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RESUMEN

RESUMEN

Las proteasas (sinébnimo de peptidasas) (EC 3.4) son enzimas hidroliticas que catalizan la
ruptura de enlaces peptidicos de otras proteinas y en algunos casos tienen incluso la
capacidad de auto hidrolizarse. Se utilizan para una amplia gama de aplicaciones
biotecnoldgicas, especialmente en las industrias de detergentes, alimentos y productos
farmacéuticos. En este estudio se construyd una biblioteca metagendémica de fésmidos a
partir de biomasa procariota de agua subterrdnea del Acuifero de Yucatan. Se obtuvieron
aproximadamente 250,000 clonas con insertos de ~35,000 pb. Se llevé a cabo un
escrutinio funcional de 21,000 de estas clonas, para identificar aquellas que fueran sobre
productoras de proteasas, resultando 23 positivas. Se analizé in silico la secuencia de los
insertos de tres de estas clonas positivas con GLIMMER3 y FgenesB, para anotar los
genes contenidos en el ADN exdgeno, y solamente en una de ella se encontraron dos
genes con un dominio caracteristico de proteasas. Estos genes, fueron nombrados,
PrAY5 y PrAY6. Su tamarfo fue de 1845 pb y 1824 pb respectivamente y tuvieron una
identidad entre si de 66.5 %. Cuando sus ORFs fueron analizados mediante BLASTp en
la base de datos no redundante del NCBI, mostraron una identidad de 60% y 68%
respectivamente con una peptidasa S8 de Chitinimonas koreensis. Un analisis filogenético
utilizando la secuencia de sus respectivas proteinas maduras, mostré que PrAY5 y PrAY6
agrupan dentro de la familia S8_13; la cual, de acuerdo con la base de datos de dominios
conservados CDD, es una familia de proteasas no caracterizada. Un analisis estructural
3D mostré que PrAY5 y PrAY6 codifican zimégenos complejos, que contienen un péptido
sefial, un propéptido N-terminal, una zona del sitio activo y un propéptido C-terminal con
un dominio de prepeptidasa carboxi terminal PPC. Su sitio activo contiene una triada
catalitica compuesta por los aminoacidos D, H y S, la cual es caracteristica de las
peptidasas S8, asi como un oxianién, el cual también participa en la catélisis. Cuando
cada uno de los ORFs fue subclonado individualmente en el vector de expresion
pLATES2, las clonas resultantes mostraron un fenotipo proteolitico, lo cual sugiere que
ambos pueden ser expresados independientemente y sus productos pueden ser
procesados y secretados sin necesitar uno del otro. Todos estos resultados demuestran
gue, con la estrategia empleada, es factible obtener genes de proteasas novedosos con

posible potencial biotecnologico.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Proteases (synonym of peptidases) (EC 3.4) are hydrolytic enzymes which catalyze the
cleavage of peptide bonds of other proteins, and in some cases they even have the
capacity to cleave themselves. They are used for a wide range of applications, especially
in detergent, food and pharmaceutical industries. In this study, a fosmid metagenomic
library of Yucatan underground water was constructed. About 250,000 clones harboring
~35,000 bp environmental DNA (eDNA) inserts were recuperated, and when 21,000 of
these clones were screened for protease-overproduction, 23 of them resulted positive.
When the exogenous eDNA sequences contained in three of these positive clones were
analyzed by GLIMMER3 and fgenesB, two genes comprising protease domains were
detected in clone MAJ10. These genes, called PrAY5 and PrAY6, were 1,845 bp and
1,824 bp long respectively, and shared 66.5% identity. When their translated ORFs were
analyzed by BLASTp in the NCBI nr database, they showed 60% and 68% identity
respectively with a peptidase S8 of Chitinimonas koreensis. A phylogenetic analysis of
their active sites showed that PrAY5 and PrAY6 grouped within the family S8 13, which
according to the CDD database, is an uncharacterized protease family. A 3D structural
analysis showed that both PrAY5 and PrAY6 encode complex zymogens, which have a
signal peptide, an N-pro-peptide, a mature core enzyme, and a C-pro-peptide containing a
PPC domain. Their active site contains a catalytic triade composed by the amino acids D,
H, and S, which is characteristic of peptidases S8, as well as an oxyanion hole, which also
participate in the catalysis. When both ORFs were individually sub-cloned in the
expression vector pLATES2, the resulting sub-clones showed a proteolytic phenotype
when grown on the testing medium, suggesting that they can be independently expressed,
and their products can be independently secreted. All these results together point out that
by the followed strategy, two novel protease genes with biotechnological potential was

discovered.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas el mal manejo de los recursos naturales ha llevado al
deterioro del medio ambiente. Si esto continta, pronto va a ser imposible incrementar el
nivel de vida de la poblacion humana existente, e incluso se corre el riesgo de acabar
destruyendo el equilibrio ecolbgico indispensable para que sobrevivan las personas y
otros muchos seres vivos (Donohoe, 2003). Por esto, es necesario realizar un
aprovechamiento sustentable de ellos. Actualmente existe una unidad politica global para
promover la biotecnologia blanca (industrial) como un elemento central de la gestion
sostenible del futuro econdémico y el reparto de beneficios de paises industrializados
(Casas, 2011). Esto requiere el desarrollo de nuevas enzimas, procesos, productos y
aplicaciones que sean amigables con el medio ambiente. Una de las maneras de lograrlo
es generando nuevos productos que tengan alto impacto econémico en los mercados
internacionales mediante tecnologias que no dafien el medio ambiente (Tang y Zhao,
2009).

México es uno de los paises més diversos del mundo. En el podemos encontrar un amplio
namero de paisajes y ecosistemas. En su region suroeste se encuentra la peninsula de
Yucatan, la cual se caracteriza por ser una de las regiones geolégicas mas jovenes del
territorio mexicano. Una de las caracteristicas particulares de Yucatan es su Acuifero,
mismo que conforma el sistema de rios subterraneos mas extenso del mundo. Los
ecosistemas de la peninsula depende de él, y por ende, la economia de la regién (Bauer-
Gottwein et al., 2011). Por esta razén es necesario darle un aprovechamiento sustentable
mediante la obtencién de nuevos productos con potencial biotecnolégico de alto impacto,
y utilizando tecnologia que no dafie su integridad. Para lograr esto, es necesario utilizar
las nuevas herramientas biotecnolégicas con las que se cuenta hoy en dia. Una de ellas
es la metagendmica, con la cual se tiene acceso al ADN de la mayor parte de la
biodiversidad microbiana, misma que hasta hoy se desconoce. Ahora se sabe que el
mundo de los microorganismos procariontes es mucho mas diverso, complejo e
importante de lo que antes se pensaba. Esto significa que se cuenta con una fuente méas
amplia de diversidad metabdlica y catalitica, y por lo tanto que existe un enorme potencial

de encontrar nuevas enzimas, mas adecuadas para ciertas aplicaciones industriales
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importantes, y que pueden permitir procesos mas limpios y amigables con el ambiente
(Lorenz y Eck, 2005).

Actualmente, en diversos grupos a nivel mundial, se estan explorando
metagenomicamente comunidades de microorganismos que habitan nichos ecologicos
diferentes de los hasta ahora estudiados. Sobre todo dirigiendo la busqueda hacia
hébitats con caracteristicas consideradas extremas, tales como alta salinidad (Mirete et
al., 2015), valores extremos de pH (Guazzaroni et al., 2013), altas o bajas temperaturas y
presiones (Berlemont et al., 2011; Moser et al., 2012), o alta contaminacién (Terrén-
Gonzéalez et al, 2016); asi como hacia aquellos que forman parte del microbioma de
macro organismos, por ejemplo esponjas marinas (Mori et al., 2016; O"Connor-Sanchez
et al., 2014), raices de manglares (Simdes et al.,, 2015), de insectos (Meirelles et al.,
2016), intestino de peces (Hennersdorf et al., 2016), aguas marinas o dulces (Behzad et
al., 2016; Meziti et al., 2016) o simplemente aquellos que se desarrollan en ambientes con

caracteristicas distintas de las de los ambientes ya explorados.

El presente trabajo, se enfocé en la busqueda de nuevas biomoléculas con potencial
biotecnoldgico utilizando tecnologia metagendmica -la cual es totalmente inocua para el
ambiente-, partiendo de un ambiente acudtico iconico, hasta ahora inexplorado
metagenomicamente, y de enorme importancia para la peninsula de Yucatan: su Acuifero

subterraneo.
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ANTECEDENTES
1.1 El Acuifero de Yucatan

La peninsula de Yucatan (PY) se localiza hacia el sureste de la Republica Mexicana, entre
19° 40"y 21° 37" N, y 87° 30" y 90° 26" O, rodeada por el golfo de México y el Mar Caribe,
cubre un area de 39 340 km? lo cual representa el 2% del territorio nacional (Schmitter-
Soto, 2002)

La PY es una de las zonas geoldgicas mas jévenes de México. Se caracteriza por ser una
plataforma calcarea. Se considera que, durante los periodos glaciares e interglaciares del
Pleistoceno emergi6 del mar y durante este proceso y por accién pluvial, se formaron una
serie de cavernas que fueron cambiando a lo largo de cientos de miles de afios. También
se sabe que, hace sesenta y cinco millones de afios ocurrio el impacto de un meteorito
gue causo uno de los eventos de extincion masiva mas importante en la historia de la vida
en la Tierra. Este hecho provocé en la PY un sistema de fallas; las cuales, en conjunto
con el sistema de cavernas, dio origen a uno de los sistemas hidrogeologicos mas raros
en el mundo, al cual se denomina anillo de cenotes de Chicxulub (Figura 1.1) (Perry et al.,
1995, Bauer-Gottwein et al., 2011).

Crater del impacto de Diametro del anillo exterior: 180 km.
Chicxuluub Diametro del créter transitorio: 100 km.

Golfo de México

PENINSULA DE YUCATAN
« Cenotes

Figura 1.1 Anillo de cenotes de Chicxulub. Mapa esquematico del norte de la
peninsula Yucatan mostrando la distribucion de los cenotes (en el circulo) y el punto
rojo al centro representa la zona de impacto del meteorito 21.4°N/89.52°0.
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Los cenotes son el resultado del hundimiento del techo de cavernas subterrdneas que
colapsaron. Por lo tanto, el agua que contienen es parte de los rios subterrdneos, los
cuales a su vez conforman el Acuifero Yucateco. El acuifero es un gran sistema
cavernoso que se intercomunica por medio de canales, que distribuyen agua a lo largo de
la PY; la cual, por ser una plataforma permeable, presenta escasos rios superficiales. El
Acuifero Yucateco es el sistema cérstico mas extenso del mundo; abarca
aproximadamente 165,000 km?incluyendo México, Belice y Guatemala (Bauer-Gottwein et
al., 2011), lo que lo hace de vital importancia para los ecosistemas y las poblaciones
humanas que se han asentado en esta zona y que sostuvieron a una de las civilizaciones

mas prosperas de la historia: La civilizacién Maya.

Una caracteristica del Acuifero Yucateco es la convergencia de dos grandes masas de
agua, una de origen pluvial (dulce) y otra salada que entra del mar. El agua dulce se
encuentra por encima del agua salada debido a su menor densidad, formandose una zona
de transicion entre las dos, llamada haloclina (Perry et al., 1995). Entre otras de las
caracteristicas particulares del acuifero destacan su pH ligeramente alcalino, su rigueza
en carbonatos, su calidad oligotréfica y su casi total falta de luz (Bauer-Gottwein et al.,
2011; Gondwe et al., 2010).

En Yucatan, el Acuifero se ha estudiado principalmente desde el punto de vista geofisico.
El conocimiento desde un panorama ecoldgico y el conocimiento de su microbiota son
muy pobres. Los estudios de su microbiota incluyen solamente al fitoplancton de algunos
cenotes, donde las poblaciones dominantes son algas verdes como Coelastrum sp.,
Microspora sp., y Scenedemus quadricuadra (Herrera-Silveira, 1988), que varian sus

poblaciones en relacion con la estacion del afio.

El escaso conocimiento sobre las poblaciones microbianas del Acuifero y la constante
busqueda de nuevas biomoléculas en ambientes no explorados, que sean potencialmente
utilizables en la industria, hace de esta microbiota una fuente novedosa para la realizacion
de proyectos cientificos en busca de productos naturales con potencial biotecnolégico. En
este sentido, uno de trabajos pioneros desde este enfoque, fue el realizado por De la
Rosa-Garcia y colaboradores (2007), quienes por medio de métodos tradicionales aislaron
256 cepas bacterianas de cenotes de Yucatan, de las cuales, 46 presentaron actividad

antimicrobiana, concluyendo que las bacterias nativas del Acuifero de Yucatan muestran

4



CAPITULO |

una interesante actividad antimicrobiana, diverso modo de accibn y moderada

halotolerancia, con respecto a las de otros ambientes.

Aunado a los resultados mostrados por De la Rosa-Garcia, existe evidencia de cenotes y
porciones del Acuifero que aun pueden ser relativamente pristinas, en el sentido de no
haber tenido contacto significativo con actividades humanas, desechos o productos.
Ademas, la composicion y conformacion del suelo, y la rica diversidad biologica de la
region en general, hacen de este un ambiente muy singular y por lo tanto atractivo para el
analisis metagendmico, ya que puede contener una rigueza geneética igualmente particular
(Rojas-Herrera et al., 2011).

Buscando en la gran diversidad microbiana existe la posibilidad de encontrar nuevos
genes que produzcan enzimas con mejores propiedades y adecuadas para su uso
comercial. La multitud de habitats diferentes fisicoquimicamente ha hecho que los
microorganismos desarrollen una gran conjunto de adaptaciones, por lo cual la diversidad
de microorganismos es un recurso importante para la biotecnologia de productos vy

procesos (Lorenz y Eck, 2005).

1.2 Metagendmica

Durante los ultimos 5000 afios las bacterias cultivables han servido como fuente de
muchos productos Utiles en biotecnologia. Sin embargo, las bacterias cultivables solo
representan el 1% del total existente (Rappé y Giovannoni, 2003; Amann et al., 1995;
Torsvik et al., 1994), dejando el 99 % de la diversidad microbiana restante como una
poderosa fuente de nuevos productos naturales esperando a ser descubiertos. Debido a
que la mayoria de las bacterias no se han podido cultivar, hay una limitante para
caracterizar estos microorganismos. Es aqui donde interviene la metagenoémica, la cual
ofrece el acceso a esta diversidad aun inexplorada. El término metagendmica fue definido
por Hendelsman (Handelsman et al., 1998) como el acceso a los genomas de toda una
comunidad bacteriana sin necesidad de la fase de cultivo in vitro. La metagenémica es
una herramienta muy poderosa para el aislamiento de genes novedosos con potencial

biotecnol6gico (Handelsman et al., 1998).
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Las técnicas metagendmicas parten de la extraccion en bloque de los genomas de todos
los organismos que se encuentran en una muestra ambiental (e. g. suelo, flora intestinal,
biopeliculas, aire, agua, etc.), esta coleccion de todos los genomas de la comunidad se
conoce como metagenoma y en él se encuentran todos los genes de todos los
microorganismos de dicha comunidad. Posteriormente, este conjunto de genes se puede
analizar utilizando diversas estrategias. Una de ellas es clonando el metagenoma en
genotecas (que para referencia en este trabajo se llamaran metagenotecas) y realizando
escrutinios funcionales para una determinada actividad, otra estrategia consiste en
secuenciar directamente el ADN metagendmico para realizar analisis de diversidad
mediante el ARN ribosomal 16S (Rondon et al., 2000), y otras se basan en secuenciar al
azar todos los genes presentes y hacer analisis tanto de diversidad taxonémica, como de

diversidad de grupos funcionales (Martin-Cuadrado, 2007).

Desde un enfoque metagenoémico, en los Ultimos diez afios se ha empezado a analizar
una gran diversidad de ambientes en todo el mundo, por citar algunos se pueden
mencionar los siguientes: El Mar de los Sargazos (Venter et al., 2004), las marismas de
California (Cérdoba-Kreylos et al., 2006), el mar y costas del Mediterrdneo (Caumette et
al., 1994; Martin-Cuadrado et al., 2007), sedimentos marinos en Peru (Biddle et al., 2008),
lagunas hipersaladas en Chile (Da Silva et al., 2008), estromatolitos de Shark bay en
Australia (Papineau et al., 2005), ventilas hidrotermales en el Tibet (Lau et al., 2009),
tapetes microbianos en Tailandia (Portillo et al., 2009) y la cuenca de Cuatrociénegas
Coahuila en México (Peimbert et al., 2012; Bonilla-Rosso et al., 2012; Breitbar et al.,
2009). La mayoria de estos estudios se han realizado para determinar la diversidad
microbiana y genética de las muestras, y aportar una nueva perspectiva para el analisis

de la ecologia y los ciclos biogeoquimicos de los distintos lugares.

1.2.1 Construccidn de bibliotecas Metagendmicas

Para realizar un estudio metagenémico funcional, el primer paso es el aislamiento del
ADN de la muestra, posteriormente se realiza la construccion de la biblioteca
metagenomica (Figura 1.2). El microorganismo mas utilizado para tal fin es Escherichia

coli (Brady et al., 2009), aunque esta bacteria es un hospedero idéneo para realizar
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expresion heterdloga de ADN, por su versatilidad genética y otros factores, también es
una limitante para la expresién de algunos tipos de proteinas que le pueden resultar
toxicos (Wang et al., 2000), por lo cual, se han construido bibliotecas metagenémicas en
otros hospederos, tales como Streptomyces sp. y Ralstonia metallidurans (Wang et al.,
2000; Craig et al., 2009; Craig et al., 2010).

._’ T

Muestra ambiental ADN metagensmico ADN metagendmico fragmentado
-Tierra
-Agua Ligacidn en el vector,

-Aire intreduccion dentro de
una bacteria
hospedera

Metagenoteca

l Escrutinio

Halo de inhibicidn o
hidrélisis

Activacidn de

gene reportero Deteccidn por

HPLC

Figura 1.2 Esquema de la construccion de una metagenoteca y su escrutinio.
Para realizar la construccion se parte de cualquier muestra ambiental, se obtiene su
metagenoma y se clona en algin hospedero para posteriormente por medio de
ensayos de funcionalidad encontrar aquellas clonas que tengan algin inserto
interesante (figura tomada de Piel, 2011)

Otro aspecto muy importante en la construccion de una metagenoteca para analisis
funcionales es la seleccién del vector a utilizar. Se debe considerar que, entre mas
pequefios sean los fragmentos clonados, mayor serd el esfuerzo del escrutinio que se
necesite hacer. Esto es debido a que se necesitaran un mayor nimero de clonas para una

mejor representacion del metagenoma.

