdsmidos y los césmidos, y el total de clones considerados y obtenidos fue mucho
menor (Buchholz et al., 2012).

Un fésmido es un vector capaz de aceptar insertos de 42Kb tanto de células procariotas
como de eucariotas, teniendo como ventaja la facilidad de construccién y la alta expresion

en el huésped de los genes exégenos, por ejemplo: E. coli (Yeh et al., 2011).

Para los analisis de los metagenomas se puede emplear la secuenciacion masiva, la
busqueda in silico de genes, la hibridacién de clonas con sondas de ADN o ARN, o realizar
busqueda funcional mediante el monitoreo del producto en cultivos sobre placas de agar
adicionados con sustratos o reactivos que permiten evidenciarlos; el éxito de esta estrategia
requiere de la fidelidad de la transcripcion y secrecion del producto extracelularmente
(Handelsman, 2004). Esta ultima técnica permite a la metagendémica identificar nuevos

genes a través de funciones ya conocidas.

Young y colaboradores en el afio 2009 realizaron la busqueda de lipasas en una biblioteca
metagendémica construida con el fésmido pCC1lFos™ proporcionado por Epicentre,
realizando la prospeccion lipolitica en placas de agar con tributirina como sustrato (Kim et
al., 2009).

Couto y colaboradores (2010) también utilizaron la estrategia del sistema de Epicentre con
el vector pCC2Fos™, para la construccién de una biblioteca metagenémica a partir de
sedimentos de manglares: trabajo que les permitié encontrar el gen funcional de la lipasa
“LipA” de Bacillus subtillis.

1.8 ACUIFERO DE YUCATAN

12
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Los ambientes seleccionados para estos estudios suelen ser zonas poco exploradas con
caracteristicas diferentes a las de otros habitats. Tal es el caso del Acuifero de Yucatan
que se encuentra en una zona kérstica: término que hace referencia a todos aquellos
fendmenos que se desarrollan por el paso o percolaciéon de agua rica en CO,, a través de
rocas permeables, en especial las calizas (Gonzélez-Herrera et al., 2007)

El Acuifero de la peninsula de Yucatan representa uno de los sistemas karsticos mas
importantes del planeta con una extensién de 165,000km?, que comprende México,
Guatemala y Belice. Presenta una alta disolucion de carbonatos y una intrusién salina que
proviene de las costas del Caribe hacia las costas del golfo de México (Bauer-Gottwein et
al., 2011). Por la diversidad microbiana del Acuifero de Yucatan, los estudios para la
obtencion de productos de interés biotecnolégico resultan ser prometedores (Rojas-Herrera
et al., 2011).

Los ecosistemas que dependen de agua subterranea en ambientes karsticos (Acuiferos
alcalinos) son considerados de suma importancia no solo por su naturaleza, sino que su
compleja heterogeneidad, su susceptibilidad a la contaminacion y su permeabilidad; puesto
que, se produce la disolucién de rocas carbonatadas y el aumento en la presencia de calcio,

carbonato y magnesio (Escolero et al., 2005).

La temperatura de los cenotes esté entre los 24°Cy 29°C, y el pH puede variar dependiendo
de su cercania hacia las costas por la intrusion salina. Estos sistemas acuaticos se dividen
en cenotes léticos y cenotes lénticos: los primeros hacen referencia a aquellos que tienen
un pH homogéneo con valores neutros o por debajo del valor 7, mientras que los segundos
tienen un pH bajo por la acumulacion de éacido carbdnico y las condiciones anoxicas
(Schmitter-Soto et al., 2002). El pH va de un valor de 6.7-8 en cenotes costeros, a un valor
de 8.6 en cenotes continentales; cabe mencionar que la alcalinidad fluctia en cada cenote
debido a la variabilidad en agua metedrica rica en carbonatos y a la filtracién del agua de
lluvia debido a que los iones de estos carbonatos se neutralizan con el acido hdmico y

taninos del mangle (Schmitter-Soto et al., 2002).

Hay dos procesos que determinan la disolucién de las rocas carbonatadas; el primer
proceso es la disolucion de la caliza por el &cido carbonico y el segundo proceso es la

mezcla de agua dulce y salada, lo que mejora la reactividad del aragonito y la calcita
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(Schmitter-Soto et al., 2002). El Acuifero de Yucatan es una opcion para la busqueda de
enzimas pues se han aislado organismos mesofilos haloalcaléfilos de lugares como los
lagos del Gran valle del Rif al este de Africa y los lagos de soda salina al oeste de USA
(Horikoshi, 1999).

1. 9 APORTACIONES A LOS ESTUDIOS DE LIPASAS

En su gran mayoria tanto las lipasas como las esterasas poseen un motivo pentapeptidico
conservado de Gly-X-Ser-X-Gly que se encuentra alrededor de la serina del sitio activo
(Nagarajan, 2012). Ademas las lipasas en su gran mayoria poseen un sitio conservado del
tipo GX al final de la cadena 3 beta plegada, mientras que las carboxilesterasas tienen el
grupo GXGG en esta posicién (Casas-Godoy et al.,, 2012). El cuadro 1.2 muestra una
descripcion de las familias de lipasas clasificadas con base en secuencias de aminoacidos
en los blogues motivo (regiones conservadas) y propiedades biologicas (Arpigny & Jaeger,
1999).

Cuadro 1.2 Clasificacion de las familias de lipasas/esterasas bacterianas propuesta por Arpigny y
Jaeger en 1999. El cuadro representa una descripcion de las 8 familias de lipasas junto a algunas

enzimas descubiertas por metagendmica funcional (Modificado de Lopez-Lépez et al., 2014).

Familia Descripcién

I Familia de lipasas dividas en 6 subfamilias: lipasas de Pseudomonas
(subfamilias 1.1, 1.2 y 1.3), lipasas de Bacillus y Staphylococcus (1.4y1.5)y

algunas otras (1.6).

Il Modificacion del motivo pentapéptido rodeando a la serina catalitica: Gly-
Asp-Ser-(Leu) [GDS(L)].

Esterasas secretadas y unidas a membrana.

1l Lipasas y esterasas extracelulares.

Y La mayoria en esta familia tienen similitud de secuencia con las lipasas

sensibles a las hormonas de mamiferos (HSL).

Poseen un tipico motivo HGG.

14



CAPITULO |

VI

Vi

VI

EstA

EstF

EstY

LipG

LipEH166

La sub-familiaEstB posee un segundo sitio activo de glutamato (secuencia

conservada EXLLD) en lugar de aspartato (DPLXD).

Motivo conservado HGGG rio arriba del pentapéptido GDSAG.

Secuencia similar con enzimas no lipoliticas: epodxido hidrolasas,

dehalogenasas y haloperoxidasas.

Esterasas pequefias de (23—-26 kDa).

Secuencias similares a las lisofosfolipasas de eucariotas.

Esterasas bacterianas de gran tamario (55 kDa).

Homologia con las acetilcolinesterasas de eucariotas y carboxilesterasas de

higado e intestino.

Similitud a la clase C de B-lactamasas.

Se vincula con la familia Ill, sin embargo tienen un motivo peptapéptido
diferente (GHSMG).

Relacionadas a la familia V con la diferencia del motivo pentapéptido que es:
GTSXG, y esta region esta flanqueada por motivos HG.

Derivados de bacterias patogénicas.

Posibles factores de virulencia lipoliticas que no poseen el motivo
pentapéptido GDSL.

Presencia de Arg-Gly en la secuencia del agujero oxianion remplazando a

His-Gly, caracteristica distintiva de las lipasas de hongos.

Lipasa de origen psicréfilo con 3 posibles marcos de lectura.

Esta clasificacion se realiz6 con base en la estructura y similitud de las secuencias de

aminoacidos, con asignacion numérica del I-VIII (Lopez-L6pez et al., 2014). Estudios de
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lipasas de algunos metagenomas han propuesto a la familia 9 con base en algunas
esterasas y lipasas que presentan un motivo G-X-S-Q-G, y que tienen estabilidad en
solventes polares (Myung-Hwan et al., 2010; Sang-Yi et al., 2007).

Otro estudio de suma importancia fue el realizado por Bassegoda y colaboradores (2012),
ya que pudieron ubicar a través del analisis in silico y la caracterizacién bioquimica a un
nuevo grupo de lipasas con un motivo catalitico “Tyr-Asp-Ser-Leu” que difiere de las lipasas
reportadas previamente. El gen perteneciente a C. albicans y comparte identidad con
Burkholderoa cenocepacia J2315 con un agujero oxoanion del tipo Y: nombrado asi por sus
residuos de aminoacidos Tyr!'%y Asp!!l. Los autores proponen a este grupo como la familia

X de lipasas (Bassegoda et al., 2012).

Algunos estudios con enfoque metagenémico han permitido encontrar nuevas
lipasas/esterasas con propiedades diferentes a las familias mencionadas. Por ejemplo, dos
de los nuevos grupos encontrados pertenecen a las lipasas LipS y LipT, ambas poseen una
temperatura Optima de 70-75°C, tienen afinidad por sustratos de ésteres p-nitrofenil con
cadenas largas de acidos grasos (>8C). Ademas, estas enzimas tienen una alta
termoestabilidad de hasta 90°C. Sin embargo, LipS puede hidrolizar sustratos mas
complejos con residuos fendlicos y ciclohexanoicos, con una alta regio-enantioselectividad

por naproxeno, ibuprofeno y acido metildecandico (Chow et al., 2012).

Chow y colaboradores (2012) construyeron un arbol filogenético partiendo de secuencias
de lipasas/esterasas pertenecientes a los 40 estudios metagenémicos disponibles en ese
momento (Figura 1.5). En el arbol se pueden observar a las 8 familias reportadas por
Arpigny y Jaeger mas otros grupos que se separan de estas familias y se proponen como

nuevas familias de lipasas (Chow et al., 2012).
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Figura 1.5 Arbol filogenético de lipasas/esterasas derivado de las secuencias de 40 metagenomas
reportados. Cada una de las VIl familias estd marcada con un color diferente. Se muestra la familia
LipS y LipT, y 5 grupos de secuencias de lipasas que aun estan en estudio, como UF 1-5 y no se
han clasificado con familias numeradas (Chow et al., 2012).

A partir de esta tecnologia, Biver y Vandenbol aislaron en el 2013 tres nuevos genes
lipoliticos de una biblioteca metagenémica de un suelo forestal, mediante el cribado

funcional en placas de agar tributirina. Los analisis filogenéticos revelaron que los genes
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SBLip2 y SBLip5.1 pertenecian a la familia IV de esterasa/lipasa bacteriana, mientras que
SBLip1 mostré similitud a la clase C de B-lactamasas y por lo tanto se relacioné con la
familia VIl de esterasas (Biver & Vandenbol, 2013). En el mismo afio Kumar identificé una
lipasa verdadera utilizando un aislado de la cepa Bacillus sp. (DVL2): la actividad de lipasa
fue en presencia de aceite de olivo y Rodamina B en una placa de agar, con un halo color
naranja fluorescente sobre la luz UV (Kumar et al., 2012).

En los ultimos afios se ha incrementado la caracterizacion y simulacion de proteinas a partir
de la secuencia nucleotidica del gen de interés utilizando programas bioinformaticos de libre
acceso: A este conjunto de técnicas se le conoce como modelaje in silico (Jiménez et al.,
2010).

Young y colaboradores muestran en su trabajo un andlisis in silico realizado por “BLAST-
P” de las secuencias traducidas de los insertos en sus clonas con actividad de lipasa sobre
medios selectivos de tributirina y Rodamina B (An et al., 2003). La figura 1.6 muestra el
alineamiento multiple en donde se observan los dominios conservados en las lipasas: dos
residuos de Asp, en las posiciones 240 y 279, conocidos como los sitios de unién de Ca*?,
y dos residuos de Cys que forman un enlace di sulfuro en las posiciones 210y 261 (An et
al., 2003).
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Figura 1.6 Alineamiento multiple de la secuencia de aminoéacidos de LipA de Pseudomonas sp. SW-
3 (P. SW-3). Los cuadros sombreados hacen referencia a los aminoacidos que se conservan en al
menos cuatro de las siete secuencias: la triada catalitica se indica mediante circulos llenos, los dos
residuos Asp implicados en el sitio de unién al Ca*? estan marcados por los cuadrados blancos y
finalmente los dos residuos de Cys que forman un enlace di sulfuro se indican con los cuadros
blancos (An et al., 2003).

Young y colaboradores (2003) se basaron en el alineamiento de secuencias con ClustalW
para suponer que tenian genes de lipasas (Jiménez et al., 2010). Mas tarde Khan y Jithesh
(2012) identificaron una lipasa alcalina (EH166) adaptada al frio, a través de un
alineamiento con el programa ClustalW de secuencias de un metagenoma de la zona

intermareal.

Estos autores realizaron la caracterizacion bioquimica; determinacion temperatura,
preferencia de sustrato, el pH, el efecto de los iones metéalicos y su actividad en disolventes
organicos (Khan & Jithesh, 2012).
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Fu y colaboradores (2013) trabajando con una muestra del sedimento de la zona
intermareal del artico encontraron un marco de lectura abierto con identidad de esterasa
(Est97) en la secuencia de Vibrio caribbenthicus. Como parte de las caracteristicas se
encontré la triada catalitica (Ser'#*-His??-Asp'®’) ubicando a la serina catalitica en el
pentapéptido conservado GXSXG (Figura 1.4), con una conformacion ao/B-hidrolasa: 9
cadenas By 6 cadenas a (Fu et al., 2013).

Estudios posteriores les permitieron identificar a la enzima como una esterasa por su
preferencia de sustrato p-nitrofenil hexanoato, a pesar de poseer el dominio de tapa (lid).
Esta se involucra en la entrada del sustrato y la salida de los productos terminados. Asi
mismo se encontraron dos bolsillos hidrofébicos de unién a sustrato (sin estudios al
respecto), con una baja actividad a 35% y una estructura secundaria que se ve alterada de
los 10°C en adelante. Estos autores proponen que la presencia de residuos de metionina
aumenta la flexibilidad de la enzima y se relacione con una caracteristica de enzimas
psicréfilas; su estructura carece de ramificaciones, de carga y de interacciones dipolo. La
His??® y el Asp!®’ estabilizan a la Serina'#* catalitica para el ataque nucleofilico contra el
sustrato. También encontraron que el agujero oxoanion esta formado por los atomos de
nitrégeno presentes en algunos aminoacidos que rodean el sitio activo; para la enzima
Est97 la Met!®®, la Gly*?y la Gly®® (Fu et al., 2013).

Korman y Bowie (2012) modelaron la estructura de la lipasa de P. mirabilis colocando todos
los elementos que conforman la estructura catalitica de la enzima (Fig 1.7) comparable con

la estructura 3D de la lipasa de Pseudomona aureogina que pertenece a la familia I.1.
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Figura 1.7 Estructura 3D de la lipasa predicha de P. mirabilis (PML). El extremo C-terminal se
muestra en la estructura alfa 1 de color azul marino y N-terminal se localiza al final de la estructura
alfa 9 de color rojo. La unién a calcio se representa por una esfera de color morada. Dentro del
recuadro se observa el inhibidor paraoxén (DEP) unido covalentemente a la serina catalitica (S79)
representada por un color amarillo junto al resto de los residuos del sitio activo (D32 y H2%4), En el
estado de transicién L2 actlla como donador de hidrégenos para estabilizar el oxoanién. El resto de

los residuos funcionan como estabilizadores (Korman y Bowie, 2012).

El trabajo elaborado por Glogauer y colaboradores muestra un seguimiento organizado de
la identificacion de genes de lipasa al encontrar la lipasa funcional LipC12 a través de la
metodologia para la identificacion y caracterizacion de genes (Glogauer et al., 2011). Ya
que el sistema “Copy Control Fosmid Library” (Epicentre, 2012a) permite la purificacion del
ADN con la reparacion de sus extremos, la ligacion en el vector pCC2Fos™, el

empaquetado en fago lambda y la infeccién de E. coli EPI300 ™ (Couto et al., 2010).
1.9.1 ANTECEDENTES DE ESTUDIO DE METAGENOMICA EN YUCATAN

Para la construccién de la biblioteca metagenémica del Acuifero de Yucatan se utilizé el
fosmido pCC2Fos™ (Epicentre, 2012a), y el ADN se clon6é en E. coli EPI300™-T1R

(Epicentre, 2012a). La figura 8 representa el mapa del vector.
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Figura 1.8 Fésmido empleado en la construccion de la biblioteca metagenémica del Acuifero de

Yucatan (Epicentre, 2012a).
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Figura 1.9 Construccion de la biblioteca metagendmica (modificada de Epicentre, 2012a).

La biblioteca metagendmica se realiz6 partiendo de una muestra de agua tomada de un
punto del Acuifero de Yucatan. Posteriormente la biomasa procariética se separ6 haciendo
pasar la muestra de agua a través de varios filtros con diferentes tamafios de poro de 0.5-
0.22 micras. La figura 9 muestra los pasos que se siguieron para la construccioén, partiendo
de la purificacion de ADN genémico. El siguiente paso fue la digestién utilizando la enzima
BamHI y posteriormente se repararon los extremos de ADN y se hizo la seleccion de los

fragmentos de aproximadamente 35,000pb. Se prosiguié con la ligacion de estos
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fragmentos en el vector de clonacion (Epicentre, 2012a). Posteriormente se hizo el
empaquetamiento en el fago lambda y se realizé el escrutinio de células sobre placas de
LB y el agente de seleccion (cloranfenicol). Finalmente se realizé la induccion multicopia y

las células se conservaron a -80°C.

