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RESUMEN

Las lipasas son enzimas ampliamente usadas a nivel industrial, jugando un papel primordial
en la produccién de alimentos, biodiesel, nutracéuticos y detergentes, con aplicaciones
también en biorremediacion, cosméticos, cuero y papel. En condiciones acuosas, estas
enzimas catalizan la hidrdlisis de enlaces éster en triacilgliceroles de cadena larga (>10
carbonos) para producir glicerol y acidos grasos libres (FFAs). Por el contrario, bajo
condiciones no acuosas, las lipasas llevan a cabo reacciones de sintesis (esterificacion,
transesterificacion, amindlisis, alcohdlisis), lo que las hace atractivas para explotacion
industrial. Las lipasas son enzimas ubicuas entre organismos y las mas utilizadas a nivel
industrial provienen de microorganismos. Las lipasas de hongos estan recibiendo mucha
atencion debido a sus propiedades, como alta estabilidad térmica y alcalina, quimio, regio
y enantio-selectividad. El hongo Trichoderma harzianum es un ascomiceto que ha sido
reportado por diversos autores por ser un hongo que prolifera en ambientes con un alto
contenido de grasas y aceites. En un trabajo previo, el analisis in silico del genoma de este
hongo identificé siete presuntas lipasas. En el presente trabajo se realizd la expresion
heteréloga y caracterizacién bioquimica de una de dichas lipasas. Para ello, se comparé la
expresion heterdloga de la lipasa en una plataforma de expresién eucariético (levadura) y
un sistema procariota (E. coli) con el objetivo de seleccionar la plataforma méas adecuada

para la expresion heteréloga para produccion futura de proteinas en nuestro grupo.






ABSTRACT

Lipases are enzymes used in industry, playing a key role in the production of food, biodiesel,
nutraceuticals and detergents, and used also in bioremediation, cosmetics, leather and
paper. Under aqueous conditions, these enzymes catalyze the hydrolysis of ester bonds on
long chain triacylglycerols (> 10 carbons) to release glycerol and free fatty acids (FFA). On
the other hand, under non-aqueous conditions, lipases carry out reactions of systhesis
(esterification, transesterification, aminolysis, alcohololysis), which make them attractive for
industrial exploitation. Lipases are ubiquitous enzymes in living organisms, and most of
industrial lipases come from microorganisms. Fungal lipases are having much attention due
to properties of their enzymes, such as high stability, chemo, regio and enantio-selectivity.
The fungus Trichoderma harzianum is an ascomycete reported by various authors as
growing in environments with high content of fats and oils. In a previous research, in silico
analysis of T. harzianum genome identified seven putative lipases. In the present the
heterologous expression of one of these lipases and its biochemical characterization were
carried out. To achieve this goal, the expression of this lipase was performed both in a
eukaryotic expression platform (yeast) as well as in prokaryotic system (E. coli) to compare
efficiency of correct expression to select the most suitable expression platform for further

works in our research group.






INTRODUCCION

Las enzimas son importantes en distintas industrias, por ejemplo: medicina, agricultura,
guimica y alimentos. Entre estas enzimas, las lipasas presentan un gran potencial de
aplicaciones biotecnoldgicas, debido a las diversas reacciones que catalizan, ademas de la
amplia variedad de sustratos que aceptan (Hasan et al., 2009). Dentro de las aplicaciones
de las lipasas se encuentran el procesamiento de grasas y aceites, procesamiento de
alimentos, cuero, textiles, detergentes, produccion de biodiesel, fabricacién de papel,
sintesis de quimicos, produccién de farmacos, cosméticos, etc. La gran versatilidad de
estas enzimas se debe a que aceptan un amplio rango de sustratos (ésteres alifaticos,
aliciclicos, biciclicos, aromaticos, tioésteres, aminas) mientras que mantienen alta regio-
guimio-y enantioselectividad (Andualema y Gessesse, 2012). Las lipasas son enzimas
ubicuas, ampliamente distribuidas en la naturaleza, encontrdndose en animales, plantas,
bacterias y hongos. Sin embargo, las lipasas de origen fungico son las mas importantes
industrialmente (Nwuche y Ogbonna 2011; Singh y Mukhopadhyay, 2011). Los hongos
lipoliticos pueden encontrarse en distintos habitats, incluyendo suelos contaminados con
aceites, desechos domeésticos con residuos aceitosos, desechos lacteos, desechos
industriales etc. Esta habilidad de los hongos para subsistir y proliferar en estos habitats da
una idea de su gran poder de adaptacion, que en gran parte se debe a la capacidad de
producir y secretar enzimas lipoliticas que le permiten obtener su fuente de energia a partir
de estos materiales. Ademas, la habilidad de las lipasas para llevar a cabo transformaciones
guimicas muy especificas (biotransformacién) las ha hecho muy populares en la industria
(Hasan et al., 2005; Gopinath et al., 2013;). Por otra parte, el rapido desarrollo de la biologia
molecular y la disponibilidad de métodos de alto rendimiento para deteccion lipolitica mas
confiables y rapidos, han mejorado la utilidad de las lipasas para sintesis organica. Por
ejemplo, los sistemas de expresidn heteréloga son cada vez mas utilizados para
sobreproducir lipasas recombinantes y mediante la ingenieria de proteinas (también
llamado evolucién molecular dirigida) han mejorado las propiedades de las enzimas,
generando nuevas variantes de lipasas (y otras enzimas) con mejor actividad catalitica y

estabilidad que se ajustan mejor a las necesidades industriales (Cen et al., 2019).



CAPITULO I. ANTECEDENTES
1.1. Lipasas

La mayoria de las enzimas (> 75 %) utilizadas actualmente en los procesos industriales son
hidrolasas, entre estas, las lipasas son enzimas utilizadas para modificar lipidos (Borrelli y
Trono, 2015). Las lipasas son enzimas que catalizan tanto reacciones de degradacion
(hidrdlisis) como de sintesis (esterificacion) y la mayoria son solubles en agua; actian sobre
sustratos insolubles y catalizan la hidrolisis de triglicéridos de cadena larga. Estas enzimas
son serin-hidrolasas definidas como triacilglicerol acilhidrolasas (E.C. 3.1.1.3) y se
diferencian de las esterasas por la naturaleza de sus sustratos. De hecho, el primer criterio
gue fue utilizado para distinguir entre estos dos tipos de enzimas (la activacion de las lipasas
en presencia de una interface) se encontré inadecuado para la clasificacion de tales
enzimas ya que algunas lipasas no requieren de la interface (Casas et al., 2012). Ejemplos
de lipasas que no exhiben activacion interfacial son Lip4 de Candida rugosa y Candida
antartica. Por lo tanto, las lipasas fueron definidas como enzimas que hidrolizan ésteres
carboxilicos de acilgliceroles de cadena larga (>10 carbonos), mientras las esterasas
hidrolizan ésteres carboxilicos de acilgliceroles de cadena corta (< 10 carbonos) (Jaeger et
al., 1999).

Las lipasas son enzimas muy versétiles en cuanto a uso y funcion, cumpliendo funciones
importantes a nivel biolégico e importantes aplicaciones a nivel industrial. Las lipasas
representan las terceras enzimas mas comercializadas, después de las proteasas y las
carbohidrasas, y su produccion se ha incrementado; de tal forma que ahora representan

mas de una quinta parte del mercado global de enzimas (https://www.marketwatch.com).

Las enzimas comercialmente disponibles son obtenidas de animales, plantas y
microorganismos. La mayor parte de las enzimas industriales (mas del 50 %) es, sin
embargo, de origen microbiano, ya que, comparadas con las de origen animal o vegetal,
son mas estables y cubren una gran variedad de actividades cataliticas. Ademas, los
microorganismos pueden crecer en medios baratos, alcanzando grandes rendimientos, y
representan una fuente siempre disponible, ya que su crecimiento no se ve afectado por

fluctuaciones estacionales (Borrelli y Trono, 2015; Prakash et al., 2013).



Por mucho tiempo: las lipasas usadas comercialmente fueron de origen animal y se
obtenian del pancreas de reses, ovejas y cerdos. Desafortunadamente, las lipasas
extraidas de pancreas animal rara vez son suficientemente puras para ser utilizadas en la
industria alimentaria. Por ejemplo, la lipasa de pancreas de cerdo esta contaminada con
trazas de tripsina, lo que generan un sabor amargo. Otras impurezas incluyen virus y
hormonas animales (Casas et al., 2012). Por lo tanto, debido a la facilidad de producciony
abundancia, las lipasas mas estudiadas y actualmente usadas industrialmente son
obtenidas de fuentes microbianas. Diversos estudios se han llevado a cabo para la
identificacion de microorganismos productores de lipasas con la finalidad de hallar nuevas
fuentes de lipasas con caracteristicas fisico-quimicas Unicas. Por ejemplo, se han aislado
lipasas de Pseudomonas spp. que son alcaléfilas y terméfilas (Jave et al., 2018). Choo et
al., (1998) aislaron una cepa psicrotréfica de Pseudomonas sp. (cepa B11-1) del suelo de
Alaska, la cual produce una lipasa adaptada a bajas temperaturas. En otro trabajo, se aislo
una lipasa termoestable del hongo Geobacillus zalihae aislado de un efluente del efluente
de un molino de aceite de palma. El hongo fue cultivado en medio liquido enriquecido con
aceite de oliva como fuente de carbono (Shirazi et al., 1998). Por otra parte, las lipasas de
origen fangico han recibido mucha atencion en las industrias debido a su estabilidad bajo
condiciones quimicas y fisicas variadas. Adicionalmente, las enzimas flngicas
extracelulares pueden ser purificadas facilmente, lo que reduce significantemente el costo

y hace que esta fuente sea preferida sobre las bacterias (Singh y Mukhopadhyay, 2012).
1.2. Fuentes de lipasas

Se sabe que las lipasas son producidas por todos los organismos. Sin embargo, debido a
su facilidad de produccién y abundancia, la mayor parte de las lipasas mas estudiadas y
usadas industrialmente son obtenidas de fuentes microbianas. Las primeras lipasas
microbianas fueron aisladas de Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa Yy
Pseudomonas fluorescens (Aravindan et al.,, 2006). Comparadas con las lipasas
bacterianas, las lipasas de hongos y levaduras (generalmente reconocidas como seguras)
son ampliamente aceptadas y usadas en varias industrias, incluyendo procesamiento de

alimentos.

Los microorganismos, siendo ubicuos en su distribucion, son altamente exitosos en

sobrevivir en un amplio rango de condiciones ambientales debido a su gran plasticidad y
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versatilidad fisiologica. Debido a que poseen sistemas enzimaticos eficientes, los microbios
prosperan bien incluso en ambientes inhdspitos. Para adaptarse a ambientes extremos y
poder explotar los diferentes nichos, la habilidad de producir enzimas extracelulares es de
gran valor para la supervivencia de los microorganismos. La secrecion extracelular ha sido
bien estudiada en hongos, principalmente zigomicetos, hiphomicetos, ascomicetos y
levaduras (Shirazi et al., 1998). Los hongos estan involucrados en la degradacion de
materiales o compuestos indeseables convirtiéndolos en productos menos dafiinos,
tolerables o Utiles. Los materiales indeseables incluyen desechos de aguas residuales de
zonas urbanas e industriales y desechos animales, vegetales y agricolas, derrames de
aceites y desechos lacteos. El papel de los hongos en el proceso de biorremediacion en
varios ambientes ha sido bien documentado (Gopinath et al., 2005).

Hay una conciencia creciente respecto a los efectos potencialmente dafinos del derrame
mundial de aceites y grasas en aguas salinas y rios. Los aceites son liberados tanto a nivel
de produccion como por los usuarios domésticos. Para mantener la limpieza del ambiente,
estos aceites deben ser degradados usando tecnologia eco-amigable. La degradacién
microbiana es una de las opciones mas importantes para aminorar la contaminacioén por
aceites del medio ambiente. Los hongos productores de lipasas pueden ser encontrados
en distintos habitats que incluyen suelos contaminados con aceites, desechos alrededor de
fabricas procesadoras de aceites, puntos de desechos domésticos, residuos lacteos (Khan

et al., 2017), entre otros.
1.3. Reacciones catalizadas por lipasas

Las lipasas estan involucradas en la hidrélisis de grasas y aceites para producir glicerol y
acidos grasos libres (FAAs). Ademas, catalizan la hidrélisis y transesterificacion de otros
ésteres, asi como la sintesis de éstos y poseen propiedades enantio, regio y quimio-
selectivas. Bajo condiciones naturales, tal como en la presencia de agua, las lipasas actdan
en una interfaz organica-acuosa (activacion interfacial) para catalizar la hidrélisis de enlaces
ésteres carboxilicos y liberar 4cidos grasos y alcoholes organicos (Figura 1). Ya que el
equilibrio entre la reacciéon delantera y reversa es controlado por la actividad del agua en la
mezcla de reaccién, bajo condiciones limitantes de agua, ocurre la reaccion reversa, es
decir, la esterificacion, al igual que diferentes reacciones de transesterificacion de acuerdo

a las condiciones del medio de reaccion (Casas et al., 2012).
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Hidrélisis

\ 4

R;COOR; + H;O R;COOH + R;OH

Esterificacion

R,COOH + R,OH > R,COOR; + H;0O
Interesterificacion

R,COOR; + R3COOR;4 > R3COOR; + R,COOR4
Acidolisis

R,COOR; + R3;COOH > R3COOR; + R,COOH
Alcohdlisis

R;COOR; + R;0H > R,COOR; + R,OH
Amindlisis

R](:OORg + R;.\'”z RICONHR] + R:O”

Figura 1. Reacciones catalizadas por lipasas. Las lipasas catalizan la hidrdlisis de enlaces éster

v

carboxilos en presencia de agua. En ausencia de agua, la reaccién de sintesis prevalece.