Un tipo de vector son los plasmidos los cuales son muy versétiles, sin embargo, solo
pueden contener insertos pequefios, de entre 2 a 10 Kpb. Esto es una limitante si se

desean aislar operones o rutas biosintéticas completas. Para ello, se utilizan vectores que
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soporten tamafios de insertos méas grandes, dentro de estos se encuentran los BAC (por
sus siglas en inglés: Bacterial Artificial Chromosome) en los cuales se pueden insertar
fragmentos de hasta 750 Kpb. Sin embargo, la problematica que enfrentan estos es la
dificultad de obtener insertos tan grandes ya que solo se obtienen en el orden de los 100
a 300 Kpb después de la digestion del ADN (Handelsman, 2004), y otro problema es la
estabilidad de estos vectores en el organismo hospedero. Pese a esto, los vectores BAC
han sido utilizados con éxito en algunos trabajos (MacNeil et al., 2001; Long et al., 2005).
Sin embargo, hasta ahora los vectores que mejor han funcionado en la construccion de
metagenotecas son los cosmidos (Collins et al., 1978) y los fésmidos (King et al., 2009),
los cuales pueden recibir insertos de entre 35y 45 Kpb, pueden ser introducidos en E. coli
obteniéndose varios millones de clonas en genotecas muy estables, gracias a que se
puede controlar el nimero de copias. La ventaja de estos vectores con respecto a los
BACs es que los fragmentos de ADN que se clonan son mas cortos, por lo que son faciles
de obtener y manipular; y ademas los fragmentos que se clonan son mas largos que los

de los plasmidos pudiendo soportar hasta 45 Kpb.

Para fines practicos estos Ultimos vectores tienen un tamafio idéneo para hacer estudios
de metagendmica funcional. La diferencia entre ellos, es que los fésmidos contienen un
origen de replicacion del pldsmido F con lo cual el fragmento clonado es mantenido en
una copia por célula, esto mantiene la estabilidad de la clona (King et al., 2009) y evita los
problemas de inestabilidad en la metagenoteca lo cual si se ha observado cuando se

utilizan c6smidos con alto nimero de copias (Sudek et al., 2007).

1.2.2 Escrutinio de metagenotecas

Después de la construccion de las metagenotecas el siguiente paso es el escrutinio de
estas, lo cual se realiza para identificar clones que tengan genes de interés. El escrutinio
se puede abordar de dos maneras (i) analisis por secuencia y (i) andlisis por

funcionalidad. Ambas se describiran brevemente en los siguientes apartados.
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1.2.2.1 Escrutinio basado en secuencia

Una alternativa para abordar el escrutinio de una metagenoteca es basandose en la
deteccidn de secuencias especificas de ADN. Esta estrategia tiene una ventaja
significativa, ya que se pueden detectar genes que no se expresen en la metagenoteca.
Se parte de una familia de biomoléculas de interés y se buscan sus homdélogos en bases
de datos. Con las secuencias obtenidas se realizan alineamiento y los consensos
resultantes se utilizan para disefiar oligonucle6tidos degenerados los cuales sirven para
amplificar diferentes regiones las cuales posteriormente son secuenciadas y con base en
estas, se disefian oligonucle6tidos especificos o sondas que sirven para realizar el
escrutinio fino de la biblioteca. Sin embargo, debido a que el disefio de los primeros
oligonucleétidos se hace sobre secuencias conservadas y conocidas, este tipo de
escrutinio solo identifica secuencias ya conocidas, por lo que, si lo que se busca es

descubrir nuevos genes, es una metodologia no muy exitosa (Simon y Daniel, 2009).

1.2.2.2 Escrutinio basado en funcion

Una de las maneras mas utilizadas para lograr la deteccién de clonas de interés es
observando los fenotipos resultantes, cuando se siembran en un medio de selectivo
adecuado. Para ello el escrutinio puede basarse por ejemplo en cambios de coloracion
(produccién de pigmentos), en la formacion de halos de inhibicién o halos de degradacién
alrededor de las clonas positivas (Rondén et al., 2000; Wang et al., 2000), o en ensayos
relacionados con genes reporteros (Williamson et al., 2005). Para ello, es necesario que

los genes insertados en el vector se expresen y sean activos.

Como ejemplos podemos mencionar el escrutinio basado en la observacion de halos de
degradacion donde el medio de cultivo tiene un sustrato que solo puede ser transformado
en productos si la clona contiene un gen, expresado heter6logamente, cuyo producto
tiene la capacidad para transformarlo (Waschkowitz et al., 2009). Mientras que para el
escrutinio utilizando genes reporteros se menciona el ejemplo de los ensayos METREX

(por sus siglas en inglés: METabolite-Regulated EXpression) (Williamson et al., 2005) y
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SIGEX (por sus siglas en inglés: Substrate-Induced Gene EXpression) (Uchiyama y
Watanabe, 2008), ambos ensayos consisten en que el producto del gen buscado, con la
funcion buscada, indusca un promotor que dispara la sintesis de un gen reportero, como

por ejemplo la proteina verde fluorescente (GFP).

Utilizando el escrutinio por funcionalidad se han obtenido nuevas enzimas por ejemplo
lipasas, esterasas, quitinasas y proteasas (Hjort et al., 2014; Privé et al., 2015; Vester et
al., 2015).

1.2.3 Metagendémica y biotecnologia

En paralelo a las importantes contribuciones que la metagenomica esta haciendo en el
entendimiento basico del funcionamiento de los ecosistemas, esta disciplina ha emergido
también como una poderosa herramienta para el descubrimiento de genes novedosos que

puedan ser utilizados en diferentes procesos industriales (Lorenz y Eck, 2005).

Este tipo de biotecnologia se cataloga como paralela de la biotecnologia roja y/o verde
(médica y agricola respectivamente). A la fecha diferentes sectores de la industria estan
interesados en explotar la fuente de microorganismos no cultivables debido a que hasta
ahora se han descubierto genes que codifican enzimas de interés biotecnolégico, como
amilasas, lipasas, proteasas, entre otras (Steele et al., 2009), con nuevas caracteristicas
respecto de las ya existentes. Cuando una nueva enzima es descubierta por
metagendmica es catalogada mediante una calificacion de uno a seis, usando como
criterios de selecciéon actividad in vitro, eficiencia, especificidad y estabilidad. Esto
determina las fortalezas y debilidades de la enzima, de tal forma que las mas promisorias
pueden ser seleccionadas para desarrollo de nuevos procesos utilizando ingenieria de

proteinas o métodos de evolucion dirigida (Lorenz y Eck, 2005).

Las enzimas son ampliamente utilizadas en la industria (Kirk et al., 2002), tan solo en
2003 el mercado de enzimas fue estimado en 2.3 billones de doélares (Global Industry

Analysts. Industrial Enzymes, 2004).
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1.3 Enzimas

Por definicion textual, segun la real academia de la lengua espafiola, una enzima es una
proteina (aunque también pueden haber enzimas de ARN como las ribozimas), que
cataliza especificamente cada una de las reacciones bioguimicas del metabolismo,
ampliando el concepto, son aquellas moléculas (catalizadores bioldgicos) que aceleran
reacciones quimicas. El término que se le da a este tipo de reacciones es reacciones
enzimaticas o bioquimicas, en las cuales se parte de una molécula sustrato, la cual

después de ser catalizada por la enzima, forma productos (Grisham et al. 1999).

Todas las enzimas son producidas por células vivas. A pesar de que todas se producen
inicialmente dentro de la célula (endoenzimas) también existen aquellas que actian
extracelularmente a las que se les llama exoenzimas. Se han descubierto una gran
cantidad de ellas en los organismos de los tres dominios de la vida actuando en solucién

acuosa a temperaturas y pH variables.

1.3.1 Nomenclatura de las Enzimas

Las enzimas muchas veces se nombran de acuerdo con el sustrato o reaccién que
catalizan adicionando el sufijo “asa”. Sin embargo, de acuerdo con la Unién internacional
de biogquimica y biologia molecular (por sus siglas en inglés: IUBMB), se ha creado un
sistema de nomenclatura y clasificacion de enzimas (Tabla 1.1). Este sistema agrupa a
las diferentes enzimas en seis clases, cada una de ellas con diferentes subclases, de

acuerdo con la reaccién que catalizan (Lehninger, 1993).

11
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Tabla 1.1 Clasificacion internacional de enzimas

N° Clase Tipo de reaccion catalizada

1 Oxidoreductasa Transferencia de electrones (iones hidruro o atomos de H)

2  Transferasas Reacciones de transferencia de grupos

3  Hidrolasas Reacciones de hidrdlisis (transferencia de grupos funcionales al agua)

4  Liasas Adicién de grupos a dobles enlaces, o formacién de dobles enlaces por

eliminacién de grupos

5 Isomerasas Transferencia de grupos dentro de moléculas dando formas isoméricas

Ligasas Formacién de enlaces- C-C, C-S, C-O y C-N mediante reacciones de

condensacion acopladas a la ruptura del ATP

Modificado de Lehninger, 1993.

A cada enzima se le asigna un nombre sistematico que identifica la reaccién catalizada y
un nuamero clasificatorio de cuatro digitos. Por ejemplo, el nombre sistematico de una
enzima es ATP: Glucosa fosfotransferasa lo que indica que cataliza la transferencia de un
grupo fosforilo desde el ATP a la glucosa. El numero de clasificacion de esta enzima
(numero E.C.) es 2.7.1.1. El primer nimero (2) denota el nombre de la clase (transferasa);
el segundo (7), la subclase fosfotransferasa; el tercer (1), fosfotransferasas con un grupo
hidroxilo como aceptor y el cuarto digito (1), D-glucosa como aceptor del grupo fosforilo
(Lehninger, 1993).

1.3.2 Proteasas

Las proteasas son ubicuas en los tres dominios de la vida (Sharma et al., 2004) y no solo
son de enorme importancia para los seres vivos, sino también para la industria. Se utilizan
en detergentes, preparacion de cueros, procesamiento de alimentos, productos
farmacéuticos, tratamiento de algunos desechos industriales, entre otras aplicaciones. Las
proteasas constituyen el 45 % de todas las enzimas utilizadas en la industria y se espera

gue este numero siga creciendo (Gupta et al., 2002). Se estima que para el afio 2019, el
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mercado mundial de proteasas alcanzara los $2,767 millones de doélares anuales
(Markets and Market, 2016).

Las proteasas pertenecen al grupo de las hidrolasas, también se les conoce como
peptidasas, ya que catalizan la ruptura de enlaces peptidicos de las proteinas utilizando
para ello una molécula de agua (Figura 2.3).

A-B + H,O — A-OH + B—-H

Figura 1.3 Reaccion catalizada por una hidrolasa. A y B pueden ser cualquier
residuo de aminoécido.

Las proteasas se clasifican con base en tres criterios (1) la reaccién que catalizan, (2)
naturaleza del sitio catalitico y (3) la relacién evolutiva de su estructura (Barett, 1994). En
general, primero son divididas en dos grandes grupos las endopeptidasas y las
exopeptidasas (Tabla 1.2) dependiendo del sitio de accién en la cadena polipeptidica. Las
endopeptidasas actlan dentro de la cadena polipeptidica mientras que la exopeptidasas
en los extremos de la cadena, ya sea en el amino terminal o en el carboxilo terminal. Con
base en el grupo funcional presente en el sitio activo las endopeptidasas se clasifican en
cuatro grupos: serina proteasas, acido aspartico proteasas, cisteina proteasas y
metaloproteasas (Hartley, 1960).

Tabla 1.2 Clasificacién de proteasas

Proteasas Modo de accion® Numero EC.
Exopeptidasas

Aminopeptidasas @' 0-0-0-0--- 3.4.11
Dipeptidil-peptidasas 0-0 J’O-O—O—-— 3.4.14
Tripeptidil-peptidasas 0-0.0.0-0--- 3.4.14

Carboxipeptidasas —-0-0-0-0-0'® 3.4.16-3.4.18
Carboxipeptidasas tipo serina 3.4.16
Metalocarboxipeptidasas 3.4.17
Carboxipeptidasas tipo cisteina 3.4.18
Peptidil-dipeptidasas —-0-0-0-0 _l._. 3.4.15
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Dipeptidasas o' 3.4.13
Peptidasas Omega +-@YO-O--- 3.4.19
-—-O-O—Oi.—* 3.4.19
Endopeptidasas - 0-0-0Y0-0-0--- 3.4.21-3.4.34

Serina endopeptidasas 3.4.21
Cisteina endopeptidasas 3.4.22
Acido aspartico endopeptidasas 3.4.23
Metaloendopeptidasas 3.4.24
Treonina endopeptidasas 3.4.25
Endopeptidasas con mecanismo 3.4.99

catalitico desconocido

4Los circulos representan los residuos de aminoéacidos en la cadena polipeptidica. Los circulos
rellenos indican los amino&cidos terminales y los asteriscos representan el bloqueo de la cadena.
Las flechas indican el sitio de corte de la enzima. (Modificado de Rao et al., 1998).

1.3.3 Fuente de proteasas

Las proteasas son necesarias para la sobrevivencia de cualquier organismo vivo (Rao et
al., 1998), por esta razon las podemos obtener de diferentes fuentes como plantas,
animales y micoorganismos. Algunas de las proteasas que se obtienen de plantas son: la
papaina, la bromelina, y la queratinasa; algunas de las proteasas que se obtienen de
animales son proteasas pancreaticas, la tripsina, la quimiotripsina, la pepsina y la renina.
La obtencién de proteasas de plantas implica un proceso de obtencién muy lento, que
depende de la disponibilidad del area para el cultivo de las plantas y de las condiciones
climaticas, mientras que, para la obtencién de proteasas de origen animal el proceso es
muy caro ya que se debe de contar con animales que sean sacrificados (Rao et al., 1998).
Debido a las limitantes que se tienen para la obtencion de proteasas de plantas y
animales; y a la incapacidad de poder satisfacer la demanda mundial de las proteasas,

actualmente se tiene un mucho mayor interés en las proteasas de microorganismos.
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1.3.4 Proteasas microbianas

Los microorganismos representan una excelente fuente de enzimas debido a su amplia
diversidad bioquimica, a su fécil manejo, rapido crecimiento y relativamente facil
manipulacion genética. Las proteasas microbianas (PM) representan aproximadamente el
40% del total del mercado mundial de enzimas (Godfrey y West, 1996)

La mayoria de las proteasas comerciales, neutras y alcalinas, son producidas por
bacterias, principalmente del genero Bacillus sp. Las proteasas bacterianas neutras son
activas solo en un intervalo estrecho de pH (5 a 8) y tienen baja termotolerancia. Estas
enzimas son importantes sobre todo porque generan menos amargura en los hidrolizados
de alimentos a diferencia de las de origen animal, por lo cual son mas valiosas en la
industria alimenticia. La neutrasa, una proteasa neutra, es insensible a los inhibidores de
proteinasas de plantas, por lo cual es muy util en la elaboracion de cerveza. Su baja
termotolerancia es ventajosa para controlar su reactividad durante la produccién de
hidrolizados proteicos en alimentos con un bajo grado de hidrélisis. Algunas de las
proteasas neutras pertenecen al tipo metaloproteasa y requieren iones metalicos
divalentes para su actividad, mientras que otras son serina proteasas, que no se ven

afectadas por agentes quelantes (Rao M. et al., 1998).

Las proteasas alcalinas provenientes de bacterias, se caracterizan por su alta actividad a
pH alcalinos y su amplia gama de sustratos, su temperatura Optima esta
aproximadamente en 60 °C. Estas propiedades las hacen idéneas en la industria de los
detergentes. En la Tabla 1.3 se muestra un resumen de diferentes proteasas alcalinas

bacterianas utilizadas cominmente en la industria.

Tabla 1.3 Proteasas alcalinas (bacterianas comerciales), fuentes, aplicaciones y sus proveedores.

Proveedor Nombre Fuente Aplicacion
comercial del microbiana
producto
Novo Nordisk, Dinamarca Alcalasa B. licheniformis Detergentes, desgomado de seda
Savinasa Bacillus sp. Detergentes, textiles
Esperasa B. lentus Detergentes, alimentos, desgomado de
seda
Biofeed pro B. licheniformis Alimento para animales
Durazym Bacillus sp. Detergentes
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Genencor International, EE.UU.

Gist-Brocades, Paises Bajos

Solvay Enzymes, Alemania

Pharmaceuticals Amano, Jap6n

Enzyme Development, EE.UU.

Nagase Biochemicals, Japén

Godo Shusei, Japén
Rohm, Alemania

Wouxi Synder Bioproducts,
China
Advance Biochemicals, India

Novozyme 471MP

Novosyme 243 B
Nue

Purafact
Primatan
Subtilisina
Maxacal
Maxatasa
Opticlean

Optimasa

Maxapem

HT-proteolytic

Proteasa

Proleather

Collagenasa

Amano proteasa S

Enzeco alcalino
proteasa

Enzeco alcalino
proteasa-L FG

Enzeco high alcalino

proteasa

Bioprasa concentrate

P.s proteasa
P.s elastasa
Cryst. proteasa

Cryst. proteasa

Bioprasa
Bioprasa SP-10
Godo-Bap
Corolasa 7089
Wuxi

Protosol

s.e.
B. licheniformis
Bacillus sp.

B. lentus

s.e.

B. alcalofilus
Bacillus sp.
Bacillus sp.

B. alcalofilus

B. licheniformis

Proteina
modificada de
Bacillus sp.

B. subtilis

B. licheniformis
Bacillus sp.
Clostridium sp.
Bacillus sp.

B. licheniformis

B. licheniformis

Bacillus sp.

B. subtilis

P. aeuriginosa
P. aeuriginosa
B. subtilis (K2)

B. subtilis
(bioteus)
B. subtilis

B. subtilis
B. licheniformis
B. subtilis

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Hidrélisis de gelatina fotogréafica
Limpiadores de dentaduras postizas
Curtido de cuero

Detergentes

Limpiadores de dentaduras postizas
Detergentes

Detergentes

Detergentes

Detergentes

Detergentes

Detergentes

Alcohol, pasteles, cerveza, comida,
alimentos,
curtido de cuero, residuos fotogréaficos

Alimentos, residuos
Alimentos
De caracter técnico
Alimentos

Industrial

Alimentos

Industrial

Cosméticos, biofarmaceutica
En investigacion
En investigacién
En investigacion

En investigacion

Detergente, limpieza
Alimentos

Detergentes, alimentos
Alimentos

Detergentes

Detergentes

s.e. Sin especificar (Modificado de Gupta et al., 2002)

Durante las Ultimas décadas se han realizado muchos esfuerzos para identificar nuevas

proteasas, asi como para optimizar las ya existentes, para satisfacer la gran gama de
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requerimientos especificos de los procesos que se requieren en la industria (Herbots,
2007).