Se obtuvo un total de 250,000 clonas, trabajo realizado por el grupo de la Dra. Aileen
O’Connor Sanchez (Apolinar-Hernandez et al., 2016).

Tras la construccion de la biblioteca metagendémica y con la finalidad de buscar lipasas, se
realiz6 el escrutinio de 6,632 clonas sobre un medio de Rodamina B con aceite de olivo. En
el trabajo realizado por Sergio Ramos Jiménez en 2013, se obtuvieron 21 clonas con posible
actividad lipolitica que mostraron fluorescencia anaranjada. Estas colonias fueron
almacenadas posteriormente a -80°C en 50% de glicerol. Para continuar la busqueda de
las lipasas, en 2013 Jaime Mufioz LOpez reactivé las clonas positivas, recuperandose
Unicamente 15 de ellas. Adicionalmente se trabajé con algunas de las clonas enviadas a
secuenciar por lon Torrent (Universidad de Utah, USA) por otros colaboradores del
proyecto; dichas clonas se enviaron a secuenciar en varios “pools” de 100 colonias cada
uno. Se realizaron busquedas bioinforméticas de los marcos de lectura abiertos en los
contigs, encontrando en algunos de ellos posibles marcos de lectura de lipasas (Miguel

Marfil, comunicacién personal).

Con base en todo lo anterior, en este trabajo se tuvo el interés de obtener algunas de las

lipasas de la biblioteca metagenémica del Acuifero de Yucatan.
OBJETIVO GENERAL

Identificar lipasas extracelulares novedosas en una biblioteca metagendmica del Acuifero

de Yucatan.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar un escrutinio funcional para la deteccion de clonas sobreproductoras de lipasas

extracelulares en una biblioteca metagendmica generada a partir del Acuifero de Yucatén.
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Identificar in silico marcos de lectura abiertos de lipasas en las secuencias de insertos de

clonas positivas.

Corroborar que el fenotipo lipolitico esta dado por los ORFs identificados, mediante su sub-
clonacion y expresion en los sistemas pLATE 11, 31y 52.

Caracterizar in silico la secuencia de los ORFs de interés.

JUSTIFICACION

Las lipasas bacterianas y fungicas generan una gran cantidad de ingresos a la industria
biotecnoldgica por su alta especificidad en los productos generados debido a la reduccion
de reacciones secundarias no deseadas (Hasan et al., 2006). Su versatilidad en los
procesos de reaccién, propiedades regio-enantioselectivas, su estabilidad en disolventes
organicos, su amplia variedad de sustratos y su habilidad para catalizar reacciones sin
necesidad de cofactores despiertan un gran interés en su produccion (Casas-Godoy et al.,
2012; Sangeetha et al., 2011).

Cabe mencionar que el ultimo censo de mercado realizado en el 2015 se reporta que las
lipasas han sido de las pocas enzimas en el area de la salud y la industria, y se tiene una
proyeccion econdmica de $590.5 millones de dolares para el 2020 segun la tasa de
crecimiento anual (Compound Annual Grouwth Rate), ocupando el primer lugar en consumo
en la region Asia-Pacifico, seguida de Norte América (Markets & Markets, 2015). Entre las
lipasas mas comercializadas en el area de los detergentes (con caracteristicas importantes
para la eliminacién de grasas) se encuentra Lipolase™ comercializada por Novo Nordik
desde 1994 del hongo Thermomyces lanuginosus y expresada en Aspergillus oryzae; y de
forma consecutiva las siguientes dos lipasas la Lumafast™ a partir de Pseudomona
mendocina y Lipomax™ de Pseudomona alcaligenes, introducidas en 1995 y aln
producidas por Genencor International (Saxena, 2015). De igual forma las lipasas Ay B de
Candida antartica han resultado ser de suma importancia para la industria por sus
capacidades para la resolucion cinética, la transesterificacion, la polimerizacion, hidrélisis
de una amplia variedad de sustratos, enantioselectividad y su reaccion catalitica tanto en

sistemas acuosos como organicos (Jaeger & Reetz, 1998; Liu et al., 2012).
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Estas cualidades de las lipasas han permitido a las empresas Amano y Novozymes obtener
importantes ingresos en el area de los detergentes y el control de la brea en el papel (Houde
et al., 2004; (Saxena, 2015).

La lipdlisis puede ser detectada empleando métodos de fluorimetria, espectrofotometria y
colorimetria principalmente, por tanto estas técnicas resultan de gran importancia para el
presente trabajo puesto que la deteccion de lipasas microbianas puede llevarse a cabo
mediante el andlisis visual de la hidrdlisis y en algunos casos mediante la cuantificacion del

producto en cada reaccion (Carissimi et al., 2007).

La metagendmica facilita el camino para la blusqueda de nuevos genes a través de una
metodologia que no incluye el cultivo de MOs, lo que permite la busqueda de biomoléculas
en un amplio espectro de las comunidades microbianas presentes en ecosistemas
complejos mediante el ingreso del ADN ambiental en un sistema que permite la produccién
de enzimas (Simon & Daniel, 2011); muchos trabajos utilizan como hospedera la cepa de
E. coli. (Zheng et al.,2013). Mediante una biblioteca metagendmica se puede seleccionar
microorganismos utilizando dos enfoques importantes: el andlisis de funcionalidad por la
produccién de enzimas extracelulares y el andlisis in silico que busca la homologia de la
nueva secuencia con respecto a las secuencias ya reportadas en las bases de datos (Kim
et al., 2009).

Debido a que la gran variedad de entornos (el suelo, muestras marinas, sedimentos bajo
superficies contaminadas, aguas subterraneas, entre otros) ofrece una riqueza distinta de
microorganismos con condiciones fisico-quimicas diferentes, se han obtenido nuevas
lipasas de bacterias, hongos, levaduras y actinomicetos como: Pseudomonas, Bacillus,
Rodococcus, Staphylococcus, Candida, Aspergillus, entre otros (Aceves-Diez &
Castafieda-Sandoval, 2012; Simon & Daniel, 2011).

Los criterios de seleccién de hébitats para el descubrimiento de nuevas biomoléculas
involucran las condiciones de temperatura, pH debido a que estas condiciones del medio
externo influyen sobre los microorganismos, resultando en enzimas desconocidas, un claro
ejemplo son las enzimas termofilas provenientes de meta genomas de aguas termales
(Elend et al., 2006; Lammle et al., 2007). Por esta razon el Acuifero de Yucatan localizado

en el sureste de México se convierte en un lugar propicio para la busqueda de nuevas

25



CAPITULO |

enzimas, al ser una zona kérstica poco explorada con caracteristicas ambientales Unicas
en el mundo (Alcocer & Escobar, 1999; Rojas-Herrera et al., 2011). Ademas, como nuevo
hébitat estudiado, este importante reservorio de agua del pais puede permitir la busqueda
de organismos alcaléfilos, que representan grandes reservorios genéticos para la
produccion de péptidos sefial de secrecién y busqueda de promotores para la sobre
produccion de enzimas (Hasan et al., 2006).

Utilizando un sistema apto para la clonacion y manejo de la informacion metagenémica se
puede realizar la busqueda de biomoléculas de forma dirigida, y por esa razon en este
trabajo se hizo uso del sistema CopyControl® perteneciente a los laboratorios de
Szylbalsky, que utiliza fésmidos y BACs como vectores para la expresion de genes, mismos
sistemas que permiten controlar la replicacion y obtener vectores unicopia a través del
factor F. Sin embargo también poseen el OriV que ayuda a generar alto numero de copias
mediante induccién selectiva. Estos vectores se encuentran comercialmente disponible por
la empresa Epicentre como pCC2Fos ™, pCC1Fos ™ y pCC1BAC (Urban & Adamczak,
2008).
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La estrategia involucrdé la realizacion de un tamizado de clonas de la biblioteca
metagenomica y la deteccion de la actividad lipolitica sobre medios de deteccién con
Rodamina B y aceite de olivo.

Se seleccionaron las cepas productoras de halos fluorescentes de color naranja, indicador
de la hidrélisis del sustrato. Se realizd la extraccion de ADN de los fésmidos para su
secuenciacion. Mediante herramientas bioinformaticas se procesaron las secuencias in
silico de las colonias de interés y se generaron contigs y/o bases de datos para el rastreo
de los genes de interés. Otros contigs generados de clonas secuenciadas de la biblioteca
metagendmica del Acuifero de Yucatan con otros fines, fueron también analizados in silico
para la busqueda de genes de lipasas. La finalidad de buscar en este material es ampliar
el campo de basqueda de los genes de lipasa, en donde una vez obtenida la secuencia se
realizé el disefio de oligonucle6tidos sumandose a los contigs procedentes de las pruebas

funcionales.

Se realizé la extraccion de ADN de los fésmidos que resultaron positivos en de las pruebas
de deteccidn funcional y se confirmé por PCR la presencia de los genes. Posteriormente se
realizé el andlisis de electroforesis y se purificaron las muestras del gel para conservar
Unicamente los ADNs. Estos se subclonaron en los vectores pLATE 11, 31 Y 52
dependiendo de la presencia o ausencia de un péptido en la secuencia deducida de las
lipasas, para la secrecion. Finalmente se realizé la transformacion en las células BL21 y se
tamizd en presencia de IPTG (agente inductor) sobre placas de Rodamina B y aceite de

olivo, para la confirmacion de la expresion de lipasas.
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DETECCION DE CLONAS METAGENOMICAS CON ACTIVIDAD
EXTRACELULAR DE LIPASAS

2.1 INTRODUCCION

La industria enzimatica busca la generacion de biomoléculas expresadas con bajos costos
de produccion, y altos rendimientos, lo cual involucra generalmente que las enzimas sean
secretadas al medio extracelular tras ser sintetizadas. A las empresas del sector les interesa
que el organismo pueda manipularse facilmente y que pueda ser cultivado en grandes
fermentadores industriales; estas caracteristicas son atribuidas principalmente a los
microorganismos como, bacterias, levaduras y hongos (Castillo et al., 2005). El escrutinio
funcional basado en indicadores de fluorescencia, ha probado ser un método sensible y
efectivo sobre todo para el aislamiento de clonas con actividad de lipasas, esta técnica hace
una proyeccion directa ahorrando el trabajo y costo con un alto rendimiento (Zheng et al.,
2013). Para la deteccion de la actividad lipolitica es necesario crecer las células
transformadas en medio LB (Luria-Bertani) con el antibi6tico correspondiente y el 1% del
sustrato: generalmente tributirina para la deteccién de esterasas y aceite de olivo para
actividad de lipasas (Wang et al., 2010). El analisis usando medio de cultivo con tributirina
permite observar halos claros alrededor de las clonas positivas y la hidrélisis en este medio
se puede observar en un aproximado de 4 dias incubando a 37°C. (Jiménez et al., 2012).
Una de las pruebas mas empleadas para la deteccidn lipolitica es la que utiliza la Rodamina
B al 0.001% como indicador y el aceite de olivo como sustrato, el cual posee en su
estructura trioleina: acido graso de cadena larga (C18) (Zheng et al., 2013). ElI medio
selectivo de lipasas muestra halos con fluorescencia naranja bajo rayos UV a 564nm. se
seleccionan aquellas clonas que hayan tenido un halo fluorescente naranja sobre medio

con aceite de olivo (Glogauer et al., 2011).
2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 ESCRUTINIO EN MEDIOS SELECTIVOS

Se prepar6 un medio sélido selectivo de LB estéril al que se le agreg6 aceite de olivo al 1%

como sustrato, cloranfenicol 12.5ug/mL como agente de seleccion y arabinosa al 0.001%.
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Para poder detectar la lipdlisis se utiliz el fluor6foro Rodamina B al 0.001%. Las 15 clonas
reportadas en un trabajo previo realizado por Sergio Ramos Jiménez (2013), se tamizaron
sobre medios de Luria Bertani (LB) y de forma paralela sobre medios indicadores de
actividad lipolitica: ambos medios con cloranfenicol como agente de seleccion. Como
control positivo se utiliz6 una cepa productora de lipasa (Pseudomona aureoginosa
ATCC27853™) y como control negativo se utilizé la cepa célula hospedera de la biblioteca
metagendémica (E. coli EPI 300 ™) tamizados sobre medios sin antibiético.

2.2.2 PURIFICACION DE ADN

Se realiz6 una extraccion de los fésmidos recombinantes de 4 clonas seleccionadas, con
posible actividad de lipasa. Se utilizd el protocolo Fosmid Max™ DNA purification kit
(Epicentre, 2012b). Las concentraciones de ADN fueron medidas por espectrofotometria

en un Nanodrop 2000c.

El andlisis de ADNs de los fosmidos extraidos, se realiz6 a través de un gel de agarosa al
0.8%. Se aplicaron 5L de las muestras de ADN mezcladas con el buffer de carga de tincion
naranja 6x y el marcador 1Kb plus 20,000pb (GeneRuler) y se corrié con el amortiguador
TAE 1x durante 40 min a 80 volts con 180 amperes. Al término se realiz6 la tincién del gel

con bromuro de etidio durante 20 min con agitacion lenta.
2.2.3 DIGESTION DE FOSMIDOS CON BamHI

Previo al envio de secuenciacion de los fosmidos, se realiz6 digestion con la enzima BamHI
para observar el patron de restriccion en las colonias positivas. La enzima BamHI se utilizo
a una concentracion de 50U/uL en un coctel de reaccion con 2ug de muestra de ADN, 2.5uL
de buffer NE 10x, 0.25uL de BSA 100x, 15.75uL de H.O y 0.5uL de la enzima. La digestion
se incubd durante 2 horas a 37°C y posteriormente se analizd en otro gel de agarosa al

0.8% como se describié anteriormente.
2.2.4 SECUENCIACION DE FOSMIDOS

Se ajusto la concentracion de ADN de cada muestra a 50ng/uL con base en los resultados
arrojados por el andlisis espectrofotométrico. Cada tubo de muestra se etiquetd para su

envio a la Universidad de Utah, USA., para su secuenciacion por lonTorrent.
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2.3 RESULTADOS
2.3.1 CLONAS CON ACTIVIDAD LIPOLITICA

Se comprobd experimentalmente que la cepa utilizada como control positivo de P.
aureoginosa presenté actividad de lipasa, es decir, forma un halo fluorescente naranja
rodeando la colonia. La cepa E. coli EPI300™ no generé halo, resultando ser el control
negativo. En la figura 2.1 se muestran los controles empleados sobre medios de Rodamina

B sin antibiotico.

A) B)

Figura 2.1 Controles negativo y positivo para la deteccion de lipasas en medio de Rodamina B y
aceite de olivo. A) Control negativo E. coli EPI300 ™Yy B) Control positivo de Pseudomona aureginosa

ATCC27853™. Ambas cepas bacterianas se analizaron a 564nm.

El resultado de las 4 clonas tamizadas sobre el medio selectivo con el indicador Rodamina
B se puede observar en la figura 2.2. Se observé un clon (7) con actividad lipolitica; puesto
gue presentd un halo fluorescente de color naranja bajo luz UV a 564nm. También se
eligieron otras 3 clonas adicionales (6,10 y 14) por presentar brillo fluorescente naranja
distinto al control negativo.

6)
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10) 14)

Figura 2.2 Clonas metagendmicas con posible actividad lipolitica evaluadas sobre medio LB con

Rodamina B y aceite de olivo.

De las 15 clonas previamente identificadas con presunta actividad de lipasa, se observo
qgue el clon namero 7 presenté un halo fluorescente de color naranja y las colonias
etiquetadas con los nimeros 6, 10 y 14 tuvieron una ligera fluorescencia sobre el medio. El

tiempo en el que se pudo apreciar el cambio fue a los 4 dias posteriores a la inoculacién.
2.3.2 PURIFICACION DE ADN LOS FOSMIDOS POSITIVOS EN MEDIO FUNCIONAL

Los resultados de la extraccién de los fésmidos de estas clonas se presenta en el cuadro
2.1. Los resultados de concentracion de las muestras se obtuvieron con base en los valores
espectrofotométricos en Nanodrop 2000c. Todos presentaron concentracién de al menos

50ng /uL, valor requerido para el servicio de secuenciacion.

Cuadro 2.1 Purificacion de ADN de las clonas metagendémicas positivas en el escrutinio de lipasas.
El cuadro representa la concentracion de cada fosmido obtenido a través de la metodologia que

propone el kit FosmidMAX ™ purification (Epicentre, 2012b).

Clonas Concentracion de | Valor minimo de pureza | Valor minimo de
ADN ng/pL (260nm/230nm): 1.8-2.2 Pureza (260/280): 1.8
6 99.9 2.23 1.90
7 52.2 2.08 1.95
10 78.5 212 1.98
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14 156.6 2.15 1.96

La figura 2.3 comprueba la purificacion de ADN de los fosmidos; observandose para cada
muestra bandas por encima del marcador de escalera de 1Kb plus (20,000pb); el tamafio
esperado es de aproximadamente 40Kb. La intensidad luminosa de cada fosmido en el gel
coincidi6é con la concentracion de ADN determinadas en el Nanodrop 2000c. En la imagen
se observan diferentes fragmentos de ADN sobre un mismo carril. Sin embargo se trata de
un mismo fragmento, cuya estructura es circular superenrollada y puede verse modificada
por la manipulacion del ADN. La movilidad electroforética aumentard segun el grado de

enrollamiento de la estructura.