Las lipasas tienen tres diferentes clases de selectividades hacia sus sustratos. Estas
incluyen: (1) Quimio-especificidad. Las lipasas muestran especificidad de acido graso (FA)
y especificidad por clase de lipido. Su especificidad por 4cido graso esta relacionada a la
liberacion de FAAs con una longitud o grado de insaturaciébn dentro de rangos bien
definidos. Para la especificidad de clase de lipido, las lipasas catalizan no soélo la hidrélisis
de triacilglicerol (TAG), sino también de diacilglicerol (DAG) y monoacilglicerol (MAG), (2)
Regio-especificidad. Las lipasas pueden ser divididas en lipasas no especificas que
catalizan la hidrolisis completa de TAGs en glicerol y FFAs de una forma aleatoria,
generando DAGs y MAGs como intermediarios, y las lipasas especificas 1-3, que hidrolizan
TAGs so6lo en las posiciones sn-1y sn-3, generando FAAs, 1,2-DAGs o0 2,3-DAGs, y MAGs,
(3) Enantio-especificidad. Hay lipasas que son capaces de distinguir entre enantibmeros en

una mezcla racémica (Borrelli y Trono, 2015).
1.3.1. Reaccion de hidrdlisis

Las lipasas catalizan la hidrélisis del enlace éster carboxilo de los tri-, di-, y monoglicéridos
liberando acidos grasos libres y glicerol (Figura 1). No obstante, las lipasas presentan
actividad sobre una amplia variedad de sustratos. En la mayoria de los casos, la reaccion

es llevada a cabo en la interfaz de un sistema de reaccion bifasico. Este sistema bifasico



resulta de la presencia de una fase organica inmiscible, que contiene al sustrato hidrofébico,
en agua ( Borreli & Tronos, 2015; Walker, 2012).

1.3.2. Reaccidn de sintesis

Bajo condiciones termodinamicamente favorables (baja actividad del agua), las lipasas
también catalizan una gran variedad de reacciones de sintesis que pueden ser clasificadas
en dos principales tipos de reacciones: la esterificacion y la transesterificacion. Como se
muestra en la Figura 1, la esterificacion es la reaccion donde un &cido graso es unido a un
alcohol mediante un enlace covalente, produciendo un éster y liberando una molécula de
agua. El término transesterificacion se refiere al intercambio de grupos entre un éster y un
alcohol (alcohdlisis), entre un éster y un acido (acidolisis), entre un éster y una amina
(amindlsis) y entre dos ésteres (interesterificacion) (Borreli y Tronos, 2015; Casas et al.,
2012; Houde et al., 2004).

1.4. Estructura y mecanismo catalitico

Las primeras estructuras de lipasas fueron obtenidas de Rhizomocur miehei y la lipasa
pancreatica humana. Actualmente, cientos de secuencias de lipasas estan enlistadas en
las bases de datos y alrededor de cien estructuras tridimensionales de lipasas estan

disponibles en la Base de Datos de Proteinas (http://www.rcsb.org/pdb/home).

A pesar de diferencias en tamafio y bajo porcentaje de identidad entre las secuencias
primarias, las lipasas muestran patrones de plegamiento estructural muy similares. Esta
estructura conforma un pliegue o/f hidrolasa, el cual es comUn en varias enzimas
hidrolasas, tales como esterasas, proteasas, deshalogenasas, epoOxido hidrolasas y

peroxidasas (Figura 2).
1.4.1. El pliegue o/p hidrolasa

Tal como se muestra en la Figura 2, el pliegue canénico o/p hidrolasa esta caracterizado
por la presencia de una lamina central plegada en forma  que contiene ocho cadenas
paralelas (B1-8), con excepcion de la cadena 2, que es antiparalela respecto a las otras.
Las cadenas 33 a 38 estan conectadas por hélices a, que se empaquetan en los dos lados

de la cadena B central (Borreli yTronos, 2015; Gupta et al., 2014; Jaeger et al., 1999).
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Figura 2. Plegamiento canodnico de las a/f hidrolasas. Las a hélices estan representadas con
cilindros y las laminas {3 estan representadas con las flechas sombreadas. La posicién de la triada
catalitica esta mostrada por los circulos negros; el residuo nucleofilico (S) se encuentra localizado
después de la lamina B5, el residuo negativo (D/E) después de la lamina 37 y el residuo de

histidina (H) luego de la lamina 38 (basado en Jaeger et al., 1999).

1.4.2. Latriada catalitica

El sitio activo de las o/p hidrolasas consiste en una triada catalitica altamente conservada:
un residuo nucleofilico (serina), un residuo acido catalitico (acido aspartico o acido
glutdmico) y una histidina, que actia como residuo basico catalitico (Arpigni y Jaeger,
1999).

En el pliegue o/p hidrolasa, la serina catalitica esta localizada después de la l[amina 5y
antes de la hélice aC, el aspartato o glutamato se encuentran después de la lamina 7 y
antes de la hélice oE y la histidina esta localizada en un lazo después de la lamina (8. El
sitio activo de las lipasas también contiene un sitio de union hidrofébico para 4cidos grasos
gue acomoda la cadena acilo del enlace éster que sera hidrolizado (Casas et al., 2012;
Walker, 2012).



1.4.3. El pozo oxianion

Otra caracteristica fundamental de las lipasas es el pozo oxianion, que es la “bolsa” que
promueve la estabilizacién del intermediario cargado negativamente generado durante la
hidrélisis del enlace éster. El intermediario tetraédrico formado durante la reaccién es
estabilizado por dos aminoacidos que forman el pozo de oxianion. Estos aminoacidos
estabilizan el intermediario por medio de puentes de hidrégeno entre el proton del grupo
amida y el oxigeno del grupo carbonilo del sustrato (Pleiss et al., 2000).

El pozo de oxianién consiste en dos residuos, uno de los cuales siempre le sigue al residuo
nucleofilico, mientras el otro tiene una posicién variable (Casas et al., 2012). El primer
residuo del pozo oxianion esta localizado en la parte amino terminal de las lipasas, en la
vuelta entre la lamina B3 y la hélice aA. Dependiendo de las secuencias alrededor de este
primer residuo, Pleiss y colaboradores (2000) identificaron dos tipos de pozos oxianion: GX
y GGGX. El segundo residuo es representado como X2 en la secuencia consenso G-X1-S-
X2-G, localizado después de la ldmina B5 en el “codo” nucleofilico estructuralmente

conservado en todas las lipasas.

El tipo de pozo oxianion juega un papel importante en la especificidad de las lipasas hacia
sus sustratos. De hecho, las lipasas con el tipo GX usualmente hidrolizan sustratos de
longitud de cadena carbonada larga y media, mientras el tipo GGGX es encontrado en

lipasas especificas de cadena corta (Hasan et al., 2006).
1.4.4. Lalid

La mayoria de las lipasas se caracterizan por tener en su estructura un dominio mavil,
conocido como “lid”, que puede consistir en una hélice unica, de dos hélices o una regién
de lazo. La resolucion de las primeras estructuras tridimensionales de lipasas de R. miehei
y la lipasa pancreatica humana permitieron la identificacién de la lid sobre el sitio activo. El
lid estd compuesto de una o0 mas a hélices, unidas a la estructura principal de la enzima por
una estructura flexible (Khan et al., 2017). Este es un elemento mévil que cubre el sitio
activo en presencia de una interface lipido-agua, generando un cambio conformacional que
permite el acceso del sustrato al sitio activo. Si la lid estd en su conformacién cerrada, el

sitio activo es protegido del ambiente y es inaccesible a los sustratos, por tanto, la lipasa es



inactiva. En la conformacién abierta, el sustrato puede acceder al sitio activo de la lipasa y
ser convertido en producto. De acuerdo con la actividad catalitica muy baja de las lipasas
en medios acuosos, se puede asumir que la conformacion cerrada prevalece bajo estas
condiciones. Por el contrario, en un medio mas hidrofébico (organico), o en la presencia de
una interface organica-acuosa, la forma abierta es la estructura predominante (Hasan et al.,
2009).

La lid es una estructura anfipatica, en la conformacién cerrada, su lado hidrofilico enfrenta
al solvente, mientras el lado hidrofébico esta dirigido hacia la bolsa catalitica. Conforme la
enzima cambia a la conformacion abierta, la cara hidrofébica se expone y contribuye a la
union del sustrato. Por lo tanto, no solo la naturaleza anfipatica del lid sino también su
secuencia especifica de aminoacidos son necesarios para la actividad y especificidad de

las lipasas (Hasan et al., 2009).
1.4.5. Mecanismo catalitico

La catdlisis de las lipasas sigue el mecanismo clasico de las serinas hidrolasas. La hidrélisis
del sustrato empieza con la unién del lipido y la serina catalitica ataca al atomo de carbono
del grupo carbonilo del enlace éster susceptible (Figura 3a). Esto genera un intermediario
tetraédrico que es caracterizado por la formacion de una carga negativa en el atomo de
oxigeno del grupo carbonilo, y la unién de cuatro atomos al atomo de carbono del carbonilo

reordenados como un tetraedro (Figura 3b) (Borrelli y Tronos, 2015).

El intermediario es estabilizado por dos enlaces de hidrégeno entre el atomo de oxigeno
del carbonilo cargado negativamente y los grupos NH- de la cadena principal de los dos
residuos aminoacidos del pozo oxianion. La nucleofilicidad del residuo de serina es
aumentada por la histidina catalitica, a la que un proton del grupo hidroxilo de la serina es
transferido. Esta transferencia es facilitada por el residuo acido catalitico, que orienta el
anillo de imidazol de la histidina en tal forma que neutraliza la carga que se genera.
Subsecuentemente, el proton es donado al atomo de oxigeno del enlace éster susceptible,
gue es cortado, con la liberacion consecuente del producto alcohol, mientras que la cadena

acilo es esterificada en la serina nucleofilica (Figura 3c). La siguiente etapa es la



desacilacién, en la que una molécula de agua hidroliza el enlace covalente, liberando el
producto acilo y la regeneracion de la enzima (Figura 3d).
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Figura 3. Mecanismo de la reaccion de hidrdlisis de enlaces éster catalizado por lipasas. Aspartato
e histidina son mostrados en azul y verde, respectivamente; la serina, el sustrato y el agua se
muestran en negro, los residuos del pozo oxianién se muestran en magenta. (a) Ataque nucleofilico
del hidroxilo de la serina al carbono carbonilo del enlace éster susceptible; (b) Intermediario
tetraédrico; (c) Intermediario acil-enzima, se libera alcohol y ataque nucleofilico por una molécula
de agua; (d) enzima libre y producto acilo liberado (Borrelli y Tronos, 2015).

1.5. Selectividad de las lipasas

La selectividad de las lipasas esta relacionada a su preferencia por sustratos especificos
para llevar a cabo reacciones dadas. Se pueden distinguir tres tipos de selectividad: quimio-

selectividad, regioselectividad y enantioselectividad.
1.5.1. Quimioselectividad

La quimioselectividad esta asociada a la preferencia por un tipo de sustrato dado, es decir,
triglicéridos, diglicéridos o monoglicéridos. Por ejemplo, una monoacilglicerol lipasa aislada
de eritrocitos humanos hidroliza solo monoacilglicerol (Sommadelpero et al., 2005). Esta
selectividad también se refiere a la preferencia de las lipasas por acidos grasos de cadena
larga, media o corta y al grado de insaturacion y substituciones potenciales del sustrato. La
preferencia de una lipasa por grupos acilo de diferentes tamafios esta influenciado
directamente por la forma de su sitio de union, y de la naturaleza de los aminoacidos que

componen este sitio.
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1.5.2. Regioselectividad

La regioselectividad es definida como el ataque preferencial de las lipasas hacia algun
enlace éster en los triglicéridos, es decir; enlace éster primario o secundario. La
regioselectividad puede ser sn-1 (3) o sn-2 (Figura 4). La mayoria de las lipasas microbianas
hidrolizan las posiciones sn-1 (3) de los triglicéridos y solo unas pocas son capaces de
hidrolizar la posicion sn-2 (Borrelli y Tronos, 2015; Lotti y Alberghina, 2007).

1.5.3. Enantioselectividad

Una molécula quiral es una molécula con un centro asimétrico, que puede adoptar dos
formas enantioméricas, R y S. Los enantiomeros R y S son imagenes especulares no
superponibles entre si, cuyas propiedades quimicas, tal como punto de fusién, solubilidad
y reactividad son muy similares. Sin embargo, en cuanto a funcién biolégica son muy
diferentes. La enantioselectividad se refiere a la preferencia de las lipasas por un
enantiomero particular de una molécula quiral, en una reacciéon quimica que implica una

mezcla racémica.
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Figura 4. Representacion de los enlaces éster hidrolizables por las lipasas en una molécula de
triacilglicerol (Walker, 2012).