Las proteasas que se utilizan en la industria hasta el momento, han sido obtenidas de
colecciones de microorganismos o utilizando técnicas microbiolégicas tradicionales, que
involucran necesariamente tener cultivado el microorganismo a estudiar. Este enfoque
limita a aquellos microorganismos que son capaces de crecer en condiciones de
laboratorio, y como ya se menciond, se ha estimado que solo el 1% de los
microorganismos pueden ser cultivados por medio de técnicas estandares de laboratorio
(Amann et al., 1995). Debido a esta situacién, es necesario utilizar otras técnicas que nos
permitan tener acceso a los microorganismos no cultivables, por lo cual, el escrutinio de
metagenotecas se ha convertido en una alternativa atractiva para la recuperaciéon de
nuevas enzimas provenientes de microorganismos no cultivables. Durante los dltimos
afios se han obtenido varias nuevas enzimas utilizando esta metodologia (Eck et al.,
2009).

1.3.5. Serina proteasas

Con base en su secuencia de aminoacidos, las proteasas estan agrupadas en mas de 50
familias, que a su vez se agrupan en 14 clanes, los cuales estan definidos de acuerdo con
la similitud de sus estructuras terciarias, el orden de sus residuos cataliticos y su
secuencia (Rawlings y Barrett., 1993). Una de las familias mas extensas e importantes
desde el punto de vista comercial son las serina protesas que se encuentran dentro del

grupo de las hidrolasas y pertenece al clan SB (Siezen y Leunissen., 1997).

De acuerdo con MEROPS — The Peptidase Database, el clan SB incluye a las familias S8
y S53. La familia S8 se caracteriza por tener una triada catalitica en el orden D, H, S.
Estos aminoacidos se encuentran embebidos en los motivos D(T/S)G, HGTH vy
GTSXaaXaaXbbP. En este ultimo motivo, Xaa representa un aminoacido alifatico y Xbb a
un aminoacido pequefio. En la familia S53 el mecanismo catalitico es muy diferente
respecto a la S8 y hay mayor complejidad en los residuos cataliticos, teniendo una tétrada
de G, D, D, S (Rawling y Barrett., 2004)
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1.4 Aislamiento de proteasas a partir de metagenotecas

Hasta la fecha se ha utilizado la metagendémica funcional para identificar varias nuevas

enzimas como: amilasas, esterasas, lipasas y quitinasas. Sin embargo, hasta ahora solo

existen 10 reportes de enzimas proteasas obtenidas por esta metodologia (Tabla 1.4).

Tabla 1.4 Proteasas obtenidas por escrutinio funcional de genotecas metagenémicas.

Ambiente  Vector T.I Hospedero Clonas/ Produjeron Nombre  Referencia
Kpb Escrutinio Halo /
Caracterizadas
Arena del pBSKIl+ 6 E.coli DH10B 30,000 1/1 DV1
Valle de la
Muerte
Arena del pCC1FOS 32 E.coli EPI300 17,000 16/1 M30C4
desierto de (Neveu et al.,
Gobi 2011)
Suelodela  pBSKII+ 3.9 10,000 0
mina Shaft o 4. 4.6 37,000/10,000  1/1 pTW4
Topo
Suelo de pBSKIl+ 2.4 . 32,000/10,000
composta E.coli
pCR2.1- 3.5 TOP 10 60,000/10,000
Topo
Muestra pBSKII+ 4.2 52,000/10,000 O
mixta A pCR2.1- 5.3 78,000/10,000  1/1 pTW1
Topo
Muestra pBSKIl+ 3.9 55,000/10,000 2/2 pTW2
mixta B pTW3
pCR2.1- 4.0 65,000/10,000 0 (Waschkowitz
Topo et al., 2009)
Superficie puUC19 3.2 E.coliDH10B 70,000 1/1 AS- (Pushpam et
de la piel protease al., 2011)
de cabra
Sedimento pWEB- 35 E.coli 7000/5000 6/1 ACPRO001 (Zhang et al.,
marino TNC EPI100 2011)
Suelo del pCC1BAC- 5.2 E.coli 113,742 3 (Berlemont et
Artico EcoRI EPI300 al., 2011)
DH10B
Suelo del pHTO1 4-9 E.coliDH10B 35,000 1 SBcas3.3 (Biver et al.,
Bosque 2013)
Rio Tinto pBSKIl+ 1-8 E.coli DH10B (Guazzaroni et
al., 2013)
Suelo pET21a+ 0.5- E. coli Top 1 HM219181  (Purohity
2.8 10 Singh 2013)
Barro pCC1FOS  30- E.coli 30,000 1 pES63H9 (Lee etal.,
40 EPI300 2007)
Lodo pCC1FOS 38 E.coli 28032 1 M1-1 (Morris y
activado EPI300 Marchesi
2015)

Abreviaturas y simbolos: T.| (Tamafio de inserto); Kpb (Kilopares de bases); Pos. (Positivas).
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El método de identificacion de clonas sobreproductoras de proteasas de metagenotecas
mediante escrutinio funcional ha sido utilizando agar LB (Sambrook et al., 1989)
suplementado con 1 % (p/v) de leche descremada, el cual ha tenido éxito (Rondén et al.,
2000). Sin embargo, se ha reportado que este método a veces produce falsos positivos
(Jones y Marchesi, 2007). Recientemente se ha publicado un método méas robusto, muy
simple y facil para el escrutinio de enzimas proteasas, que consiste en la preparacion del
medio de cultivo agregando como sustrato leche en polvo libre de grasas y lactosa [1%
(p/v)]. La ausencia de lactosa elimina la posibilidad de enmascarar falsos positivos con
lipasas y otras enzimas glucosidasas, que pueden producir 4cido acético derivado de la
fermentacion de la lactosa, causando un descenso en el pH, y producir el halo de

hidrdélisis muy similar al caracteristico de las enzimas proteasas (Morris et al., 2012).

Trabajos recientes, utilizando metagendmica funcional, reportan el aislamiento de
metaloproteasas. En uno de estos trabajos se utilizd composta, como fuente, para
construir una metagenoteca de 80,000 clonas en el plasmido pBluescrip SKIl+, las cuales
tenian insertos aproximadamente de 2 Kpb, el hospedero fue E. coli. En esta
metagenoteca se hallaron cuatro clonas positivas productoras de proteasas de las cuales
dos eran completamente nuevas (Waschkowitz et al.,, 2009). Otro reporte cita el
aislamiento de dos serina proteasas novedosas de metagenotecas provenientes de
muestras de suelo del Valle de la Muerte y del desierto de Gobi, uno ubicado entre el
norte de China y sur de Mongolia y el otro en el este de California. Las genotecas fueron
construidas utilizando el pldsmido pBluescrip SKII+ y el fésmido pCC1FOS, y como
hospedero se us6 E. coli, las clonas contenian insertos de 6 Kpb y 30 a 40 Kpb
respectivamente. De la genoteca de plasmidos se obtuvo una clona positiva de 30 000 y
de la de fésmidos se obtuvieron 16 clonas positivas de 17 000 analizadas. De estas
altimas 16, una fue caracterizada dando como resultado una nueva proteasa (Neveu et
al., 2011).

Hasta el 2007 solo habia un reporte de una proteasa aislada de un metagenoma marino,
el cual involucraba el aislamiento y caracterizacién de una metaloproteasa proveniente de
una metagenoteca de sedimentos de aguas profundas. La muestra fue tomada al sur de

la isla de Lihir, en Papla, Nueva Guinea. Con esta muestra se construyé una
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metagenoteca de 30,000 clonas utilizando el fosmido pCC1FOS y como hospedero a E.
coli. Después del escrutinio en el medio LB adicionado con 1 % (p/v) de leche
descremada, se logro aislar una enzima con un porcentaje de identidad de 46% a una
metalloproteasa de Dechloromonas aromatica, el bajo porcentaje de identidad, con lo ya
reportado, hace que esta enzima sea novedosa (Lee et al., 2007).

Como se observa en la tabla 1.4, la mayoria de proteasas encontradas mediante un
abordaje de metagendmica funcional se han encontrado utilizando muestras de suelo. Sin
embargo, la necesidad de obtener nuevas enzimas, que presenten caracteristicas
novedosas, hace necesaria la exploracion de nuevos ambientes que puedan contener

otras comunidades de microrganismos que aporten nuevas biomoléculas.

El Acuifero de Yucatan es uno de los sistemas hidricos mas importantes de la peninsula,
el escaso estudio de su microbiota y el antecedente de que puede contener una
diversidad microbiana particular (De la Rosa-Garcia et al., 2007; Rojas-Herrera et al.,
2011), lo hacen de gran atractivo para realizar un analisis metagenémico que aporte
nueva informacion acerca su composicion asi como para la busgueda de nuevas enzimas.
Por todo esto, en el presente trabajo se plantea el analisis metagenémico desde una
perspectiva funcional para la busqueda de proteasas usando como material de partida

agua del Acuifero de Yucatan.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo General

e Identificar funcionalmente y caracterizar genes de proteasas en una biblioteca

metagenomica de fésmidos del Acuifero de Yucatan.

1.5.2 Objetivos Especificos

e Construir una metagenoteca de féosmidos a partir de una muestra de agua del

Acuifero de Yucatan.

e Realizar un escrutinio funcional de la metagenoteca, para identificar clonas

sobreproductoras de proteasas extracelulares.

e Hacer una caracterizacion in silico de los insertos de las clonas sobreproductoras

de proteasas extracelulares.

e Caracterizar estructuralmente la secuencia de los ORFs traducidos responsables

de la actividad.
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1.6 ESQUEMA METODOLOGICO

Obtencion de la muestra
de agua

> Obtencion de la biomasa
procariota por filtracion serial

r

Extraccién de ADN
metagenoémico

r

Construccion de la
metagenoteca

Escrutinio por funcién

!

Secuenciacion de clonas
positivas

!

Caracterizacion estructural
de los insertos de las
clonas positivas
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

2.1 Material biolégico
Para obtener la biomasa procariota se tomé una muestra de agua del Acuifero de Yucatan
(21° 01’ 44" Norte y 89° 38" 19" Oeste), mediante bombeo aproximadamente a 30
metros de profundidad.

El agua obtenida se filtr6 secuencialmente, por bombeo peristaltico, primero a través de
un filtro Millipore de 5 um de diametro de poro (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) para
eliminar los sedimentos, particulas mayores, agregados celulares y células
microeucariotas; posteriormente a través de un filtro Sterivex— GVM? de 0.22 pM de
diametro de poro, para retener las células procariotas (Merck Millipore, Billerica, MA,
USA). Para conservar la biomasa obtenida se adicion6 RNAlater™® (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA) y se mantuvo en refrigeracion hasta el dia que se extrajo el ADN.

2.2 Vectores y cepas bacterianas

La metagenoteca se construyd utilizando el sistema de fésmidos pCC2FOS™® (Epicentre
Madison, WI, USA). Una caracteristica de este vector es que se puede controlar el
namero de copias; es decir, en un medio basal el vector puede estar en bajo nimero de
copias por célula hospedera, y con la adicion de 0.01% de arabinosa, se induce un alto
nimero de copias (10 a 200). Como hospedero se utiliz6 Escherichia coli EPI300"". Para
el ensayo funcional de proteasas se utiliz6 como control positivo a Bacillus subtilis (ATCC
465). La subclonacion y expresiéon de los ORFs se realizé en el vector de expresion
pLATE52 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) y las construcciones fueron
transformadas en E. coli Top10 y BL21 (DE3) (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA).
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2.3 Extraccion de ADN metagendémico
Para realizar la extraccion del ADN metagendmico se utilizaron dos métodos:
1) Método reportado por Martin-Cuadrado (Martin-Cuadrado et al., 2007).

Este método se utiliz6 con ligeras modificaciones y consisti6 en: (i) Afadir al filtro
Sterivex™? con la biomasa bacteriana, 1.8 mL de amortiguador de lisis (40 mM EDTA, 50
mM Tris pH 8.3, 0.75 M sacarosa) y 50 uL de lisozima (2 mg-mL™) e incubar a 37°C
durante 1h con agitacion suave, i) agregar 50 UL de proteinasa K (0.4 mg-mL™) y 200 pL
de SDS (10%) e incubar a 55°C durante 1h con movimiento suave. (iii) Con una jeringa
recuperar el lisado del Sterivex® y pasarlo a un tubo Falcon de 50 mL. (iv) Extraer dos
veces con igual volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1 pH 8),
centrifugando 10 min a 3000 g y recuperando la fase acuosa. (v) Extraer una vez con un
volumen igual cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). (vi) Concentrar la fase acuosa
mediante un microconcentrador (Centricon 100, Amicén), hasta un volumen aproximado
de 200 pL; (vii) Afadir 1 mL de TE y volver a concentrar a un volumen de 100 pL, (viii)

invertir el Centricon y colectar 100 a 200 pL.

2) El segundo método utilizado fue siguiendo las especificaciones del paquete de
extraccion de agua Epicentre Metagenomic DNA Isolation Kit For Water (Cat. No.
MGDO08420). Este método agiliza los pasos para la construccion de la metagenoteca
eliminando la necesidad de purificar de gel para obtener el tamafio de los insertos
adecuados y se recomienda que se utilice en conjunto con el paquete Epicentre
CopyControIMR HTP Fosmid Library Production (Cat. No. CCFOS059).
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En ambos métodos la concentracién del ADN mentagendmico se determind mediante
lectura en un espectrofotdmetro NanoDrop (absorbancia a 230 y 260 nm UV) y su
integridad fue analizada en geles de agarosa al 1%. Para la electroforesis se utilizo el
amortiguador TBE 1X (Tris base 90 mM, &cido bérico 90 mM, EDTA 2.5 mM, pH 8.0). Los
geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (0.5 mg-mL™") y visualizados en un
transiluminador de UV.

2.4 Construccion de la metagenoteca

El ADN metagenémico obtenido, como se describié anteriormente, se utilizé para la
construccién de la metagenoteca siguiendo las especificaciones del fabricante del
paquete Epicentre CopyControlMR HTP Fosmid Library Production (Cat. No. CCFOS059).

2.4.1 Obtencion de los fragmentos de ADN metagendmico entre un tamafio de 30 a
40 Kpb

Debido a que se utilizaron dos métodos de extraccion diferentes para la obtencion del
ADN metagendémico, fue necesario realizar dos estrategias diferentes para la preparacion
de los fragmentos. Un paso en comun entre ambos métodos fue la ruptura mecéanica del

ADN por pipeteos subsecuentes.

Para preparar los insertos a partir del método de Martin-Cuadrado, fue necesaria la
separacion en gel de agarosa y posteriormente la purificacion de los fragmentos que
estuviesen en el tamafio de 30 a 40 Kpb. Para el método en el que se empled el paquete
de Epicentre™?, el ADN fue precipitado con etanol y se utilizo directamente en el siguiente

paso de la construccion de la genoteca.

2.4.1 Reparacion del ADN metagenémico

Este paso es necesario ya que, debido a la ruptura mecanica, los extremos de los insertos

pueden estar dafiados, es decir, que haya extremos protuyentes, de manera que es
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necesario rellenarlos para generar extremos romos y fosforilar los extremos 5’. Esto se
realiza utilizando una mezcla enzimética que contiene T4 ADN polimerasa y T4

polinucleétido cinasa.

La reaccion de reparacion se llevé acabo siguiendo las especificaciones del fabricante, los
componentes de la reaccion se muestran en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Reaccién de reparacién de los insertos

Reactivos Cantidades
Agua estéril 2 uL
Amortiguador “End-repair” 10 X 8 uL
dNTPs 2.5 mM (c/u) 8 uL
ATP 10 mM 8 uL
ADN 5 ug 50 pL
Mezcla de las enzimas 4 uL
Volumen de reaccién 80 pL

La reaccion se incubé 45 min a temperatura ambiente. Al término de este lapso fue

necesario inactivar la mezcla enzimatica, para lo cual se incub6 10 min a 70 °C.

2.4.2 Reparacioén de los Insertos Utilizando el Fragmento Klenow

Un método alternativo para la reparacion de los fragmentos de ADN fue utilizando el
fragmento grande de la ADN polimerasa | de E. coli; llamado fragmento Klenow, el cual
tiene actividad polimerasa 5° — 3 (esta ayuda a rellenar) y exonucleasa 3" — 5" la cual
recorta cadena sencilla. Ambas actividades son necesarias para crear los extremos
romos. Esta reaccion se llevo a cabo bajo los pardmetros que se muestran en la Tabla
2.2.
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Tabla 2.2 Reaccién de reparacioén de los insertos con Klenow

Reactivos Cantidades
ADN 3 ug 30 pL
Amortiguador (NEB2 10X) 5L
dNTPs (0.1 mM clu) 5puL
Agua estéril 9 uL
Enzima Klenow 1uL
Volumen de reaccién 50 pL

Tiempo de incubacién 3 h. a 37 °C

Al final del tiempo de incubacién para desactivar a la enzima se adicion6 EDTA a una
concentracion final de 10 mM y se calent6 a 75 °C por 20 min. Posteriormente se realizd
la precipitacion del ADN utilizando 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M pH 7y 2.5
volimenes de etanol absoluto helado, al final se resuspendié en 20 pL de TE. EI ADN
resultante se utiliz6 para seguir el protocolo del paquete Epicentre CopyControl"? HTP

Fosmid Library Production segin las especificaciones del fabricante.

2.4.3 Reaccion de Ligacion

La reaccion de ligacion se llevd a cabo segun las especificaciones del proveedor. La
relacibn molar éptima para realizar la ligaciébn es 10:1 (vector-inserto), las cantidades
utilizadas fueron 500 ng del vector (aproximadamente 0.09 pmol) y 250 ng de ADN
metagendmico de aproximadamente 40 Kpb (0.009 pmol), la reaccién se llevé a cabo en
un volumen de 10 yL donde 3.5 yL eran agua estéril, 1 uL amortiguador 10X, 1 uL ATP
10mM, 1 puL ADN ligasa (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), 1 uL vector (0.5 pug pL™)
y 2.5 pL inserto (100 ng pL™). Esta reaccion se incub6 toda la noche a 16 °C.

2.4.4 Empaguetamiento de la ligacion en fagos

El resultado de la ligacion se empacé en fagos. Para ello, células de E. coli EPI300MR
(Epicentre, Madison, WI, USA) se estriaron en una caja de Petri en medio LB sin

antibiético. Un dia antes del empaquetamiento, de dicha caja se seleccioné una sola
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colonia con la cual se inocularon 50 mL de medio LB adicionado con 10 mM MgSO,y 0.2
% de maltosa y se cultivé toda la noche a 37 °C en agitacion constante (200 rpm).

El dia del empaquetamiento se tomaron 0.5 mL del cultivo crecido toda la noche y con ello
se inocularon 50 mL medio LB adicionado con 10 mM MgSO, y 0.2 % de maltosa. El
cultivo se incub6 a 37 °C y 200 rpm por un lapso de 2 h, esto se realiz6 para llevar a las
células a un crecimiento exponencial (absorbanciade 0.8 a 1.0, a 600 nm).