1 kb plus

20,00b

—
—
e et
—

Figura 2.3 Resultado de electroforesis de los fosmidos aislados de las clonas metagendmicas
positivas para el escrutinio funcional de lipasas 6, 7, 10 y 14. Cada féosmido tiene un tamafio

aproximado de 40Kb y se analizaron con un marcador de escalera 1Kb plus (20Kb).
2.3.3 DIGESTION CON BamHI DE LOS FOSMIDOS SELECCIONADOS

A través del andlisis de restriccion con BamHI se pudo observar que el patrén de restriccion
fue diferente entre si para cada una de las clonas seleccionadas (Figura 2.4), por lo que se
decidié enviar a secuenciar las 4. La enzima BamHI| reconoce los sitios GGATCC,

localizados en las posiciones 353 y 407 del fésmido pCC2Fos™, permitiendo su
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linearizacion en gel (Epicentre, 2012a). Los cortes también realizaron dentro de las
secuencias de los fdsmidos recombinantes, lo que produjo diferentes tamafios para cada
(Samuelsson, 2012). La banda de los 8,000pb se observa en las cuatro clonas y
corresponde a la linearizacién del fésmido pCC2Fos™,

1Kbplus 6

Figura 2.4 Digestion realizada con la enzima BamHI de los fésmidos aislados de las clonas
metagendmicas 6, 7,10 y 14. Para el anélisis se utilizd el marcador de escalera 1Kb plus (20Kb). La

linea roja sefala la posicién del vector linearizado (8Kb).
2.3.4. SECUENCIACION DE LOS FOSMIDOS

Las muestras de los fésmidos purificados al obtenerse concentradas se ajustaron a un valor
de 50ng/uL cada una. Las clonas 7 y 14 se enviaron de manera individual para su

secuenciacion, y los fésmidos 6 y 10 se mandaron mezclados en una sola muestra.

Cuadro 2.2 Parametros de purificacion para la secuenciacién de los fésmidos 6, 7,10 y 14. El cuadro
representa las caracteristicas de las muestras de ADN para su secuenciacion en la universidad de
Utah, USA.

Clona Etiqueta Concentracién Volumen

7 JCA7 50ng/uL 25pL

34



CAPITULO Il

14 JCA14 50ng/pL 25uL

6y10 | JCACOMBG6y 10 50ng/pL 25pL

La purificacién de ADN obtenida de la extraccién fue de alta calidad (limpio e integro) para
la secuenciacién (Okano et al., 2015). La suma de tamafios de cada banda por carril en las
digestiones dio en promedio 35Kb. Para explotar si la actividad en nuestras clonas se
relaciona con lipasas se realiz6 un analisis in silico en las secuencias de los insertos en los
fésmidos. También se realizd el escrutinio de 5,000 colonias asighadas al grupo de
investigacion de Miguel Marfil (datos no publicados) con la finalidad de ampliar la basqueda
de lipasas. Sin embargo en los resultados no se observaron clonas con caracteristicas

lipoliticas.
2.4 DISCUSION

La clona 7 dio un halo fluorescente naranja: caracteristica reportada en cepas productoras
de lipasas. Sin embargo en este trabajo se presentaron algunas colonias con fluorescencia
naranja a 564nm “clonas 6,10 y 14” la causa podria ser que estas cepas estan produciendo
lipasa o0 que se esta formando un complejo entre el agente fluorescente y otra proteina

diferente.

Los resultados del presente trabajo son comparables tanto con el reporte de Shu y
colaboradores (2009) como con algunos de los primeros reportes de analisis funcional en
placas de agar con aceite de olivo y Rodamina B en donde se obtuvieron halos
fluorescentes naranjas rodeando a las colonias de Pseudomona aureginosa Yy
Staphilococus aureus, que fueron de los primeros microorganismos en ser estudiados sobre
estos medios indicadores (Kouker & Jaeger, 1987; Shu et al., 2009). Trabajos mas recientes
muestran también la efectividad de esta estrategia en el escrutinio funcional de lipasas
(Zheng et al., 2013). La deteccion es posible a través de un transiluminador con rayos UV
a 350nm, ya que sin la irradiacién, las clonas presentan un color rosado en la placa y el
color naranja fluorescente se presenta por la liberaciébn de éacidos grasos mono o
diglicéridos en el medio formando dimeros con la Rodamina B y haciendo soluble al 4cido

graso (Rajan et al., 2011). Otros reportes proponen que la razén por la cual se da el halo
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fluorescente naranja se debe a la formacién de complejos de la Rodamina B cationica con
la liberacion de iones uranilo por parte de los acidos grasos; en donde se forman dimeros
excitados que absorben a longitud de onda mayor a la de los monémeros base de la
Rodamina B (Boonmahome & Mongkolthanaruk, 2013). Algunos autores proponen que la
fluorescencia en aceite de olivo de organismos productores de lipasas como Candida
antértica (CALB) es debida a la formacion de un conjugado entre los acidos grasos libres 'y
el agente fluorogénico, y a que la fluorescencia es resultado de una hidrélisis que puede
ser observada bajo luz UV (Jarvis & Thiele, 1997; Zisis et al., 2015).

Otras observaciones han demostrado que en algunas cepas productoras de lipasas se
forma una coloracién oscura en la colonia por la liberacidn de los grupos éster de los &cidos
grasos que se unen a la rodamina al llevarse a cabo la hidrélisis (Jarvis & Thiele, 1997);
esto ocurre en el control positivo P. aureoginosa. Sin embargo, cabe mencionar que las
caracteristicas en cuanto a fluorescencia no son siempre las mismas, puesto que cada
microorganismo se comporta de una manera diferente en el medio de cultivo (Rajan et al.,
2011). Por otra parte un estudio realizado de una biblioteca metagenémica de un suelo de
la antartica en el 2013 por Bartasun y colaboradores muestra que la proteina
metiltioadenosina fosforilasa (RSFP) que liberan algunas cepas de E. coli reaccionan con
la Rodamina B produciendo fluorescencia que va del rosa al amarillo en una longitud de
onda de 200-700nm: esto se debe a que la Rodamina B interacciona con los iones de
fosfato y los grupos hidroxilos presentes en 22S y 25Y; ademas los puentes de hidrogeno
formados entre la Rodamina B y algunos de los residuos de aspartato podrian tener un
importante papel en la uniéon de esta molécula a la proteina RSFP (Bartasun et al., 2013).
Es decir, otras proteinas ademas de las lipasas, pueden dar reaccién positiva formadora de

halo con la Rodamina B.

La comprobacion y purificacion de fésmidos se realizdé siguiendo las estrategias
experimentales de otros estudios con base en la elaboracién de geles de agarosa, la
extraccion de ADN de los de los fosmidos y su posterior digestion (Abdel-Fattah & Gaballa,
2008). La observacion de las muestras se realizd en luz UV por la reaccion que ejerce el
bromuro de etidio con los acidos nucleicos, ya que aproximadamente una molécula de este
compuesto se une a 2.5pb de la muestra de ADN por la accion de sus grupos amino-

benceno en su estructura triciclica (Sambrook & Russell, 2001).
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Aunque algunos estudios proponen el uso de tributirina como el sustrato base para la
identificacion de la lipdlisis (Glogauer et al., 2011), para este estudio no fue utilizado, debido
a que la tributirina es un sustrato de cadena corta (C4) y las lipasas verdaderas hidrolizan
los &cidos grasos de cadena larga (LCFA por sus siglas en inglés). Con base en este criterio
solo se utilizé el medio de Rodamina B como marcador para observar la lipolisis de forma
cualitativa usando aceite de olivo como lipido neutro (Glogauer et al., 2011). El medio con
aceite de olivo y Rodamina B es un medio de cribado para la deteccion de lipasas, que
permite la obtencion de clonas con halo fluorescente de color naranja como indicador
positivo (Shu et al., 2009).

Las lipasas son un grupo de gran importancia para la industria biotecnolégica y se ha
comprobado que las estrategias que siguen el enfoque metagendmico ademas de ser
confiables y permitir un amplio criterio para la busqueda de genes, ha sido la forma en la
gue se han descubierto la mayoria de las hidrolasas disponibles, incluyendo las enzimas
lipoliticas (Ma et al., 2015).
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ANALISIS in silico DE LOS FOSMIDOS DE CLONAS METAGENOMICAS
POSITIVAS DEL ACUIFERO DE YUCATAN

3.1 INTRODUCCION

La bioinformética representa una herramienta importante para la solucion de problematicas
en aspectos bioldgicos, implementando algoritmos y herramientas de discusion (Baxevanis
& Ouellette, 2004). En el caso del andlisis de proteinas, se utilizan para comparar las
secuencias de aminoacidos y deducir sus propiedades fisicoquimicas, sus relaciones
biolégicas y filogenéticas con base en las secuencias homélogas encontradas en las bases
de datos de proteinas conocidas, permitiendo predecir el potencial de la actividad funcional

de la secuencia propia (De-Sancho & Mufioz, 2011).

Un aspecto importante de la caracterizacién in silico de las secuencias de proteinas es la
identificacion de los motivos y los dominios, ya que sirven para predecir su estructura y

funcién (Fernandez, 2013).

El dominio en una proteina se define como un segmento de una cadena poli-peptidica que
puede plegarse de forma independiente en una estructura compacta y estable (Alberts et
al., 2006).

Un dominio cumple con una funcién concreta e incluye regiones no necesariamente
contiguas en la secuencia de aminoacidos (Fernandez, 2013). En tanto un motivo es un
elemento conservado en la secuencia de aminoacidos o nucle6tidos que se caracterizan
por su forma espacial, es decir son sectores que tienen la misma disposicion espacial en

diferentes proteinas (Solari, 2004).

Los motivos se generan a partir de alineamientos mdltiples de secuencias con elementos
funcionales o estructurales similares, por lo que son utiles para predecir la existencia de
esos mismos elementos en otras proteinas de funcién y estructura desconocida
(Fernandez, 2013).
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La busqueda de secuencias homodlogas y programas de interés puede realizarse en la
plataforma de National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Jiménez et al., 2012).
NCBI es un sistema con secuencias, ya sea en nucleétidos o aminoacidos que incorpora la
informacion proporcionada por la plataforma Genbank que reporta las regiones genémicas
o codificantes a través de un numero de accesion (Baxevanis & Ouellette, 2004). También
una manera facil de encontrar las secuencias ya reportadas, en este caso de lipasas, es
por medio de plataformas como la base de datos de ingenieria de lipasas conocida por su

nombre en inglés como Lipase Engineering Database (Wang et al., 2010).

Es asi como la comparacion de la secuencia de interés con las ya reportadas puede
realizarse utilizando el programa BLAST, que se encuentra en la plataforma de NCBI; este
dara un resultado aproximado de una posible proteina (Zheng et al., 2013). Dentro de esta
plataforma también se encuentra el programa “ORF Finder” que permite el analisis de los
marcos de lectura abierto de una secuencia nucleotidica, asignando una funcién putativa
basada en BLAST-X (Jiménez et al., 2012).

En este capitulo se analizaron in silico las secuencias de las clonas positivas de la biblioteca
metagendmica. El analisis informatico de lipasas debe ser cuidadoso, debido a la diversidad
en la secuencia de aminoacidos; son muy variables en cuanto a dominio y motivos (Kourist
et al., 2010).

3.2 MATERIALES Y METODOS

Con las secuencias de ADN (contigs) obtenidas del servicio de secuenciacion se realizaron

diferentes andlisis in silico.
3.2.1 ANALISIS EN VECSCREEN DE NCBI

Para verificar que cada secuencia estuviera libre de errores y fragmentos de vector que
dificultaran los analisis, se utiliz6 el programa VecScreen de NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/); archivos en formato fasta.

3.2.2 REVISION DE SECUENCIAS CRUDAS EN WEBCUTTER 2.0

40


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/

CAPITULO 1l

Una vez eliminadas in silico las secuencias del vector se analiz6 la integridad de los

fésmidos usando el programa web cutter 2.0 (http://rna.lundberg.qu.se/cutter2/) (Heiman,

1997); el analisis se realiz6 de forma lineal haciendo el mapeo de los sitios de restriccion
con el uso de la enzima BamHI. También se realizé la digestion en gel de agarosa como se
describi6 en el capitulo 2.

3.2.3 ANALISIS DE ORFs EN ORFINDER Y BLAST-X EN NCBI

Se realiz6 una busqueda de los posibles marcos de lectura utilizando la plataforma
ORFinder en el NCBI, seguida de un analisis BLAST-X en la plataforma de BLAST ®
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) (Johnson et al., 2008; McGinnis & Madden, 2004). El

tamafio asignado para la busqueda de cada ORFs en cada contig se usé como rango

500pb-1500pb para la busqueda por homologia con el cédigo genético de secuencias de
Bacterias y Arqueas. La comparacién entre cada secuencia y la base de datos se realizd
contra secuencias de proteinas no redundantes con una matriz Blosum 62 y 100 posibles

secuencias homdlogas.
3.2.4 ELABORACION Y ANALISIS DE BASES DE DATOS DE LIPASAS

Se descargaron las secuencias de lipasas reportadas en las plataforma en linea conocida

como “the lipase engineering database” (http://www.led.uni-stuttgart.de/) (Pleiss et al.,

2000). Con esta estrategia se amplié el banco de secuencias para comparar los contigs del
presente trabajo. Después se llevd a cabo un analisis en el programa prfectBLAST 2.0
(https://code.google.com/archive/p/prfectblast/) (Santiago-Sotelo & Ramirez-Prado, 2012),
en donde se crearon 2 bases de datos. Una base de datos con la secuencias de lipasas
representativas de cada familia y la otra se cred con las secuencias recibidas de la
secuenciacion en Utah, USA. Las bases de datos se crearon con la opcién “makeblastdb”
para aminoacidos y se realizd el alineamiento de forma automatica. Esta herramienta
permitié hacer analisis BLAST entre las bases de datos y facilitar la busqueda de genes de

lipasa.
3.2.5 ANALISIS DE ORFs EN GLIMMER

Se utiliz6 el programa GLIMMER (Gene Locator and Interpolated Markov ModelER) del

paquete Geneious Pro trial 5.4.7 para realizar la busqueda de genes en los contigs en
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estudio. Para ello se ingresaron las secuencias en formato fasta con los mismos criterios
de busqueda para los ORFs asignados anteriormente. El programa GLIMMER esquematiza
los ORFs de tal manera que su procesamiento en BLAST-X resulta méas sencillo. Ademas
permite obtener informacion de los ORFs a través de sus ordenamiento en hojas de Excel,
organizando los ORFs de estos archivos con el signo “>” mas un nombre o numeracion
antecediendo a cada secuencia de nucle6tidos. Como paso final se realiz6 un MegaBLAST-
X ingresando todos los ORFs de cada contig de manera conjunta.

Los nombres de cada ORF en el programa Genious 5.4.7 fueron asignados con base en el
resultado obtenido en cuanto a los valores mas altos en identidad, cobertura y valor E

(http://www.geneious.com/basic) (Kearse et al., 2012).

Asi mismo la conversion de nucleétidos a aminoacidos de los ORFs obtenidos por el
programa Geneious Pro trial 5.4.7., fue realizada por el programa Translate Expasy,

ExXPASYy (http://web.expasy.org/translate/) (Artimo et al., 2012), utilizando el cédigo genético

estandar en un formato sin espacios.
3.2.6 BUSQUEDA DE DOMINIOS CON HMMs DE LIPASAS

Se utilizé Pfam 27.0 para comparar los ORFs con los modelos ocultos de Markov (HMM por

sus siglas en inglés) disponibles en la plataforma (http://pfam.xfam.org/) (Finn et al., 2015).

El analisis se realiz6 ingresando la secuencia de aminoacidos deducidos de cada ORF,
debido a que los modelos en esta plataforma se hicieron con base en proteinas. Fue
importante ingresar los ORFs de forma individual para poder llevar a cabo en andlisis;
puesto que esta base de datos surgié de modelos producidos por el alineamiento de las

proteinas registradas de UniProt (UniProtKB).

Se utilizd6 Superfamily 1.75 para la busqueda de dominios de lipasas a nivel de super
familias. Este programa utiliza un método de busqueda de secuencia: que abarca a todas
las proteinas de estructura conocida (http://supfam.org/SUPERFAMILY/) (Gough et al.,
2001). Como cada superfamilia esta representada por un grupo de modelos de ocultos de
Markov: estos andlisis parten de un alineamiento que se hace a nivel de los dominios de un

grupo de una superfamilia que tienen una relacion evolutiva. Para la realizacion de este
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estudio se dividi6 cada contig en tamafios de 5Kb para poder efectuar los andlisis

comparativos.
3.3 RESULTADOS

El cuadro 3.1 presenta el tamafio de los contigs ensamblados en las clonas secuenciadas
en la universidad de Utah, USA.

Cuadro 3.1 Tamafio de cada contig por clona.

Clona Tamairio del contig
6 32968pb
7 33224pb
10 28156pb
14 37783pb

3.3.1 ANALISIS BLAST-X DE LOS CONTIGS

Los resultados obtenidos con el BLAST-X en la plataforma de ORFinder con el analisis de
cada ORF de los 4 fésmidos de interés fueron negativos para la identificacion de proteinas
homologas de lipasa; se predijeron in silico proteinas hipotéticas y sin similitud en marcos

de lectura menores a los 200pb.
3.3.2 ANALISIS EN prfectBLAST DE LOS CONTIGS

Al no tener resultados positivos se optd por el uso del programa prfectBLAST para la
elaboracion de bases de datos con secuencias reportadas. De nuevo el resultado de

identificacion de lipasas fue negativo para los 4 fésmidos.