1.6. Produccion de lipasas recombinantes

Los grandes avances de la tecnologia del ADN recombinante han contribuido enormemente
en la produccién de compuestos valiosos para el ser humano; entre los cuales destacan las

vacunas, los farmacos, alimentos, antibiéticos y enzimas.
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La secrecion de proteinas recombinantes generalmente es dirigida por un péptido sefial de
secrecion en el extremo amino terminal. Los péptidos sefial pueden diferir ampliamente en
su eficiencia para secretar proteinas recombinantes, por tanto, es necesario identificar
multiples sefiales de secrecion disponibles y encontrar la sefial de secrecién Optima para
una proteina (Akatsuka et al., 1995; Liang et al., 2013). El péptido sefial y los segmentos
transmembranales estan involucrados en el transporte de proteinas desde su sitio de
sintesis, mayormente el citoplasma, a otros destinos ya sea dentro o fuera de la célula
(Masomian et al., 2017). Los péptidos sefial de diferentes proteinas u organismos tienen
secuencias distintas, sin embargo, todas consisten de tres regiones distintivas; aminoacidos
basicos en la region amino terminal, seguido por una region hidrofébica en medio y

aminoacidos polares en la regién carboxilo terminal (Masomian et al., 2017).
1.7. Trichoderma sp. como fuente de lipasas

Gopinath y colaboradores (2005) aislaron 34 especies fungicas de suelos contaminados
con derrames de aceites en las principales ciudades de India y encontraron que
Trichoderma viride mostré gran actividad lipolitica. Ogugua y Ogbonna (2011) aislaron
veinte especies de hongos de un efluente de una fabrica de aceite en Nsukka y encontraron
gue el género Aspergillus spp, es el mas comun, sin embargo, los mayores productores de
lipasas fueron hongos del género Trichoderma. La primera caracterizacion de actividad
lipolitica de Trichoderma harzianum la realizaron Ulker y colaboradores en 2011, y
encontraron que la enzima presenta una actividad 6ptima a 40°C y pH 8.5 (Ulker et al.,
2011).

En el estudio realizado por Canseco et al. (2018), a partir de desechos de plantaciones de
banano, se identificaron hongos con actividad lipolitica. Dentro de los hongos aislados,
Trichoderma harzianum (cepa B13-1) fue el que presentdé mayor actividad lipolitica
extracelular en medio PDA adicionado con 1% de aceite de oliva y 0.001% de rodamina B.
Adicionalmente realizaron un estudio del genoma completo en bUsqueda de genes
codificantes para esta lipasa y mediante un andlisis bioinformatico y descripciones
funcionales en diferentes bases de datos se estudiaron siete posibles genes candidatos de
lipasas (Canseco-Pérez et al., 2018). En el presente trabajo se decidi6 trabajar con el gen
77338, el cual codifica para una lipasa clase 3, que presuntamente pertenece a una familia

de lipasas verdaderas de este hongo.

12



La region codificante del gen 77338 en marco de lectura abierto fue clonado en nuestro
grupo por Canseco-Pérez M. mediante tecnologia Gateway en el vector de expresion pYES-
DEST52 (no publicado), para transformar S. cerevisiae (cepa INVScl).

En el presente trabajo se planteé llevar a cabo la expresion in vitro de la proteina 77338 asi
como su caracterizacion bioquimica determinando la preferencia por sustratos y los valores
de pH y temperatura Optimos de esta lipasa.Paralelamente, se planteé comparar la
expresion heterdloga de la lipasa usando dos plataformas eucariotas (S. cerevisiae y P.

pastoris) y una plataforma procariota (E. coli).
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JUSTIFICACION

La necesidad de lipasas novedosas con caracteristicas que se puedan adaptar mejor a los
requerimientos industriales ha disparado la busqueda de nuevas fuentes microbianas.
Aunado a esta necesidad, la amenaza de la contaminacion del medio ambiente con
desechos de grasas y aceites provenientes de complejos industriales y domésticos es una
problematica que debe solucionarse con tecnologia eco-amigable. Los hongos son una
excelente fuente de lipasas, gracias a su capacidad de adaptacion en diferentes tipos de
habitats y su habilidad de biosintetizar enzimas extracelulares. Estas caracteristicas apoyan
la eleccion de los hongos lipoliticos como fuente de busqueda de lipasas. Trichoderma
harzianum ha sido repetidamente reportado entre los hongos con mayor actividad lipolitica
y la prediccién bioinformatica indica que varias de sus lipasas son triacilglicerol lipasas que
actuan sobre sustratos de cadena larga. Es por ello que en este trabajo se realizara la
expresion y caracterizacion de una lipasa identificada in silico en T. harzianum usando tres

plataformas de expresion diferentes; S. cerevisiae, P. pastoris y E. coli.
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HIPOTESIS

La proteina 77338 esta anotada en el genoma del ascomiceto Trichoderma harzianum
como triacilglicerol lipasa, por lo que es posible que sea una lipasa verdadera y por lo tanto

actue sobre triacilgliceroles de cadena larga.
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OBJETIVO GENERAL

Expresar de manera heterdloga la triacilglicerol lipasa 77338 del hongo Trichoderma
harzianum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Clonar la secuencia codificante de la lipasa 77338 para los sistemas Sacharomyces
cerevisiae, Escherichia coli y Pichia pastoris.

e Expresar de manera recombinante la lipasa 77338 del hongo Trichoderma
harzianum.

e Determinar la preferencia por sustratos.

e Determinar las condiciones de pH y temperatura 6ptimos para la maxima actividad

catalitica.
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Andlisis in silico de la lipasa 77338

Se utilizaron diferentes programas bioinformaticos para inferir dominios funcionales,
presencia de péptido sefial de secrecion, puentes disulfuro y sitios de glicosilacion. La
proteina 77338 fue identificada in silico en el genoma de T. harzianum depositado en la
base de datos del portal JGI (https://genome.jgi.doe.gov/Trihal/Trihal.home.html) para

confirmar su marco de lectura y composicion de aminoacidos. El gen 77338 se encuentra

ubicado en el scaffold_3:1045025-1046239 y se infiere que no posee intrones.

La estructura tridimensional de la proteina fue modelada con el software I-TASSER
(https://zhanglab.ccmb med.umich.edu/I-TASSER/) y SWISS-MODEL

(https://swissmodel.expasy.org/) usando la secuencia de la proteina 77338 descargada del

portal JGI del genoma de T. harzianum.

Para la busqueda de dominios funcionales; la secuencia se sometié a la base de datos

Pfam (https://pfam.xfam.org/), ampliamente usada para buscar dominios funcionales ya que

reine una enorme coleccion de familias de proteinas representadas por dominios

funcionales.

Se usé el software SignalP-5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para buscar

sefales de secrecion (péptido sefial) en la proteina. Con ayuda del programa Expasy

(https://www.expasy.org/) se infirid estabilidad de la proteina, su punto isoeléctrico (IP) y

composicion de aminoacidos y otros parametros fisicoquimicos.

Para deducir si la proteina posee sitios de glicosilacion, se usé el programa Glycosylation

Predictor (https://comp.chem.nottingham.ac.uk/glyco/) y para infligir posibles puentes

disulfuro dentro de la estructura secundaria se us6 el programa DIANNA 1.1 Web Server
(http://clavius.bc.edu/~clotelab/DIANNA/).

18


https://genome.jgi.doe.gov/Triha1/Triha1.home.html
https://swissmodel.expasy.org/
https://pfam.xfam.org/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
https://www.expasy.org/
https://comp.chem.nottingham.ac.uk/glyco/
http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/

2.2. Cepas y condiciones de cultivo
2.2.1. Para el sistema Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)

Para la expresion heterdloga de la lipasa 77338 en el sistema S. cerevisiae se utilizo la
cepa INVScl, la cual posee el siguiente genotipo: MATa his3D1 leu2 trpl-289 ura3-
52 MAT his3D1 leu2 trp1-289 ura3-52, que hace a esta cepa auxotrofica para histidina,
leucina, triptéfano y uracilo. Se us6 como medio de mantenimiento medio YPD
(peso/volumen: 10% extracto de levadura, 20% peptona y 20% dextrosa) y como medio de
seleccion de transformantes el medio SC-U (peso/volumen: 0.67% de base de nitrégeno
para levadura, 2% de glucosa, 0.01% de leucina, triptéfano y 0.005% de histidina)
cultivando a 30°C. Como medio de induccion para la expresion de la lipasa 77338 se uso
medio SC-U Gal+, el cual contiene los mismos componentes que el medio SC-U excepto

gue en vez de 2% de glucosa contiene 2% de galactosa (Cuadrol).
2.2.2. Para el sistema Pichia pastoris (P. pastoris)

Se us6 la levadura metilotrofica Pichia pastoris como segundo sistema de expresion
eucariota. Este sistema puede utilizar metanol como Unica fuente de carbono ademas de
gue la produccion de la proteina de interés es inducida por este alcohol. Se usé la cepa
GS115 (genotipo: His4) para la produccion de la lipasa 77338. Esta cepa se mantiene en
medio YPD (peso/volumen: 10% de extracto de levadura, 20% de peptona y 20% de
dextrosa) y las células transformantes se seleccionan en YPD con 100ug/ul de zeocina,
cultivando a 30°C (Cuadro 1). Para la expresion de la lipasa se us6 medio BMGY/BMMY
(10% extracto levadura, 20% peptona, 100Mm de fosfato de potasio pH 6 y 1%

glicerol/metanol). Las fermentaciones fueron realizadas a 30°C y 220 rpm.
2.2.3. Para el sistema Escherichia coli (E. coli)

Como sistema de expresion procariota se utilizé la cepa Rosetta-gamiB de la bacteria E.
coli (CamR, Kan®R, TetR). El medio de mantenimiento usado fue medio LB (15.5 g/L) con
kanamicina (15 pg/ml), cloranfenicol (34 pug/ml) y para seleccionar las transformadas se
agregd ampicilina (100 pug/ml); los cultivos se crecieron a 37°C. La cepa E. coli Topl0 se
us6 para manipulacién y propagacion de los vectores y se cultivd en medio LB (15.5 g/L)

con ampicilina (100 pg/ml) para escrutinio de las transformantes (Cuadrol).
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Cuadro 1. Cepas, vectores y medios de cultivos usados en este estudio.
Sistema de Cepa Vector de Tipo de promotor |Medios de cultivo
expresion expresion
S. cerevisiae INVScl pPYESDEST52 Inducible con Medio SC-U,
galactosa YPD
P. pastoris GS115 pPICZB Inducible con YPDS, YPD, MM
metanol
E. coli Rosetta-gami B pPLATE31 Inducible con IPTG LB

2.3. Aislamiento y clonacion del gen 77338
2.3.1. Para expresion en S. cerevisiae

El disefio para la clonacion y expresion por Gateway fue realizado por el Dr. Miguel
Canseco. La clonacion del CDS de la proteina 77338 se realiz6 mediante clonacién
Gateway, usando el vector de expresion pYESDEST52 (Invitrogen). Se usaron los
cebadores con adaptadores para Gateway 77338HisCF y 77338HisCR (Cuadro 2) para que
la etiqueta 6xHis quedase en el extremo carboxilo de la proteina (LipC) para no interferir
con el péptido sefial de secrecion. La etiqueta 6xHis permite la purificacion empleando
cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC, por sus siglas en inglés). Esta
construccion fue clonada en el vector de expresion Gateway pYESDEST52; dando como
resultado el pldsmido pYESDEST52-LipC. La expresion del gen 77338 esta bajo la
direccién del promotor Gal 1 inducible con galactosa. El vector se mandd a secuenciar a
LANBAMA, IPICYT; para descartar errores en el ORF de la lipasa 77338. Una vez analizada
la secuencia y confirmado el ORF, el pldsmido pYESDEST52-LipC se utiliz6 para
transformar la levadura Saccharomyces cerevisiae (cepa INVScl) usando el paquete
comercial S. c. EasyComp™Transformation Kit (INVITROGEN) y siguiendo las indicaciones

del fabricante.
2.3.2. Paraexpresion en E. coli

A partir de ADNc de Trichoderma harzianum (100 ng/ul) se amplificé por PCR la regién
codificante del gen 77338; usando los cebadores liptrichFW vy liptrichRV (Cuadro 2). Se

20



utilizé la polimerasa de alta fidelidad Herculase Il Fusion Enzyme (Agilent Technologies)
por 30 ciclos bajo las siguientes condiciones de reaccion: 95°C por 2 minutos; 95°C por 20
segundos; 60°C por 20 segundos; 72°C por 45 segundos; 72°C por 3 minutos. Después se
visualizé el amplicon por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y se corrobor6 que el
tamano del fragmento amplificado sea el correspondiente del gen 77338 de T. harzianum
(1215 pb).

Posteriormente el producto de PCR se purificé del gel con el paguete comercial QIAquick
Gel Extraction Kit (QIAGEN). El producto purificado se reamplific6 por PCR con los
cebadores con adaptadores aLICator FwpL31 y RvpL31 (Cuadro 2) necesarios para clonar
en pLATE3L1. Estos cebadores estan disefiados para que la proteina quede en marco de
lectura con una etiqueta de 6xHis en el extremo C terminal de la lipasa. La expresion del

gen esta regulada por el promotor T7 inducible con IPTG (Isopropil-tio-galactopiranésido).

Se analiz6 el amplicon por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % para verificar que el
tamano del producto esperado sea el correcto (~1250 pb). Cabe mencionar que los
adaptadores agregan 35 pb al amplicon. Luego, se clond el producto con los adaptadores
en el vector pLATE31 (Thermoscientific) de acuerdo con las indicaciones en el Manual
alLICator Ligation Independent Cloning and Expression Kit 3, #K1261 (Thermoscientific). La
clonacion dio como resultado el plasmido pLATE31-77338. Este constructo se usé para
transformar por choque térmico células competentes de E. coli Top10. Las transformantes

se seleccionaron en placas de Petri con medio LBA (15.5 g/L) con ampicilina (100 pg/ml).