Posteriormente se descongelé en hielo una alicuota (50 pL) del MaxPlax™® Lambda
Packaging Extract (este es necesario para encapsidar los fragmentos de ADN que
posteriormente son transfectados a la celula hospedera), y una vez descongelada se
adicionaron 25 pL a los 10 pL de la reaccidon de ligacién y se incub6 durante 2 h a 30 °C
(los 25 pL restantes se mantuvieron a -70 °C), posteriormente se adicionaron los 25 pL
restantes y se incubé nuevamente 2 h a 30 °C. Al final de esta ultima incubacién se
adicionaron 25 pL de cloroformo y 0.5 mL del amortiguador de diluciébn de fago
(amortiguador PDB [10 mM Tris-Cl, 1200 mM NacCl y 10 mM MgCl,]).

El siguiente paso fue determinar el titulo viral, el cual es necesario para determinar la
cantidad de Fago a utilizar para transfectar las células hospederas y tener una cantidad

de células que se puedan separar y no se saturen las cajas de Petri al ser cultivadas.
El titulo viral se realizé utilizando las siguientes diluciones:

. Dilucién 1:10".- se diluyeron 10 L del fago empaquetado en 90 pL de PDB

. Dilucién 1:10%.- se diluyeron 100 pL de la dilucién 1:10" en 900 pL de PDB

. Dilucién 1:10°.- se diluyeron 100 pL de 1:10° en 900 L de PDB

De cada una de estas diluciones, se adicionaron 10 pL a 100 pL de las células de E. coli
crecidas exponencialmente y se incubaron a 37 °C durante 1 h. Adicionalmente también
se incubaron 100 pL de células con 10 pL de fagos sin diluir y como control se utilizaron

100 pL de células sin fagos.

Al término del tiempo de incubacién los 100 pL de células transfectadas se plaquearon en

medio LB adicionado con 12.5 pg mL™ de Cloranfenicol (Cn). Esto se realizd para
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seleccionar aquellas células que tuviesen el fésmido. Estas cajas fueron incubadas a 37
°C toda la noche.

2.5 Escrutinio de la metagenoteca por funcionalidad

El escrutinio de la metagenoteca construida fue realizado utilizando el medio agar leche
(medio de escrutinio para actividad proteolitica). El cual consiste en utilizar el medio Luria-
Bertani (LB) suplementado con 12.5 pg-mL™ de cloranfenicol como agente de seleccion,
0.001% de arabinosa (p/v) (inductor de multicopia) y 2% (p/v) de leche descremada en
polvo (Svelty figura 0%, Nestlé, Vevey, Suiza). Después de 24 a 72 horas de incubacion a
37 °C, la actividad de proteasa fue detectada por la presencia de halos de hidrélisis
alrededor de las colonias.

2.6 Extraccion del ADN fosmidico

Para verificacion la presencia de los insertos en los fésmidos se utilizé el método de lisis
alcalina. La extraccion de ADN fosmidico para la secuenciacién se realiz6 utilizando el
paquete de extraccion Epicentre FosmidMAX™ DNA purification (Cat. No. FMAX046).

2.7 Secuenciacion

Los insertos de cada fésmido fueron secuenciados y ensamblados por el USU Center for
Integrated Biosystems de la Universidad Estatal de Utah, EE. UU., utilizando la plataforma
lon Torrent chip 314 (Life Technologies).

Todas las muestras fueron ajustadas a una concentraciéon de 100 ng pL™. Se usaron 5
etiquetas, bajo la siguiente nomenclatura: Etiqueta Proteasas 1 (PR-1) (clona MAJ1), PR-
2 (clona MAJ10), PR-3 (clona MAJ19), PR-4 (clonas MAJ: 7, 8, 14, 20, 21) y PR-5 (clonas
MAJ: 2,3,4,5,6,9,11,12,13, 15,16, 17, 18, 22 y 23).
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2.8 Andlisis in silico

Los posibles genes presentes en los insertos fueron predichos in silico utilizando el
algoritmo GLIMMER3 (Salzberg et al., 1998) (alojado en el software suite GENEIOUS) y
los resultados fueron verificados con fgenesB  Sofberry (disponible en
http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenesb), utilizando los parametros
predeterminados (Solovyev y Salamov, 2011).

La busqueda de proteinas putativas se realizé utilizando la base de datos no redundante
del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica de los EE. UU. (NCBI por sus siglas en
inglés) con la ayuda de la herramienta BLASTx (Gish y States, 2013) (utilizando
parametros predeterminados) traduciendo a aminodcidos con el cddigo genético de

bacterias y arqueas.

Las siguientes bases de datos y herramientas bioinformaticas fueron utilizadas para

obtener informacion adicional acerca de la naturaleza de las secuencias obtenidas:

Base de datos de dominios conservados (por sus siglas en ingles CDD: Conserved
domain database): es una fuente de anotacién de proteinas la cual cuenta con una
coleccion de modelos de alineamientos multiples donde se identifican dominios proteicos
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) (Marchler-Bauer et al., 2011).

Expasy ProtParam: permite obtener varios parametros fisicos y quimicos para una
determinada proteina almacenada en la base de datos de Swiss-Prot o TrEMBL o para
una secuencia introducida por el usuario (http://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger et
al., 2005).

HMMER: Busca en las bases de datos secuencias homoélogas de proteinas y hace
alineamiento de proteinas (http://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/) (Finn et al., 2011).

TMHMM: predice hélices transmembranales en proteinas
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/) (Krogh et al., 2001).

SignalP 4.4 Server: esta herramienta se utilizé para la prediccion de posibles péptidos

sefales en los ORFs (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Petersen et al., 2011).
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2.8.1. Clasificacion de las secuencias de proteasas

La clasificacion de las secuencias de proteasas encontradas en este estudio fue realizada
con ayuda de la base de datos de peptidasas MEROPS — The Peptidase Database
(http://merops.sanger.ac.uk/). La relacion filogenética se realiz6 mediante un alineamiento
entre las secuencias obtenidas en este trabajo, homdélogos depositados en la base de
datos no redundante y muestras ambientales del NCBI, asi como con otras secuencias de
diferentes subconjuntos de la base de datos de dominios conservados (CDD)
pertenecientes a la familia de las proteasa S8. El alineamiento se llevo a cabo utilizando la
herramienta MUSCLE, incluida en el software MEGA6 (Tamura et al., 2013).
Posteriormente se construyé un arbol filogenético utilizando el método de union de
vecinos (Neighbor-Joining) (Saitou y Nei, 1987) con un bootstrap (Felsenstein, 1985) de
1000, en el cual la distancia evolutiva fue computada utilizando la correccion de Poisson
(Zuckerkand! y Pauling, 1965).

2.8.2. Modelado de la Estructura Terciaria de PrAY5y PrAY6

Para realizar el modelado tridimensional (3D) de las secuencias se utiliz6 el servidor |-
TASSER v4.4 (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSERY/), (Yang et al., 2015) los
resultados obtenidos en formato .pdb fueron visualizados en el sistema de graficos
moleculares PyMOL (https://www.pymol.org/) (DeLano, 2002). Para realizar el
sobrelapamiento de las estructuras tridimensionales se utiliz6 Mustang-MR Structural
Sieving Server (http://pxgrid.med.monash.edu.au:8080/mustangserver/) (Konagurthu et
al., 2010).

2.9. Clonacion de los ORFs en el vector de expresién pLATES2

Para realizar la expresion de los ORFs de PrAY5 y PrAY6 se utiliz6 como vector el
plasmido pLATES52 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), el cual tiene un sistema de

clonacion direccional LIC. Este sistema utiliza una T4 ADN polimerasa para crear cadenas
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sencillas de 14 a 21 nucle6tidos que se sobrelapan en el vector. Después del
reconocimiento entre el inserto y el vector el producto es transformado en células
competentes de E. coli dentro de las cuales ocurre la ligacion. Las secuencias clonadas
en este sistema se encuentran bajo la regulacién del promotor T7 el cual es un promotor
inducible que permite la expresion controlada de productos que puedan ser toxicos para
E. coli. Para facilitar la purificacion de las proteinas expresadas en este sistema, se
realizd una fusion traduccional con una etiqueta de histidinas, la cual posteriormente fue

requerida para la purificacion en columna por afinidad.

Para llevar a cabo las construcciones pLATE52-PrAY5 y pLATES2-PrAY6, se realizo el
disefio de los oligonucledtidos siguiendo las especificaciones de sistema LIC. PrAY5 vy
PrAY6 fueron amplificados por PCR, tomando como templado el fésmido de la clona
MAJ10 vy utilizando el par de oligonucledtidos Fw-PR5 y Rv-PR5, y Fw-PR6 y Rv-PR6
respectivamente (Tabla 2.3). Las reacciones de PCR fueron realizadas utilizando la
enzima de alta fidelidad Phusion Green Hot Start Il High-Fidelity (Thermo Scientific).
Posteriormente se realiz6 la purificacion de los productos de PCR y se llev6 a cabo el
tratamiento con la enzima T4 ADN polimerasa y el reconocimiento entre el vector y los

insertos.
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Tabla 2.3 Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para subclonar PrAY5 y PrAY6 en el
vector pLATES?2 y verifica las construcciones.

Nombre Secuencia Tamafo
(Nucleétidos)
Fw-PR5 5 ggttgggaattgcaaATGAAGCAATTCAATACAAATAAGCCTGT 3 44
Rv-PR5 5 ggagatgggaagtcaTTACCAGTTGAACTTCACCGTGTAC 3 40
Fw-PR6 5" ggttgggaattgcaaATGAAGCAAACCAATAAGCCTGCG 3’ 39
Rv-PR6 5 ggagatgggaagtcaTTACCAGCTGAGTTTCAGCGAGTA 3 39
Fw-LIC 5" TAATACGACTCACTATAGGG 3’ 20
Rv-LIC 5" GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 3 24

Abreviaturas: Fw, sentido; Rv, antisentido. Las letras en italicas y mindsculas representan a los
nucleétidos utilizados para llevar acabo el reconocimiento de los insertos con el vector pLATES2.

Las construcciones fueron introducidas en células competentes de E. coli Topl0 y
BL21(DE3) genotipo fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] AhsdS A DE3 = A sBamHlo
AEcoRI-B int:(lacl::PlacUV5::T7 genel1) i21 Anin5 (New England Biolabs). La
transformacion de las células se realizé utilizando el método de choque térmico y las
clonas transformadas fueron seleccionadas en cajas de Petri en medio LB semisélido

suplementado con 100 pg mL™* de Ampicilina (Amp).

Las clonas que presentaron resistencia a Amp fueron incubadas toda la noche en 1.5 mL
de medio liquido LB con 100 pug. mL™ Amp y al dia siguiente se cosecharon y se extrajo el
ADN plasmidico, utilizando el paquete GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific).
Este ADN se utiliz6 como templado para verificar que las clonas tuviesen el inserto, para
ello se realiz6 una reaccion de PCR utilizando los oligonucleétidos Fw-LIC y Rv-LIC
(Tabla 2.3), cuyos sitios blancos estan dentro del vector pLATE52. Las clonas
seleccionadas se enviaron a secuenciar por primer walking a Macrogen Co. (Seoul, South

Korea).

35



CAPITULO I

2.9.1. Pruebas de funcionalidad de las construcciones pLATE52-PrAY5 y pLATES2-
PrAY6

Las clonas resultantes de la transformacion con las construcciones de PrAY5 y PrAY6 en
el vector de expresion pLATES2. Fueron crecidas en medio LB + leche bajo presion de
seleccion con 100 mg mL' de Amp. y se incubaron a 37 °C durante 3 dias.

36



CAPITULO 1Il

CAPITULO 1l
RESULTADOS

Construccion de una metagenoteca a partir de agua subterrdnea del Acuifero de
Yucatan

3.1 Obtencidn de la biomasa procariota

Para realizar la construccién de la metagenoteca el primer paso fue la obtencion de la
biomasa procariota. Para esto, se tomd una muestra de agua de un pozo ubicado dentro
de las instalaciones del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY). Al realizar
el filtrado del agua, cada filtro Sterivex se saturé con el paso de 40 a 60 L, sin embargo,
esto sucedié durante los dias soleados mientras que los dias lluviosos bastaba con filtrar
solo 5 a 10 L. En la figura 3.1 se muestran los filtros utilizados en la obtencién de la
biomasa después de haber filtrado agua.

Figura 3.1 Filtros después de su uso para la obtencion de biomasa procariota.
A) Millipore™® de 5 um y B) Sterivex— GV"'F de 0.22 pM.

Como se observa en la figura 3.1, los dos filtros presentan una coloracion marrén oscura,
la cual fue caracteristica del agua filtrada en dias en los cuales hubo lluvias, mientras que
en los filtros utilizados en dias soleados solo el filtro de 5 pm presentaba esta coloracion
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(en menor intensidad), y el filtro de 0.22 um no presenté coloracién alguna. Esto sugiere
gue durante las lluvias el rio subterrdneo se agita teniendo como consecuencia una mayor
concentracion de particulas y microorganismos en suspension, lo cual podemos relacionar
con que los filtros se tapan con un menor volumen de agua. Debido a este fenémeno en
los dias soleados necesitamos filtrar mas agua que en los dias lluviosos para la obtencion
de la biomasa.

3.2 Extraccion de ADN metagendémico

Los filtros Sterivex™® que contenian la biomasa procariota fueron utilizados como
contenedores para realizar la extraccion de ADN metagendémico utilizando el método de
Martin-Cuadrado (Martin-Cuadrado et al., 2007) descrito en la seccion de Materiales y
Métodos. Recurriendo a este procedimiento se logré obtener ADN con buena integridad
(Figura 3.2) a una concentracién de 50 ng pL™. Posteriormente al ser pasado por un
microconcentrador la concentracion final fue 100 ng pL™,

M 1 2 3 4 5 6 7

10 Kpb

Figura 3.2 ADN metagenémico extraido de muestras de agua del Acuifero de
Yucatén. Gel de agarosa al 1 %. Carril 1 a 7 muestras de ADN metagenémico. M:
marcador de peso molecular de 1 Kpb.

El ADN metagendmico obtenido se utilizé para seguir el procedimiento de construccion de

la metagenoteca segun las instrucciones del fabricante (Epicentre™r).
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3.3 Obtencidn de los Insertos de ADN metagendmico

Los fragmentos de ADN metagendémico se generaron por ruptura mecénica. Con
frecuencia el ADN metagenomico después de ser extraido se encuentra roto en
fragmentos de 30 a 40 Kpb, por lo que no necesita un tratamiento de digestion adicional.
Para verificar lo anterior, se realizé un gel de agarosa al 1%, el cual se dej6 correr toda la
noche a 35 Volts (Figura 3.3)

40 Kpb

10 Kpb

Figura 3.3 Tamafio de los fragmentos de ADN metagenémico utilizados para la
construccion de la metagenoteca. Gel de agarosa al 1%. Carril 1: ADN
metagenémico obtenido del acuifero; IC: ADN control proporcionado por el paquete
con peso molecular de 40 Kpb y M: marcador de peso molecular de 1 Kpb.

El paquete de Epicentre™? proporciona un ADN control que corresponde a un fragmento
del cromosoma X humano, el cual tiene un peso molecular de 40 Kpb. Este tiene dos
utilidades (i) servir como marcador de tamafio para la seleccién de los fragmentos a
clonar y (ii) como control de ligacién en el protocolo. Como se puede observar en la figura
3.3, el ADN metagendémico de la muestra del Acuifero migré cerca de la altura a la que lo
hizo el ADN control. Lo cual sugiere que los fragmentos obtenidos tienen un tamafio de

aproximadamente 40 Kpb.
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3.4 Reparacion de los Insertos

El paso posterior a la obtencién de los insertos es su reparacion. Este paso es muy
importante ya que debido al proceso de ruptura del ADN de forma mecénica (pipeteos
subsecuentes) los extremos de los insertos quedan dafiados en uno o ambos extremos
(Figura 3.4).

5° ADN sonicado,
5 nebulizado 6
o roto mecanicamente
5 A
A 5
Reparacion de los extremos
End-It™ S .
Kit Fosforilacion del 5

5

Figura 3.4. Representacién esquematica de los dafios que podrian tener los
fragmentos de ADN metagendémico recién aislado. El proceso de reparacion
consiste en rellenar mediante una polimerasa los extremos protruyentes del ADN y
adicionar el grupo hidroxilo y fosfato para que se lleve a cabo la ligacion del inserto
con el vector.

El proceso de reparacion, ademas de rellenar los extremos, también logra que el extremo
5 de cada fragmento quede con su grupo fosfato y el extremo 3’ con el grupo hidroxilo
(OH") correspondiente. Ambos grupos funcionales son necesarios para que se lleve a
cabo la ligacién con el vector. El paguete proporciona una mezcla de dos enzimas para
lograr la reparacién, en una ADN polimerasa del fago T4 (la cual rellena los extremos
protuyentes) y una T4 polinucleétido cinasa que fosforila el extremo 5’. Una vez reparado
el ADN metagendmico, se volvidé a analizar por electroforesis para verificar su integridad
(Figura 3.5).
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40 Kpb

10 Kpb

Figura 3.5 ADN metagendmico después de la reparacion de sus extremos. Gel
de agarosa al 1%. Carril 1: ADN metagendmico obtenido del acuifero después del
proceso de reparacion; IC: ADN control proporcionado por el paguete 40 Kpb y M:
marcador de peso molecular de 1 Kpb (Bioline, Taunton, MA, USA).

El ADN metagendmico reparado se utilizé para llevar a cabo la ligacion en el vector

pCC2FOS™R lo cual es el siguiente paso del protocolo del paquete.

3.5 Construccion de la metagenoteca

Posteriormente a la reaccion de ligacion se llevé a cabo el empaquetamiento en los fagos
y los fésmidos fueron transfectados en las células EPI300™® (segin se describe en
Materiales y Métodos). En un primer ensayo, utilizando el método de extraccién reportado
por Martin-Cuadrado (Martin-Cuadrado et al., 2007), no se obtuvo crecimiento de ninguna
colonia de ninguna dilucién. Al utilizar el inserto control se obtuvo una eficiencia de 2 x 10’
unidades formadoras de colonia (UFC) mL™, lo cual era de esperarse segun las
especificaciones del proveedor. Se repiti6 una vez mas el protocolo descrito logrando
obtener una clona en la caja Petri donde se plaguearon los 100 pL de cultivo al que se le

adicionaron 10 pL del fago sin diluir.

Debido a que en ADN control, el cual ya viene reparado, funciono adecuadamente, se
supuso que habia una reparacion inadecuada de los fragmentos metagenémicos, y por
consiguiente su ligacién era deficiente. Ante esto, se utiliz6 un método alternativo de
reparacion (seccion 2.4.2). Al final de este experimento, una vez mas se obtuvo un

resultado negativo, ya que solo se logré recuperar una clona. Teniendo comunicacion con
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el proveedor y asistencia técnica se decidié seguir otra estrategia la cual se describe en el
apartado siguiente.