3.3.3 DIGESTION in silico DE LOS CONTIGS
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Adicionalmente, como una forma de comprobar la calidad de la secuenciacion, se realizé
una digestion in silico de los fosmidos secuenciados con la enzima BamHI y se comparo
con los patrones de digestion obtenidos experimentalmente (capitulo anterior). Los
resultados de digestion in silico y experimentalmente coincidieron, descartando que hubiera

habido confusion y se hubiera enviado a secuenciar foésmidos de clonas equivocadas.

Cuadro 3.2 Digestion in silico de los 4 fdsmidos recombinantes. El cuadro muestra las caracteristicas

de la digestion in silico con BamHI en el programa webcutter2.0.

Clonas | Caracteristicas in silico de cada | Fragmentos generados en la digestion
fosmido

6 Tamario total del inserto 32,968pb con | 7,500pb, 2,474pb, 22,992pb
2 sitios BamHI; se gener6 3 insertos.

7 Tamario total del inserto 33,224pb con | 17,625pb, 3,075pb, 600pb, 11,924pb
3 sitios BamHI; se genero 4 insertos.

10 Tamano total del inserto 28,156pb con | 1,275pb, 674pb, 2,099pb, 3,449pb, 7,874pb,
5 sitios BamHI; se genero 6 insertos. 12,780pb
14 Tamafo total del inserto 37,783pb con | 1,332pb, 374pb, 2624pb, 12,224pb, 3,675pb,

9 sitios BamHI; se gener6 10 insertos. | 2024pb, 3,674pb, 1,124pb, 5,099pb

También se prosiguié con el andlisis de 375 contigs de la biblioteca metagendémica
pertenecientes a clonas secuenciadas por el grupo de trabajo de la doctora Aileen O’Connor
Sanchez en el laboratorio de metagendémica; esas clonas no fueron seleccionadas por

escrutinio.
3.3.4 ANALISIS DE LOS CONTIGS EN GLIMMER DE GENIOUS PROT 5.4.7

El andlisis in silico se realiz6 con BLAST-X y Glimmer de la plataforma de Genious Prot
5.4.7; estos programas permitieron descartar ORFs de tamafios menores a los 500pb que
entorpecian los analisis. El programa facilité el resultado esquematizando la posicion de

cada una de las proteinas predichas en los contigs mediante BLAST-X. El concentrado de
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los andlisis llevo a encontrar ORFs con identidad de lipasa en los contigs 40 (15548pb) y
99 (6721pb): los resultados se muestran en las figuras 3.2 y 3.3. En cuanto a los resultados
para el foésmido 7 en el que se habia observado la mayor actividad lipolitica en el andlisis
funcional, no se encontraron genes de lipasas, como lo muestra la figura 3.1, y los
resultados de los fosmidos 6,10 y 14 se muestran en el anexo 5.3.1. En el contig 7 se
encontraron dos proteinas con identidad a hidrolasas; una de ellas con identidad a la
proteina hipotética SJA_C1-05450 [Sphingobium japonicum UT26S], dominio caracteristico
de proteasa, con identidad del 100%, cobertura del 100% y Valor E 0.0. El otro ORF tuvo
identidad con la proteina universal de estrés de Sphingomonas hankookensis (UspA), con
100% de cobertura, un valor E de 0.0 y una identidad del 97%. La figura 3.1 muestra la

posicion de estos genes en el contig 7.
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Figura 3.1 Andlisis del contig 7 en el programa Geneious 5.4.7. La imagen muestra en circulos rojos
dos posibles hidrolasas, una con homologia con la proteina universal de estrés de Sphingomonas
hankookensis (UspA) y la otra homologia con la proteina hipotética SJA_C1-05450 de Sphingobium
japonicum UT26S.

En la figura 3.2 en el contig 40 se identifico una posible lipasa que tuvo homologia (97%
de identidad, 83% de cobertura y un valor E 3e'%”) en BLAST-X con una lipasa de
Acidovorax sp. KKS102, que transesterifica y lactoniza intramolecularmente ésteres omega-

hidroxilados de acidos grasos (Gonzalez-Martinez et al., 2015). Curiosamente cerca de la
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lipasa predicha se identific6 un ORF con homologia de una chaperona de lipasa de
Acidovorax sp. KKS102 (92% de identidad, 84% de cobertura y un valor E de 1e'%).
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Figura 3.2 Analisis con el programa Genious 5.4.7 del contig 40. La imagen muestra la identidad de
cada ORF dentro del contig y en circulos rojos se muestra una lipasa con homologia LipL de
Acidovorax sp. KKS102 y una proteina con homologia con una chaperona de lipasa de Acidovorax
sp. KKS102.

En el contig 99 se predijeron 3 ORFs (2, 3 y 6) con homologia con lipasas de Acidovorax
sp. KKS102. Los genes se muestran en la figura 3.3 y los porcentajes de identidad,

cobertura y valor E, se muestran en el cuadro 3.3.
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Figura 3.3 Andlisis del Contig 99 en el programa Geneious 5.4.7. En la imagen se muestran en

circulos rojos tres genes que presentaron homologia con lipasas de Acidovorax sp. KKS102.

En resumen, en el analisis in silico de los contigs 40 y 99 se encontraron un gen de lipasa
posiblemente ligado a una chaperona para el primer caso, y 3 genes de lipasas de forma
independiente en contig 99. La busqueda de ORFs en el andlisis Genious Prot 5.4.7 se
manejé con un parametro minimo de 500pb utilizando el cédigo genético de bacterias con

todos los posibles marcos de lectura.

Los analisis in silico se continuaron sobre las secuencias de los contigs 7, 40 y 99; el primero
por corresponder a una clona que genera un halo naranja fluorescente como lo describe la
literatura y los otros dos por contener genes con homologia con lipasa. Los resultados de
homologia obtenidos por BLAST-X se muestran en el cuadro 3.3 junto al resultado
proporcionado por los softwares de TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/)
(Krogh et al., 2001) y SignalP 4.0; este ultimo permite la prediccion de péptido sefial con
base en las regiones transmembranales (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.0/)
(Petersen et al., 2011). A los genes de hidrolasa del contig 7 se les asigno la etiqueta de
HidJ1 e HidJ2. Asi mismo los ORFs de los contigs con posible identidad a lipasa se
etiquetaron como LipJ4 para el contig 40 y como LipJ1, 2, y LipJ3 para el contig 99. La

chaperona se identific6 con la etiqueta ChapJ4.

Cuadro 3.3 Caracteristicas de los ORFs analizados en los programas BLAST-X, SignalP 4.0 y

TMHMM 2.0. El cuadro muestra las caracteristicas de homologia en BLAST-X (cobertura, valor E e
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identidad). También se utiliz6 el programa TMHMM 2.0 para predecir dominios transmembranales y

el programa SignalP 4.0 para predecir péptidos sefial.

Contigy | Nombre y | Descripcion Cobertura, Valor | Péptido | TMHMMs
ORF tamafo E e ldentidad sefial
- i -171 ¢
7-10 HidJ1 (858pb) Proteina universal 97%, 4e171y 92% | no Proteina
de estrés UspA soluble
[Sphingomonas
sp. RIT328]
7-1 HidJ2 (1290pb) | Proteina hipotética 93%, 0y 99% no Proteina
SJA_C1-05450 soluble
[Sphingobium
japonicum UT26S]
40-28 ChapJ4 (990pb) | Chaperona de lipasa | 84%, 1e1%6y 92% | no Con
[Acidovorax sp. dominio
KKS102] transmem
branal
40-27 LipJ4 (1,125pb) 83%, 3e167 y 97% | no Proteina
LipL [Acidovorax sp.
soluble
KKS102]
99-3 LipJ1 (657pb) Lipasa [Acidovorax | 79%, 8e1y 91% | no Proteina
sp. KKS102] soluble
99-15 LipJ2 (879pb) i i 94%, 0y 92% no Proteina
Lipasa [Acidovorax
soluble
sp. KKS102]
99-6 LipJ3(810pb) Lipasa 44%, 6%y 88% | no Proteina
[Acidovorax sp. soluble
KKS102]
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3.4.5 BUSQUEDA DE DOMINIOS CONSERVADOS DE LIPASA POR HMMs

Se realizaron andlisis de las secuencias comparado con las bases de datos del Pfam y de
Superfamily, plataformas encargadas de realizar alineamientos con modelos ocultos de
markov (Hidden Markov Models “HMMSs”) predisefiados. Los resultados obtenidos se
presentan en los cuadro 3.4 y 3.5 respectivamente.

En ambas plataformas el contig 7 no tuvo ORFs con dominios de lipasa, sin embargo se
encontraron 2 ORFs con dominios de hidrolasas (Cuadro 3.4). Para el contig 40 se
encontraron 2 ORFs: uno de ellos presentd un dominio a una chaperona de lipasa y el otro
fue un dominio abyhidrolasa (Cuadro 3.4). En el contig 99 se identificé un solo dominio de
abyhidrolasa 6 en sélo uno de los tres ORFs identificados previamente con Genious Prot
5.4.7.

Cuadro 3.4 Resultados del analisis en Pfam 27.0 de los ORFs presentes en los contigs (7, 40 y99).
El andlisis muestra los ORFs en estudio, la descripcion del dominio que presentan, el tamafio del
HMM vy el valor E.

Contig 7 | Familia Descripcién (Dominio) Tamafio de  Valor E
HMM
ORF11 Asp proteasa_2 Aspartil proteasa 90aa 1.3e%7
Asp proteasa _2 Aspartil proteasa 90aa 1.4e706
PDZ_2 PDZ 82aa 1.9e07
ORF 10 USP Proteina universal a estrés 140aa 3.8e13
USP Proteina universal de respuesta a | 140aa llel!
estrés
Contig Familia Descripciéon (Dominio) Tamafio Valor E
40 HMM
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ORF5

ORF6

Contig
99

ORF 2

ORF 3

ORF 6

Lipase_chap

Abhydrolasa

Familia

Sin valor

Abhydrolasa_6

Sin valor

Chaperona de lipasa protobacterial

Plegamiento alfa/beta hidrolasa

Descripcién (Dominio)

Sin valor

Plegamiento alfa/beta hidrolasa

Sin valor

195aa

230aa

Tamafio aa

Sin valor

228aa

Sin valor

2.5e%7

4.9e12

Valor E

Sin valor

1.3e2

Sin valor

Los resultados de Pfam se compararon con el resultado obtenido en la plataforma de

Superfamily 1.75. Los dominios “abhydrolasa” son caracteristicos en los genes de lipasas.

Cuadro 3.5 Analisis de ORFs con Superfamily 1.75. El cuadro muestra los dominios obtenidos a

través de los modelos ocultos de Markov en los contigs 7,40 y 99 utilizando la plataforma de

superfamily 1.75. También se muestra el valor E.

Contig 7 Dominio de superfamilia Valor E
ORF 10 Adenin nucledtido alfa hidrolasa 1.42e18
ORF11 Dominio PDZ 3.8le?
Contig 99 Dominio de superfamilia Valor E
ORF 2 Alfa/beta hidrolasa 1.89e39
ORF 3 Alfa/ beta hidrolasa 3.65e%
ORF6 Alfa/beta hidrolasa 2.63e17
Contig 40 Clasificacion superfamilia Valor E
ORF1 Alfa/beta hidrolasa 1.53e43
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ORF2 Chaperona de lipasa 1.83e48

3.4 DISCUSION

A pesar de no obtener resultado de homologia en el fosmido 7, no se descarta la posibilidad
gue en algunos de los ORFs con identidad de hidrolasa se encuentre un gen de lipasa no
candnica, que difiera de las secuencias ya conocidas. Cabe mencionar que en el escrutinio
funcional el halo fluorescente naranja solo se detectd en la clona 7, por tanto las colonias
6,10 y 14 podrian ser negativas, lo que explica los resultados in silico. También existe la
posibilidad que los contigs no correspondan al inserto completo y las lipasas estén en la

region no ensamblada de la secuencia del inserto.

Jiménez y colaboradores (2012) tuvieron dificultades en encontrar su gen de lipasa, puesto
gue sus ORFs no presentaron homologia con hidrolasas en BLAST-X, y recurrieron a la
transposicion, identificando el gen responsable de la lipdlisis por perdida de funcion.
Observaron que el gen que buscaban, present6 25% de identidad con una peroxidasa en
BLAT-X (Jiménez et al., 2012).

En otro estudio Chow y colaboradores (2012) agruparon las enzimas lipoliticas reportadas
de 40 metagenomas y lograron demostrar que sus genes de lipasa (LipS y LipT) pertenecen
a dos familias nuevas que se agrupan de manera independiente de las propuestas por
Arpigny y Jaeger en 1999. A pesar de la dificultad para la construccién de este arbol
filogenético por la carencia de regiones conservadas en las secuencias de las 8 familias
conocidas, estos autores toman como criterio, los “scores” proporcionados por el programa
T-coffe y una inspeccion visual de aminoécidos conservados que coloca a LipSy LipT junto
a otros de sus homologos, en clados separados dentro de su arbol filogenético (Chow et
al., 2012).

En BLAST-X, LipS revel6 una identidad del 100% con la esterasa de Symbiobacterium
thermophilus (YP_075874) y LipT mostré6 una identidad del 97% con la esterasa de
Thermus scotoductus (YP_004201971.1) (Chow et al., 2012).
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La disponibilidad de las secuencias de los fosmidos hizo posible la realizacion del analisis
in silico para la busqueda de enzimas lipoliticas por homologia de secuencia y/o por
busqueda de dominios en los modelos ocultos de Markov. Los modelos ocultos de Markov
permiten realizar un andlisis mas amplio y asi llegar facilmente a los dominios cataliticos,
como el dominio abyhidrolasa que se encuentra en las enzimas lipoliticas (Okano et al.,
2015). También fue posible explorar el mecanismo de secrecion extracelular por la
presencia o ausencia del péptido sefial, el cual indica que la proteina es citoplasmatica o
predecir que su mecanismo de secrecion es independiente del péptido sefial (Okano et al.,
2015). Con el programa SignalP 4.0 de la plataforma de Expasy ho se encontraron lipasas
con péptido sefal: por lo que la mayoria de los ORF en estudio fueron clonados con la
etiqueta de 6-His en la posicion N-terminal, similar al descrito por, Ma y colaboradores
(2015). El uso de herramientas bioinformaticas para la identificacion de genes de lipasas
por homologia (BLAST) u otras herramientas para la identificacion de secuencias motivo,
amplié substancialmente los resultados de los escrutinios funcionales, y permitié un mayor
acercamiento a la identificacion de posibles lipasas, puesto que no todas se expresan con

facilidad en los organismos (Levisson, 2009).

Con los analisis de homologia de BLAST-X y Pfam se pudo encontrar ORFs con identidades
con lipasa en los contigs 99 y 40 con dominios cataliticos abyhidrolasa, caracteristico de
lipasas con plegamiento a/f hidrolasa. Los estudios de Pfam son utilizados para la
busqueda de ORFs que por su baja homologia no dieron resultados exitosos en BLAST-X
o0 para respaldar el resultado de identidad a través de los modelos ocultos de Markov que

permiten encontrar dominios de familias de lipasas.

Kim y colaboradores (2008) describieron lipasas LipAl, LipA2 y LipA3, y una chaperona
(LipB) de Acinetobacter sp. DYL129 Sin embargo con la plataforma de Pfam determinaron
los dominios de lipasa presentes en algunos de los genes: “Abhidrolasa_1", “Lipasa_2" y
“LipA”.
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CAPITULO IV

SUB-CLONACION Y EXPRESION DE GENES DE LIPASAS DEL
METAGENOMA DEL ACUIFERO DE YUCATAN

4.1 INTRODUCCION

La manipulacion genética es una herramienta usada para la produccion enzimética, ya sea
utilizando la enzima original o modificandola para aumentar su actividad catalitica sobre los
sustratos; la enzima puede ser expresada de manera constitutiva o inducible bajo
condiciones controladas. Una expresion o6ptima depende no solo de las fuentes de
nitrégeno, carbono y lipidos, sino también de condiciones de pH, temperatura y oxigeno
disuelto (Christopher, et al., 2014). Una gran cantidad de reportes indican que las lipasas
son altamente inducibles y que su sobre-expresion es una ventaja para la industria en la

transformacioén de los lipidos (Christopher et al., 2014; Hasan et al., 2006).

La alta produccién de lipasas depende de la eficiencia en la expresion y la comprensién de
los mecanismos moleculares que regulan la secrecion y el plegamiento de la misma (Hasan
et al., 2006). Los dos sistemas de secrecion de lipasas estan dados por dos vias diferentes,
el primero que involucra la ruta de secrecién de tipo Il, qgue necesita de un péptido sefial.
La segunda via esta dada por la participacién de chaperonas que permiten el plegamiento
y secrecion de las proteinas (Kim et al., 2008). En este caso el buen funcionamiento de
esas lipasas estd dado por el acompafamiento postraduccional de las proteinas

encargadas de su plegamiento (Martini et al., 2014).

E. coli se ha utilizado como organismo hospedero de expresion lipolitica, en numerosos
trabajos de prospeccion de lipasas en metagenomas ya que la cepa silvestre no interfiere
en los escrutinios funcionales y las grandes cantidades de enzima que se produce permite
la facil visualizacién de la desesterificacion de los acidos grasos de los sustratos artificiales

como la trioleina o el p-nitrofenil palmitato (Hasan et al., 2006; Tian et al., 2015).