Las colonias que crecieron (seis en total) se inocularon respectivamente en 3 ml de LB con
ampicilina y se incubaron a 37°C con agitacion toda la noche y se realizé una miniprep con
el paguete comercial QIAprep Spin Miniprep Kit (250) para obtener el plasmido para analisis
posteriores. Para verificar la clonacién del gen de la lipasa, se realiz6 una prueba de PCR
con los cebadores especificos para la lipasa usando como templado los plasmidos
extraidos. Para confirmar que el gen se cloné en orientacion correcta y en marco de lectura,
el plasmido pLATE31-77338 se envib al servicio de secuenciacion LANBAMA (IPICYT) y
los resultados de secuenciacién se analizaron con el programa Geneious y manualmente.
Una vez confirmado el marco de lectura del gen 77338 en el plasmido pLATE31-77338, se
procedié a transformar por choque térmico células competentes de E. coli cepa Rosetta-

gamiB. Después se realizé una PCR en colonia para confirmar los transformantes.
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2.3.3. Para expresion en P. pastoris

El sistema Pichia pastoris ha sido utilizado para expresion de una gran diversidad de
proteinas, entre las que se encuentran las lipasas (Jungo et al., 2006; Jiao et al., 2018),
ademas de que posee la maquinaria enzimatica para realizar modificaciones
postraduccionales y puede crecer en metanol como Unica fuente de carbono. Para el
aislamiento del gen 77338 se utilizd PCR punto final, para lo cual se disefiaron dos pares
de cebadores: FLip-I, RLip-I, FLip-M y RLip-M (Cuadro 2). Un par para amplificar la enzima
madura (sin péptido sefial) y otro para la forma inmadura (con péptido sefial). Se utilizaron
50 ng de ADNc del hongo T. harzianum como templado (0.5 uM de cada cebador) y 10 ul
de Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix 2X (ThermoScientific) en un volumen de
reaccion de 20 pl (aforado con agua libre de nucleasas). Las condiciones de reaccion fueron
las siguientes: 1 ciclo a 98°C por 10 segundos, 30 ciclos a 98°C por 1 segundo, 68°C por 5
segundos, 72°C por 20 segundos y 1 ciclo a 72°C por 1 minuto y 4°C por tiempo
indeterminado. Posteriormente, se analizé el producto en una electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% y el amplicon fue purificado usando el paquete comercial QlAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN).

Cuadro 2. Cebadores utilizados en este estudio.

Cebador Secuencia ™ Tamaio
amplicén
77338HiscF | 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAG E70C
GCTTCACCATGGGGTGGACATTTCTGGG-3’ 1212pb
77338HiscR | 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC 60°C
TGGGTGCAACTCTTCGTCATGAGGCGCATACG-3'
FwpL31 5'AGAAGGAGATATAACTATGGGGTG 63.8 °C
GACATTTCTGGGCCGCTTCG-3' ' 1218pb
RvpL31 5'GTGGTGGTGATGGTGATGGCCCA 65.2 °C
ACTCTTCGTCATGAGGCGCATACGGA-3' '
FLip-l 5'- AAA TAT GCG GCC GCT ATA AAA TGG GGT GGA CAT | 70°C
TTC TGG GCC GCT -3'
i 1215pb
RLip-I 5'- GCT CTA GAG CCA ACT CTT CGT CAT GAG GCG CAT | 70°C
ACG GAG GCC -3
FLip-M 5'TAT GCGGCCGC TATATGCTGTCTTTGTCGAGGCC'3 67°C 114900
RLip-M 5'GC TCTAGA GCCAACTCTTCGTCATGAGGCGCA'3 67°C P
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2.4. Expresion y purificacion de la lipasa
2.4.1. Expresion heterdloga en S. cerevisiae

Para inducir la expresion de la proteina 77338, se inocularon 50 ml de medio SC-U
(pesol/volumen: 0.67% de base de nitrégeno de levadura, dextrosa 2%, leucina y triptéfano
0.01%, histidina 0.005%) con una colonia de S. cerevisiae transformada con el constructo
pPpYESDEST5-LipC y se dejo incubando por 24 horas a 30°C y 250 rpm. Para colectar las
células, se centrifugé el cultivo a 3200 x g por 10 minutos a 20°C y la pastilla se resuspendi6
en 5 ml de medio SC-U, y se usé para inocular 500 ml de medio de induccion (SC-U con 2
% de galactosa en lugar de dextrosa); se incub6 a 30°C y 250 rpm y se tomaron alicuotas
de 50 ml a las 24, 48, 72 y 96 horas. Los tiempos de colecta fueron basados en Morka et
al., (2014) quienes expresaron la lipasa CAL-A de Candida antartica en Saccharomyces

cerevisiae BY4741 con resultados positivos.

En cada caso la muestra se centrifugd a 3200 x g por 10 minutos a 4°C, se colectaron de
manera independiente el medio de cultivo y la pastilla celular. EI medio de cultivo se
almaceno a -20°C hasta su uso. La pastilla de células se disolvié en 1ml de amortiguador
de lisis (8% de sacarosa, EDTA a 1mM, Tris-HCI 100mM, PMSF a 1mM) y se agregd 1ml
de perlas de vidrio acidificadas y se aplicd vortex por 5 minutos. Se recuperdé el liquido de
las perlas por pipeteo, evitando tomar las perlas de vidrio. Posteriormente, se centrifugo el
lisado de células a 3200 x g por 30 minutos a 4°C. Se separaron las fracciones soluble e
insoluble en tubos distintos. Las diferentes fracciones fueron analizadas mediante
electroforesis disociante en gel de poliacrilamida al 12 % (SDS-PAGE, por sus siglas en
inglés). El gel se resolvié a 100 voltios durante 3 horas, posteriormente fue tefiido con 20
ml de una solucién de azul de Coomassie, agitando a 30 rpm durante toda la noche. Se
retird el azul de Coomassie y el exceso fue lavado con una solucién de destefido (10 % de

metanol y 25 % de acido acético).

Para la purificacion de la lipasa 77338, se utilizaron columnas empaquetadas con la resina
Ni-NTA (Ni-NTA Agarose 25 ml Cat. No. 30210, QIAGEN), la cual es una metodologia
basada en la técnica cromatografica IMAC (del inglés Immobilized Metal Affinity
Chromatography). Se agregd 1 ml de la fraccién soluble a la columna y se dej6 incubar 5

minutos para permitir la uniéon de la proteina a la resina y hasta que la resina Ni-NTA
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sedimentase. Después se recupero el filtrado en un tubo Eppendorf de 1.5 ml limpio. Se
eluyé la proteina agregando 1 ml de amortiguador de elucién (TrisHCIl a 100mM y NaCl a
350mM) con concentraciones crecientes de imidazol a 10mM, 50mM, 100mM y 250mM. El
imidazol compite por los sitios de la esfera de coordinacion de los iones Ni provocando el
desplazamiento de las proteinas recombinantes. Los eluatos fueron almacenados a -20°C
para su posterior andlisis. Cada elucién fue recuperada en tubos Eppendorf independientes
para su posterior analisis por SDS-PAGE.

2.4.2. Expresion heterdloga en E. coli

Se recuperd una Unica colonia de Rosetta-gami transformada con el plasmido pLATE31-
77338. La colonia fue inoculada en 500 ml de medio LB (15.5 g/l) suplementado con
kanamicina (15 pg/ml), cloranfenicol (35 pg/ml) y ampicilina (100 pg/ml). Se cultivé a 37°C
y 180 rpm hasta llegar a ODeoo de 0.5-0.8. Posteriormente se indujo con 1 mM de IPTG y
se incubo a tres temperaturas diferentes: 16, 25 y 37°C. Se tomaron alicuotas de 50 ml a
las 4, 8, 16 y 24 horas de cultivo. Para cada muestra, se colectaron las células por
centrifugacion a 3200 x g por 10 minutos a 4°C y se recuperaron el medio de cultivo y la
pastilla celular en tubos independientes. El medio de cultivo se almacend a -20°C para
posteriormente analizar su perfil proteico. Los perfiles proteicos fueron analizados mediante

SDS-PAGE en gel de 12 % de acrilamida, como se ha descrito anteriormente.
2.4.3. Expresion heteréloga en P. pastoris

En este caso se decidié expresar tanto la versién inmadura (con péptido sefial) como
madura (libre del péptido sefial). Se inoculd (de manera independiente) una colonia por la
clona con region codificante de la proteina madura y una colonia por la clona con regién
codificante de la proteina inmadura en 50 ml de medio BMGY y se incub6 a 30°C a 250 rpm
hasta que la ODeoo alcanzo valores entre 2-3. Se tomaron alicuotas de 10 ml a las 24, 48,
72 y 96 horas para extraer las proteinas y asi determinar el tiempo 6ptimo de expresioén.
Para cada punto de colecta se centrifugaron las células a 3200 x g por 10 minutos a
temperatura ambiente y el sobrenadante se separ6 de la pastilla celular en un tubo
independiente y fue almacenado a -20°C. Las muestras se procesaron como se ha descrito

con anterioridad.

24



La purificacion se realiz6 usando la resina Ni-NTA Agarose (QIAGEN). Para eluir la
proteina, se agregaron 500 ul de amortiguador de elucién (50 mM de fosfato de sodio, pH
7.5) con concentraciones crecientes de imidazol (10, 50, 100, 250 mM).

2.5. Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas en las fracciones proteicas fue cuantificada con el método
de Bradford linearizado (Ernst & Zor, 2010) usando albumina sérica bovina como estandar
(ABS). La curva estandar de calibracién de ABS (0.1 ug/ul) se establecié usando 0, 1, 2, 3,
4y 5 pg/ul de la proteina. Para preparar las muestras, se mezclaron 100 pl de cada muestra
con 100 pl de agua desionizada estéril y 500 ul de reactivo Bradfrod recién preparado.
Todos los ensayos tuvieron tres réplicas. Se aplicé vortex por unos segundos y se procedié
a leer las absorbancias en un espectrofotdmetro a 595nm y 450nm. Para calcular la grafica
de calibracion de ABS, se dividi6 el valor de absorbancia de 595nm entre el de 450nm (Ernst
& Zor, 2010) y se promediaron los triplicados. La concentracion de las muestras se calculo

con la ecuacién de la recta (y= mx + b).
2.6. Determinacion de actividad lipolitica en placa

Se utilizaron placas de Petri con medio minimo conteniendo aceite de oliva (1 % v/v) como
Unica fuente de carbono y adicionado con Rodamina B (0.001 % v/v). Este sustrato es un
buen modelo para la deteccién de lipasas verdaderas debido a que el aceite de oliva esta
constituido de &cidos grasos de cadena larga (Gopinath et al., 2013). La hidrélisis del
sustrato causa la formacién de halos claros alrededor de las colonias, visible bajo radiacion
UV (410 nm) (Kouker & Jaeger, 1987), identificando asi, la actividad lipolitica.

2.7. Determinacion de actividad lipolitica por espectrofotometria

La actividad lipolitica se determiné usando p-nitrofenilpalmitato como sustrato. Se preparé
solucion madre de la mezcla de reaccion mezclando 2.5 ml de isopropanol con 15 mg de p-
nitrofenilpalmitato y se adicion6 a 22.5 ml de amortiguador Sérensen (0.1 M de KH,PO4, 0.1
M de Na;HPO,) a 0.05 M, pH 8 con 103.5 mg de desoxicolato de sodio (DOC) y 50 mg de
goma arabiga. Por cada reaccion se precalentd 1 ml de esta solucién y se agregé 100 ul de
las muestras a analizar y la actividad fue medida después de 15 minutos a 410 nm (Hasan

et al., 2009; Villela et al., 2015). Para determinar la temperatura 6ptima se precalenté a 60,
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50, 40, 30 y 20 °C, 1 ml de la solucion amortiguadora previamente descrita. Para la
determinacion de pH éptimo se usé el amortiguador Sérensen ajustado a pH 4.0, 5.0, 6.0,
7.0, 8.0 y 9.0. La preferencia de sustrato se determiné usando p-nitrofenilésteres de
diferentes longitudes de cadenas acilo (C4, C8, C12, C16). Una unidad de actividad de
lipasa se define como la cantidad de enzima que libera 1 umol de p-nitrofenol por minuto

bajo las condiciones de ensayo (Liu et al., 2017).
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CAPITULO Ill. RESULTADOS
3.1. Andlisis in silico de la lipasa 77338

Con base en los analisis bioinformaticos, esta proteina posee estructuras y motivos tipicos
de la mayoria de las lipasas que se conocen. Tal es el caso de un dominio lid en su
estructura, con una longitud de once aminoacidos (TYITNTIIDLS), ademas de una triada
catalitica (SHD) y el “codo nuclecfilico” (GHSLG). También fue determinada la localizacion
in silico de estas estructuras: el codo nucleofilico (Gly214-Gly218), el dominio lid (Thr137-
Tyrl54), la triada catalitica (Ser216, Asp282, His343) y el pozo oxianion (Thr137-Leu217),
visualizadas en la Figura 5. Esta proteina tiene una longitud de 404 aminoéacidos, con un
peso molecular predicho de aproximadamente 44.5 kDa, ademas posee una sefial de
secrecion por lo que se espera sea una proteina extracelular. De igual manera, en el trabajo
reportado por Canseco et al.,, (2018) se construyé un arbol filogenético usando 66
secuencias de lipasas, incluyendo 35 ya caracterizadas en otros reportes y las 13
secuencias de las lipasas de su reporte; como referencia, se utilizaron lipasas
caracterizadas de Ascomicetos y Basidiomicetos. La proteina 77338 se agrupé en el clado
de LipA de Acremonium alcalophilum, una proteina con actividad lipasa/acetilxilan esterasa
gue trabaja sobre ésteres de p-nitrofenil de cadena larga y xilanos, lo que apoya que la

proteina 77338 sea una lipasa verdadera.