3.5.1 Clonacion de fragmentos pegajosos

Para lograr una nueva ligacion en el vector se crearon extremos pegajosos utilizando una
enzima de restriccion. Para lo cual, de acuerdo al mapa del pCC2FOS™®, se utiliz6 la

enzima BamHl.

El primer paso para desarrollar esta estrategia fue realizar una curva de digestion parcial
del ADN metagendémico, para saber el tiempo adecuado de digestion y obtener
fragmentos de entre 30 y 40 Kpb. Para ello se incubaron 800 ng de ADN metagenémico
con 1U de BamHlI, a 37 °C en un volumen final de 30 pL. Se tomaron alicuotas de 5 pL
cada 5 min durante un lapso de 30 min. El resultado de la digestion se visualizé en un gel
de agarosa al 1% (Figura 3.6).

M1 M2 1 2 3 4 5 6 7 M1 M2
SD 5min 10min 15min 20min 25min 30min

38Kpb

10Kpl

6 Kpb

5 Kpb

4 Kpb.

3Kpb

25Kp

2 Kpb.

Figura 3.6 Digestion parcial del ADN metagendmico con la enzima BamHI. M1
marcador de peso molecular de 1 Kpb; M2 marcador de peso molecular lambda Mix
Marker, de 19 hasta 48 Kpb; carril 1 ADN metagendmico sin digerir (SD); carriles 2 a
7 ADN digerido en incrementos de 5 minutos (min).
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Este resultado mostré que aun digiriendo por 30 min, el ADN metagenémico tenia un alto
peso molecular (entre 10 y 40 Kpb). Asi que, partiendo de 5 pg de ADN metagendmico
(Figura 3.7) se realiz6 una digestion utilizando la enzima BamHI incubando a 37 °C
durante 30 min. Posteriormente se realiz6 un gel preparativo y se purifico el ADN de la
banda comprendida entre 30 y 40 Kpb, el cual fue utilizado para generar insertos en los
fésmidos.

Figura 3.7 ADN metagendémico utilizado para la digestion con BamHI. M
marcador 1 Kpb. Carril 1 ADN metagendémico.

El vector pCC2FOSM® también fue digerido con la enzima BamHlI. La reaccion se llevé a
cabo partiendo de 1 pg de ADN. Posteriormente a la digestién el vector fue desfosforilado,

utilizando fosfatasa alcalina, para evitar la recircularizacion del vector.

Se realizaron los ajustes de las concentraciones de ADN para tener una relacién 10:1
vector: inserto y se realizd la ligacién segun el protocolo del paquete hasta llegar a la
titulacion del fago. Desafortunadamente, empleando esta estrategia, tampoco se logré

obtener clona alguna.

Una alternativa mas era utilizar un método de extraccion de ADN metagendmico diferente,
ya que cabia la posibilidad de que el que hasta ese momento se habia utilizado, estuviera

acarreando algun contaminante que inhibiera ciertas reacciones.
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3.5.2 Variaciéon en el método de extraccién de ADN metagendmico

Dado que aun utilizando un método diferente de ligacion no se logré obtener colonias, se
utilizé otro método de extraccion de ADN metagendémico. Para ello se eligié un método (el
cual llamamos método dos) basado en el paquete de extraccion de agua Epicentre™®,
Metagenomic DNA Isolation Kit For Water (Cat. No. MGD08420) (descrito en la seccion
de Materiales y Métodos). Los filtros Sterivex?*—~ GV 0.22 pM que contenian la biomasa
procariota fueron lavados segun las especificaciones del fabricante para realizar la
extraccion de ADN metagenomico. Recurriendo a este procedimiento, por medio de
ruptura mecanica, se logré obtener ADN con buena integridad de un tamafio aproximado
a los 30 a 40 Kpb (Figura 3.8).

20 Kpb

Figura 3.8 ADN metagen6mico extraido con el paquete de extraccion de agua
EpicentreMR. Gel de agarosa al 1 %. Carriles 1 y 2 muestras de ADN metagenémico.
M1: marcador de peso molecular de 1 Kpb; M2: marcador de peso molecular de 40
Kpb.

El ADN metagendmico obtenido se utilizé para seguir el procedimiento de construccién de
la metagenoteca segin el fabricante Epicentre CopyControl™® HTP Fosmid Library
Production Cat. No. CCFOS059. Para llevar a cabo el protocolo del paquete, el ADN
obtenido fue fraccionado en un gel de agarosa al 1%, para verificar que el tamafo de los

fragmentos fuera de entre 30 y 40 Kpb (Figura 3.9).
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40 Kpb
20 Kpb

Figura 3.9 ADN metagendmico utilizado para la construccion de la metagenoteca.
Gel de agarosa al 1%. M, marcador de peso molecular 1 Kpb; IC, control de inserto
40 Kpb; F, ADN obtenido del filtro Sterivex"— GV 0.22 pM.

Como se muestra en la Figura 3.9, comparando el ADN obtenido con el inserto control
(IC, suministrado por el fabricante) se observa que los fragmentos del ADN extraido
tienen el peso molecular deseado (entre los 30 a 40 Kpb) aunque también se nota un
barrido en la parte inferior del gel el cual puede ser debido a la fragmentacién mecanica.
Estos fragmentos posteriormente de ser reparados fueron ligados en el vector
pCC2FOSMR. El fésmido ya con los insertos fue introducido en la cepa de E. coli
EPI300"R, de este experimento se obtuvieron 1000 clonas, las cuales fueron
seleccionadas con cloranfenicol (Cm), posteriormente once clonas fueron seleccionadas
al azar y se les extrajo el ADN fosmidico para que; mediante una digestion con BamHI
(Figura 3.10), se corroborara el tamafio de inserto de cada clona, se verificara el patrén
de restriccion y para evaluar que las clonas obtenidas portaran insertos con distinta

secuencia.
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Figura 3.10 Fosmidos de las clonas putativas de la metagenoteca digeridos con
la enzima BamHI. Gel de agarosa al 1%. Digestion de clonas putativas con la enzima
BamHI. M, marcador de peso molecular de 1 Kpb; C, ADN control 40 Kpb; Carriles 1
a 11; clonas seleccionadas al azar; V, vector pCCZFOS'VIR 8.1 Kpb.

Como se observa en la Figura 3.10, las once clonas dieron un patrén de restriccion
diferente, lo cual sugiere que la metagenoteca resultante posee una diversidad de

insertos.

En un primer ejercicio de clonaciéon se obtuvieron aproximadamente 1000 colonias. Sin
embargo, en una nueva prueba se aumentd la cantidad de ADN en la ligacion cinco
veces mas y la eficiencia aumenté. De este segundo experimento se obtuvo una

biblioteca metagenémica de 2.5 x 10° clonas.

Para verificar la calidad de esta segunda metagenoteca, 34 nuevas clonas fueron

sometidas a un analisis de restriccion con la enzima BamHI (Figura 3.11).
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Figura 3.11 Fésmidos de la metagenoteca digeridos con la enzima BamHI. Gel
de agarosa al 1%. M, marcador de peso molecular de 1 Kpb; C, ADN control 40 Kpb;
Carriles 1 a 34; productos de restriccion de 34 clonas seleccionadas al azar; V, vector
pCC2FOS"" 8.1 Kpb.

Con base en el patrén de restriccion de BamHI, el tamafio de inserto en la metagenoteca

fue estimado entre 30 y 40 Kpb.

En relacion con otras metagenotecas reportadas, en las que también se uso el fésmido
pCCFOS y como hospedera la cepa de E. coli EPI300™R, la construida en este trabajo
presenté un nimero de clonas mayor por ejemplo, Lee et al. (2007) obtuvieron 30,000;
Neveu et al. (2011) 17,000; Morris y Marchesi, (2015) 28,032. Sin embargo al igual que en
estas tres metagenotecas, el tamafio de insertos fue de entre 30 y 38 Kpb lo cual es
explicable, por que es el intervalo de tamafio de ADN que pueden empaquetar los

fosmidos.

3.6 Escrutinio de la metagenoteca

3.6.1 Prueba de controles

Para descartar que por si misma la cepa bacteriana EP1300"?, receptora de los fésmidos,
secretara proteasas que fuesen detectadas en el bioensayo con medio agar leche, se
realizd un experimento en el cual se sembro la cepa hospedera en el medio de deteccion
junto con B. subtilis como control positivo, ya que se sabe que esta especie secreta

proteasas al medio (Figura 3.12).
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Figura 3.12 Control positivo y control negativo sembrados en el medio de
deteccion de clonas secretoras de Broteasas. Fotografia de una caja de Petri con
agar leche al 2 %. Izquierda: EPI300""; Derecha: B. subtilis (ATCC 465). Nétense los
halos de hidrélisis rodeando las colonias de B. subtillis y su ausencia en las células
hospederas EPI300°.

Como se puede observar en la Figura 3.12, no se produjo halo de hidrélisis en la cepa de
E. coli EPI300MR, hospedera de la metagenoteca, pero si en la de B. subtilis. Con esto se
OMR

verifico que la cepa EPI30 por si sola no secretara proteasas al medio, detectables en

este bioensayo, y por lo tanto fuera adecuada para realizar el escrutinio de las clonas.

3.6.2 Escrutinio sobre agar leche

El escrutinio de la metagenoteca se realizé en agar leche como se describe en Materiales
y Métodos. Después de realizar el escrutinio de 21,000 clonas se seleccionaron aquellas
que produjeron halo de hidrdlisis alrededor de la colonia (Figura 3.13).
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Figura 3.13 Escrutinio funcional de clonas de la metagenoteca. Fotografia de una
caja de Petri con agar leche en la que se muestra una clona (flecha) que claramente
se distingue del resto por formar el halo de hidrdlisis caracteristico de las colonias
secretoras de proteasas crecidas en medio agar leche.

Siguiendo este criterio de seleccién, se aislaron 23 clonas candidatas secretoras de
proteasas, las cuales fueron nombradas MAJ1 a MAJ23. En la Figura 3.14 se muestran

nueve de las clonas de las seleccionadas por presentar el fenotipo hidrolitico.

Figura 3.14 Clonas sobreproductoras de proteasas extracelulares. Fotografia de
una caja Petri con agar leche en la que se muestran nueve clonas seleccionadas
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como posibles productoras de proteasas,. Como control positivo (+) se utilizé B.
subtilis (ATCC 465) y como control negativo (-) E. coli (EP1300"%).

Las clonas seleccionadas, a diferencia del control negativo, presentan un halo de
hidrdlisis alrededor de la colonia, el cual es muy similar al observado en el control positivo
(B. subtilis), por lo que fueron catalogadas como clonas putativas sobreproductoras de

proteasas extracelulares (Figura 3.14).

El nimero de clonas positivas obtenidas del escrutinio de este trabajo fue muy similar al
obtenido en una metagenoteca de arena del desierto de Gobi (Neveu et al., 2011), la cual
fue construida en fésmidos y también se empleé a E. coli EPI300M? como hospedero, los
autores reportan que de 17,000 clonas se obtuvieron 16 que presentaron halos
hidroliticos. En ambos casos, la frecuencia de clonas positivas fue aproximadamente de
una por cada mil sometidas a escrutinio. Tal vez esta sea la eficiencia aproximada que se
obtendria en cualquier escrutinio similar, independientemente del origen del ADN
metagenomico —debido a la frecuencia de genes de proteasas extracelulares capaces de
expresarse en E.coli, entre el nUmero de genes totales-. Sin embargo, para llegar a esta
conclusion, se requeririan mas trabajos equivalentes, y de momento son todavia muy

escasos.

3.6.3 Extraccion del ADN fosmidico de las clonas positivas

Utilizando el paquete de extracciéon Epicentre FosmidMAX™, y partiendo de cultivos
celulares de 1.5 mL, se obtuvo ADN fosmidico de las 23 clonas positivas de la prueba
funcional de secrecion de proteasas (seleccionadas durante el escrutinio de 21,000 clonas

de la biblioteca metagendmica).

En la Figura 3.15 se muestra el analisis electroforético del ADN fosmidico resultado de la
extraccion, en donde puede apreciarse que se logré obtener ADN de buena calidad,

integro, de alto peso molecular y a buena concentracion.
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Figura 3.15 ADN de las clonas que produjeron halo hidrolitico en agar leche.
Fotografia del gel de electroforesis en el que se analiz6 el ADN fosmidico de las clonas
positivas. A) Carriles 1 a 13: clonas MAJ1 a MAJ13 y B) Carriles 14 al 23: clonas MAJ14 a
MAJ23. M: marcador de peso molecular de 1 Kpb.

Para determinar si cada clona era distinta de las demas y para conocer el tamafio
aproximado de cada inserto, se realiz6 una digestion utilizando la enzima de restriccion
BamHI (Figura 3.16). Los sitios de corte de esta enzima, dentro del fosmido pCC2FOS™R,
se encuentran exclusivamente flanqueando el inserto, por lo cual al cortar con esta
enzima, se liberan el inserto, y si en éste se encuentran sitios de restriccion para esta
endonucleasa, el patrén de restriccion nos indica si cada inserto es igual o diferente de los

demas.
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g 9 10 11 12 13 M

B) M 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 M

Figura 3.16 Analisis de restriccion de las clonas positivas utilizando BamHI. A)
Carriles 1 a 13 clonas MAJ1 a MAJ13; B) carriles 14 a 23 clonas MAJ14 a MAJ23; M:
marcador de peso molecular 1 Kpb; Flecha del lado derecho con *: indica la banda
correspondiente al peso molecular del vector pCC2FOS"® (8.1 Kpb).

Como se observa en la Figura 3.16, la digestion de las clonas MAJ1 a MAJ23 produjo un
patron de restriccion diferente para cada clona analizada, por lo cual podemos inferir que
cada una de ellas es diferente de las otras. La suma de las bandas observadas indica que

el tamafio de los insertos liberados del vector es de aproximadamente 30 a 40 Kpb.
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3.7 Andlisis in silico de los resultados de secuenciacion

3.7.1 Secuenciacion de los fésmidos

Los insertos de los fosmidos de las 23 clonas obtenidas del escrutinio de la biblioteca
metagendmica fueron secuenciados y ensamblados como servicio externo por la

Universidad Estatal de Utah (Como se describe en Materiales y Métodos).

Las clonas MAJ7, MAJ8, MAJ14, MAJ20 y MAJ21 (mezcla de cinco clonas) se
secuenciaron utilizando una etiqueta conjunta; al igual que las clonas MAJ2, MAJ3, MAJ4,
MAJ5, MAJ6, MAJ9, MAJ11, MAJ12, MAJ13, MAJ15, MAJ16, MAJ17, MAJ18, MAJ22 y
MAJ23 (mezcla de 15 clonas). Como resultado de la secuenciacion de estas clonas, se
obtuvieron 21 y 24 contigs respectivamente. Dado que la secuenciacion fue en lotes,
hasta este momento ha sido dificil discriminar cuél contig corresponde a cada clona.

Tres clonas fueron secuenciadas individualmente MAJ1, MAJ10 y MAJ19. Como
resultado se obtuvo el inserto completo de la clona MAJ1 en un solo contig de 35,616 pb.
Mientras que de las clonas MAJ10 y MAJ19 se lograron ensamblar cinco contigs con
tamafios de 14,843; 5,490; 7,749; 12,189 y 1,343 pb y tres contigs con tamafos de
23,073; 539; 6,926 pb respectivamente. El tamafio promedio de los insertos de estas tres
clonas fue de ~35 Kpb, lo cual concuerda con el resultado estimado por los patrones de

restriccion realizados con BamHI (Figura 3.16).

El andlisis in silico de las secuencias obtenidas, para la anotacién de los marcos de
lectura abiertos (ORFs), se realiz6 utilizando los algoritmos para la prediccidon de genes
GLIMMER3 (Salzberg et al., 1998) y fgenesB (Solovyev and Salamov, 2011).
Posteriormente se realizé la traduccion de los ORFs y con BlastP (Altschul et al., 1990) se
realizo la busqueda de las proteinas homoélogas, mas cercanas reportadas, en la base de
datos del NCBI.

Para el inserto de las clonas MAJ1 y MAJ19 se predijeron 38 y 36 genes respectivamente.
Sin embargo, ninguno de ellos presentdé homologia con genes relacionados con

proteasas. Los genes homdlogos més cercanos encontrados para los 38 ORFs de la
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clona MAJ1 correspondieron a los géneros bacterianos Sphingomonas sp., Sphingopyxis
sp. y Sphingobium sp., estos pertenecen al filo proteobacteria, clase alfaproteobacteria, la
cual es encontrada en diferentes ambientes, tanto terrestres como acuéticos. Estos
géneros se han utilizado en aplicaciones biotecnoldgicas tales como biorremediacion
ambiental y en la industria alimenticia (por su produccién de exopolisacéridos). Por otro
lado, los 36 genes homoélogos predichos para la clona MAJ19 también estén relacionados
con el género Sphingomonas sp. y con el género Novosphingobium sp., este Ultimo
estrechamente relacionado con microorganismos degradadores de compuestos

aromaticos.

Dado que por homologia en las clonas MAJ1 y MAJ19 no se encontraron proteinas
putativas relacionadas con proteasas, sera necesario implementar otras estrategias para
la identificacion de las secuencias causantes del fenotipo proteolitico. Una posibilidad
consiste en realizar la sub clonacion del fésmido en un plasmido y realizar el escrutinio
funcional sobre las clonas resultantes. Otra es seguir una estrategia similar a la reportada
por Culligan et al. (2013), quienes utilizando el sistema de mutagénesis con transposones,

fueron capaces de aislar un nuevo gen de tolerancia a salinidad (stlA).