En el presente estudio se realizé la sub-clonacion de los ORFs de las hidrolasas
encontradas en el contig 7 para explorar si manifiestan la actividad de lipasas sobre medios

de escrutinio funcional, de tal manera que se les pudiera identificar funcionalmente, ya que
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in silico, no fue posible encontrar homologia con lipasas. Asi mismo, se realiz6 la sub-
clonacion de los ORFs con identidad de lipasa de los contigs 40 y 99. Cabe mencionar que
estos dos contigs pertenecen al trabajo del C. de Dr. Miguel, donde fueron secuenciadas
7200 clonas en pool de la biblioteca metagendémica del Acuifero de Yucatan (72 muestras
con 100 CFU dentro de cada una).

Los resultados de la identificacion de lipasas corresponden a los contigs 40 y 99
ensamblados en los andlisis bioinformaticos, pero no se sabe a qué clona de la biblioteca

metagendmica corresponden.

La tecnologia empleada para la sub-clonacién fue el sistema aLICator™ LIC que consiste
en una clonacion y expresion génica rapida en E. coli BL21 (Thermo Scienctific, Cat. No.
K1291, USA). Este sistema permite optimizar la clonacién en un 95% sin necesidad de
emplear el proceso de ligacién o la digestion enzimatica. Utiliza los vectores pLATE (Figura
5.1) que son de alto nivel de expresiéon, con un minimo de induccion. El sistema requiere el
uso de la T4 ADN polimerasa que permite crear extremos cohesivos (12-14pb) entre el

vector y el inserto de ADN y la ligacion se lleva a cabo por recombinacion homdloga.

En el cuadro 4.1 se muestran las caracteristicas de los vectores (pLATE 11, 31y 52), donde
se puede observar que el sistema de purificacion cambia segun el tipo de vector. El pLATE
31y 52 emplean una etiqueta de polihistidina que permite la purificacién de proteinas por
afinidad en columnas de zinc, con la diferencia que el vector pLATE 52 permite la remocién
de la etiqueta de polihistidinas con la proteasa WELQut (Thermo Scientific, Cat. No. K1291,
USA).

La posicién de la etiqueta cambia en las diferentes versiones del vector, rio arriba o rio
abajo del sitio de clonacién, quedando el péptido sefal en los extremos N-terminal o C-
terminal respectivamente en la proteina expresada. El otro vector (pLATE 11) permite la
clonacion de insertos que no se van a secretar. El cuadro 4.1 muestra las caracteristicas

de cada vector nos para la clonacion y purificacién de los genes de interés.

Cuadro 4.1 Caracteristicas de los vectores pLATE 11,31 y 52 (Thermo Scientific, Cat. No. K1291,
USA). Se indica la posicién de la etiqueta de histidina, el sitio de corte por proteasas, y los

adaptadores requeridos en los oligonucleétidos para amplificar los insertos para su clonacion.
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Vector | Etiqueta de | Sitio de | Adaptadores para el disefio de
LIC purificacidn | reconocimiento por | oligonucledtidos

(6x-His) proteasa
pLATE pLATE 11 primer forward: 5'-
11 AGAAGGAGATATAACTATG- 3'

pLATE 11 primer reverse: 5'-
GGAGATGGGAAGTCATTA-3'

pLATE | C-terminal | -------------mmmm-- pLATE 31 primer  forward: 5'-
31 AGAAGGAGATATAACTATG-3'

pLATE 31 primer reverse: 5'-
GTGGTGGTGATGGTGATGGCC-3'

PLATE | N-terminal WELQut (WELQ) pPLATE 52 primer forward:5'-
52 GGTTGGGAATTGCAA - 3

pLATE 52 primer reverse: 5
GGAGATGGGAAGTCATTA- 3

La T4 ADN polimerasa restaura la cadena de ADN de 5' a 3' incorporando dNTPs y en
sentido contrario de 3' a 5' expone una actividad exonucleasa: ambas reacciones son
equilibradas por la presencia de dGTP en la reaccién. Los vectores de pLATE controlan la
transcripcion del gen clonado a través del promotor T7 ARN polimerasa, la expresion génica
es regulada por dos operadores lacO (Thermo Scientific, Cat. No. K1291, USA). El vector
incluye 2 promotores que regulan la expresion basal; el promotor P produce la expresion
basal del promotor T7 y el represor lacl lo controla. El gen B-lactamasa confiere a la cepa
E. coli BL21 (DE3) resistencia a ampicilina. En la figura 4.1 se puede apreciar cada uno de

los componentes de los vectores de pLATE y su distribucion a lo largo de la secuencia.
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Figura 4.1 Estructura de los vectores pLATE. La figura muestra los promotores “Prwt” Yy
“Pr7”."TrrnBT1-T2” que es el terminador del proceso de transcripcién y “T7” es el terminador del
promotor T7. El simbolo “lac0” es el operador lac y su represor se identifica por la abreviacion “lacl”.
“RBS” es el sitio de unién al ribosoma. “EKS” es la secuencia de reconocimiento de la enteroquinasa
y “WQS” es la secuencia de reconocimiento de la proteasa WELQut. El origen de replicacién del
plasmido “rep (pMB1)”. “6X-His” representa la etiqueta de polihistidina y “bla” el gen de B-Lactamasa.
El nimero de copias del plasmido es regulador por la proteina rob (modificado de Thermo Scientific,
Cat. No. K1291, USA).

En este trabajo se opté por utilizar los 3 vectores que propone el kit. Los dos genes que se
encontraron juntos en el contig 40 (LipJ4-ChapJ4) se subclonaron en el sistema pLATE 11.
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Para el inserto de la chaperona se utilizé el vector pLATE 31 que tiene su etiqueta en C-
terminal y para los ORFs que no tienen péptido sefial se utiliz el vector pLATE 52 que tiene
la etiqueta de 6His en N-terminal.

4.2 MATERIALES Y METODOLOGIA
4.2.1 ELABORACION DE OLIGONUCLEOTIDOS

El disefio de oligonucledtidos se realiz6 de manera manual, y posteriormente se verificaron
con el programa oligo analyzer, para determinar porcentaje de GC y Tm de cada
alineamiento y para descartar la formacion de posibles estructuras secundarias

(http://www.idtdna.com/calc/analyzer) (Owczarzy et al., 2008).

El disefio de oligonucledtidos se realiz6 para hacer la sub-clonacién independiente de
ligaciéon del sistema LIC de Thermo scientific en los vectores de pLATE. Estos vectores
tienen una secuencia rio arriba y rio abajo del sitio de clonaciéon que permite ligar el
fragmento de interés en él, por medio de adaptadores que se agregaron a cada ORF y
permiten la recombinacion homologa. El cuadro 4.2 muestra los oligonucleotidos de cada
hidrolasa y lipasa junto a su respectivo adaptador de nucle6tidos (rojo).

Del contig 7 se eligieron los marcos de lecturas correspondientes a la HidJ1 y HidJ2. Para
los 2 ORFs de interés del contig 40 (LipJ4 y ChapJ4), se disefiaron tres juegos de
oligonucleétidos: un juego para cada ORF por separado y un juego de oligonucleétidos

para amplificar la secuencia de los 2 ORFs juntos.

El disefio se realiz6 también para el contig 99 que posee de lipasas: LipJ1, LipJ2 y LipJ3.
Los resultados del disefio de oligonucleétidos para cada ORF se muestran en el cuadro 4.2.

Los oligos se sintetizaron en el Parque de Innovacion AgroBioTeq, Guanajuato, México.

Cuadro 4.2 Oligonucledtidos con los adaptadores (cursiva) del sistema pLATE para la sub-clonacion
en los vectores de pLATE 11, 31y 52.
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Oligos para el sistema LIC Thermo scientific.

pLATE

ORF

LipJd1

LipJ2

LipJ3

LipJ4

ChapJ4

LipJ4-
ChapJ4

HidJ1

HidJ2

Oligo forward

5GGTTGGGAATTGCAAATGG
GGCGCGCCGATG

5"AGAAGGAGATATAACTATG
GAAGAAAAAACCATCACTGC
CG

5" AGAAGGAGATATAACTATG
GCC GCACGCGCC

5GGTTGGGAATTGCAAATGC
GTCAAAAGCTTTCATGGCG

5"AGAAGGAGATATAACTATG
GCCCAACCCTTGCGC

5" AGAAGGAGATATAACTATG
CGTCAAAAGCTTTCATGGCG

5GGTTGGGAATTGCAACTGA
GGAGAGGGCTTATGAACCG

5GGTTGGGAATTGCAAGTGG
CTGGAGCATGTAACCG

Oligo reverse

3GGAGATGGGAAGTCATC
AGGGTGTTCGCGCGC

IGCTGGTGGTGATGGTGAT
GGCCTTTTTGTTGAATTTT
CTGGGGCGC

3GTGGTGGTGATGGTGAT
GGCCGGCTGGTCGTCCAG
CCGC

3GGAGATGGGAAGTCATT
ACAGGCCTTGCTGCTTGA
GG

IGCTGGTGGTGATGGTGAT
GGCCGGAGCCCGAAGCG
CCC

3GGAGATGGGAAGTCACT
AGGAGCCCGAAGCGCC

3GGAGATGGGAAGTCATC
AGCGTACCAACAGTACCG
G

I GGAGATGGGAAGTCATC
AATAATAATCGGCCAGCCT
GAGC

52

31

31

52

31

11

52

52
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4.2.2 SUB-CLONACION in silico

Previo a la sintesis de Oligonucle6tidos se realizé una sub-clonacion in silico con el software

de SnapGene (de GSL Biotech; disponible en http://www.snapgene.com/), para verificar

gue el ORF ingresara en el marco de lectura correcto. Se ingresaron dentro del software
las secuencias de lipasas y de los vectores pLATE 11, 31 y 52, y se marcaron las
secuencias de los extremos para utilizarse como adaptadores en los oligonucleétidos. En
otro archivo se ingresaron los oligos disefiados manualmente con los adaptadores y se
realizé la clonacion in silico del posible amplicdn de la secuencia de interés con el vector de
PLATE correspondiente. Los programas de apoyo para el analisis fueron MEGA 6.0
(Tamura et al., 2013), ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) de The European
Molecular Biology Laboratory (EMBL) y la plataforma de Translate EXPASY.

4.2.3 AMPLIFICACION POR PCR DE FOSMIDO

Para realizar la amplificacion cada muestra de fosmido se usé a 50ng/uL. Posteriormente
se realiz6 un coctel de reaccién (buffer 10x, MgSO. a 50mM, dNTPs a 10mM, oligos con
adaptadores forward y reverse a 10uM, Platinum Platinum® Taqg DNA Polymerase High
Fidelity a 5U/uL, ADN y agua ultrapura) para las muestras de ADN de HidJ1l e HidJ2,
preparando 3 reacciones que incluyen un blanco (agua ultrapura). La concentracion final
para cada elemento del coctel de reaccion fue, buffer, 1x, MgSQOa, 2mM, Mix Nucleotide,
0.2mM para cada dNTP, oligos con adaptadores forward y reverse, 1uM, Platinum Tag DNA
Polymerase High Fidelity a 1U/rxn (Platinum® Tagq DNA Polymerase High Fidelity,
Invitrogen, No. Cat. 11304-011).

Los pardmetros para el termociclador fueron los siguientes: 95°C 3min, 95°C 30seg, la
temperatura de alineamiento varié con cada hidrolasa por su valor de Tm (HidJ1 57°C e
HidJ2 56.3°C), 72°C 1min, 30X, 72°C 5min.

4.2.4 PURIFICACION DE ADN EN GEL DE ELECTROFORESIS

Una vez corroborado el resultado en gel, se realizo el corte sobre un transiluminador con
luz UV de las bandas de ADN de interés y posteriormente se purificé cada uno empleando
la técnica de Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Cat. No. A9282, USA).
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Finalmente se realiz6 la medicion de ADNs por espectrofotometria a D.O. de 280/260 y
260/230. Las muestras purificadas se almacenaron a -20°C hasta su uso.

4.2.5 AMPLIFICACION POR PCR DE POOLS DE FOSMIDOS

Se realizé la amplificacion por PCR de las LipJ1, LipJ2, LipJ3 (contig 99) y LipJ4, la
chaperona de lipasa ChapJ4 y el complejo LipJ4-ChapJ4 (contig 40) en 18 pools de 400
colonias cada uno. Las mezclas de cada pool se crecieron en 10mL de medio LB con
cloranfenicol y arabinosa durante 12horas a 180rpm y 37°C. Después se extrajo el ADN de
cada muestra con el kit “FosmidMAX-DNA purification” y la concentracién se ajusté a
50ng/uL con agua libre de nucleasas. Para optimizar el tiempo y el reactivo se realiz6 la
amplificacién de las 18 muestras de ADN Unicamente con los oligos correspondientes al
inserto fusionado LipJ4-ChapJ4 (2118pb). La amplificacién se realizé utilizando la enzima
GoTag® DNA Polymerase, 5U/uL, Green GoTaq® reaction buffer, 5x, MgClz, 7.5mM, y PCR
Mix Nucleotides, 10mM para cada dNTP (GoTag® DNA Polymerase, No. Cat M3001). Con
una concentracion final de la enzima GoTag® DNA Polymerase, 0.75U/uL, Green GoTag®
reaction buffer, 1x, MgClI2, 1.5mM, y PCR Mix Nucleotides, 0.2mM para cada dNTP.

Para evaluar los tamafios de los productos de amplificacion, estos se analizaron en geles
de agarosa Yy se compararon con los tamafios de las bandas del marcador 1Kb plus
geneRuler™. Los parametros de amplificacion fueron los mismos a los utilizados en el
apartado 4.2.3., con excepcion de las temperaturas de alineamiento: LipJ1, 60°C, LipJ2,
57°C, LipJ3, 62°C, LipJ4 57°C, LipChapJ4, 62°C y LipJ4-ChapJ4 57°C. La purificaciéon se
realiz6 utilizando el kit de wizard Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,
Cat. No. A9282, USA).

4.2.6 SUB-CLONACION Y SECUENCIACION

La clonacion de los fragmentos se llevo a cabo en los vectores pLATE 11, 31 Y 52 del kit
aLICator™ LIC Cloning and Expression System (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las
especificaciones del proveedor. Se realiz6 la transformacion introduciendo cada plasmido
por choque térmico dentro de células quimiocompetentes de TOP10 (Invitrogen). La
verificacion de los constructos se realizé por PCR en colonia, utilizando los oligonucle6tidos

LIC proporcionados por el kit que flanquean el gen de interés en el sitio de clonacion.
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Posteriormente se enviaron a secuenciar los insertos clonados en el Laboratorio Nacional
de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LAMBAMA) del Instituto Potosino de
Investigacion Cientifica y Tecnoldgica A.C. (IPICYT) por el método de Sanger.

4.2.7 TRANSFORMACION Y SOBRE-EXPRESION EN CELULAS BL21 (DE3)

Se llevo a cabo una extraccion del ADN plasmidico (TOP10) siguiendo la metodologia del
protocolo QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Cat. No. 27106). Una vez obtenido el
plasmido, la concentracién se ajusto a 50ng/uL para posteriormente introducirlo por choque
térmico en E. coli BL21 (DE3) siguiendo las instrucciones de manufactura de Thermo Fisher
Scientific. Al término se indujo cada cepa con Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a

una concentracion de 0.1mM por litro de medio funcional.
4.2.8 LISIS CELULAR

Como la secrecidén de lipasa no se observd, se opté por lisar las células. Las células
transformadas fueron colectadas por centrifugacion y se transfirieron a 600mL de medio
Luria Bertani (LB), con 100mg mL™* de ampicilina, y se incubaron a 37°C con 180rpm hasta
alcanzar un valor de 0.5 a D.O. de 600nm. Después se agregé 0.1mM L* de IPTG y se
continud el cultivo por 14h a 25°C. Consecutivamente se centrifugé a 4°C, 4,000 rpm
durante 15min y al término el sobrenadante se descarté y el precipitado se resuspendié en
15mL de amortiguador (2.5mM L Tris-HCI, 4mM CacCl,, 1% (V/V) Triton X-100, 150mM L
1 NaCl) y para aquellos casos en los que la clona tuviera la etiqueta de polihistidina se
agregaron 50mM imidazol. Las células fueron sonicadas en bafio de ultrasonidos por 10
min. Después se centrifugé a 14000rpm, 4°C por 15min y se filtr6 el sobrenadante en
condiciones asépticas de campana. Al final las muestras filtradas se almacenaron a -80°C

con glicerol al 50%.
4.2.9 ENSAYO DE ACTIVIDAD LIPASA

El ensayo funcional para detectar la actividad lipolitica se realizé colocando discos de papel
filtro sobre placas con medio LB conteniendo 0.001% de Rodamina B, 1% de aceite de olivo
y ampicilina (100ug/mL). El extracto crudo (10uL, 20uL, 30uL) se aplico sobre los filtros y

las placas se incubaron a 37°C durante 1 dia. Los resultados positivos se observaron a
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564nm en un fotodocumentador por la presencia de un halo fluorescente naranja alrededor
de cada filtro.