MGWTFLGRFGLLLLVOLAAAVFVEAAYINQOEPLGVKEPAAVSTIPYSLFADLERLARLVDVSYCLGTTGIRKPFQCYSRCDEFPNVTLAST
WS5TGFLFGDSCGFAVDHGSDOORANDYLIGDDEQGAIVVAFRGTYSITNTIDLSTMPOKYVPYPSPDHGGELPEKPSHECTNCTVHSGF
LESWKSARESVLPELKALRAKYPSHPIH LIGI-'I__GGAVACLAALELKVSLGWDDVTV'ITFGEPRVGNSEFAHFVDDVFDLDGI IDLEKRTYRR
VTHADIPUPLLPPGEFGYQSHGGEI FISKSALSPSETDVQLC\.I’GDADPNCSARDDSSVEGLLNRLLIFWGWASLEEYTERMSFPARFKLW
QLFFAHRDYFWRLGLCYPGGDPTNWGRPPYAPHDEEL

Figura 5. Secuencia de aminoacidos de la proteina 77338. Azul: Péptido sefial; amarillo: lid;

verde: codo nucleofilico; rojo: triada catalitica; subrayado se encuentra el pozo oxianion.

El modelamiento de la lipasa se realiz6 con los programas I-TASSER y SWISS MODEL
(Figura 6), usando la secuencia de aminoacidos de la proteina 77338 depositada en el JGI
portal del genoma de T. harzianum. Los modelos obtenidos con el software I-TASSER
revelé que el plegamiento tridimensional de la proteina esta conformado por 11 laminas 8

plegadas y 6 a hélices, el cual es un plegamiento caracteristico de la familia de proteinas
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a/p hidrolasas a la que pertenecen las lipasas. El modelo generado con el programa
SWISS-MODEL predice 14 laminas  plegadas y 6 a hélices en la estructura tridimensional
de la lipasa. La diferencia de 3 laminas B mas detectadas con SIWSS MODEL,
posiblemente se deba a que cada programa realiza el modelamiento con base en proteinas
diferentes registradas en sus bases de datos. En cuanto a funcién molecular, se define
como una enzima con actividad de triacilglicerol lipasa, anotada con participaciéon en el

metabolismo de lipidos.

Figura 6. Modelamiento tridimensional de la lipasa 77338. a) Modelo de la proteina 77338
deducido por el programa I-TASSER. En color naranja se observan las laminas 3 plegadas y en
color fucsia las a hélices. b) Modelo de la proteina 77338 deducido por el programa SWISS

MODEL. En color naranja se observan las laminas 3 plegadas y en color rosa las a hélices.

Con el fin de saber si la proteina es extracelular (y, por tanto, secretarse al medio de cultivo)
se utilizé el software SignalP 5.0 para identificar si posee péptido sefial de secrecién (Figura
7). El programa revel6 que la proteina tiene un péptido sefial con una longitud de 25
aminoacidos (MGWTFLGRFGLLLLVQLAAAVFVEA), por lo que posiblemente se trata de
una enzima extracelular, lo que coincide con las anotaciones en el portal JGI del genoma

de T. harzianum. Se utilizé el servidor EXPASYy (https://web.expasy.org/protparam/) para

deducir los principales parametros fisicos y quimicos de la proteina 77338 (Cuadro 3). El
peso molecular calculado in silico fue de 44.5 kDa, un PI predicho de 4.9 y un indice de

inestabilidad de 35.11, que la clasifica como estable. Los aminoacidos mas abundantes de

28


https://web.expasy.org/protparam/

esta proteina son leucina (10.6 %), glicina (8.4 %), valina (7.4 %) y serina (7.4 %). También
contiene 10 residuos de cisteina representando el 2.5 % del contenido total de la lipasa, y
de acuerdo al programa DIANNA 1.1 Web Server (http://clavius.bc.edu/~clotelab/DIANNA/)

posee 5 puentes disulfuro en su estructura.

SignalP-5.0 prediction (Eukarya): jgi_Trihal_77338_e_gw1.3.2527.1

Probability
by

U

SP(Sec/sPI) —

OTHER

MGWTFLGRFGLLLLYVQLAAAVFVEAAYINQQEPLGVKEPAAVSTIPVSLFADLERLARLVDVSYCLGTTGSG

] 555555555555555555S55SSSSCAX XXX XXX HXXXX XXX XXX XXX XXX KXXXXXHXX N KX XXX X KX

[

20

Figura 7. Prediccion de péptido sefial para la proteina con ID 77338 en el portal genémico de

T. harzianum. Linea roja: secuencia de un péptido sefial; linea amarilla: secuencia que no

contiene caracteristicas de péptido sefial; linea verde punteada: sitio de corte.

Cuadro 3. Parametros principales de la proteina 77338.

Numero de | Peso Punto Composicion en aminoacidos indice de
aminoécidos | molecular | isoeléctrico inestabilidad
(IP)
404 4454 kDa | 4.9 Ala (A) 29 7.2% El indice de
Arg (R) 20 5.0% inestabilidad fue
Asn (N) 9 2.2% de 35.11, lo que
Asp (D) 28 6.9% clasifica la
Cys (C) 10 2.5% proteina  como
GIn (Q) 12 3.0% estable
Glu (E) 25 6.2%
Gly (G) 34 8.4%
His (H) 13 3.2%
lle (1) 15 3.7%
Leu (L) 43 10.6%
Lys (K) 11 2.7%
Met (M) 3 0.7%
Phe (F) 23 5.7%
Pro (P) 27 6.7%
Ser (S) 30 7.4%
Thr (T) 23 5.7%
Trp (W) 8 2.0%
Tyr (Y) 11 2.7%
Val (V) 30 7.4%
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En cuanto a modificaciones postraduccionales se investigo si la proteina 77338 tiene sitios
de glicosilacién putativos. El programa Glycosilation Predictor (https:/comp.chem.not

tingham.ac.uk/glyco/) predice 29 sitios probables de glicosilacion, de los cuales 6 son de

tipo “N glicosilados” y 23 son “O glicosilados”. Los residuos N glicosilados fueron las
asparaginas 29, 86, 118, 142, 176 y 325, mientras que la treonina 4, 44, 68, 88, 92, 95, 137,
143, 149, 178, 242, 273, 355 y serina 43, 63, 91, 148, 193, 207, 216, 306, 311, 327 fueron

los residuos O glicosilados.

Los andlisis in silico apoyan que la proteina 77338 es una triacilglicerol lipasa, ademés de
gue en estudios previos se demostrd su expresion con aceite de oliva (Ulker et al., 2010;
Canseco et al., 2018), lo que fortalece la hipétesis de que sea una lipasa verdadera. Sobre
expresion heteréloga, purificacion y caracterizaciéon bioquimica de lipasas de T. harzianum,
actualmente no hay reportes, por lo que se decidid6 continuar con la clonacion y

caracterizacion de la lipasa 77338.
3.2. Aislamiento y clonacidn del gen 77338
3.2.1. Sistema GATEWAY para expresion en S. cerevisiae

Las clonas transformadas con el plasmido pYESDEST52-LipC fueron obtenidas en nuestro
grupo por el Dr. Miguel Canseco. El constructo utilizado contiene una etiqueta de 6xHis en
el extremo carboxilo terminal (LipC), Se procedié a realizar una PCR en colonia para

confirmar las transformantes (Figura 8).

LipC.LipN__M

1215pb
1500 pb

1000 pb

Figura 8. Confirmacion por PCR en colonia de transformantes S. cerevisiae con
PYESDEST52LipC o pYESDEST52LipN. LipC: constructo que etiqueta de 6xHis en C terminal;

LipN: etiqueta de 6xHis en N terminal; M: marcador de peso molecular.
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En la Figura 8 se observa una banda de amplificacion con el tamafio esperado en la clona

LipC, pero no se confirmd la presencia de la region codificante de la enzima en la clona
LipN. De manera paralela, el vector pYESDEST52-LipC se envi6 a LANBAMA (IPICYT)

para su secuenciacion de nucleoétidos, el andlisis de la secuencia confirmé que el inserto se

encuentra en marco de lectura. Se secuenciaron 1,115 pb y se observé que la secuencia

nucleotidica obtenida a partir de ADNc de T. harzianum presenta algunos cambios respecto

a la de la base de datos. Se realiz6 un andlisis Blastn (https://blast.ncbi.nim.nih.g

ov/Blast.cgi) usando la secuencia obtenida experimentalmente, dando como primero

homologo (“hit”) con el gen de la proteina 77338 depositado en la base de datos JGI con el

gue presenta 95 % de identidad (1054 pb). EI 5 % restante (58 pb) fueron cambios en los

que el 80 % (41 pb) fueron por transiciéon y el 20 % (17 pb) de transversion (Figura 9).

Trichoderma harzianum CBS 226.95 hypothetical protein (M431DRAFT_77338), partial mRNA
Sequence 1D: XM_024922561.1 Length: 1215 Number of Matches: 1

Range 1: 42 to 1153 GenBank Graphics

Expect 1dentities Gaps Strand

1731 bits(937) 0.0 1054/1112(95%) 1/1112(0%) Plus/Plus
Query 1 TGT?CT?(T?G((G(T‘f?GTCTTTG}CG??G??G?t}ACTTC?TT?AA?ALGATCC?TY 60
[T LD AERLERRRLERTEREiy 4titd FELELTELERLTD
Sbjct 42 TCT-(ACCTCCC(CCTQCTGTCYTTGTCGAGGCCGCYTACATCAAYCA~C-6- CCYT 101
Query 61 G????}ﬁT?T?AG??GIECGCY?}}Y?G “{?Tﬁ???Gch?}G}Y(Gc??T}C{Yé“ 120
| il JRRNRRnNNgy | 4 |
Sbjct 102 GGGCGTCAAAGAGCOAGCGGCTGTTTCG .YCCCCGTGY(C(TGYY(GCGG—TCT(@- 161
Query 121 ACGACTGGCGAGGCY(GTTGACGTCY(AVATYGCCTCGCC#?CACnGG(ATTCGCAnCC( 189
CCRLEECLELLREERE LR LR R L R ERT ey A QEi gttt
Sbjct 162  ACGACTGOCGAGGCTCGTTGACGTCTCATATTGCCTCGGCAQTAQGIGCATTCGCAAGCC 221
Query 181 GTT(CA?TG?G CT(TCGATG(GTTG?TTTCCC?TAYGTG?CGiTG?\C}CT?CGTG?AG 240
(1111 PLELRLELEERLE LR LR L e LR R B LLEL]]
Sbjct 222 GTTC(ACTGCCT(TCTCGATGCGuTGAnTTC(C(nATGTGACGCTGGxCTCYACGTGCAG 281
Query 241 YACAGGYYYYCYCTYCGGCGA(AGCYCYGGGYTC~YCG(~CYCCAY\~(GG(TCCG»CCn 300
CELLE QELLEEERER LRy ULt LE L i Ee e et beeLitittl
Sbjct 282 CAC—GGCTTTC CTYCGGCG TAGCTGTGGGTTCnTCG(—GT(G~TCACGG(TCGG—C(u 341
ool 1Y T
i | | |
Sbjct 342  GCAGCOTCAAAACGAT (YYAjuﬁCuGATGA(GuGCAuCCCC((AT(GYuGYTGCCTY 401
Query 361 CCGYGGGACCT—(—GC~7(-CCnATu(CnTT»TTGATCTC& CACCATGCCGLNAAﬁATﬂ 420
IR AR s s n s
Sbjct 402 C(GYGGCACCT~C~6(~1C~C(AATACCATTnTTGAC(YCu YACCATG~ GC-uAnuTn 461
Query 421 (GTG(Cu1»TCCuI(GCCAGATC»CGC&GG»GAkYCLCC-CA-AAG(CYAGCL~YG-CTG 480
(CLLELERTEEER PREEREELEECEECEE L, P ey i
Sbjct 462 lTQTGCCATATC(G(CGCCnG-TCﬂCGC»GG&GAnTT-CCAGAAAAQ(CTAGCCAYGAAIG 521
Query 481 CT?T??C}G%TCCTYMCACTGTG?CY}TC}?G?TT GGT?GT?}?CY?GT?TTTC??Y 540
g | LILEELTY I{ (i 111 4551
Sbjet 522 (ACuAA1TGCA(CCT~CnCnGTGCGTYY(YCGAAT GGJAGAG(O(T(&AGAQY(GGY 581
:
Query 541  TCTGCCAGAGCTCAAGPAACTCCGAGCCAAGTATCCGTCTCACCETATTCATCTCATAGG 600
CLCCEEELRCEEE L SRR e b iR e e very feereseetey Ju
Sbjct 582  TCTGCCAGAGCTCAAGQCACTCCGAGCCAAGTATCCATCTCACCECATTCATCTCARCEG 642

Figura 9. Alineamiento de la secuencia obtenida a partir de ADNc de T.