3.7.2 Andlisis del inserto de la clona MAJ10

Los posibles genes de la clona MAJ10 se anotaron utilizando el predictor de genes
GLIMMERS3, con el cual se predijeron 50 marcos de lectura abiertos (ORFs) y sus
respectivas proteinas putativas codificadas utilizando la herramienta bioinformatica BlastX

del NCBI (Altschul et al., 1990), los resultados se muestran en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1 Lista de las proteinas homdlogas mas cercanas a las codificadas en el inserto del
fésmido de la clona MAJ10. Predichas con GLIMMERS3

ORF Numero Proteinas putativas Organismo % Valor % Accesion
de aa C E ID
1 166 P.H Algicola sagamiensis 98% le-17 36% WP_018692576.1
2 232 Metiltransferasa Mariprofundus 97% 1le-36 33% WP_009850620.1
ferrooxydans
3 333 P.H Shewanella loihica PV-  94% 5e-74 45% YP_001093436.1
4
4 41 P.H Alteromonas macleodii  92%  2e-04 55%  YP_006747845.1
ATCC 27126
5* 614 Peptidasa S8 Chitinimonas 92% 0.0 61% WP_028445624.1
koreensis
6 65 GA15457 Drosophila 56% 0.81 46% XP_001358411.2
pseudoobscura
7 52 Acetolactato sintasa Il Candidatus 55% 1.9 48%  YP_003551104.1
subunidad grande Puniceispirillum
marinum IMCC1322
8* 607 Peptidasa S8 Chitinimonas 99% 0.0 68% WP_028445624.1
koreensis
9 162 N-acetiltransferasa GCN5  Granulicella tundricola  89%  1e-40  48%  YP_004219044.1
MP5ACTX9
10 219 P.H Melioribacter roseus 96% 5e-29 36%  YP_006528722.1
P3M-2
11 281 Fosfatidilinositol Photobacterium sp. 76%  4e-77 58%  WP_007463772.1
Fosfolipasa C AK15
12 44 Fosfatidilinositol Clostridium 93% le-15 76%  YP_003844187.1
Fosfolipasa C region X cellulovorans
743B
13 52 P.H Bacillus sp. 69% 0.002 47% WP_020060820.1
123MFChir2
14 45 S.S n/a n/a n/a n/a n/a
15 167 P.H Acidovorax avenae 95% 8e-55 60% WP_019703938.1
16 165 P.H Variovorax paradoxus 93% 4e-33 42% WP_019655369.1
17 51 S.S n/a n/a n/a n/a n/a
18 270 P.H Labrenzia alexandrii 86% 2e-48 38% WP_008190717.1
19 314 Factor de elongacion G Pseudogulbenkiania 98% 2e-172 79%  WP_008952344.1
ferrooxidans
20 1052 P.H Sulfuritalea 44%  7e-27  30% BAO29611.1
hydrogenivorans sk43H
21 153 P.H Thalassiosira oceanica 26%  1le-04 68% EJK55459.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_498086268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/498086268?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8HTJF2014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_493545358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/493545358?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8HTJF2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/392408448?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8HTJF2014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_440230854
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_440230854
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/440230854?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8HTJF2014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_494042063
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_494042063
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/494042063?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8HTJF2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/493553921?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8HTJF2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/565819342?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8HTJF2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516894898?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8PDNC7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_302038744
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_302038744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302038744?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8PDNC7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/325699411?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8PDNC7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/589625641?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8PDNC7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_333983266
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_333983266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/333983266?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8PDNC7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/489893492?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8PDNC7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_333981755
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_333981755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/333981755?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8PDNC7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_268563086
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_268563086
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/268563086?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8PDNC7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_495722860
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_495722860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/495722860?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8PDNC7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/497458050?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8PDNC7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_517577986
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_517577986
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/517577986?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8PDNC7014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/517577986?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU8PDNC7014
http://blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_459292414
http://blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_459292414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/459292414?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU5C7HC6015
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44 60 Factor de iniciacion 2 Candida tenuis ATCC 50% 7.5 47%  XP_006684972.1
10573
45 2013 Proteina hemolisina HlyJ Pseudomonas cichorii 93% 3e-157 36% AHF66653.1
JBC1
46 228 Transposasa Burkholderia sp. Ch1-1  96% 1e-108 82% WP_007176182.1
a7 59 Proteina IS Transposasa Ralstonia 84%  3e-18 80% NP_518369.1
solanacearum
GMI1000
48 364 Proteina de elemento Burkholderia 96% 2e-169 67% WP_021163056.1
movil vietnamiensis
49 84 Receptor de la Pseudoalteromonas 90% 0.11 35% WP_023399318.1
membrana exterior de luteoviolacea
ferri entero queelinay
colicina
50 477 Factor de elongacion G Pseudogulbenkiania sp.  99% 0.0 78%  YP_004848819.1
NH8B

Abreviaturas y simbolos: ORFs (marcos de lectura abierto); aa (aminoéacidos); %C (porcentaje de
cobertura; %ID (porcentaje de identidad); P.H (proteina hipotética); S.S (sin similitud); n/a (no
aplica); Los ORFs marcados con asterisco (*) indican genes putativos de proteasas. El texto en
negritas significa que no se encontraron proteinas putativas utilizando BlastX en el NCBI.

De los 50 genes putativos analizados (Tabla 3.1), 19 estan codificados en la cadena
positiva (sentido) y 31 en la cadena complementaria (antisentido). Cincuenta por ciento de
los genes codifican proteinas, con diversos grados de identidad con proteinas homdlogas
de varios géneros microbianos (el intervalo de identidad de nucledtidos va de 33% a
82%). Para el 8% de las proteinas codificantes (4 de 50) no se encontré homologia con
secuencias previamente reportadas en las bases de datos del NCBI, lo cual podria
deberse a que corresponden a genes errGneamente predichos 0 nuevos genes.
Finalmente, el 42% restante de las proteinas son hipotéticas, es decir, que a pesar de
tener similitud con alguna de las ya reportadas en bases de datos, se desconoce su
funcién. Estos resultados, aunados a que los porcentajes de identidad a nivel de proteina
estan en un intervalo del 27% al 82% y a que la mayoria de las proteinas predichas son
hipotéticas (predichas en otros trabajos, pero sin demostracion experimental de su
existencia) o no tienen homologia con secuencias previamente reportadas, sugieren que
el fragmento clonado en MAJ10 proviene de un microorganismo hasta ahora no
secuenciado, y por lo tanto sus genes se encuentran aun sin reportar en las bases de

datos.
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http://blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_575511403
http://blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_575511403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/575511403?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU5C7HC6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/573000310?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU5C7HC6015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_494313873
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/494313873?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU5C7HC6015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_17544967
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_17544967
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_17544967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/17544967?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU5C7HC6015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_544733381
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_544733381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/544733381?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU5C7HC6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/557378788?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU5C7HC6015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_347541393
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_347541393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/347541393?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=PU5C7HC6015

CAPITULO Il

Los resultados obtenidos con GLIMMERS3 fueron verificados utilizando fgenesB, del
programa en red Softberrey (Solovyev y Salamov, 2011). A diferencia de GLIMMERS3,
fgenesB (Solovyev y Salamov, 2011) utiliza un set de secuencias relacionadas con un
grupo de organismos en especifico, lo que lo hace mas preciso al realizar predicciones
(Kunin et al., 2008). En este caso se utilizo el grupo de bacterias y arqueas. Al realizar el
analisis se encontraron 35 proteinas putativas (Tabla 3.2). Es normal encontrar
diferencias cuando se usan distintos programas informéaticos para la prediccion de genes,
debido a que manejan diferentes parametros en sus algoritmos, por ejemplo, algunos
toman diferentes codones de inicio (ATG) para el inicio lo cual causa que haya variacion
en el tamafo del ORF, teniendo como consecuencia diferentes valores de E, el cual es el
valor estadistico que representa que el alineamiento no se debi6 al azar, por lo tanto

valores bajos del valor E representan un mejor alineamiento entre las secuencias.

Tabla 3.2 Lista de proteinas homologas codificados en el inserto del fésmido de la clona MAJ 10
predichos con fgenesB.

ORF  Numero Proteinas Organismo % Valor % Accesion
de aa putativas C E ID
0, - 0,
1 195 P.H Burkholderia ubonensis 98% 3e-46 46%  KWZz58790.1
0, - 0,
2 231 P.H Chitinimonas koreensis 96% Se44  45%  WP_051319001.1
Protei -
s - C;cr’;i't';iza i MO Achromobacter sp. 92% ﬁ s 56%  CUJ34213.1
2789STDY5608618
4 61 Proteina no Achromobacter sp.  98% 3e-22 82% CUJ34213.1
caracterizada 2789STDY5608618
0 0,
5% 614 Peptidasa s8 Chitinimonas koreensis 94% 0.0 60% WP_028445624.1
0, 0,
6* 607 Peptidasa s8 Chitinimonas koreensis 100% 0.0 88%  WP_028445624.1
i i 0, - 0,
7 150 acetiltransferasa Acidobacterium sp. 100%  6e-42 46%  WP_026441689.1
PMMR2
0, - 0,
8 218 P.H Chitinimonas koreensis 91% le-82 60% WP_051319279.1
T . de-
0, 0,
9 397 FOSfat'IdI“nOSItOl Photobacterium marinum 84% 117 54%  WP_007463772.1
Fosfolipasa C
i 0, - 0,
10 166 P.H Acidovorax 96% 5e-50 59%  WP_056410286.1
0, - 0,
11 185 P.H Acidovorax sp. Leaf78 91% 7e-33 38%  WP_056163330.1
ir 0, - 0,
12 269 Transportador ABC Magngtosplrlllum 96% 5e-38 34% CAM74722.1
gryphiswaldense MSR-1
13 72 S.S S.S n/a n/a n/a n/a
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/985272179?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT6WMTJW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916711910?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT6WMTJW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/928644534?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT6WMTJW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/928644534?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT6WMTJW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654996383?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT6WMTJW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654996383?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT6WMTJW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/651317191?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT6WMTJW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/916712188?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT6WMTJW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/494727906?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT6WMTJW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/947748270?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT6WMTJW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/947499205?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT6WMTJW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/144897858?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT6WMTJW015
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6e-

14 313 Factor de Pseudogulbenkiania 98% 172 79% WP_008952344.1
elongacion g ferrooxidans
15 1078 P.H Candidatus ~ Nitrospira 87%  2e-45  25%  CUS38404.1
‘ nitrosa
16 787 Proteina de union a  Leptolyngbya sp. Heron 99% 4e-49 36%  WP_023070311.1
calcio Island J
0, - 0
17 222 P.H Ottowia sp. oral taxon 894 68% 4e-09 34%  WP_050714282.1
18 50 S.S S.S n/a n/a n/a n/a
0, - 0
19 313 P.H Nitrospira defluvii 61% le-22 34%  WP_013249961.1
20 47 S.S S.S n/a n/a n/a n/a
21 236 S.S S.S n/a n/a n/a n/a
2e-
0, 0,
22 312 P.H Methylomonas sp. LW13 99% 122 S6%  WP_033159067.1
0, - 0,
23 76 Regula.dor Methylomonas methanica 89% 2e-29 78%  WP_013816738.1
transcripcional
le-
0, 0,
24 387 Aciltransferasa Chromobacterium 98% 139 6%  WP_043572702.1
25 66 PH Chitiniphilus 84%  7e-26  79%  WP_018748194.1
' shinanonensis
26 76 PH Chitiniphilus 76%  le-25 83% WP_018748194.1
' shinanonensis
27 499 P H Methylobacter 90% 1le-36 30%  WP_031435808.1
’ tundripaludum
0 0,
28 2055 Hemolisina Pseudomonas aeruginosa 94% 0.0 7%  WP_011270159.1
. Oe-
0, 0,
29 218 Transposasa Burkho.lden.:-.l 97% 121 82%  WP_015004346.1
phenoliruptrix
Burkholderia sp. PAMC 86% le-18 78%  AME26330.1
30 58 Transposasa
26561
le-
0, 0,
31 367 Transposasa Ralstonia solanacearum 97% 165 86% WP_011004245.1
3 116 Asparagina Terrisporobacter 27% 1.3 41%  WP_039677874.1
sintetasa b othiniensis
F - 9 . 0 .
33 476 actor 5 de Pseudogulbenkiania sp. 100% 0.0 78%  WP_024304203.1
elongacioén g
0, - 0,
34 104 P.H Nitrospira defluvii 84%  2e-28  39%  WP_013249960.1
0, - 0,
35 184 P.H Nitrospira defluvii 82% re-13 33%  WP_013249961.1

Abreviaturas y simbolos: ORF (marco de lectura abierto); aa (aminoacidos); %C (porcentaje de
cobertura; %ID (porcentaje de identidad a nivel aminoacido); P.H (proteina hipotética); S.S (sin
similitud); n/a (no aplica); Los ORFs marcados con asterisco (*) indican genes putativos de
proteasas. El texto en negritas significa que no se encontraron proteinas homologas utilizando
BlastP en el NCBI.

Algo importante que resulté consistente en ambas predicciones fue que con los dos se

identificaron dos ORFs que codifican proteinas con dominios de proteasas (proteina 5y 6.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/496238959?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT6WMTJW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/953250539?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8BJV0Z01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/553736063?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8BJV0Z01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/914771559?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8D5Y5N015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/503014985?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8D5Y5N015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/697082902?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8D5Y5N015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/503582662?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8D5Y5N015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/759886043?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8D5Y5N015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/517577986?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8D5Y5N015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/517577986?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8D5Y5N015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670487558?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8EJBAU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/499589376?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8EJBAU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/504817244?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8EJBAU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/988691738?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8EJBAU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/499313470?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8EJBAU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/746720107?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8EJBAU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/635657336?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8EJBAU014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/503014984?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8F8FV9015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/503014985?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=FT8F8FV9015
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Tabla 9). Estos fueron nombrados Proteasa Acuifero de Yucatan 5 (PrAY5) y 6 (PrAY6)
respectivamente (Figura 3.17).

A)

1 2 3 4  PrAYS PrAY-6 7 8 9 10

6 ; é é i g é } é é 1h 1H 12kb
B)

MEQFNTNKPVARLSQTGIAVALAMMATARHARQGFARRARQOGTHTDYLIVKYRT SGLSLOQLNSPSAHTRARATVRAQRMTQLQTSLOPFGA
ITAFKRTTGLGAQVIKLDRRRTVEEVAAMARKIAKDDPNVAYAEPDY IMOPLARR PNDPRWKDOWDMONSATGINLTKAWDISTGSGVVVAYV
IDTGYRPHADLAANVLPGYDMITEATRANDGDGRDNDARDTGSWVASGECQPGSSARDSSWHGTHVAGT IRAVINNGVGVAGIAPNAKILEV
RVLGKCGGATSDIADAIVWASGGEVPDIPTNTTPARVLNLSLGGKRSCTETQTYQEAIDKAIANKAIVVVARGNS SMDVSGEFTPASCRGVVA
VAAYGKSGARASY SNYGAKIALAGPGGEWEFENDPEGILSTVDVGTKDPVKDGYTTMAGT SMARPHVAGVAALMLARKPSATADEVVSALKS
SAERPFTASCDQUCGSGMLDAYGAVKAIKGEIVQPPSGSSEVEPNDGRLARNAVTAPKTLNATMGTTADLDYYSVQLPAGKTLSVAMAPNSDSD
YDVYLYSASGSLLKSSENGPGEVDRVITTNT STRAQTYY IAVQHYQGGTGAVNGKY TVKENW

C
MK£TXKPAEKLSQTGZAVALEFLEEATAQADQRZTKPVZDTDQLZVKYRXSGLSAQQLXSPSADTEZATMQEQRMSQVQGALQQFGAZGTLK
RTTGLGIQVIKLDEKRRSLAEVARMAAKIAKDDPNVEYAEPDRIKLPLARAPNDTNWSKQWDLONSSIGINVPNAWDLITGSGVNVAVIDTGY
RPHADLAANILPGYDMINDTAVAVDGNARDSDASDPGDWQAQGECPAPNNGAHNS SWHGTHVAGT IAAVTNNGVGVAGIAPNAKIVEPVRVLG
KCGGYDSDIADAMIWASGGTVAGLPANPNKARVLNLSLGGSGPCDSTIQRAINTARANGAVVVIAAGNDSMDVSDASPANCIGVVAVAEAYDK
TGGRSYYSNFGNLITLAAPGGAQSGANDPNGILSTLNSGTKGPGSDNY IYYQGT SMAAPHVAGVARLMLARKPSATPDEVIAALKSSARPEV

BASCOGCGAGMLDAYGAVKAIKGDIIDPPATGETESNNTLATANAVTAPKTLSATMGSSTDVDYFSVQLPAGRT LQAVMTPNASSDYDLYVYN
SAGSQIGSSENGKGSADTVSVINTGSSTLTRYVEVVYYSGGTGSTNGKYSLKLSW

Figura 3.17 Andlisis in silico del inserto del fésmido de la clona MAJ10. A) Se
muestran los primeros 12,000 pb del conting y sobre él se esquematizan con flechas
10 de las proteinas codificadas (predichas con fgenesB); B) se muestran las
secuencias de las proteinas traducidas de PrAY5; y C) de PrAY®6.

Como se muestra en las Tablas 3.1 y 3.2, las proteinas codificadas por las secuencias
PrAY5 y PrAY6 tienen como homélogo mas cercano una peptidasa S8 de Chitinimonas
koreensis (con identidades de 60% y 68% respectivamente). Esta bacteria pertenece al
filo Proteobacteria, clase Betaproteobacteria, fue descrita por Kim y colaboradores (2006),
es aerobia, Gram-negativa, de vida libre y la mayoria de sus genes se reportaron como
proteinas hipotéticas. Dado el bajo porcentaje de identidad a nivel de aminoacidos, y a
que el valor E es cero las secuencias de PrAY5 y PrAY6 posiblemente no pertenecen a

esta especie. El alineamiento entre PrAY5 y PrAY6 mostré que entre ambas hay 66.5%
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de identidad a nivel de aminoé&cidos, por lo que se consideran dos proteinas diferentes
(Figura 3.17, Tabla 3.2).

3.7.3 Caracterizacion in silico de las secuencias PrAY5y PrAY6

Los ORFs correspondientes a PrAY5 y PrAY6 se encuentran localizados en el contig de
14,843 pb de la clona MAJ10, PrAY5 estd muy cercano a PrAY6 (Figura 3.17), separado
Unicamente por 718 pb. PrAY5 consta de un marco de lectura abierto de 1845 pb y PrAY6
de 1824 pb, ambos tienen el codén de inicio ATG y el coddn de paro TAA, por lo que las
proteinas que codifican deben ser de aproximadamente 614 una y de 607 aminoécidos la
otra (Figura 3.17).

Como ya se habia mencionado, las proteinas homologas mas cercanas a PrAY5 y PrAY6
son las codificadas por C. koreensis. Para realizar la busqueda de dominios proteoliticos
se utilizé la base de datos de dominios conservados CDD del NCBI. Tanto PrAY5 como
PrAY6 comparten el dominio proteasa de la familia S8, subfamilia 13 sin caracterizar
(Peptidasa_S8_13). La familia S8 es un miembro del clan SB, al que se le denomina de
las peptidasas S8 o serina subtilasas, las cuales pueden ser exo o endo peptidasas. Estas
peptidasas se caracterizan por tener una triada catalitica constituida por los aminoacidos
D/ H/S (Figura 3.18) similar a la que se encuentra en la tripsina. Sin embargo, no tienen
la misma estructura tridimensional ni presentan homologia con tripsina. La estabilidad de
este tipo de peptidasas suele incrementarse adicionando calcio, y algunos miembros de
este clan presentan puentes disulfuro. Las enzimas con este dominio pueden ser intra o
extra celulares y algunas pueden funcionar a temperaturas y valores de pH extremos
(Marchler-Bauer et al., 2011).
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Figura 3.18 Alineamiento de secuencias de peptidasa S8. Los asteriscos muestran
los amino&cidos caracteristicos de la triada catalitica de las peptidasas S8. El circulo

muestra el oxianién Asn (N).
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PrAY5 y PrAY6 también comparten un dominio C-terminal pre-peptidasa (PCC), que
normalmente se encuentra en peptidasas bacterianas secretadas inmaduras, pero no se

encuentra en las peptidasas activas (Figura 3.20).