4.2.10 ANALISIS DE SECUENCIA Y ESTUDIO FILOGENETICO DE LipJ4

La prediccion de la estructura secundaria (a/pf hidrolasa) del gen LipJ4 se realiz6 en la
plataforma Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/Phyre2/html/page.cgi?id=index) y la
estructura 3D se predijo a través del programa I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). La observacion de la estructura 3D fue
posible mediante la utilizacibn del programa PYMOL 0.99rc6 de Schrodinger
(https://www.pymol.org/) por medio de una base de datos PDB. La informacién sobre las
posibles funciones de las secuencias analizadas se obtuvo de las familias de lipasas en el
GenBank NCBI.

El alineamiento de secuencia se realiz6 a través de Mega 6.0 y ClustalwW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Posteriormente el alineamiento se edité con

ayuda de BoxShade (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).

Los andlisis filogenéticos llevados a cabo por el método de Neighbor-Joining (NJ), Boostrap
de 1000, y el método de Maximun-Likelihood (ML), Boostrap 1000.

4.2.11 ESPECIFICIDAD DE SUSTRATOS

La especificidad de sustrato fue estudiada utilizando 10mM de cada p-nitrofenil éster
disuelto en 2-propanol. Los sustratos empleados fueron p-nitrofenil butirato (C4), p-nitrofenil
caprilato (C8), p-nitrofenil decanoato (C10), p-nitrofenil dodecanoato (C12), p-nitrofenil
miristato (C14), p-nitrofenil palmitato (C16) y p-nitrofenil esterato (C18.) (Sigma-Aldrich), en
50mM de buffer Tris-HCI (se disolvié 0.4g de Tritén X-100 en 90mL de buffer) a pH 8. La
prueba se llevd a cabo a 410nm en un espectrofotometro a 45°C, con mediciones cada 2

min durante 30 min.

El ensayo se realiz6 a 45° C puesto que anteriormente ya se habia realizado una prueba

con p-nitrofenil palmitato (anexo 5.3.4).

4.3 RESULTADOS
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4.3.1 SUB-CLONACION in silico DE LOS ORFs DE LIPASAS E HIDROLASAS

En los resultados de la clonacion in silico utilizando el programa de SnapGene (Copyright
© 2015 GSL Biotech LLC) se encontré que la union entre el inserto de interés y los vectores
pLATE 11,31 y 52 se realizarian de la manera correcta. Las figuras 4.2-4.9 muestran la
posicion de cada inserto clonado con su vector respectivo. Asi también se pueden observar
otras caracteristicas como la etiqueta de 6His, el promotor T7, el origen de replicacion y el

gen marcador de resistencia a ampicilina.

T7 promoter
6xHis

Fragment.FOR (448 .. 485)
Vector.REV (444 .. 462)

o promoter
N‘;)T'z terminator
«®

Vector.FOR (1351 .. 1372)
(Adaptador reversel
Fragment.REV (1329 .. 1365)

pLATES2, HidJ1
5401 bp

Figura 4.2 Mapa esquemético mostrando la localizacién del ORF HidJ1 ligado al vector pLATE 52.
AD13y AD14 representan los adaptadores entre el fragmento y el vector para la clonacion especifica.

AmpR hace referencia al gen de resistencia a ampicilina (color verde), lacl es el represor del operador
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lacO (color guinda). Ori es el origen de replicacion (color amarillo). El gen se representa en color

rojo. También se muestra la etiqueta de histidina “6x-His”.

lac operator

T7 promoter
6xHis

Fragment.FOR (448 .. 483)
Vector.REV (444 .. 462)

romoter
N“‘.)ﬂ terminator

SRS
Q <
¥

pLATE 52, HidJ2
5833 bp

AD13

Figura 4.3 Mapa esquemético mostrando la localizacion del ORF HidJ2 ligado al vector pLATE 52.

AD13 y AD14 representan los adaptadores entre el fragmento y el vector para la clonacién especifica.

AmpR hace referencia al gen de resistencia a ampicilina (color verde), lacl es el represor del operador

lacO (color guinda). Ori es el origen de replicacion (color amarillo). El gen esta representado en color

purpura. La etiqueta de Histidina se muestra en la posicién del N-Terminal.
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T7 promoter
6xHis

Fragment.FOR (448 .. 484)
Vector.REV (444 .. 462)

AD12

0 N
promoter /'?

128 h
NPT terminator
({’(\6 /eo

2
2

<o
%
59 AD13
3% VectorFOR (1150 .. 1171)
o Fragment.REV (1127 .. 1164)
v}
PLATES52, LipJ1 - BamHI (1293)
5200 bp O »
~ U
(o]
£g
£9
&g

Figura. 4.4 Mapa esquematico mostrando la localizacion del ORF LipJ1 ligado al vector pLATE 52.
AD13y AD14 representan los adaptadores entre el fragmento y el vector para la clonacién especifica.
AmpR hace referencia al gen de resistencia a ampicilina (color verde), lacl es el represor del operador
lacO (color guinda). Ori es el origen de replicacion (color amarillo). El gen se representa en color

amarillo. La etiqueta de Histidina se muestra en la posicion de N-Terminal.

Debido a que las proteinas codificadas por los genes LipJ1, LipJ4, HidJ1, HidJ2 no poseen
péptido sefial, se decidié colocarlos en el pLATE 52 que posee la etiqueta de histidina en
N-terminal. En tanto los genes de Lip2, LipJ3 y ChapJ4 se colocaron en pLATE 31 a pesar

que LipJ2 y LipJ3 no tuvieron péptido sefial aparente.
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lac operator

T7 promoter

lac oﬁeratorl

Fragment.FOR (360 .. 410)
Vector.REV (332 .. 374)

AD19

Vector.FOR (1288 .. 1310)

PLATE31, LipJ2 Fragment.REV (1268 .. 1302)

5359 bp

Figura 4.5 Mapa esquemaético del ORF LipJ2 ligado al vector pLATE 31. AD13 y AD14 representan
los adaptadores entre el fragmento y el vector para la clonacién especifica. AmpR hace referencia al
gen de resistencia a ampicilina (color verde), lacl es el represor del operador lacO (color guinda). Ori

es el origen de replicacién (color amarillo). El gen se representa en color azul.
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lac operator

T7 promoter

lac operator

Fragment.FOR (360 .. 400)
Vector.REV (332 .. 374)

promoter

AD19

Vector.FOR (1216 .. 1238)

pLATE31, Lipl3 Fragment.REV (1196 .. 1230)
r

5287 bp

Figura 4.6 Mapa esquemaético del ORF LipJ3 ligado al vector pLATE 31. AD13 y AD14 representan
los adaptadores entre el fragmento y el vector para la clonacién especifica. AmpR hace referencia al
gen de resistencia a ampicilina (color verde), lacl es el represor del operador lacO (color guinda). Ori

es el origen de replicacion (color amarillo). El gen se representa en color anaranjado.
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lac operator:

T7 promoter
6xHis

Fragment.FOR (448 .. 485)
Vector.REV (444 .. 462)

R promoter
Nﬂb‘qu rerminator
«®

PLATES2, Lipl4
5668 bp

Ap13)

Vector.FOR (1618 .. 1639)
(Adaptador reverse]
Fragment.REV (1594 .. 1632)

Figura 4.7 Mapa esquematico mostrando la localizacién del ORF LipJ4 ligado al vector pLATE 52.
AD13 y AD14 representan los adaptadores entre el fragmento y el vector para la clonacién especifica.
AmpR hace referencia al gen de resistencia a ampicilina (color verde), lacl es el represor del operador

lacO (color guinda). Ori es el origen de replicacion (color amarillo). El gen se representa en color
verde.
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T7 promoter

lac operator

Fragment.FOR (360 .. 401)
Vector.REV (332 .. 374)

AD19

Vector.FOR (1399 .. 1426)
RBS

Fragment.REV (1379 .. 1413)
6xHis

pLATE 31,Chapl4
5497 bp

Vector.FOR (2007 .. 2016)

Figura 4.8 Mapa esquemético del ORF ChapJ4 ligado al vector pLATE 31. AD13 y AD14 representan
los adaptadores entre el fragmento y el vector para la clonacién. AmpR hace referencia al gen de
resistencia a ampicilina (color verde), lacl es el represor del operador lacO (color guinda). Ori es el

origen de replicacion (color amarillo). El gen se representa en color rosa.

La figura 4.9 muestra un Unico caso de clonacion en donde se uni6 el pLATE 11 a las
secuencias fusionadas de la lipasa 4 y su chaperona (ChapJ4 y LipJ4), esto se debe a que
sus marcos de lectura se encuentran de forma consecutiva. La actividad presente en esta
clona podria estar dada por la traduccién y co-expresion de ambas en presencia de un

inductor.
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T7 promoter

lac operator

Fragment.FOR (360 .. 404)
Vector.REV (332 .. 374)

pLATE11, LipJ4-Chapl4
6574 bp

AD13

Vector.FOR (2524 .. 2545)
Fragment.REV (2501 .. 2538)

Figura 4.9 Mapa esquematico mostrando la localizacién de los ORFs de la lipasa 4 y su chaperona
(LipJd4-ChapJ4) ligados dentro del vector pLATE 11. AD13 y AD14 representan los adaptadores entre
el fragmento y el vector para la clonacion especifica. AmpR hace referencia al gen de resistencia a
ampicilina (color verde), lacl es el represor del operador lacO (color guinda). Ori es el origen de

replicacion (color amarillo). Los genes de LipJ4 y ChapJ4 se representan en color azul.
4.3.2 AMPLIFICACION POR PCR EN EL FOSMIDO 7 Y POOLS DE FOSMIDOS

El resultado de amplificacién de las 2 hidrolasas (Hid1 e Hid2) fue positivo utilizando la
enzima Platinum Platinum® Tagq DNA Polymerase High Fidelity (Resultados no mostrados).

También fue posible identificar los genes de LipJ1, LipJ2, LipJ3, LipJ4, ChapJ4 y LipJ4-
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ChapJ4, a través de la amplificacion con GoTaq® DNA Polymerase, el producto de

amplificacién del pool “61” (resultados no mostrados).
4.3.3 SUB-CLONACION DE LOS ORFs EN CELULAS TOP10

Los resultados de la sub-clonacion de los genes de interés se pudieron comprobar a través
de una amplificacién por PCR realizada en los vectores de pLATE 11, 52 y 31 (resultados
no mostrados). Los amplicones se obtuvieron utilizando los oligos LIC Forward y LIC
Reverse a una temperatura de alineamiento de 57°C. Los resultados de secuenciacion de
estos amplicones, recibidos del IPICYT, tuvieron un 97% de identidad con la secuencia
obtenida in silico de los genes HidJ1 e HidJ2, y de 100% para la LipJ4. Con respecto al

complejo LipJ4-ChapJ4 no se obtuvieron secuencias de calidad.
4.3.4 SUB-CLONACION DE LOS ORFs EN CELULAS DE BL21

El resultado de sub-clonacion en BL21 de HidJ1, HidJ2, LipJ1, LipJ2, LipJ3, LipJ4, ChapJ4
y LipJ4-ChapJ4 se muestra en las figuras 4.10-4.14. Los fragmentos de HidJ1 (H1) de
858pb e HidJ2 (H2) de 1290pb fueron identificados en el gel de electroforesis con un tamafio
adicional atribuido a los 564pb correspondientes a las regiones del vector pLATE 52 que
flanquean a los fragmentos clonados (figura 4.10). La amplificacion se realizé con los oligos

LIC Forward y LIC Reverse del kit aLICator™ LIC Cloning and Expression System.

Figura 4.10 Gel mostrando los fragmentos amplificados de las hidrolasas HidJ1 e HidJ2 en BL21

(DE3). Las hidrolasas 1y 2 se representan por “H1” y “H2” en el gel respectivamente. El blanco (PCR
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sin templado) se representa con “B” y el marcador de escalera de 1 Kb plus Gene Ruler con “M”

(Thermo Scientific).

Los resultados de la amplificacion por PCR de las lipasas del contig 99 se pueden observar
en la figura 4.11. Dichos amplicones se obtuvieron con los oligos que flanquean al inserto
de LipJ1 (657pb), mas los 564pb del vector pLATE 52 y con 205pb adicionales para las
LipJ2 (879pb) y LipJ3 (810pb) en el vector pLATE 31.

1.084Kb

1Kb  0.921Kb 1.015Kb

Figura 4.11 Gel mostrando los fragmentos amplificados de los insertos de LipJ1, LipJ2 y LipJ3 en
células de BL21 (DE3). Las lipasas 1, 2 y 3 estan representadas por “L1","L2" y “L3” respectivamente.
“B” representa el blanco (agua ultrapura) y “M” representa el marcador de 1Kb plus Gene Ruler

(Thermo Scientific).

En la figura 4.12 se puede observar el fragmento amplificado de LipJ4 con su presunta

chaperona (ChapJ4) encontrados en el contig del fésmido 40.
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1.389Kb * 1.195Kb

Figura 4.12 Fragmentos amplificados de LipJ4 y ChapJ4 en BL21 (DE3). “L4” representa a LipJ4,
“Ch4” representa a la chaperona a ChapJ4 y “B” representa el blanco (agua ultrapura). También se
utilizé el marcador 1Kb plus GeneRuler “M” (Thermo Scientific).

Se logré la sub-clonacion del complejo LipJ4-ChapJ4 (LCh4), con un tamafio de 2118pb
sumado a los 178pb que flanquean al inserto en el vector de pLATE 11 (resultado mostrado
en la figura 4.13).
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Figura 4.13 Resultado de la amplificacion del complejo LipJ4-ChapJ4 en BL21 (DE3). “LCh4”
representa a la lipasa 4 con su chaperona, “B” representa el blanco (agua ultrapura) y “M” es el
marcador de escalera de 1KBplus GeneRuler. Para la realizaciéon de esta prueba se utiliz6 un

duplicado de la muestra.

Las pruebas de actividad lipolitica (ensayo en papel filtro) para los extractos inducidos de
HidJ1, HidJ2, LipJ1, LipJ2, LipJ3 resultaron negativas; igualmente fueron negativos los
extractos de la expresion independiente de LipJ4 y ChapJ4, incluso en presencia de IPTG
(Anexo 5.3.2).

Asi mismo, el secretoma de la clona BL21 expresando LipJ4-ChapJ4 fue negativo aln en
presencia de IPTG (Figura 4.14).

4.3.5 SOBRE-EXPRESION DE LOS GENES DE LIPASA

Se realiz6 la lisis celular y la actividad de lipasa se detectd en el extracto soluble del

complejo LipJ4-ChapJ4, bajo luz UV en un fotodocumentador de Bio-Rad XR Gel Doc. En
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los discos que resultaron positivos se formé un halo fluorescente de color naranja a 564nm

por accion de la lipasa (Figura 4.14).

LipJ4-FoldJ4

PLI

Figura 4.14 Esquema mostrando el ensayo de actividad de lipasa en papel filtro sobre medio de
Rodamina B y aceite de olivo de la clona expresando LipJ4-ChapJ4 en la célula hospedera de BL21.
La imagen muestra los andlisis de los extractos proteicos del secretomay de la lisis. En las primeras
2 columnas de la placa se muestra el extracto producto de la lisis inducido con IPTG (PLI) y sin
inducir (PL) respectivamente. Las ultimas 2 columnas corresponden al producto extracelular de la
célula inducida (PEI) y sin inducir (PE). Las muestras se agregaron en volimenes de 10uL, 20uL y
30pL.

4.3.6 ANALISIS in silico LipJ4

El plegamiento o/ hidrolasa en LipJ4 se predijo con su alineamiento con sus homdélogos
cercanos utilizando la plataforma de Phyre2; el resultado se muestra en el anexo 5.3.3. La
estructura o/ hidrolasa en 3D se visualiza con el programa PYMOL 0.99rc6 en la figura
4.15. En esta estructura alfa/beta hidrolasa se observan las 5 cadenas beta caracteristicas

de muchas lipasas (Casas-Godoy et al., 2012).
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Figura 4.15 Estructura tridimensional a/f hidrolasa de LipJ4. La imagen muestra en rosa las 5

cadenas beta () y en color verde agua las 12 estructuras alfa (a) predichas.

La posicién de la triada catalitica de LipJ4 se dedujo a partir de la estructura 3D modelada
con el programa I-TASSER, y el resultado se observé a través de PYMOL 0.99rc6 se
muestra en la figura 4.16.
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Figura 4.16 Estructura 3D de LipJ4 en la que se observa la triada catalitica en color amarillo (Serl73,
Aspadl® y His340).

La zona de reconocimiento del sitio activo se puede apreciar en la figura 4.17.
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Figura 4.17 Estructura 3D de LipJ4 que muestra el sitio de unidn del sustrato. La triada catalitica

esta representada en color rojo.

LipJ4 present6 97% de identidad con lactonizing lipase (LipL) de Acidovorax sp. KKS102.
Esta secuencia se ubicd en la familia | de lipasas verdaderas. En el arbol filogenético

realizado por el método NJ en Mega 6.0. El resultado se muestra en la figura 4.18.
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Figura 4.18 Arbol filogenético por NJ de las VIII familias de lipasas. La escala indica el nimero de
eventos de sustitucion. El rombo color rojo indica la posicion de LipJ4. Cada familia esta indicada
con una etiqueta en negro (Fam I-VIIl). Las ramas del clado en el que se agrupa LipJ4 se representan

en azul marino. Cada nodo indica el porcentaje de réplica resultado del Boostrap (1000).