PYESDEST52 y la secuencia codificante de la proteina 77338. datos.

transicién (verde) y transversion (rojo) son resaltadas en 6valos.

harzianum y clonada en

Algunas mutaciones de
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En la figura 10 se muestra el alineamiento con el primer homologo obtenido en blastx de la
secuencia obtenida y traducida a proteina. La secuencia proteica muestra 99% de identidad
en un fragmento de 257 aminoacidos de la proteina 77338, variando en tres cambios de

aminoacidos resaltados en 6valos rojos.

hypothetical protein THAR02_02716 [Trichoderma harzianum)]
Sequence ID: KKP05197.1 Length: 404 Number of Matches: 2

Range 1: 15 to 271 GenPept  Graphics v Next iatch

Expect Method Identities Positive >

SCore > Fr
524 bits(1349) 0.0  Compositional matrix adjust. 254/257(99%) 257/257(100%) 0/

o8 -

257(09%) +2

Query 2 VQLAAVVFVEAAYINQQEPLGVKEPAAVSNISVSLFADLERLARLVOVSYCLGTTGIRKP 181
VQLAAVVEVEAAYINQQEPL GVKEPAAVSNISVSLFADLERLARLVOVSYCLGTTGIRKP

Sbjct 15  VQLAAVVFVEAAYINQQEPLGVKEPAAVSNISVSLFADLERLARLVOVSYCLGTTGIRKP 74

FQCVSRCDEFPNVTLASTWSTGF LFGDSCGF IAVDHGSDQOR +DE LVGDOEQGATVVAF

Query 182 FQCVSRCDEFPNVTLASTWSTGFLFGDSCGFIAVDHGSDQQRQUDELVGDDEQGAIVVAF 361
Sbjcr 75 FQCVSRCDEFPNVTLASTWSTGFLFGDSCGF IA'-V()H(;\.OO:Q IDELVGDDEQGAIVVAF 134

Query 362 RGTYSITNTIIDLSTMPOKYVPYPSPDHGGESPEKPSHECTNCTVHSGFLESWKSARESY 541
RGTYSITNTIIDLSTMPQKYVPYPSPDHGGESPEKPSHECTNCTVHSGF LESWKSARESY
Sbjct 135 RGTYSITNTIIDLSTMPQKYVPYPSPODHGGESPEKPSHECTNCTVHSGFLESWKSARESY 194
Query 542 LPELKELRAKYPSHPIHLIGHSLGGAVACLAALELKVSLGWODOVTVTTFGEPRVGNSQFA 721
LPELKELRAKYPSHP THLIGHSLGGAVACLAALELKVSLGWDOVTVTTFGEPRVGNSQFA
Sbjct 195 LPELKELRAKYPSHPIMLIGHSLGGAVACLAALELKVSLGWDOVTVTTFGEPRVGNSQFA 254

Query 722 MHFVODOVFOLOGIIOLRR) 772
HFVDOVFDLOGT IL 4|
Sbjct 255 HFVDOVFDLOGII .6,' 271

Figura 10. Alineamiento de aminoé&cidos de la proteina deducida a partir de la secuencia clonada
en pYESDEST52 y la proteina 77338 de T. harzianum. Se muestra el resultado del andlisis blastx

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Los 3 cambios son: una arginina (R) de la proteina deducida en la base de datos esta
cambiada por una glutamina (Q), un acido glutamico (E) por una lisina (K) y una lisina (K)
por una arginina (R). Dos de los cambios son conservativos, ya que fueron sustituidos por

aminodacidos de similar propiedad fisicoquimica (R, Q; L, R).

Otro sistema utilizado para la expresion heteréloga fue el sistema pLATE que se describe

a continuacion.
3.2.2. Sistema pLATE para expresiéon en E. coli
Las clonas en Rosetta-gami fueron obtenidas completamente durante este trabajo de tesis.

Se inici6 buscando la region codificante del gen 77338 en el portal del genoma de
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Trichoderma harzianum (https://genome.jgi.doe.gov/Trihal/Trihal.home.html). ElI gen
77338 se encuentra ubicado en el scaffold_3:1045025-1046239 con una longitud de 1215
pb. Para aislar la region codificante se us6 ADNc de T. harzianum (50 ng/ul) y mediante

PCR se amplifico la region codificante (1215 pb). En la figura 11 se observa la amplificacién
del producto con el tamafio esperado (1215 pb); se usé una polimerasa de alta fidelidad

(Herculase Fusion Enzyme); como testigo negativo se us6 agua.

M 1 2 3 4

1500pb

1000pb

Figura 11. Amplificacion de la secuencia codificante de la lipasa 77338 a partir de ADNc de T.
harzianum para clonar en pLATE31. M: Marcador de peso molecular; Carriles 1-3: Gen 77338 y

carril 4: Testigo negativo.

El producto amplificado de la PCR se purificO con el paguete comercial QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del fabricante. El producto purificado
se reamplificé por PCR usando los cebadores con adaptadores alLlCator. Se verificé el
producto de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %. En la Figura 12, se
observa el producto con el tamafio esperado (1250pb, porque el tamafio aumenta por la
adicién de los 35 pb de los adaptadores), confirmando la ligacion de los adaptadores
alLlCator al gen 77338.

Una vez incorporados los adaptadores aLlCator al producto de interés, éste se clon6 en el
vector pLATE31 siguiendo las indicaciones del fabricante aLICator Ligation Independent
Cloning and Expression Kit 3, #K1261 (Thermoscientific). De esta clonacion resulto el
constructo pLATE31-77338.
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1500 pb

«— 1215 pb
1000 pb

Figura 12. Amplificaciéon de la region codificante del gen 77338 incorporando los adaptadores
para clonacion en pLATE31. M: Marcador de peso molecular; carriles 1-5: Productos de PCR

empleando los cebadores que tienen incorporados los adaptadores.

Para obtener suficiente plasmido para usos posteriores, se transformaron células
competentes de E. coli (Topl0) con el vector recombinante y las transformantes (clonas
gue crecieron en presencia de 100ng/ul de ampicilina) fueron sometidas a extraccion de
plasmido con el paquete comercial QIAprep Spin Miniprep Kit (250). La presencia del inserto
en los plasmidos extraidos de las clonas (6 en total) se confirmé mediante PCR (Figura 13).
La clona 6 fue la Unica positiva con base en la amplificacién del inserto, por tal motivo, se
usé esta clona para continuar el trabajo. Una vez obtenido el plasmido pLATE31-77338, se
envié a LANBAMA (IPICYT) para secuenciar.

En la figura 14 se muestra un alineamiento Blastn (https://blast.ncbi.nl m.nih.gov/Blast.cqi)

usando el inserto secuenciado. Este tiene 95 % de identidad con el ARNm de la proteina
77338 (Sequence ID: XM _024922561.1). De los 1,215 pb del CDS de la enzima, 63 son

distintos a los reportados en la base de datos del genoma de T. harzianum

(https://mycocosm.jgi.doe.gov/Trihal/Trihal.home.html). La secuencia confimé Ila

presencia de la etiqueta 6xHis en el extremo C terminal.
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M C1 C2 C3 C4C5 C6 ()

1250 pb
1500 pb

1000 pb

Figura 13. Confirmacion por PCR de la presencia del inserto de interés en el constructo pLATE31-

77338. M: marcador de peso molecular; C1-C6: clonas de la 1 a la 6; (-): testigo negativo.

Trichoderma harzianum CBS 226.95 hypothetical protein (M431DRAFT_77338), pal
Sequence ID: XM_024922561.1 Length: 1215 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 1212 GenBank Graphcs

Score Expect Idenvves Gaps Strand
1506 bits{1032) 0.0 1152/1212(95%) 0/1212(0%) Plus/Plus
Query 1 ATGGGGTGGACATTTCTGGGLCGCTTCGGEELTGTTECTECTTGTACAGCTCGLCGLT 69

) HIIIIHIIIIIHIIIIIllIlllllIIllilIIHIIHIIIHIIIHIIIII
Sbjct 1 GGEGTGGACATTTCTGEGLCECTTCGGELTGTTCCTECTTGTACAGCTCGLCELT 62

Query 61  GTCTTTGTCGAGGCCGCYACATCAATCAACANGAACCGTTGGGCGTCAMAGAGCYGRCG 120
LELRLEREERLELntl IIlIIIllIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIII[I 1
Sbjct 61  GTCTTTGTCGAGGCCGATHACATCAATCAACAAGAACCGTTGEGCGTCAAAGAGCAARCG 129

Query 121 GCT GTT C TCTCCGTGTCCCTGTTCGCGRATC CGACTGGCGAGGCTCGTT 1882
CELRERRUEL JELE TRRRRR R i et in Uit e e ni iyl
Sbjct 121  GCTGTTTCGACLATCCCCGTGTCCCTGTTCGCGEATCHCEAACGACTGGCGAGGCTCGTT 188
Query 181 GACGTCTCATATTGCCTCGGCA CATTCGCAAGCCGTTCCAGTGCGTCTCTCGA 242
CELRRLRRERLRERRERRittiy CLERRERRERR eyt
Sbjct 181 GACGTCTCATATTGCCTCGGCA CATTCGCAAGCCGTTCCAGTGCGTCTCTCGA 242

Query 241  TGCGATGAATTCCCCAATGTGACGCTGGCCTCTACGT
LLLLLRRERRRR LR e el lllllIIIIll
Sbjct 241 TGCGATGAATTCCCCAATGTGACGCTGECCTCTACGTGEA TTICTCTTCGGC 382

e it s
Sbjct 321 GATAGCTGTGGOTTCATCGCAGTCGATCACGGITCOGACCAGCAGCGTCAAAACGAT 360

Figura 14. Alineamiento del inserto en pLATE31 y la secuencia 77338 del JGI. En 6valos rojos

se muestran algunos cambios de base por transversion y en verde por transicion.

La secuencia obtenida en pLATE31 se edité eliminando los adaptadores, y con la secuencia
resultante se dedujo la secuencia de aminoacidos de la proteina y ésta se compar6 con la

secuencia de la proteina 77338 disponible en el portal de T. harzianum. El alineamiento
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confirmd que la secuencia clonada se encuentra en marco de lectura abierto y que la
secuencia estd completa (Figura 15). Se observa también que no hubo cambios de
aminoécidos, es decir; tuvo un 100 % de identidad con la secuencia disponible en la base

de datos.

hypothetical protein THAR02_02716 [Trichoderma harzianum]
Sequence ID: KKP05197.1 Length: 404 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 404 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
836 bits(2159) 0.0 Compositional matrix adjust. 404/404(100%) 404/404(100%) 0/404(0%)
Query 1 MGWTFLGRFGLLLLVQLAAVVFVEAAYINQQEPLGVKEPAAVSNISVSLFADLERLARLY 6@
MGWTFLGRFGLLLLVQLAAVVFVEAAYINQQEPLGVKEPAAVSNISVSLFADLERLARLY
Sbjct 1 MGWTFLGRFGLLLLVQLAAVVFVEAAYINQQEPLGVKEPAAVSNISVSLFADLERLARLY 6@
Query 61 DVSYCLGTTGIRKPFQCVSRCDEFPNVTLASTWSTGFLFGDSCGF IAVDHGSDQQRRNDE 128
DVSYCLGTTGIRKPFQCVSRCDEFPNVTLASTWSTGFLFGDSCGF IAVDHGSDQQRRNDE
Sbjct 61 DVSYCLGTTGIRKPFQCVSRCDEFPNVTLASTWSTGFLFGDSCGFTIAVDHGSDQQRRNDE 128
Query 121 LVGDDEQGAIVVAFRGTYSITNTIIDLSTMPQKYVPYPSPDHGGESPEKPSHECTHNCTVH 186
LVGDDEQGAIVVAFRGTYSITNTIIDLS TMPQKYVPYPSPDHGGESPEKPSHECTHNCTVH
Sbjct 121 LVGDDEQGAIVVAFRGTYSITHNTIIDLSTMPQKYVPYPSPDHGGESPEKPSHECTHNCTVH 186
Query 181 SGFLESWKSARESVLPELKELRAKYPSHPIHLIGHSLGGAVACLAALELKVSLGWDDVTY 248
SGFLESWKSARESVLPELKELRAKYPSHPIHLIGHSLGGAVACLAAL ELKVSLGWDDVTV
Sbjct 181 SGFLESWKSARESVLPELKELRAKYPSHPIHLIGHSLGGAVACLAALELKVSLGWDDVTY 248
Query 241 TTFGEPRVGNSQFAHFVDDVFDLDGIIDLEKRTYRRVTHADDPVPLLPPGEFGYQSHSGE 308
TTFGEPRVGNSQFAHFVDDVFDLDGIIDLEKRTYRRVTHADDPVPLLPPGEFGYQSHSGE
Sbjct 241 TTFGEPRVGNSQFAHFVDDVFDLDGIIDLEKRTYRRVTHADDPVPLLPPGEFGYQSHSGE 320
Query 381 IFISKSALSPSETDVQLCVGDADPHNCSARDDSSMEGLLYRLLHFRFTTASLEEYMERMSI 368
IFISKSALSPSETDVQLCVGDADPNCSARDDSSMEGLLYRLLHFRFTTASLEEYMERMSI
Sbjct 381 IFISKSALSPSETDVQLCVGDADPHNCSARDDSSMEGLLYRLLHFRFTTASLEEYMERMSI 368
Query 361 PTRFKLWQLFFAHRDYFWRLGLCVPGGDPTNWGRPPYAPHDEEL 484

PTRFKLWQLFFAHRDYFWRLGLCVPGGDPTHNWGRPPYAPHDEEL
Sbjct 361 PTRFKLWQLFFAHRDYFWRLGLCVPGGDPTNWGRPPYAPHDEEL 484

Figura 15. Alineamiento de la proteina deducida a partir del inserto clonado en pLATE31 con la

secuencia 77338 del portal genémico de T. harzianum en el JGI.

Posteriormente, se transformaron células competentes de E. coli (cepa Rosetta-gami) con
el plasmido pPLATE31-77338. Se escogieron aleatoriamente trece transformantes que
crecieron en presencia del agente de seleccién ampicilina (100 ug/ ul) y se les realiz6 una
PCR en colonia para confirmar la presencia del inserto. Todas las colonias tuvieron el

inserto con el tamafio esperado y el testigo negativo no amplificé (Figura 16).