La presencia de este dominio PCC aunada al fenotipo proteolitico de las clonas, hace
suponer que PrAY5 y PrAY6 son proteasas que se transportan al exterior celular. Para
saber si habia indicios de que PrAY5 y PrAY6 fueran proteasas transmembranales se
utilizé la herramienta TMHMM (Sonnhammer et al., 1998) la cual predice la presencia de
posibles hélices transmembranales. Como resultado se obtuvo que estas proteinas no las
tienen, y, aunque este analisis es producto de una prediccién teérica apunta a que las
proteinas son extracelulares. Otra observaciébn que fortalece esta hipoétesis, es la
presencia, en ambas secuencias, de un péptido sefial el cual fue predicho utilizando

SignalP.

Otra herramienta utilizada fue EXPASy ProtParam (Gasteiger et al., 2005) con esta se
logré estimar la masa molecular y el punto isoeléctrico (pl) tedrico, que para PrAYS5 fue de
63,515 Da y pl 5.83; mientras que para PrAY6 es de 61,803 Da y su pl es de 5.62 (Tabla
3.3). En la tabla 3.3 se muestra un resumen de las herramientas bioinformaticas

utilizadas para los analisis in silico que se llevaron a cabo.
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Tabla 3.3 Andlisis in silico de las secuencias PrAY5 y PrAY6

BD/Herramienta Descripcion Caracteristicas Identificadas Ref.
Utilizada
PrAY5 PrAY6
Base de datos de Identificacion de Dominio Marchler-Bauer
dominios dominios proteicos Peptidasa S8 13 et.al., 2011
conservados Dominio
(CDD) PCC
Expasy Permite obtener Peso molecular Peso Wilkins et. al., 1999
protparam varios parametros 63,515 Da molecular
fisicos y quimicos 61,803 Da
para una Punto isoeléctrico
determinada 5.83 Punto
proteina isoeléctrico
almacenada en la 5.62
base de datos de
Swiss-Prot o
TrEMBL o para una
secuencia
introducida por el
usuario
HMMER Busca en las bases Proteina sin Proteina sin Finn et.al., 2011
de datos caracterizar de caracterizar
secuencias una especie sin de una
homadlogas de clasificar especie sin
proteinas y hace clasificar
alineamiento de
proteinas
TMHMM Predice hélices Proteina Proteina Sonnhammer et.al.,
transmembranales secretable secretable 1998
en proteinas
BProm Predice promotores n/e n/e www.softberry.com

bacterianos

Abreviaturas: BD (base de datos); Ref. (Referencia); CDD (Conserved domain database); n/e (no

encontrados).
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3.7.4 Relacion filogenética de las PrAYs con otras proteasas

Para evaluar la relacion filogenética de PrAY5 y PrAY6 con otras proteasas se realizé un
alineamiento en el cual se incluyeron: el homélogo mas cercano a ambas secuencias (una
peptidasa S8 de Chitinimonas koreensis ), tres secuencias de proteasas que han sido
encontradas y caracterizadas por metagendémica funcional SBcas3.3 (Biver et al., 2013),
ACPROO001 (Zhang et al., 2011) y proteasa-AS (Pushpam et al., 2011).

El alineamiento de estas seis secuencias mostr6 que en todas ellas se encuentra
conservada la triada catalitica D, H, S y el oxianién (N); aminoacidos que estan

involucrados en el mecanismo catalitico de las peptidasas S8 (Figura 3.18).

La relacién de PrAYs con otros miembros de la familia S8 se obtuvo comparandola con
secuencias de la base de datos de dominios conservados del NCBI sub set cd00306. A
este analisis se anexaron secuencias homélogas encontradas en la base de datos
ambientales del NCBI. Para seleccionar estas Ultimas se tomaron en cuenta tres criterios
i) que tuvieran una cobertura de mas del 70%, ii) que presentaran un valor E menor o
igual a 10° y iii) la presencia de la triada catalitica caracteristica de las peptidasas S8.
Cuando se utilizé PrAY5 como referencia se encontraron cuatro secuencias y cuando se
usé PrAY6, se encontraron nueve. En total 44 secuencias se alinearon y posteriormente
se cred un dendograma utilizando el método de unién de vecinos (Neighbor-Joining)
(Figura 3.19).
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Figura 3.19 Relacién filogenética de PrAY5 y PrAY6 con respecto a otras
secuencias de la familia subtilasa S8 y otras secuencias de muestras
ambientales. PrAY5 y PrAY6 (®); Homdélogos ambientales de PrAY5 (&); Homdlogos
ambientales de PrAY6 (@). Ademéas para este andlisis se tomaron secuencias del
subconjunto cd00306 de la familia de dominios proteicos conservados que pertenece
a las peptidasas_S8 y proteasas obtenidas mediante metagenomica funcional (@).
Para este analisis se aplicaron 1000 ciclos de ligamiento. La distancia evolutiva fue
computada mediante el método de correccion de Poison. El analisis se llevé a cabo
en MEGAG6 (Tamura et al., 2013).
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Otra observacion interesante es que PrAY5 y PrAY6 agrupan en clados diferentes a sus
homodlogos encontrados en otros ambientes, lo cual posiblemente sea un indicio de que
las bacterias que habitan en el Acuifero de Yucatan puedan tener biomoléculas

especificas, diferentes a las que se encuentran en otros ambientes.

Estos resultados refuerzan la hipétesis que las proteasas identificadas en este trabajo
representan nuevos miembros de la familia S8 y ademas sugieren que el Acuifero es una
buena fuente para la busqueda de nuevas proteasas, aunque es necesario seguir

trabajando en este Ultimo punto para poder ser concluyentes.

3.7.5 Modelado 3D de PrAY5y PraY6

Para conocer la posible estructura tridimensional de los péptidos codificados por los ORFs
PraY5 y PraY6, se realizdé su modelamiento por homologia. Al tomar todo el ORF (o sea la
proteina inmadura, también llamada precursor o zimégeno), el modelado dio como
resultado que para ambas secuencias el mejor templado, encontrado por I-TASSER
(Yang et al., 2015), fue una proteasa de Thermococcus kodakaraensis, la cual tiene el
namero PDB 3AFG (Foophow et al., 2010), una especie que interesantemente pertenece

a una arqueay no a una eubacteria.

PrAY5, con respecto a 3AFG, tiene 78% de cobertura, 25% de identidad y un valor Z de
2.40. Este ultimo valor indica el nivel de confianza del alineamiento entre la secuencia
problema y el templado. Alineamientos con valores mayores a 1 indican un buen
alineamiento. El valor C fue de -0.48, lo cual indica la confianza en el modelado 3D (los
valores se encuentran en un intervalo de -2 a 5, y entre mayores sean, mas confiable es
el modelo). PrAY6 tuvo 79% de cobertura, 28% de identidad, un valor Z de 2.42 y un valor
C de -0.66. con base en estos resultados, se puede concluir que en ambos casos el
porcentaje de cobertura fue bueno y los otros valores indican que los alineamientos con
sus templados fueron admisibles, y por lo tanto, el modelo es aceptable. En la Figura 3.20

se muestran los modelos con los mejores valores C en cada caso.
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Figura 3.20 Modelo 3D de los zim6genos de PrAY5 y PrAY6. A) Simbolos: PrAY5 madura
(aminoécidos [aa] 145 a 513), cian; péptido sefial (aa 1 a 31), gris; N-propéptido (aa 32 a 144) y C-
propéptido (aa 514 a 614), rojo; dominio PPC (aa 527 a 569), rosa; sitio activo (aa 179 a 461),
amarillo. Los aa que forman la triada catalitica (D186, H246, S429) y el oxianién (N350), verde,
azul, magenta, naranja respectivamente. B) PrAY6 tiene el mismo codigo de color que PrAY5.
PrAY6 madura (aa 140 a 506); Péptido sefal (aa 1 a 130); N-propéptido (aa 31 a 139) y C-
propéptido (aa 507 a 607); dominio PPC (aa 520 a 589); sitio activo (aa 174 a 455); triada catalitica
(aa D181, H242, S423); oxianion (N344).
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Como referencia, la proteasa S8 de C. koreensis (WP_028445624.1), también fue
modelada en I-TASSER. En este caso el resultado fue muy similar a lo encontrado para
nuestras secuencias, el mejor templado para C. koreensis también fue 3AFG con un 79%
de cobertura, 28% de identidad, un valor Z de 2.43 y un valor C de -0.46. Este resultado
sustenta la conclusién de que el PDB 3AFG es el mejor templado posible que existe hasta
ahora en la base de datos PDB, aun siendo una secuencia de arquea y no de eubacteria.
Esto sugiere que algunas estructuras tridimencionales de proteasas entre eubacterias y
arqueas son muy similares, aungque en su secuencia tengan relativamente baja identidad,

lo cual ya ha sido discutido por otros autores (Siezen y Leunissen, 1997).

El modelamiento mostré que el zimdégeno de PrAY5 y PrAY6 tiene una estructura
compleja, con una pre-regién (péptido sefial) y dos pro-regiones, una en el lado amino
terminal y otra en el carboxilo terminal (dominio PPC), que flanquean el dominio catalitico
(Figura 3.20). El propéptido en el extremo amino terminal de PrAY5 tiene un tamafio de 81
aminoacidos y se encuentra del E32 a la L113; mientras; para PrAY6 el tamafo del
propéptido es de 78 aminoacidos y va de D31 a la L109. Es comun que las peptidasas S8
se produzcan como zimdgenos (también llamados pre-pro-enzimas), los cuales son
guiados por el péptido sefial al exterior celular, donde son activados por el corte del
péptido sefial y de la pro-region (propéptido). El propéptido cumple dos funciones, por un
lado, asiste al correcto plegamiento de la enzima y por otro funciona como un fuerte
inhibidor de su actividad (Eder et al., 1993, Subbian et al., 2005). El dominio PPC (pre-
peptidasa dominio terminal C) es encontrado usualmente en el estado inmaduro de las
proteasas secretadas (Yeats et al., 2003). En PrAY5 tiene un tamafio de 42 aminoacidos y
en PrAY6 de 69 aminoacidos.

El modelo mostré6 ademas que PrAY5 tiene 9 hélices-a y 17 hojas-B, de las cuales 6
hélices-a y 6 hojas-B se encuentran en el dominio catalitico (Figura 3.21A). PrAY6 tiene
en total 10 hélices-a y 21 hojas-B y su dominio catalitico tiene 7 hélices-a y 8 hojas-$
(Figura 3.21B). De acuerdo con la clasificacion de SCOPe (Fox et al., 2014), las proteasas
S8 tienen una estructura caracteristica de tres capas a / B / a (Laskar et al., 2011) la cual

es observada claramente en el modelo.
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Figura 3.21 Plegamiento tedrico, enumerando las hélices-a and hojas-B en PrAY5 y PrAY6. Simbolos: hélices-
a, se muestran en rojo; hojas-B, se muestran en amarillo. A) PrAY5 las hojas-f del sitio activo comienzan con (5-
10; B) En PrAY6 comienzan en 36-B13. En ambas figuras se muestra la enumeracion de las hélices-a y las hojas-8

amino y carboxilo.
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Al realizar el alineamiento entre el templado y los modelos (Figura 3.22), se observo que
los amino&cidos que forman la triada catalitica, caracteristica de las proteasas S8, estan
conservados en las tres secuencias analizadas: PrAY5 (D186, H246, S429), PrAY6
(D181, H242, S423) y C. koreensis (D170, H203, S382). Otro aminoacido que se
encuentra muy conservado es el N que forma un oxianion y participa en el mecanismo
catalitico. Estas caracteristicas estructurales refuerzan la conjetura de que PrAY5 y PrAY6

son proteasas S8 muy cercanas entre si.
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Figura 3.22 Alineamiento de las secuencias modeladas y el
templado 3AFG. El alineamiento multiple de PrAY5, PrAY6 y S8 de C.
koreensis se realiz6 utiizando MUSTANG. Simbolos; * residuos
conservados en la triada catalitica; ®oxianion.
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Una idea més clara de la ubicacion y posicion de los aminoacidos que participan en la
catalisis se puede observar al realizar el sobrelapamiento de los modelos 3D de las tres
secuencias con respecto al templado (Figura 3.23). Lo primero que se observa es que el
extremo amino terminal es muy variable, mientras que el extremo C-terminal esta muy
conservado, y la estructura del sitio activo es practicamente idéntica; (tiene una diferencia
de solo 0.4 A en 64 residuos). A pesar de que los aminoacidos de la triada catalitica en la
secuencia se encuentran separados en la estructura primaria, al llevarse a cabo el
plegamiento, estos se acercan entre si, formando parte del sitio activo, lo cual sugiere
gue, a nivel estructural (tridimensional), el sitio activo esta sujeto a una gran presion de
seleccién que promueve su conservacion. Y en cambio, en las regiones que flanquean el

sitio activo hay cierta flexibilidad.

Cuando se realiza un acercamiento sobre la triada catalitica (Figura 3.23C), se puede
observar que tanto esta como el oxianidn se hallan altamente conservados. Una
diferencia interesante entre los modelos 3D de PrAY5 y PrAY6 es que, mientras las
proteasas S8 tipicamente tienen una estructura de “sandwich” de 7 hojas-B entre dos
capas de hélices-a, PrAY5 mostr6 6 hojas-p y PrAY6 8 hojas- ambas entre dos capas de
hélices-a. Sin embargo, hay que tener en cuenta que esto podria ser un artefacto del
modelamiento. Un andlisis cristalografico seria necesario para estar totalmente

convencidos acerca  del namero de hojas-B en el sitio  activo.
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Figura 3.23 Sobrelapamiento de los modelos 3D de PrAY5, PrAY6 y S8 de C. koreensis
tomando como molde el templado 3AFG. Se muestran los ORFs completos incluyendo la pre-
regiéon (péptido sefial), la pro-region (pro-péptido), el dominio catalitico y el dominio PPC. Como se
puede observar la estructura es diferente en las cuatro secuencias en el extremo amino terminal,
mientras que esta mas conservada en el dominio catalitico y el dominio PPC del extremo carboxilo

terminal. B) dominio catalitico en el cual se muestra C) un acercamiento a la triada catalitica DHS y
el oxianion N.
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3.8 Subclonacion de los ORFs PrAY5y PrAY6 en el vector de expresion pLATES2

Después de la caracterizacion in silico los resultados sugirieron fuertemente que
estructuralmente las secuencias de PrAY5 y PrAY6 eran proteasas. Para probar que el
fenotipo proteolitico mostrado en la clona MAJ10 se debia a la expresion de estos genes,
se llevo a cabo la subclonacion individual de cada una de las secuencias en el vector
pLATES2. Para lo cual, se utiliz6 como templado ADN del fésmido MAJ10, ambos ORFs
fueron amplificados mediante PCR utilizando una Tm de 58 °C (Figura 3.24)

Figura 3.24 Productos de PCR de los ORFs PrAY5 y PrAY6. Gel de agarosa al 1%.
Carril 1: PrAY5; Carril 2: PrAY6; M: marcador de peso molecular de 1 Kpb.

Como se observa en la figura 3.24, el producto de amplificacion fue del tamafio esperado,
1845 pb para PrAY5 (carril 1) y 1824 pb para PrAY6 (carril 2). Estos productos de PCR

fueron purificados del gel y posteriormente clonados en el vector de expresion pLATES2.

Los productos de reconocimiento (aligning) entre el vector y el inserto fueron
transformados en la cepa E. coli Top10. Las clonas resultantes fueron seleccionadas en
medio LB adicionado con Amp. Aquellas clonas resistentes se cultivaron y se extrajo el

plasmido el cual se utiliz6 como templado para verificar por PCR la clonacién del inserto
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en pLATES2. Para este ensayo se utilizaron los oligonucleotidos especificos del vector de
expresion (LIC-Fw y LIC-Rv, Tabla 2.3). En la Figura 3.25 se muestra que la amplificacion

fue exitosa.

Figura 3.25 Amplificacion por PCR de PrAY5 y PrAY6 en pLATE52. Gel de
agarosa al 0.8%. Carril 1, control negativo; Carril 2, PrAY5; Carril 3, PrAY6; M,
marcador de peso molecular de 1 Kpb

En la Figura 28 se pudo corroborar, que se logré la subclonacion de ambos ORFs. Se
seleccion6 una clona de cada construccion y se secuencio, el resultado mostrd la
integridad de las secuencias, las cuales dieron un porcentaje de identidad del 100% con

respecto a la secuencia del fosmido MAJ10.

Después de verificar las construcciones pLATE52-PrAY5 y pLATE52-PrAY6 estas fueron
transformadas en la cepa E. coli BL21 (DE3) y analizadas sobre el medio de escrutinio
agar leche. En ambos casos las clonas mostraron un fenotipo proteolitico, confirmando

que ambos ORFs codifican proteasas funcionales (Figura 3.26).
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A) B)

Figura 3.26 Prueba funcional de las construcciones pLATE52-PrAY5 y pLATES2-
PrAY6. Medio LB mas leche sin antibiético. A) 24 h; B) 48 h.

Como se puede apreciar en la figura 3.26, el halo de hidrdlisis alrededor de la subclona
con la construccién pLATES2-PrAY5 fue mas pequefio y menos hialino con respecto al
mostrado por la subclona con la construccion pLATES2-PrAY6. Esto podria deberse a que
la proteina codificada por PrAY5 sea menos estable o menos activa bajo las condiciones
de nuestro ensayo, 0 bien a que se secrete en menor cantidad. Sin embargo, este
resultado muestra que cada uno de los ORFs codifica una proteina activa y capaz de
secretarse cuando se encuentran separados uno de otro. Lo cual sugiere que no depende
una proteasa de la otra para tener actividad, ni para ser secretada. Ademas, se pone de
manifiesto que E. coli tiene la maquinaria necesaria para el plegamiento y secrecion de
estas enzimas. Sin embargo, es necesario realizar mas experimentos para poder
sobreexpresar y purificar estas enzimas y asi tener una idea mas clara de su funcion y

fundamentar su posible aprovechamiento biotecnolégico.