El porcentaje de réplica que sostiene la posicion de LipJ4 en su clado, permite inferir que
es un resultado confiable. Se realizé un segundo andlisis filogenético con secuencias de
lipasas de subfamilias de la familia | y se anexaron las secuencias de la familia Ill, para
observar la posicién de LipJ4. El modelo ML aplicado en este segundo andlisis mejor6 el
sustento de los clados por encima del 50% para la mayoria de los casos. Los resultados se
muestran en la figura 4.19. La razén por la cual se emplearon las secuencias de la familia
lll, fue a causa del posicionamiento de la secuencia de LipJ4 dentro de este grupo. Sin
embargo su posicionamiento dentro de la sub-familial.1 de la familia | de lipasas, fue mas
evidente al aumentar el nimero de sus homologos. Las caracteristicas de los nimeros de

accesion de lipasas que se representan en la figura 4.19, se muestran en el anexo 5.3.5.
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Figura 4.19 Esquema mostrando el analisis filogenético mediante ML de LipJ4 y la familia | y Ill de
lipasas. En la figura se indica la distribucién de las 6 subfamilias de lipasas que conforman a la familia
I. La escala indica el nUmero de eventos de sustitucién. El rombo color rojo indica la posicion de
LipJ4. Las ramas del grupo de la sub-familial.1 se indican en color azul. En cada nodo se representa

el porcentaje del Boostrap (1000) para las ramas.

De acuerdo al analisis filogenético, LipJ4 es un miembro de la sub-familial.1 de lipasas y
por lo tanto deberia presentar caracteristicas bioquimicas y estructura similares a los otros
miembros de este grupo. Para profundizar el entendimiento de LipJ4 se realizé un
alineamiento con los homologos cercanos de la lipasa, algunos miembros de la familia |
(Sub-familial.1 y Sub-familial.2) (Figura 4.20).
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Figura 4. 20 Alineamiento de LipJ4 con la sub-familial.1 y 1.2 de lipasas. Los circulos negros
representan la ubicacion de la triada catalitica. El recuadro rojo representa la ubicacién del motivo
pentapéptido GXSXG, donde se ubica la serina catalitica. Los cuadros blancos representan la
ubicacion de las cisteinas (C) que forman parte de los enlaces disulfuro de las lipasas. Los circulos

blancos representan la posicion de los aspartatos (D) que se unen a los iones de Ca*2.

Dentro de la secuencia de LipJ4 se encontraron secuencias motivos TRYPIVLVHGLFGFD,
RGEQLLA, NGVRYYSWTG, PVTLYRQHANRLK, caracteristicas de la sub-familial.1 de
lipasas verdaderas (Arpigny & Jaeger, 1999).
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La secuencia motivo “PIVLVHGLFGFD” se encuentra una region hidrofobica de 6aa que
corresponde al agujero oxoanidn de algunas lipasas (Bell et al., 2002). También se pudo
observar el motivo “DASD” donde se ubica un aspartato de uniéon a calcio, motivo
comparable con “DPSD” presente en algunos de los miembros de la sub-familial.1 (An et
al., 2003). El motivo “NDGLVS” corresponde a la ubicacién del aspartato de la triada
catalitica. La serina catalitica se encuentra en el motivo pentapéptido “GHSHG”. Las 2
cisteinas de LipJ4 responsables de los enlaces disulfuro que le dan estabilidad a la proteina,
se identificaron tanto en el motivo “CSSRLG”, como en la posicion 275 de la secuencia. En
el motivo “NHLDEVNQ” se encuentran la histidina de la triada catalitica y el aspartato de

unién a calcio.

Tanto los miembros de la sub-familial.1 como la sub-familial.2 presentan 5 cadenas beta
de forma paralela (Korman y Bowie, 2012). En la figura 4.20, los miembros de la sub-
familial.2 de la familia | de lipasas, se representan con los numeros de accesion
CAA49812.1, AAA50466.1 y AAC05510.1, y comparten con los miembros de la sub-
familial.1, los motivos de unién a calcio, de cisteinas y de la triada catalitica. Una de las
diferencias de la sub-familial.1, con respecto a la sub-familial.2, es la ausencia de una
seccion de 14 residuos de aminoacidos que forman una cadena beta anti paralela que
podria ubicarse después del motivo “YYSWTGT” (Korman y Bowie, 2012). Esta secuencia
podria estar ubicada en la region conservada “AIQPTLSVFGVTGATDTST” que se muestra
en el alineamiento de la figura 4.20.

En las secuencias de la sub-familial.2 se pueden observar regiones conservadas en los
miembros de la sub-familial.2, como “VYVANLSGFQSDDGPNGR”; secuencia que no se

encuentra en la sub-familial.1.
4.3.7 ANALISIS DE SUSTRATO DE LipJ4-ChapJ4 CON P-NITROFENIL ESTERES

La prueba realizada para analizar la preferencia de sustrato se determiné calculando la
actividad relativa tomando como referente 100% de los valores obtenidos sobre p-nitrofenil
caprilato (C8), que fue el sustrato preferente de la enzima (figura 4.21). Posteriormente la
actividad decayé con p-nitrofenil decanoato (C10) y p-nitrofenil laurato (C12), para después
ascender nuevamente con p-nitrofenil miristato (C14). El ensayo se realiz6 una sola vez por

duplicado, por lo que los resultados no son confiables, debido a que le falta determinar la
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temperatura y el pH 6éptimo. Estos resultados son preliminares y se necesita de mas
estudios para tener certeza del comportamiento de LipJ4 con los sustratos p-nitrofenil

ésteres.
Sustratos P-Nitrofenilo
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Figura 4. 21 Preferencia de sustratos de LipJ4-ChapJ4. El ensayo indica la actividad relativa y los
sustratos de p-nitrofenil ésteres (C4-C18). Se us6 como referencia el 100% de actividad de C8. El

pH 8 del buffer Tris-HCL y una temperatura de 45°C
4.4 DISCUSION

La clonacién de los genes de las lipasas de los pools en el presente trabajo fue un logro si
se considera que se amplificaron de ADNs mezclados de cepas diversas. Hay trabajos que
reportan amplificaciones de ADNs de fenotipos bacterianos aislados a partir de primers
degenerados de regiones conservadas, con resultados satisfactorios (Parra et al., 2015). A
diferencia de nuestro enfoque, Bell y colaboradores en el 2002 disefiaron primers
degenerados a partir de regiones conservadas (agujero oxianion y del motivo pentapéptido
GXSXG) de un conjunto de secuencias de lipasas y con la implementacion de la técnica
“‘genomic walking PCR”, para buscar genes dentro del cromosoma de B. pumilus. El
resultado fue exitoso y extendieron el analisis para buscar en la biomasa de ADN de una
fuente termal de Nueva Zelanda. Sin embargo la baja homologia, la presencia de
aminoacidos desfavorables, como la serina dentro de las secuencias conservadas , la

ausencia de amino&cidos conservados contiguos y el tamafio tan pequefio de la secuencias
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motivo (6aa 0 menos), son factores que dificultan la elaboracion de primers (Bell et al.,
2002). Las dificultades no solo se presentan en el disefio de primers, sino que los métodos
no son ideales para la clonacion directa de lipasas a partir de muestras de ADN ambiental
porque poseen una gran cantidad de fenotipos (Bell et al., 2002; Berlemont et al., 2011).
Ademas la cobertura de los genomas pude verse dificultada si una poblacion de bacterias
esta representada en mayor cantidad que las deméas (Bell et al., 2002).

LipJ4 se amplifico y clon6 de manera conjunta, con su chaperona a partir del ADN del pool
61(100 CFU). El gen de LipJ4 se encontro rio arriba del gen de la chaperona, y para realizar
la sub-clonacion se tomaron como referencias los trabajos realizados por An y
colaboradores (2003) que expresaron a “LipA” de Pseudomonas sp. SW-3 con su
chaperona (An et al., 2003), y el trabajo realizado por Sullivan y colaboradores (1999) con
la lipasa de Acinetobacter calcoaceticus RAG-1. El resultado positivo de la sub-clonacién
de LipJ4-ChapJ4 se puede sustentar con otros trabajos que han expresado lipasas activas
a través de la clonacién conjunta con sus respectivas chaperonas (Kim et al., 2008; Martini
et al., 2014). Estos trabajos reportan a las chaperonas rio arriba del gen responsable de la
lipdlisis, y en consecuencia la hidrélisis de sustratos es detectable a través de la co-

expresion de ambos.

LipJ4 se ubica dentro del clado de BAA09135.1 (Pseudomonas aeruginosa) y CAA56780.1
(Acinetobaecter calcoaceticus) que pertenecen a la sub-familial.1 de lipasas verdaderas
(Arpigny & Jaeger, 1999). Otros estudios también muestran que las lipasas de este grupo
I.1 son termoestables y con una gran estabilidad en un amplio rango de solventes organicos
(Yuan et al., 2015).

Algunos estudios proponen que la aplicacion de la enzima Acinetobar calcoaceticus en la
industria seria exitosa en el area de los detergentes, por su compatibilidad con TritonX-100,
Tween-20, Tween-80, SDS, peroxido de hidrégeno, perborato de sodio, hipoclorito de sodio,

citrato de sodio, taurocolato de sodio, glicerina y NaCl (Wang et al., 2012).

La secuencia de lipasa de Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966
(ABK37008.1), se encuentra también dentro del mismo clado de LipJ4 y presenta identidad
con LipG9 de Aeromonas sp., reportada por Martini y colaboradores (2014), quienes la

clasifican como un miembro de la familia 1.1, por presentar la triada catalitica y los residuos
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de aspartato en los mismos motivos que se observaron en LipJ4. Los sitios de union al
calcio, presentes en este grupo aumentan considerablemente la actividad catalitica de estas
lipasas, dan estabilidad a la estructura de la proteina y algunos autores la relacionan con la
estabilidad térmica caracteristica de la familia | de lipasas (Masomian et al., 2016).

El motivo pentapéptido GHSHG es caracteristico de algunos miembros de la familia de
lipasas I.1 como la LipA de Pseudomonas sp. SW3 (An et al.,, 2003), y las 3 lipasas
reportadas de Acinetobacter DYL129 (LipAl, LipA2y LipA3) (Kim et al., 2008). Los motivos
identificados en el alineamiento de LipJ4 y los miembros de la familia | de lipasas, son

congruentes con los identificados en el alineamiento obtenido por Arpigny y Reetz en 1998.

En materia de biocombustibles se ha reportado a la lipasa de Candida rugosa como la
enzima que ha adquirido la mayor importancia comercial en la industria del biodiésel y la
biorremediacién por su termoestabilidad, seguida de CALB de Candida antéartica
(Christopher et al., 2014; RaAmos-Sanchez et al., 2015). Candida rugosa es frecuentemente
utilizada para la biotransformacién, es considerada como una enzima segura para
aplicaciones en alimentos y la hidrélisis de los triglicéridos de la madera en la industria del
papel (Ramos-Sanchez et al., 2015). Algunas empresas recurren a las enzimas de la familia
I.1 de lipasas bacterianas que corresponden a Pseudomona aeruginosa, P. fragi, P.
fluorecens, Acinetobacter calcoaceticus, Proteus vulgaris y Aeromonas veroni, para la
produccion de biodiésel (Christopher et al., 2014). Korman y Bowie (2012) con base en sus
estudios proponen a la lipasa de Proteus mirabilis (familia I.1 de lipasas verdaderas) como
candidato para la produccién de biodiésel por su capacidad para transesterificar, tolerar
cantidades importantes de agua en la reaccién y llevar acabo reacciones enantioespecificas

de ésteres quirales (Korman & Bowie, 2012).

El resultado de actividad de LipJ4 sobre diferentes ésteres es en parte comparable con lo
reportado por Yuan y colaboradores en el 2015 para la lipasa (MAS1) de Streptomyces sp.
WO007, la cual presenté su mayor actividad con p-nitrofenil caprilato (C8); MAS1 mostré
disminucion progresiva de actividad, casi lineal, sobre p-nitrofenil ésteres de C10 a C18. En
el caso de LipJ4 la actividad fue mayor sobre p-nitrofenil caprilato (C8) y luego disminuye
sobre C10 y C12, pero la actividad sobre C14 es mayor que sobre C10 y C12. Es decir, el
descenso no es linealmente progresivo. Este comportamiento de “sube, baja y sube” de la

actividad conforme crece la cadena de los acidos grasos se ha observado también en otras
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lipasas. Syal y Gupta (2015) reportaron que la lipasa YLip9 de Yarrowia lipolytica MSR80
presenta preferencia sobre ésteres C10; la actividad de esta enzima sobre ésteres C3y C4
es menor que sobre ésteres C2 (entre C2 y C4 se observa disminucion gradual), pero la
actividad es mayor sobre ésteres C6 y C8 que sobre C2, C3 y C4. Después de C10, si
muestra una disminucion gradual sobre ésteres C12, C14, C16 y decae abruptamente sobre
C18. En otro reporte, Farrokh y colaboradores (2014) describieron a la lipasa ELBn12 de
Enterobacter sp. Bn12, la cual es un miembro de la sub-familial.1; esta enzima mostro
actividad a 60°C y preferencia de sustrato sobre p-nitrofenil caprilato (C8), pero su actividad
sube y baja entre ésteres C4 a C18, sin seguir un patron constante. Ninguno de los autores
discuten el porqué de ese comportamiento, pero esos trabajos muestran que no es
excepcional que LipJ4 muestre el comportamiento que presentd sobre los diferentes
sustratos evaluados. Cabe mencionar sin embargo, que el ensayo se realizé una sola vez
(por duplicado), por lo que se requiere repetir para confirmar el comportamiento de LipJ4

frente a los diferentes p-nitrofenil ésteres.

Brault y colaboradores (2012) reportaron una esterasa de Streptomyces coelicolor
(organismo mesofilico) nombrada como EtsC que presenta preferencia de sustrato por
cadenas de p-nitrofenil ésteres de C5 y C8 en un rango de 35-40°C, lo que la hace
interesante para la industria alimentaria por su facilidad para sintetizar ésteres volatiles de
cadena corta, presentes naturalmente en los alimentos. LipJ4 present6 buena actividad
sobre ésteres C4 y C8, por lo que también para LipJ4 la industria alimentaria es un nicho

probable de aplicacion.

La lipasa A (CALA) de Céandida antartica, es considerada como una de las enzimas mas
importantes de la industria y su maxima preferencia de sustrato esta dada con p-nitrofenil
caprilato (C8). Su aplicacion en la industria alimentaria estd enfocada a reacciones de
interesterificacion y sintesis, que permiten modificar el contenido de grasas trans, la
reduccién de calorias, y el cambio de sabor a los alimentos (Sharma et al., 2001; Houd et
al., 2004). Estos trabajo podrian dirigir la investigacion de LipJ4 para la industria alimentaria
por su actividad con C8, pero también hacia la industria de los cosméticos, ya que tuvo un
70% de actividad con p-nitrofenil miristato (C14) (Sharma et al., 2001).

Es importante mencionar que los resultados sobre preferencia de sustratos de LipJ4

resultaron una sorpresa, ya que esta enzima dio un resultado positivo en el escrutinio
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funcional, es decir, se observé actividad lipolitica sobre medio sélido conteniendo aceite de
olivo; el aceite de oliva contiene acido estéarico (C18), oleico (C18), linoleico (18) y &cido
palmitico (C16) (Sanchez-Casas, 2003), por lo que se esperaria que la actividad de LipJ4
sobre los sustratos de p-nitrofenil palmitato (C16) y p-nitrofenil esterato (C18) fuera mayor
de la que se cuantificd. La preferencia de sustrato de LipJ4 sobre sustratos de cadena larga
(>12C) necesita ser corroborada, debido a que no se utiliz6 goma ardbiga para la
emulsificacion de los sustratos como lo reportan algunos autores (Martini et al., 2014).

Tian y colaboradores en el 2015, dan a conocer una lipasa con preferencia por acidos
grasos de cadena corta, que también actia sobre cadenas >12C hidrolizando los p-nitrofenil
ésteres en presencia de metanol: caracteristica de candidatos para la produccion de
biodiésel. La preferencia de sustrato de LipJ4 necesita ser corroborada, debido a que no se
utilizé goma arabiga para la emulsificacién de los sustratos de cadena larga >12C como lo

reportan algunos autores como Martini y colaboradores (2014).

Hay estudios que reportan la expresion y secrecion de lipasas en sistemas recombinantes
con resultado positivos tamizando las colonias de forma directa sobre medios de aceite de
olivo, Rodamina B e induciendo con IPTG (Song et al., 2006). Sin embargo los resultados

de este estudio fueron negativos con esta estrategia y por tanto se opté por la lisis celular.

Aunque la prospeccion de genes de lipasa se haya visto facilitada por la construccién de la
biblioteca metagendmica, no se escatima la complejidad que implica el proceso de
clonacion y expresion de lipasas (Yuan et al., 2015). Los problemas més dificiles de la
expresion se deben a que dentro del sistema huésped puede iniciarse un proceso de
degradacion proteolitica en defensa de la integridad de la célula, o bien que las proteinas
no tengan un buen plegamiento, formando conglomerados que después son eliminados por
los sistemas de digestion celular (Abdel-Fattah & Gaballa, 2008). Una de las razones por
las que las proteinas resultan ser toxicas es debido a que los genes estan muy poco
representados o ausentes en el ADN de la biblioteca metagendémica mientras que en el
sistema heterdlogo se sobre-expresan. Otra dificultad es que estos genes necesitan del
acompafiamiento de marcos de lectura abiertos que codifican para chaperonas (Bell et al.,
2002). Adicionalmente, la secrecion de las proteinas de interés se puede ver afectada por
la maquinaria del organismo huésped, como lo argumentan Bell y colaboradores (2002) y

Kanmani y colaboradores (2015). Los genes de las lipasas de algunos microorganismos,
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por ejemplo Bacillus mesofilicos y termofilicos, resultan toxicos para E. coli (Bell et al., 2002;
Kanmani et al.,, 2015).También la incompatibilidad de la maquinaria de traduccion y
transduccién entre el organismo productor de la lipasa y el huésped puede ser tan diferido
que la misma expresion se ve afectada en la célula (Bell et al., 2002).