Una vez confirmadas e identificadas las clonas recombinantes, se seleccion6 al azar la
clona # 1 y se indujo la expresién de la proteina y su posterior purificacién tal como se

describié en materiales y métodos.
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00000 3
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Figura 16. PCR en colonia de células de Rosetta-gami transformadas con el plasmido pLATE31-
77338. M: marcador de peso molecular; carriles del 1-13: 13 clonas individuales de Rosetta-gami

transformadas con el plasmido pLATE31-77338. Carril 14: testigo negativo.

3.2.3. Sistema pPICZB para expresién en P. pastoris

Para la clonacion en pPICZB se amplifico la region codificante tanto de la forma madura
como inmadura (Figura 17). El gen se amplific6 mediante PCR de punto final a partir de
ADNc de T. harzianum usando los cebadores F-lipl y R-lipl; F-lipM y R-lipM (Cuadro 2)

conteniendo los sitios de restriccién Notl y Xbal, respectivamente.

Los productos de PCR se purificaron con el paquete QIAquick Gel Extraction (QIAGEN) y
se clonaron en el vector pPICZB resultando en los constructos pPICZB-I (constructo con
proteina inmadura) y pPICZB-M (constructo con proteina madura). Para confirmar la
clonacioén del inserto, se hizo una doble digestién con Notl y Xbal (Figura 18). El plasmido
resultante se mandé a secuenciar a LANBAMA, IPICYT para confirmar la orientacion y el

marco de lectura.
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Figura 17. Aislamiento de la region codificante de lalipasa 77338 de T. harzianum version madura
e inmadura para su clonacién en pPICZB. M: marcador de peso molecular; carril 1: gen para
amplificar la forma inmadura de la lipasa 77338, carril 2: gen para amplificar la forma madura de
la lipasa 77338. Para ambas se us6 ADNc de T. harzianum como templado.

La proteina en forma madura no incluye el péptido sefial, por tanto se esperaria que se
encuentre en el citosol. La forma inmadura de la lipasa si incluye el péptido sefial de
secrecion, por lo que se espera que se secrete en el medio de cultivo. Las digestiones de
las construcciones (pPICZB-M y pPICZB-I) confirmaron la insercién de aproximadamente
1200 pb, que es lo que se espera que aumentara el tamafio del vector. A continuacion,
ambos constructos fueron enviados a secuenciar a LANBAMA (IPICYT) para confirmar que
se hayan clonado en marco de lectura. Para ambas construcciones hizo falta terminar de

secuenciarse en el extremo N terminal y para la inmadura también del C terminal.

Para la proteina inmadura se realiz6 un Blastn en la pagina del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.

nih.gov/Blast.cqi) (Figura 19). El alineamiento muestra que el inserto en pPICZB-I tiene 95
% de identidad con la secuencia de la base de datos (Sequence ID: XM _024922561.1).

Para corroborar que la secuencia clonada esté correcta, se realizd el alineamiento de

aminodacidos comparando con la secuencia de la proteina 77338 de referencia (Figura 20).
Se encontré que presenta 99 % de identidad en aminoacidos respecto a la proteina
representada en la base de datos. La secuenciacion de la proteina madura clonada en
pPICZB-M fue corroborada usando el programa Blastn (Figura 21). El alineamiento muestra
un 95 % de identidad con la secuencia de la base de datos (Sequence
ID: XM_024922561.1).
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1200pb

Figura 18. Analisis de restriccion de los plasmidos pPICZB, pPICZB-M y pPICZB-I con las
enzimas Notl y Xbal. M: marcador de peso molecular; carril 1: vector pPICZB; carril 2: vector

pPICZB-M; carril 3: vector pPICZB-I. La flecha sefiala el inserto liberado.

Range 1: 1 to 1212 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1901 bits(1029) 0.0 1151/1212(95%) 0/1212(0%) Plus/Plus
it nthtnnntitittititmti i
| 1] | |
Sbjct 1 ATGGGGTGGACATTTCTGGGCCGCTTCGGGCTGTTG&TGCTTGTACAGCTC CGCTGCT 60
hetdbe it it e e
i1l 1t | !
Sbjct 61 GTCTTTGTCGAGECCGCTTACATCAATCAACAAGAAC CGTTGGGCGTCAN CCAGCG 120
Query 121 TTCGAACATCTCCGTGTCCCTGTTCG ATCTTGAACGACTGGCGAGGCTCG 18e
. III POOLL LLRL RLRRRRRLRL L Ryt Illllllllllllllllllll
Sbjct 121 TCGACCATCCCCGTGTCCCTGTTCG ATCTCGAACGACTGGCGAGG i8e
Query 181 GACGTCTCATATT AGGCATTCGCAAGCCGTTCCAGTGCGTCTCTCGA 240
. lllIIllllIIlIII 11 COLERRRRLL L e el
Sbjct 181 GACGTCTCATATTGCC AC GGGCATTCGCAAGCCLGTTCCAGTGCGTCTCTCGA 240
Query 241 GATGAATTCCCCAATGTGACGCTGGCCTCTACGTGGA CAGGTTTTCTCTTCGGC 300
y lIIlll[IIIIIllIIIIIllIIIIIIIlIlIIlIIIlII PLLLL DILRRLLEnttll
Sbjct 241 GCGATGAATTCCCCAATGTGACGCTGGCCTCTACGTGGAGLACAGGCTTTCTCTTCGGC 300
i i Ittt tnnneg i el
Sbjct 3 GATAGCTGTGGGTTCATCGCAGTCGATCACGGCTCGGACCAGCAGCGTC GATGTG 360

Figura 19. Alineamiento con la regién codificante del gen 77338 con la secuencia de nucleétidos
de la versién inmadura clonada en pPICZB-I. En dvalos rojos se muestran algunos cambios por

transversion y en verdes cambios por transicion.

Para corroborar que la secuencia clonada esté correcta, se realizé el alineamiento de

aminoacidos comparando con la secuencia de la proteina 77338 de referencia (Figura 22).
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Se encontré que presenta 99 % de identidad en aminoacidos respecto a la proteina
representada en la base de datos.

Range 1: 1 to 404 GenPspt Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
783 bits(2023) 0.0 Compositional matrix adjust. 403/404(99%) 403/404(99%) 0/404(0%) +1

Query 1 MGWTFLGRFG1111lvglaavvfveaaYINQQEPLGVKEPAAVSNISVSLFADLERLARLV 182
MGWTFLGRFGLLLLVQLAAVVFVEAAYINQQEPLGVKEPAAVSNISVSLFADLERLARLY
Sbjct 1 MGWTFLGRFGLLLLVQLAAVVFVEAAYINQQEPLGVKEPAAVSNISVSLFADLERLARLY 60

Query 181 DVSYCLGTTGIRKPFQCVSRCDEFPNVTLASTHSTGFLFGDSCGFIAVDHGSDQQRRNDE 360
DVSYCLGTTGIRKPFQCVSRCDEFPNVTLASTHS TGFLFGDSCGF IAVDHGSDQQRRNDE
Sbjct 61 DVSYCLGTTGIRKPFQCVSRCDEFPNVTLASTHWSTGFLFGDSCGFIAVDHGSDQQRRNDE 122

Query 361  LVGDDEQGAIVVAFRGTYSITNTIIDLSTMPQKYVPYPSPDHGGESPEKPSHECTNCTVH S48
LVGDDEQGAIVVAFRGTYSITNTI IDLS TMPQKYVPYPSPDHGGESPEKPSHECTNCTVH
Sbjct 121  LVGDDEQGAIWAFRGTYSITNTIIDLSTMPQKYVPYPSPDHGGESPEKPSHECTNCTVH 180

Query 541  SGFLESWKSARESVLPELKELRAKYPSHPIHLIGHSLGGAVACLAALELKVSLGWDOVTV 72@
SGFLESWKSARESVLPELKELRAKYPSHPTHL IGHSLGGAVACLAALELKVSLGHDOVTV
Sbjct 181  SGFLESWKSARESVLPELKELRAKYPSHPIHLIGHSLGGAVACLAALELKVSLGWDOVTV 242

Query 721  TTFGEPRVGNSQFAHFVDOVFDLDGIIDLEKRTYRRVTHADODPVPLLPPGEFGYQSHSGE 900
TTFGEPRVGNSQF AHFVDOVFDLDGI IDLEKRTYRRVTHADDPVPL LPPGEFGYQSHSGE
Sbjct 241  TTFGEPRVGNSQFAHFVDOVFDLDGIIDLEKRTYRRVTHADDPVPLLPPGEFGYQSHSGE 320

Query 901  IFISKSALSPSETDVQLCVGDADPNCSARDDSSMEGLLYRLLHFRFTTASLEEYMERMSI 1080
IFISKSALSPSETDVQLCVGDADPNCSARDDSSMEGLLYRLLHFRFTTASLEEYMERMST
Sbjct 381  IFISKSALSPSETDVQLCVGDADPNCSARDDSSMEGLLYRLLHFRFTTASLEEYMERMSI 360

Query 1081 PTRFK AHRDYFWRLGLCVPGGDPTNWGRPPYAPHDEEL 1212
PTRFK AHRDYFWRLGLCVPGGDPTNWGRPPYAPHDEEL
Sbjct 361  PTRFKL FAHRDYFHRLGLCVPGGDPTNWGRPPYAPHDEEL 404

Figura 20. Alineamiento de pPICZB-I con la herramienta Blastx. En rojo se muestra el Unico

cambio de una arginina (R) por una lisina (L).

Trichoderma harzianum CBS 226.95 hypothetical protein (M431DRAFT_77338), p
Sequence I1D: XM_024922561.1 Length: 1215 Number of Matches: 1

Range 1: 57 to 1212 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1836 bits(994) 0.0 1102/1156(95%) 0/1156{0%) Plus/Plus
Query 1 TGCTGTCYTTGTCGAGG AAGAACCGTTGGGCGI’CAAAGAGCC
LELLLELEREIILd I I IIHIIH SURRRRRREERanRNsisiy
Sbjct 57 TGCTGTCTTITGTC CGTT GTCAAAGAGCC

116

Query 61 CCC'I’G GGAT( CGACTGGCGAGGCT 120
II I I !!II lIIIIIIIH;JxI!

Sbjct 117 TGTTTC GTCCCTGT CGACTGGCGAGGCT 176

0 e eil’mliﬁﬁiﬁ“ﬁi i «““Eaﬁiiiiiﬁlﬁi s
e iy e o ot T
o 2o A T TN I S
e Ty =

Figura 21. Alineamiento con la region codificante del gen 77338 con la secuencia de nucledtidos
de la versién inmadura clonada en pPICZB-M. En dvalos rojos se muestran algunos cambios por

transversion y en verdes cambios por transicion.
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hypothetical protein THAR02_02716 [Trichoderma harzianum)]
Sequence ID: KKP05197.1 Length: 404 Number of Matches: 1

Range 1: 20 to 404 GenPept Graphics

Score Expect Method Idenbities Positives Gaps Frame

795 bits(2054) 0.0 Compositional matrix adjust. 383/385(99%) 383/385(99%) 0/385(0%) +1

FVEAAYINQQEPLGVKEPAAVSNISVSLFADLERLARLVDVSYCLGTTGIRKPFQCVS

Query 1 FVEAAYINQQEPLGVKEPAAVSNISVSLFADLERLARLVDVSYCLGTTGIRKPFQCVS 180
FVEAAYINQQEPLGVKEPAAVSNISVSLFADLERLARLVDVSYCLGTTGIRKPFQLVS 79

Sbjct 20

Query 181  RCDEFPNVTLASTWSTGFLFGDSCGFIAVDHGSDQQRRNDELVGDDEQGAIVVAFRGTYS 360
RCDEFPNVTLASTWSTGFLFGDSCGF IAVDHGSDQQRRNDE LVGDDEQGAIVVAFRGTYS
Sbjct 8@ RCOEFPNVTLASTWSTGFLFGDSCGF IAVDHGSDQQRRNDE LVGDDEQGAIVVAFRGTYS 139

ITNTIIDLSTMPQKYVPYPSPDHGGE PEKPSHECTNCTVHSGFLESWKSARESVLPELK

Query 361  ITNTIIDLSTMPQKYVPYPSPDHGGELPEKPSHECTNCTVHSGFLESHWKSARESVLPELK 540
Sbjct 148  ITNTIIDLSTMPQKYVPYPSPDHGGESPEKPSHECTNCTVHSGFLESWKSARESVLPELK 199

Query 541 ELRAKYPSHPIHLIGHSLGGAVACLAALELKVSLGWDOVTVTTFGEPRVGNSQFAHFVDD 720
ELRAKYPSHPTHL IGHSLGGAVACLAALELKVSLGHDOVTVTTFGEPRVGNSQF AHFVDD
Sbjct 20@  ELRAKYPSHPIHLIGHSLGGAVACLAALELKVSLGWOOVTVTTFGEPRVGNSQFAHFVDD 259

Query 721  VFDLDGIIDLEKRTYRRVTHADDPVPLLPPGEFGYQSHSGEIFISKSALSPSETOVQLCY 9@
VFDLDGIIDLEKRTYRRVTHADDPVPLLPPGEFGYQSHSGEIFISKSALSPSETDVQLCV
Sbjct 26@  VFDLDGIIDLEKRTYRRVTHADDPVPLLPPGEFGYQSHSGEIFISKSALSPSETOVQLCY 319

Query 901  GDADPNCSARDDSSMEGLLYRLLHFRFTTASLEEYMERMSIPTRFKLWQLFFAHRDYFRR 1089
GDADPNCSARDDSSMEGLLYRLLHFRFTTASLEEYMERMSIPTRFKLWQLFFAHRDYFRR
Sbjct 320 GDADPHCSARDDSSMEGLLYRLLHFRFTTASLEEYMERMSIPTRFKLWQLFFAHROYFRR 379

Query 1081 LGLCVPGGDPTNWGRPPYAPHDEEL 1155
LGLCVPGGDPTNWGRPPYAPHDEEL
Sbjct 382 LGLCVPGGDPTNWGRPPYAPHDEEL 44

Figura 22. Alineamiento de pPICZB-M con la herramienta Blastx. En rojo se muestran los cambios
de aminoacidos.