Los resultados obtenidos en este trabajo representan el primer analisis por metagenémica
funcional de biomasa del agua subterranea del Acuifero de Yucatan, ademas, cabe
resaltar que de las 23 clonas obtenidas en solo una de ella se obtuvieron secuencias de
proteasas con homologia con motivos de proteasas ya conocidas, y esta homologia
resulta relativamente baja con respecto a las secuencias depositadas en las bases de
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datos. Las restantes 22 clonas podrian tener otros genes de proteasas novedosos que

posteriormente pueden ser analizados.
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CAPITULO IV

Discusion General

Hasta ahora, los ambientes acuaticos, especialmente los de agua dulce, han sido
pobremente estudiados, desde un enfoque metagenémico. En este trabajo reportamos la
construccién y andlisis funcional de una biblioteca metagendémica partiendo de una

muestra de un punto del acuifero de Yucatan México.

Con base en el patrén de restriccion generado con la enzima BamHI y confirmado por la
secuenciacién, el tamafio de inserto de las clonas de la biblioteca es ~35,000 pb. Las
clonas analizadas en este trabajo representan 735 Mb de informacién genética, lo cual es
equivalente a 150 veces el genoma de E. coli (4.9 Mpb) y 175 veces el de Bacillus
lichiniformis (4.2 Mpb). En esta cantidad de ADN podrian estar codificados hasta 735,000
genes si tomamos en cuenta que un gen bacteriano tiene un tamafio aproximado de
1Kpb.

Comparada con otras bibliotecas metagendmicas, construidas utilizando el féosmidos
pCCFOS vy utilizando como hospedero E. coli EPI300"R, |a realizada en este trabajo es
8.3 veces mas grande que la reportada por Lee et al., 2007; 14.7 que la de Neveu et al.,
2011 y 8.9 que la de Morris y Marchesi 2015. Hasta ahora no existe un tamafo
determinado para una biblioteca aunque se estima que para lograr acceder al
metagenoma completo de una comunidad es necesario tener clonados 30,000 Mpb
(Sjoling et al., 2007), de manera queque entre mas grande sea una metagenoteca mejor

representada se tendra la comunidad de un ambiente.

En trabajos previos se ha reportado la dificultad técnica que implica el hacer un analisis
funcional como método de escrutinio de clonas sobresecretoras de proteasas, ya que en
algunas ocasiones se han detectado falsos positivos (Jones et al., 2007). Sobre todo, se
considera que esto ocurria debido a que al principio se utilizaba como sustrato leche con
un alto contenido de grasas y lactosa, lo cual daba falsos positivos debido a la presencia
de lipasas y glicosido hidrolasas. Por esta razon, en este trabajo se utilizé el método méas

robusto que hasta ahora se ha reportado, en el cual se utiliza como sustrato leche en
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polvo baja en grasa, deslactosada y con un alto porcentaje de proteina de leche
(caseina), tal como lo propuso Morris y colaboradores (Morris et al., 2012). Esta prueba
con leche es un método facil, rapido y eficiente, ya que por un lado, las clonas
sobreproductoras de proteasas forman halos de hidrdlisis alrededor de la colonia debido a
la degradacion de la caseina, los cuales son muy faciles de detectar a simple vista, y por
otro, se requiere que las colonias tengan una cantidad y/o actividad extracelular de
proteasa muy superior a la del control para que resulten positivas (cabe recordar que
todas las células producen proteasas, pero este método es poco sensible a proteasas
endogenas, por lo que no se detecta el fondo producido por las cepas hospederas). De
hecho, con base en esto, se puede suponer que tanto PrAY5, como PrAY6, tienen un

buen potencial biotecnoldgico, ya que sus halos son muy facilmente detectables.

Las cepas hospederas EPI300™?, BL21(DE3) y TOP10, no presentaron fenotipo
proteolitico al cultivarse en el medio de escrutinio, lo que sugiere que el método utilizado
fue el adecuado para realizar las pruebas funcionales, ya que no se tiene el riesgo de un
fenotipo positivo derivado del fondo genético de la bacteria hospedera. En contraste,
nuestro control positivo; B. subtilis, que se sabe que es una cepa productora de proteasas
que se secretan (Rao et al. 1998) si mostré halos hidroliticos. Este resultado indica que
los halos obtenidos en las 23 clonas seleccionadas se deben a alguna secuencia que se
encuentra en el inserto de los fésmidos, y aunque en el analisis bioinformatico inicial no se
encontraron dominios de proteasas en MAJ1 y MAJ19, se podrian buscar mediante otras
metodologias como la realizada por Culligan y col., (2013) quienes implementaron un
sistema de mutagénesis con transposones para identificar un nuevo gen de tolerancia a

salinidad.

En cuanto a proporcion de clonas obtenidas por numero de clonas analizadas, lo obtenido
en este trabajo es similar a lo reportado por Neveu y col. (2011) quienes después de
realizar el escrutinio de 17,000 clonas de fésmidos, obtuvieron 16 clonas que formaban
halos de hidrdlisis en el medio de escrutinio. Es decir, en ambos casos la eficiencia fue
similar, encontrandose aproximadamente una clona positiva por cada mil sometidas a
escrutinio. Debido a que hasta ahora son muy pocas las bibliotecas metagenémicas de
fésmidos en las que se han hecho escrutinios para la busqueda de clonas

sobresecretoras de proteasas, no podemos ser concluyentes acerca de si esta eficiencia
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es la misma en cualquier biblioteca, sin importar el ambiente o el tipo de muestra de la
que provenga, sin embargo, los datos de que se disponen hoy en dia sugieren que asi es.
A pesar de ello, hacen falta méas pruebas, para apuntalar esta hipotesis.

A pesar de la relativamente alta tasa de éxito en la basqueda de otras enzimas, muy
pocas proteasas han sido encontradas con herramientas de metagenémica funcional
(Puspam et al., 2011). Posiblemente esto se deba a la citotoxicidad de las proteinas que
se pretenden sobre expresar, a la falta de un hospedero correcto para su expresion y
procesamiento, y/o a problemas de modificaciones postraduccionales o de secrecion
(Piel., 2011). Sin embargo, en este trabajo se obtuvieron 23 clonas positivas, con
fragmentos exégenos que estan siendo expresados en E. coli EPI300"® en las que se
observan claramente halos de hidrélisis. Esto sugiere que se trata de proteasas con
actividad extracelular y que E. coli tiene la maqguinaria necesaria para transcribir los genes
recombinantes, traducir los mensajeros, produciendo proteasas funcionales y secretar los
péptidos producidos correctamente. Ademas del sesgo que quiza impone la expresién en
E. coli, también hay que tener en mente que con el método que utilizamos seguramente
no detectamos las proteasas sobresecretadas que tengan otros requerimientos distintos a
los suministrados en el medio agar leche, por ejemplo, distintos valores de pH o
temperatura, presencia de iones metdlicos o concentraciones distintas de otras sales.
Todo esto implica que si bien esta metodologia permite detectar genes de proteasas de
una amplia gama de microorganismos hasta ahora desconocidos, tal como se ha
demostrado en diversos trabajos (Lee et al., 2007; Waschkowitz et al., 2009; Berlemont et
al.,, 2011; Neveu et al., 2011; Niehaus et al., 2011; Pushpam et al., 2011; Zhang et al.,
2011; Biver et al., 2013; Guazzaroni et al., 2013; Purohit y Singh, 2013; Morris y Marchesi,
2015), se debe estar conscientes de que, al igual que el método de extraccion de ADN

metagendmico, puede ser que imponga cierto sesgo.

El andlisis de la secuencia del fésmido MAJ10 sugiere que el inserto posiblemente
pertenezca a un microorganismo del filo Proteobacteria, ya que el 50% de las secuencias
predichas en él corresponden a este filo. . Los microorganismos pertenecientes al filo
Proteobacterias son los mas abundantes en ambientes acuéticos. En el fondo marino
representan el 79 % de la biomasa bacteriana, en la superficie del mar un 64% y en agua

dulce el 40% (Battistuzzi y Hedges 2008). Sin embargo, el bajo porcentaje de identidad
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(en aminoécidos) de todas ellas con su respectivo homdélogo mas cercano, aunado a que
el 50 % de los genes predichos tienen como homologos mas cercanos proteinas
hipotéticas, o bien que no se encontraron secuencias similares en las bases de datos,
indica que el inserto de este fésmido proviene del genoma de un microorganismo
desconocido, en el sentidode que su genoma hasta ahora no ha sido reportado;
probablemente sea de una bacteria que hasta ahora no se ha cultivado, por lo que su
identidad taxondmica es solo una suposicion sustentada en los resultados de similitud de

las 50 proteinas predichas en el inserto de MAJ10.

Otra forma de esbozar el posible origen de una secuencia de ADN es mediante su
contenido de G+C el cual en el inserto del fdsmido MAJ10 es de 56.2%. Se ha reportado
gue en bacterias Gram positivas del filo Firmicutes es por ejemplo, de 33 % en
Staphylococcus aureus, 38% en Clostridium perfringens y 25 % en Mycoplasma
capricolum; mientras que en bacterias Gram-negativas del filo Proteobacteria es de 50 %
en E. coli, 58 % en Serratia marcescens y 60 % en Pseudomonas fluorescens (Muto A. y
Osawa S, 1987), lo cual podria sugerir que el inserto de MAJ10 pertenece a una bacteria
Gram-negativa, lo cual se refuerza con que PrAY5 y PrAY6 muestran mayor identidad por
una proteasa codificadas por Chitinomonas koerencis, la cual es una bacteria Gram
negativa que tiene 65% de contenido G+C (Kim et al, 2006). Sin embargo, el contenido de
G+C es algo que se debe tomar con cautela; solo como un indicio y no como algo

concluyente.

Los andlisis in silico, apuntan fuertemente a que los genes PrAY5 y PrAY6 codifican
isoformas de una proteina, ya que son muy similares presentando un 66.5% de identidad
entre si y a que ambos presentan las caracteristicas mas distintivas de la familia
peptidasa S8 subfamilia S8A. En la cual existen mas de 200 miembros, que se dividen en
seis subfamilias (Seizen y Leunissen 1997). Los miembros de la subfamilia S8A se
denominan subtilasas y se caracterizan por tener residuos de los aminoacidos D, Hy S
dentro del sitio activo; formando lo que se denomina triada catalitica. Conjuntamente
estos aminoacidos y el oxianiébn se acercan entre si en la estructura tridimensional e
intervienen coordinadamente en la catalisis que lleva a la ruptura de enlaces peptidicos
(Gupta et al., 2002).
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La familia S8, pertenece al clan (SB) de las proteasas tipo subtilisinas de acuerdo tanto
con MEROPS — The Peptidase Database como con el NCBI, dentro del cual se encuentra
también la familia de las sedelosinas (S53). Sin embargo, las dos familias se diferencian
entre si ya que el orden de la triada catalitica en la S8 esta conformada por los residuos
de aminoacidos D, H, S mientras que la S53 tiene una tétrada conformada por los
residuos de aminoécidos E, E, D, S (Rawling y Barrett., 2004).

La presencia de un péptido sefal tanto en PrAY5 como en PrAY6, la carencia de
estructuras transmembranales, y el fenotipo proteolitico que generan, hace suponer que
estas dos enzimas son secretadas extraceluarmente, posiblemente este sea su destino en
el microorganismo al que pertenecen. Hay otras serina proteasas extracelulares que
pertenecen a un grupo muy importante de enzimas industriales, como por ejemplo la
subtilisina Carlsberg y subtilisina BPN’ (Gupta et al., 2002; Kumar y Takagi, 1999). Las
serina proteasas de la familia S8 también han sido candidatos muy populares para la
ingenieria de proteinas y evolucién dirigida, que han dado resultados muy exitosos
comercialmente (Bryan, 2000). Todo lo cual alienta la posibilidad de que PrAY5 y PrAY6

tengan un buen potencial biotecnolégico.

Otra caracteristica importante es que tanto PrAY5 como PrAY6, cuentan con un dominio
PPC en el extremo C-terminal. Se ha sugerido que este dominio participa en la adhesién
al sustrato (Miyoshi et al., 2001) o en la secrecién de la proteina en bacterias Gram
negativas (Gray et al., 1986). Sin embargo, se ha observado que la extension del extremo
C-terminal no esta presente en la proteasa ya madura (Yeats et al., 2003), y esto indica

gue no se requiere para su actividad.

Una forma de clasificacién de proteasas es mediante su estructura tridimensional, ya que
muchas veces a nivel secuencia puede haber diferenciasny al plegarse adquieren una
estructura similar (Lesk y Chothia, 1980). Por esta razén es importante modelar la posible
estructura de una secuencia nueva. Tomando las secuencias de los ORFs de PrAY5 y
PrAYe6, desde el ATG hasta el TAA, se model6 por comparacion la posible estructura de
estas proteinas. El analisis arroj6 que ambas secuencias tienen como mejor templado
dentro de las existentes, a una proteasa 3AFG (Foophow et al.,, 2010), en la cual se

conserva muy estable el orden y orientaciéon de la triada catalitica (D, H, S) caracteristica

83



CAPITULO IV

de las proteasas S8. Esta estructura conservada ha sido reportada previamente por otros
autores (Rawlings y Barrett, 2004; Laskar et al., 2011, Zhang et al., 2015).

En el modelo 3D fue posible observar que, al igual que en algunas otras proteasas, el
extremo N-terminal o pro-péptido se halla bloqueando el sitio activo. La mayoria de serina
proteasas se caracteriza por sintetizarse como preproteinas (también llamados zimdgenos
0 precursores), en las cuales el extremo N juega un papel muy importante como
chaperona, inhibiendo la actividad de la enzima hasta su maduracién (Tang et al., 2003;
Shinde y Inonye., 2000). Este es un mecanismo de proteccion, ya que si fueran

funcionales desde que se sintetizan, podrian dafiar otras proteinas dentro de la célula.

Ademas de conservar la estructura en el sitio activo, PrAY5 y PraY6 mostraron el
plegamiento o /B / a. caracteristico de la subtilasas (Rawlings y Barrett, 2004; Kennan et
al., 2010; Laskar et al.,, 2011). Sin embargo, a pesar de conservar esta estructura, la
variacion en cuanto al numero de hélices—a y hojas-p en el sitio activo, podria explicar la
diferencia de actividad de PrAY5 con respecto a PrAY6. Es necesaria la purificacion de la
enzima para realizar su caracterizacion bioquimica hacer un andlisis de cristalografia para

confirmar esta hipotesis, lo cual ademas permitiria esbozar un posible uso biotecnolégico.
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CAPITULO V
Conclusiones y perspectivas

1.- El volumen de agua necesario para saturar un filtro Sterivex?, el cual sirve para
acumular la biomasa procariota, depende del dia en que se tome la muestra, siendo
necesarios de 5 a 10 L en épocas lluviosas y de 40 a 60 L en épocas de secas. Lo cual
sugiere que durante la época de lluvias el rio subterrdneo se agita mas y arrastra mayor
contenido de particulas —de 0.22 a 5 um- en suspension.

2.- El mejor método de extraccién para la obtencion del metagenoma fue el método
comercial de Epicentre™?, lo cual sugiere que es mejor utilizar un método planeado

integralmente, desde la extraccion hasta la construccién de la genoteca.

3.- El aumentar la relacién de inserto: vector en la ligacion, hasta 5:1, mejoré el titulo de la

biblioteca.

4.- Se logré la construccion de una metagenoteca con una mayor representacion (2.1

veces) respecto hasta las ahora reportadas.

6.- El escrutinio de proteasas basado en agar leche permitié aislar 23 clonas con el
fenotipo buscado. Sin embargo, harian falta algunas otras pruebas para verificar que en
efecto en los insertos de todas ellas se codifiquen proteasas, ya que se ha reportado que

en ocasiones los halos de hidrdlisis se originan debido a cambios en el pH.

7. La escasa o nula similitud entre las secuencias de los insertos de las clonas MAJL y
MAJ19 con respecto a las secuencias de proteasas depositadas en las bases de datos,

hace prometedor el descubrimiento de nuevas proteasas.

8. Los dos ORFs identificados con dominios de peptidasas S8 en la clona MAJ10
presentan 66.5 % de identidad entre si a nivel de aminoacidos y muestran una estructura

tridimensional tipica de proteasas S8
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9. El analisis in silico mostré que PrAY5 y PrAY6 tienen los aminoécidos que conforman la
triada catalitica y el oxianion caracteristico de las subtilasas, los cuales son de suma

importancia en su mecanismo de accion.

10.- Al mantenerse el fenotipo esperado cuando las secuencias de PrAY5 y PrAY6 fueron
subclonadas, se soporta fuertemente la idea de que son las responsables del fenotipo
proteolitico en MAJ10.

11. Las secuencias de PrAY5 y PrAY6 codifican proteasas funcionales extracelulares y no
necesitan estar juntas ni para transcribirse, ni para procesarse, ni para secretarse, ni para

tener actividad.

Perspectivas

En este trabajo se describe la identificacion, por medio de metagenémica funcional, de
dos ORFs que codifican proteasas S8 extracelulares, asi como la caracterizacién in silico
de sus secuencias. Esto permite tener una guia para desarrollar estrategias posteriores
gue permitan el aislamiento y la caracterizacién bioguimica de estas dos proteinas y las
gue se pudieran obtener de los otros 20 fésmidos, que resultaron positivos en el ensayo
funcional. Una tarea que puede ser complicada si no se conoce la estructura de los ORFs
y las enzimas que codifican. El resultado de la filogenia indica que PrAY5 y PrAY6
agruparon en clados diferentes a otras proteasas obtenidas mediante metagendmica
funcional. Lo cual sugiere que el agua del Acuifero de Yucatan podria contener una
comunidad microbiana diferente, y por lo tanto interesante, de otros ambientes estudiados

hasta ahora.

El siguiente paso de esta investigacion es purificar y caracterizar bioquimicamente ambas
enzimas, para determinar sus caracteristicas fisicoquimicas y sus parametros cinéticos, y
asi poder estimar su posible utilizacion en algin proceso industrial. Para la purificacion de
las enzimas se sugiere emplear el método de sulfato de amonio y combinar con columnas
de intercambio i6nico o exclusion molecular, ya que con base en los analisis in silico

realizados en este trabajo, se observa que ambas enzimas sufren la escision de los
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extremos amino terminal y carboxilo terminal, por lo cual no se podrian purificar por

adicién de etiquetas de histidina en alguno de los extremos del ORF.

Para los insertos de los fosmidos MAJ1 y MAJ19, los cuales no presentaron similitud con
dominios de proteasa, es necesario el abordaje desde otras perspectivas las cuales
podrian ser: i) la construccion de sub-bibliotecas de plasmidos y/o ii) realizar mutagénesis
etiquetada sobre estas clonas para identificar los posibles nuevos genes responsables del
fenotipo.

En los 20 fésmidos que fueron secuenciados en lotes existen contigs completos los
cuales podrian ser caracterizados mediante patrones de restriccion in silico, los cuales

posteriormente serian corroborados experimentalmente.

Otra alternativa para la identificacion de las secuencias de proteasas que pudieran ser las
responsables del fenotipo en los fésmidos restantes seria la secuenciacion individual de

cada fésmido para hacer un escrutinio exhaustivo por secuencia.
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