Proteinas pequefias y con péptidos sefial son dificiles de expresar establemente en un
huésped heterélogo como E. coli debido a que su plegamiento no es el correcto y se
encuentran sujetos a una degradacién proteolitica (Simon & Daniel, 2011). Ademas se ha
reportado la formacion de cuerpos de inclusion como uno de los obstaculos mas comunes
en la sobre-expresién de enzimas activas en sistemas heterélogos (Martini et al., 2014;
Kranen et al., 2014). No se puede descartar que en este trabajo se hayan generado cuerpos

de inclusidn ya que no se analizaron las proteinas en geles de poliacrilamida.

En algunos casos el correcto plegamiento de las lipasas requieren de chaperonas para
poder tener una forma activa como lo es el caso para las familias de pseudomonadaceae

y burkholderiaceae que son Gram negativas (Martini et al., 2014).

Hay trabajos en los que se han clonado las lipasas con sus respectivas chaperonas en un
mismo inserto (in vivo) o por separado en donde el extracto crudo de la chaperona se

agrega a la lipasa y esta reacciona con una buena actividad (Martini et al., 2014).

De acuerdo a los ensayos de bioprospeccion realizados entre el afio 2000 y 2009 de 76
lipasas y esterasas solo se pudieron sobreexpresar 11 de estas (Marioto-Garcia et al.,
2015). El procedimiento total para la clonacion y expresién de una enzima puede ser arduo
y el esfuerzo es grande antes de poderles asignar una aplicacién biotecnolégica en la

industria (Marioto-Garcia et al., 2015).

En cuanto a la utilizacion del sistema aLlICator™ LIC, hay pocos estudios al respecto, sin
embargo en un estudio realizado por Siekstele y colaboradores en el 2015 emplearon este
sistema aLlCator pLATE para la sobre-expresién de una nueva lipasa de Serratia sp.,
utilizando el vector pLATE 11. Aunque proponen al sistema LIC como una estrategia que
agiliza la sobre-expresion de lipasas, no pudieron expresar la proteina en BL21 (DE3) por
la presunta incompatibilidad de su gen con la maquinaria de E. coli., y optaron por cambiar

de vector al de la levadura Kluyveromyces lactis. Su resultado se vio favorecido al obtener
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actividad lipasa (Siekstelé et al., 2015). Empetenani y colaborados (2013) obtuvieron
resultados positivos de expresion de lipasa al utilizar el vector pET-28+ que permite la
sobre-expresion y la purificaciéon de proteinas a través de la etiqueta 6xHis en el N-terminal
y C-terminal con la cepa de E. coli BL21 (DE3). También otro estudio mas reciente reportd
el sistema de sub-clonacion y sobre-expresion en el sistema de pET28a (Novagen,
Gibbstown, NJ, USA) para la produccion de enzimas lipoliticas (Marioto-Garcia et al., 2015).

Cabe mencionar que al igual que pLATE el vector pET-28+ posee el promotor T7 que le
permite al inserto mantenerse y expresarse en E. coli., puesto que ambos vectores tienen
un gen con resistencia a ampicilina para el tamizado de las cepas transformadas. La gran
ventaja que presenta el vector pLATE frente a pET-28+ es que permite la clonacién
dependiente de recombinacion homdéloga e independiente de enzimas de restriccion y

ligasas, lo que hace la clonacion mas facil (Emtenani et al., 2013).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVA
5.1 CONCLUSIONES

Con el andlisis funcional de Rodamina B con aceite de olivo al 1% fue posible identificar
una colonia con halo fluorescente naranja a 564nm, indicativo de actividad lipolitica. Aunque
se detectaron 3 colonias méas (6,10 y 14) que no tuvieron halo fluorescente naranja pero
que mostraron un color similar bajo luz UV, los resultados sugieren que podrian tratarse de

falsos positivos que estan reaccionando de alguna manera con el fluoréforo.

Las purificaciones de ADN (fésmidos) obtenidas con el kit fosmidMAX™ de Epicentre fueron
de alta calidad para la secuenciacién. Mediante el uso de herramientas bioinforméaticas fue
posible encontrar 4 ORFs de presuntas lipasas y una chaperona de lipasa en los contigs 40
y 99. Ademas de encontrar 2 marcos de lectura de hidrolasas en el contig 7. Los resultados
obtenidos del analisis por homologia de secuencia en BLAST-X, a través de la plataforma
de Genious 5.4.7 fueron confirmados con los modelos ocultos de Markov en las plataformas
de Pfam y Superfamily, en donde se obtuvieron 2 ORFs con dominio de lipasa
(abyhidrolasa).

No se encontraron genes homélogos a lipasas en el contig proveniente de la secuenciacion
del fésmido de la clona 7 mediante los analisis bioinformaticos por Genious 5.4.7, Pfam 27,
Superfamily, ORFinder, BLAST-X, prfectBLAST. Al momento se desconoce si esta clona
contiene una lipasa divergente, no candnica, o si el gen de la lipasa no se encuentra en la
region ensamblada como ha ocurrido en otros trabajos metagendmicos. Otra opcién es que
se trate de un falso negativo producido por la interferencia de otras proteinas con la

Rodamina B.

Los resultados negativos de la induccién de las cepas nos llevaron a la realizacion de una
lisis celular y una prueba de funcion sobre medios de Rodamina B y aceite de olivo. La
actividad lipolitica se observo en 24 horas en el extracto soluble de la cepa correspondiente

a la sub-clona LipJ4-ChapJ4.
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Se logré la expresion de LipJ4 cuando se co-expresion con la chaperona ChapJ4. El
resultado negativo cuando se expresan de manera separada, aun cuando se mezclan un
vitro ambos extractos, sugiere dependencia por ChapJ4 para el correcto plegamiento in

Vivo.

La ausencia de actividad de lipasa extracelular en la clona que coexpresa LipJ4 y ChapJ4
apoya el resultado predicho bioinforméticamente de la ausencia de péptido sefial de la
secrecion en LipJ4.

Los andlisis filogenéticos, de comparacion de motivos en los alineamientos y la prediccion

3D, apoyan que LipJ4 pertenece a la sub-familial.1 de la familia | de lipasas verdaderas.

LipJ4 mostrd preferencia por el éster p-nitrofenil caprilato (C8) en un 100% de actividad
relativa y con el éster p-nitrofenil miristato (C14), mientras que su actividad bajé con los

sustratos de p-nitrofenil palmitato (C16) y p-nitrofenil esterato (C18), a menos del 15%.
5.2 PERSPECTIVA

Las pruebas negativas de actividad de lipasa para los marcos de lectura de LipJ1, LipJ2,
LipJ3 abren la posibilidad de trabajar con estas secuencias aplicando técnicas de evolucion
dirigida para tratar de modificar la secuencia en las partes que se predicen como dominios
0 motivos responsables de la actividad catalitica (Kourist et al., 2010). Una opcién evidente

es la de pegarle u péptido sefal que permita que estas proteinas sean secretadas.

Como alternativa econémica y de bajo consumo tanto de reactivos como de energia se
puede recurrir a la estrategia empleada por Siekstele y colaboradores en el 2015 en donde
se empled una purificacion de una lipasa de Serratia sp., mediante la adsorcion y desorcién

de la enzima a través de una matriz macroporosa de polipropileno (Siekstelé et al., 2015).

Evaluar el uso de la chaperona de ChapJ4 sobre las lipasas que no presentaron funcién

lipolitica para evitar, si ese fue el caso, que formaron cuerpos de inclusion.

Desde el punto de vista béasico, la expresion independiente de LipJ4 y ChapJ4 en

comparacion con el analisis de co-expresion permitiria realizar el estudio del mecanismo
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gue permite a la lipasa plegarse y realizar la hidrélisis de triglicéridos. La investigaciéon

podria concluir con la cristalizacion de la proteina.

Para definir nicho de aplicacion de la enzima LipJ4 se requiere profundizar la

caracterizacion bioquimica. Enfocar la investigacion hacia un area especifica de la industria,

por ejemplo la produccién de los biocombustibles, pruebas de transesterificacion y

estabilidad en solventes organicos. Realizar una prueba de enantioselectividad para

determinar si habria potencial dentro de la industria farmacéutica.

5.3 ANEXOS

5.3.1 ANALISIS DE LOS CONTIGS 6,10 Y 14 CON EL PROGRAMA GENEIOUS PROT

5.4.7

Estos contigs no presentaron ningin ORF con identidad de lipasa y por tal motivo se

descartaron de los andlisis, puesto que tampoco se obtuvieron resultados positivos de sus

clonas en medios de Rodamina B y aceite de olivo. Su representacion esta en las figuras

5.1-5.3 con algunas proteinas hipotéticas, algunas hidrolasas y marcos de lectura sin

similitud.
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Figura 5.1 Genes presentes en el contig de la clona 6 en el programa Geneious 5.4.7.
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Figura 5.2 Genes presentes en el contig de la clona 10 en el programa Geneious 5.4.7.
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5.3.2 CLONAS DE BL21 INDUCIDAS CON IPTG

94



CAPITULO V

Las clonas se indujeron con IPTG 0.1mM distribuyendo el agente inductor sobre las placas
de Rodamina B con aceite de olivo y se incubaron por 12 horas a 37°C. Al término se

observé a 564nm en un fotodocumentador.

A) .B).C) .D) .
E) .F).G)

Figura 5.4 Clonas BL21 inducidas con IPTG sobre medios de Rodamina B y aceite de olivo. A) Cepa
E. coli BL21 (DE3). B), C) y D) representan a las clonas conteniendo los ORFs LipJ1, LipJ2 y LipJ3

respectivamente. E) representa la clona de la chaperona (ChapJ4) y F) es LipJ4. G) muestra la cepa

B21 co-expresando LipJ4 y ChapJ4.
5.3.3 ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LipJ4

Se ingreso la secuencia de LipJ4 en la plataforma de Phyre2 para determinar la estructura
secundaria a/B hidrolasa. En la secuencia se detectaron 12 estructuras alfas y 5 cadenas

beta.
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Figura 5.5 Estructura o/ hidrolasa de LipJ4 predichas con Phyre2. Las cadenas de color verde

representan las estructuras a y las cadenas azules representan las estructuras .

5.3.4 PRUEBA COLORIMETRICA DE P-NITROFENIL PALMITATO LipJ4 Y LipJ4-
ChapJ4

Se realizé la prueba colorimétrica en tubo empleando p-nitrofenil palmitato para comparar
el resultado con las pruebas funcionales sobre placas de agar de aceite de olivo y Rodamina
B. La prueba se realiz6 adaptando la metodologia de Boonmahome y Mongkolthanaruk
(2013). EI p-NPP (30 mg) fue agregado en 10mL de 2-propanol y se mezclé con 90mL de
amortiguador fosfato 5mM a pH 8. La reaccion se realizo al agregar 100uL del extracto
enzimético en 2mL de reaccion y posteriormente se incub6 a 45°C durante 20min en bafio
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Maria. Posteriormente la reaccion se detuvo con 2.9mL de carbonato de calcio (2M). Las
pruebas se realizaron con los extractos extracelulares y citosolicos de LipJ4 y del complejo
LipJ4-ChapJ4. Se observa la liberacion del grupo p-nitrofenil del sustrato (coloracion
amarilla) en la reaccién con extracto citosélico de LipJ4-ChapJ4 bajo condiciones de
induccion (Fig.5.6).

L4E L4EIl L4C L4Cl LCh4E LCh4El LCh4C LCh4Cl

Figura 5.6 Prueba colorimétrica con p-nitrofenil palmitato con LipJ4 y LipJ4-ChapJ4. LB hace
referencia a un control negativo libre de enzima. L4E y L4El corresponden a los extractos
extracelulares de LipJ4 sin inducir e inducido respectivamente. L4C Y L4CI corresponden a los
extractos citosolicos de LipJ4 sin inducir e inducido. De igual forma se realizé la prueba con los
extractos extracelular y citosélico de la co-expresion de LipJ4 con su chaperona (LipJ4-ChapJ4), sin
inducir (LCh4E y LCh4C) e inducido (LCh4El y LCh4Cl) con IPTG.

5.3.5 DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS DE LOS ANALISIS in silico

El cuadro 5.1 muestra las secuencias utilizadas para los analisis in silico. Todas las
secuencias corresponden a las lipasas bacterianas de la familia | y la familia Ill. También

se representa una lipasa de levadura.

Cuadro 5.1 Secuencias de lipasas bacterianas, utilizadas para los andlisis in silico de LipJ4.

NO. ACCESION FUENTE ORGANISMO CLASIFICACION
WP_043216370.1 | NCBI Reference Pseudomonas Familia Il
Sequence alcaligenes
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acnes

KJH80919.1 Genbank Pseudomonas stutzeri | Familia Ill
WP_021018894.1 | NCBI Reference Vibrio gazogenes Familia Il
Sequence
WP_004581014.1 | NCBI Reference Marinobacter Familia lll
Sequence nanhaiticus
ACC95208.1 Genbank uncultured bacterium Familia Il
GAF62011.1 Genbank Psychrobacter sp. JCM | Familia Il
18903
CAA37220.1 Genbank Moraxella sp. Familia Il
WP_009155382.1 | NCBI Reference Saccharomonospora Familia Ill
Sequence marina
AGZ44111.1 Genbank Actinoplanes friuliensis | Familia Il
DSM 7358
AAD09315.1 Genbank Streptomyces Familia lll
coelicolor A3(2)
CAA02196.1 Genbank Bacillus pumilus Sub-familial.4
CAT00692 Genbank Bacillus pumilus Sub-familial.4
AAA22574.1 Genbank Bacillus subtilis Sub-familial.4
Q8RJP5 UniProtKB/Swiss- Bacillus megaterium Sub-familial .4
Prot
CAAG7627.1 Genbank Propionibacterium Sub-familial.6
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AEM45127.1 Genbank uncultured organism Sub-familial.6
WP_026550465.1 | NCBI Reference Arthrobacter sp. Br18 Sub-familial.6
Sequence

AAB71210.1 Genbank Streptomyces Sub-familial.6
cinnamoneus

AAC12257.1 Genbank Geobacillus Sub-familial.5
stearothermophilus

JQ360624.1 Genbank Geobacillus sp. Sub-familial.5
GHHO1

CAA64621.1 Genbank Geobacillus Sub-familial.5
thermocatenulatus

CCF15795.1 Genbank Brevibacillus Sub-familial.5
laterosporus GI-9

WP_057900039.1 | NCBI Reference Aneurinibacillus sp. Sub-familial.5

Sequence XH2

AACO05510.1 Genbank Pseudomonas luteola | Sub-familial.2

AAA50466.1 Genbank Burkholderia cepacia Sub-familial.2

EQA86312.1 Genbank Burkholderia Sub-familial.2
pseudomallei
MSHR338

CAA49812.1 Genbank Burkholderia glumae Sub-familial.2

ABS57471.1 Genbank Burkholderia sp. HY-10 | Sub-familial.2
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AAC60402.1 Genbank Pseudomonas Sub-familial.3
fluorescens

BAA02012.1 Genbank Pseudomonas Sub-familial.3
fluorescens

Q9zG91 Genbank Pseudomonas Sub-familial.3
fluorescens

BAA02519.1 Genbank Serratia marcescens Sub-familial.3

ABP04234.1 Genbank Serratia liquefaciens Sub-familial.3

AAG09700.1 Genbank Pseudomonas sp. Sub-familial.3
UB48

AAP76489.1 Genbank uncultured bacterium Sub-familial.3

AAD22743.1 Genbank Pseudomonas Sub-familial.3
chlororapHis

AEK97793.1 Genbank uncultured bacterium Sub-familial.1

CAA32193.1 Genbank Pseudomonas fragi Sub-familial.1

CAA56780.1 Genbank Acinetobacter Sub-familial.1
calcoaceticus

ACA49549.1 Genbank Pseudomonas Sub-familial.1
aeruginosa

BAA09135.1 Genbank Pseudomonas Sub-familial.1
aeruginosa

WP_043297117.1 | NCBI Reference Pseudomonas sp. Sub-familial.1

Sequence HMP271
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WP_019658438.1 | NCBI Reference Variovorax paradoxus | Sub-familial.1
Sequence
WP_036772416.1 | NCBI Reference Polaromonas glacialis | Sub-familial.1
Sequence
WP_043125596.1 | NCBI Reference Aeromonas hydrophila | Sub-familial.1
Sequence
ABK37008.1 Genbank Aeromonas hydrophila | Sub-familial.1
sub sp. hydrophila
ATCC 7966
WP_032474951.1 | NCBI Reference Vibrio cholerae Sub-familial.1
Sequence
AAQO04476.1 Genbank Vibrio vulnificus Sub-familial.1
AGS59531.1 Genbank Proteus mirabilis Sub-familial.1
BB2000
LipdJd | e | Sub-familial.1
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