Ambos constructos (pPICZB-1 y pPICZB-M) y el vector pPICZB (como testigo negativo) se
usaron para transformar células competentes de P. pastoris cepa GS115. Las
transformantes fueron seleccionadas en placas de YPD con 100 upg/pl de zeocina. Se
obtuvieron 9 colonias transformadas con pPICZB-I; 4 colonias con pPICZB-M y una con
pPICZB crecieron en presencia de zeocina. La presencia de inserto fue confirmada
mediante PCR en colonia usando los cebadores especificos para la lipasa 77338 (Figura
23).

En la figura 23 se observa que la clona transformada con pPICZB (carril 2) no presentd
amplificacién, congruente con lo esperado porque el vector no contiene el inserto (vector
vacio). Por otra parte, para las clonas transformadas con pPICZB-M una colonia presentd
el inserto con el tamafio esperado (carril 5) y una fue positiva lo que también se observé
para el caso de las clonas transformadas con pPIZCB-I, una colonia tuvo amplificacion
(carril 10).
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Figura 23. Confirmacioén de las clonas recombinantes GS115-pPICZBlipl y GS115-pPICZBIipM.

La confirmacién de transformantes se realiz6 mediante PCR en colonia de las clonas que
crecieron en presencia de zeocina (100 ug/ml); carriles 1 y 10: marcador de peso molecular
(GeneRuler 1kb Ladder, Thermoscientific); carril 2: Unica colonia transformada con pPICZB vacio
gue crecid; carriles 3-6: cuatro Unicas colonias transformadas con el vector pPICZBlipM; carriles
7, 8 y del 10-16: colonias transformadas con el vector pPICZBIipl; carril 17: vector pPICZBlipl

como testigo positivo y carril 18: colonia no transformada.

3.3. Expresion y purificacion de la lipasa 77338
3.3.1. Expresion en S. cerevisiae

Al analizar los disefios de las construcciones se pensoé en la posibilidad de que la etiqueta
en el extremo N terminal interfiera con la funcién de la sefial de secrecién y que la proteina
se procesaria de manera incorrecta y no se podria secretar. Por lo tanto, se decidié
comenzar con la induccién de la expresién de la lipasa con la clona que contiene la etiqueta
de 6xHis en el extremo C terminal (LipC). Se realizaron otros intentos previos de expresiéon
de la proteina en S. cerevisiae, incubando el cultivo a 30° C y 200 rpm y colectando la
levadura a las 16, 36, 72 y 96 horas. En todos los casos los resultados fueron negativos; la

proteina no se observo en el extracto citosdlico ni en la pastilla (Figura 24).
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57,5 kDa —

41,2 kDa—»

Figura 24. SDS-PAGE del perfil proteico de S. cerevisiae bajo induccion con galactosa. M:
Marcador de masa molecular; 1 y 2: fraccion insoluble (pastilla) y fraccién soluble de la cepa no
transformada, respectivamente; 3 y 4: fraccion insoluble y fraccion soluble de la cepa
recombinante LipC alas 16 h de induccioén; 5 y 6: fraccion insoluble y fraccion soluble de la cepa
recombinante LipC alas 36 h de induccién; 7 y 8: fraccion insoluble y fraccion soluble de la cepa
recombinante LipC a las 72 h de induccion; El recuadro rojo resalta donde deberia estar la

proteina.

En la Figura 25 se muestra el perfil proteico de las fracciones solubles de los extractos
celulares de S. cerevisiae transformadas; los extractos fueron purificados por IMAC,
utilizando una resina Ni-NTA. Sin embargo, no se observé enriquecimiento de alguna
banda, lo que hace pensar que la proteina no se estd expresando o se esta plegando mal

y degradando rapidamente.

Como muestra la figura 25, no se observa ninguna proteina en el rango de tamafio esperado
en las clonas de S. cerevisiae, lo que posiblemente se deba a que la levadura no cuente

con la maquinaria necesaria para la traduccién y maduracién para producir la lipasa.

Es por ello, que como sistema alternativo de expresion se evalu6 E. coli Rosetta-gami, ya
gue es una cepa especializada en producir proteinas eucariotas y ricas en cisteinas (Jin-
Song et al., 2012; Mehrnoosh et al., 2016; Yedahalli et al., 2016) como es el caso de la

proteina de interés de este trabajo, la cual tiene 10 cisteinas en su secuencia.
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Figura 25. Perfil proteico en gel SDS-PAGE de eluciones de columna Ni-NTA de las fracciones
solubles de las clonas transformadas de S. cerevisiae para expresar la proteina 77338. M:
marcador de masa molecular; 1y 2: medios de cultivo de la cepa transformada y no transformada,
respectivamente; 3-5: fracciones solubles de la cepa no transformada eluidas con 10, 50 y 250
mM de imidazol; 6-8: fracciones solubles de LipC eluidas con 10, 50 y 250 mM de imidazol; 9:

fraccion insoluble de LipC. En recuadro rojo sefiala la region donde se esperaba ver la proteina.

3.3.2. Expresién en E. coli

La expresion de la lipasa en E. coli Rosetta-gami se indujo con 0.1, 1y 4 mM de IPTG en
medio LB por 8, 16 y 24 horas. Se separ6 por centrifugacién el medio de cultivo del paquete
celular y se lisaron las células para extraer las proteinas. El perfil proteico de las fracciones
solubles e insolubles se analiz6 mediante SDS-PAGE obteniendo los resultados que se

observan en la Figura 26.

57,5 kDa
41,2 kDa

Figura 26. SDS-PAGE de fracciones solubles e insolubles de E. coli. M: marcador de masa
molecular. 1y 2: fraccion insoluble de la cepa transformada y no transformada, respectivamente;
3-5: fraccion soluble de la cepa no transformada a las 8, 16 y 24 horas; 6-8: fraccion soluble de la
cepa transformada a las 8, 16 y 24 horas de induccién. En recuadro rojo sefiala la region donde

se espera ver la proteina.
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En las fracciones eluidas de la resina Ni-NTA con 50mM y 100mM de imidazol, se observa
una banda diferencial (Figura 27, carriles 6 y 7 en recuadro negro) con un tamafio de
aproximadamente de 45 kDa, lo cual coincide con la masa molecular calculada in silico para

la lipasa 77338. Esto sugiere que se trate de la proteina de interés.

198,8 kDa
1036 kD3
575kDa
412kDa

27,7 kDa
206 kDa
15K0a

64kDa

Figura 27. Perfil proteico de las fracciones solubles de Rosetta-gami B purificadas por Ni-NTA
resueltas en un gel SDS-PAGE al 12%. MW: marcador de peso molecular. Carriles del 1-4:
fracciones solubles de la cepa no transformada eluidas con 10Mm, 50mM, 100mM y 250mM de
imidazol, respectivamente. Carriles 5-8: fracciones solubles de la cepa transformada con el
plasmido pLATE-77338 eluidas con 10mM, 50mM, 100mM y 250mM de imidazol,
respectivamente. Carril 9: amortiguador Laemmli 1X como testigo negativo El recuadro negro

resalta las bandas diferenciales esperadas.

De igual forma se analizé el perfil proteico del medio de cultivo de las clonas de Rosetta-
gami transformadas y no transformadas con pLATE31-77338 (Figura 28) para ver si la
bacteria seria capaz de secretar la enzima. El medio de cultivo de las transformadas
presentd una banda en el SDS-PAGE de alrededor de 30 kDa, menos abundante o ausente

en las no transformantes; sin embargo, el tamafio no coincide con el calculado in silico para

la proteina madura, que es de 40 kDa.
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41 kDa

28 kDa

Figura 28. Perfil proteico del medio de cultivo en Rosetta-gami. Carril 1: marcador de peso
molecular; carril 2: medio de cultivo en transformante a las 8 h de induccion; carril 3: medio cultivo
en no transformante a las 8 h de induccién; carril 4: medio de cultivo en transformante alas 16 h
de induccion; carril 5: medio de cultivo en no transformada a las 16 h de induccion; carril 6: medio
de cultivo de transformante a las 8 h de induccion y 37°C; carril 7: : medio de cultivo de no
transformante a las 8 h de induccién y 37°C ; carril 8: medio de cultivo en transformante a las 8

h de induccién y 25°C; carril 9: medio de cultivo en no transformante a las 8 h de induccion.

3.3.3. Expresién en P. pastoris

Se analiz6 por SDS-PAGE el perfil proteico de las fracciones solubles e insolubles
citosélicas. Las fracciones solubles (Figura 29) de las clonas inducidas con 1% de metanol
muestran patrones similares entre las tres clonas (vector vacio, pPICZB-M, pPICZB-I). En
el patron de bandas observado en la figura 29 no se observa enriguecimiento de alguna

banda en ninguna de las transformantes.

Consecuentemente, el medio de cultivo de las tres clonas también fue analizado (Figura
30) para buscar la lipasa, ya que, en el caso de la lipasa inmadura, se esperaba que se
secrete al medio de cultivo. Se observan bandas leves en los medios de la clona pPICZB-
My la clona con pPICZB-I de aproximadamente 45 kDa, lo que coincide con el tamafio

deducido in silico. Esto sugiere que posiblemente se trate de la proteina esperada.
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Figura 29. Fracciones solubles de ensayos de expresion de la lipasa 77338 en P. pastoris. Carril
1: marcador de peso molecular; carriles 2-5: fracciones solubles (40ul) de la transformada con el
vector pPICZB-M a las 24, 48, 72 y 96 horas de induccion, respectivamente; carriles 6-9:
fracciones solubles (40ul) de la transformada con el vector pPICZB-I| a las 24, 48, 72 y 96 horas
de induccién; carril 10: fracciéon soluble (40ul) de la transformada con el vector vacio a las 96

horas de induccioén.

57kDa

41 kDa

Figura 30. Medio de cultivo de P. pastoris. Carril 1: marcador de peso molecular; carriles 2-4:
Medio de cultivo (40ul) de la transformada con el vector pPICZB-I alas 24, 48, 120 h de induccién
respectivamente; carriles 5-7: medio de cultivo (40ul) de la transformada con el vector pPICZB-M
a las 24, 48, 120 h de induccidn; carriles 8-10: medio de cultivo (40ul) de la transformada con el

vector pPICZB a las 24, 48, 120 h de induccion. Las flechas negras presentan bandas Unicas.
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También se analizo el perfil proteico de las fracciones solubles purificadas por IMAC tanto
para la proteina inmadura (Figura 31) como la madura (Figura 32). Ambas formas de la
proteina eluyeron entre 20 y 300 mM de imidazol, sin ninguna proteina contaminante.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

198,38 kDa
108 kDa

59 kDa
41kDa

27 kDa

20 kDa

15kD

6,4 kDa

Figura 31. Proteina inmadura purificada por IMAC. Carril 1: marcador masa molecular; carriles 2,
5y 8 muestran el “Flow-through” a las 24, 48 y 72 horas de induccion, respectivamente; carriles
3, 6 y 9 muestran la elucion de la columna con 20 mM de imidazol a las 24, 48 y 72 horas de

induccion; carriles 4, 7 y 10: eluciones con 300 mM de imidazol.
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20 kDa
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Figura 32. Proteina madura purificada por IMAC. Carril 1: marcador masa molecular; carriles 2,
5y 8 muestran el “Flow-through” a las 24, 48 y 72 horas de induccion, respectivamente; carriles
3, 6 y 9 muestran la elucién de la columna con 20 mM de imidazol a las 24, 48 y 72 horas de

induccién; carriles 4, 7 y 10: eluciones con 300 mM de imidazol.

3.4. Cuantificacion de proteinas

Se cuantificéd la proteina en las fracciones solubles purificadas por IMAC, extraidas de
Rosetta-gami B transformada y no transformada con el plasmido pLATE31-77338. Las
muestras fueron eluidas con 10mM, 50mM, 100mM y 250Mm de imidazol. Los resultados
indican una mayor concentracion de proteinas en las cepas transformantes respecto a las
no transformantes (Cuadro 4). De igual forma, en ambas fracciones, la concentracion de
proteinas disminuye conforme incrementa la concentraciobn de imidazol, esto
probablemente se debe a que son menos las proteinas que se disocian de la resina
conforme aumenta la concentracién de imidazol. Por otra parte, la concentracion de
proteinas en las fracciones solubles muestra una mayor concentracion a las 72 horas de
induccién tanto para la proteina madura como inmadura. No obstante, al recuperar las
fracciones por IMAC la concentracion disminuye hasta 10 veces en ambas muestras,
posiblemente porque en las FS estan inmersas proteinas endogenas, lo que cuenta al

momento de realizar la cuantificacion, en cambio, en las fracciones purificadas por IMAC
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solo se eluyen las proteinas que se unieron a la resina, y se espera que la concentracion

sea menor al total de proteinas.

Cuadro 4. Cuantificacién de proteinas Proteina total
Sistema E. coli

Muestra Concentracion en [mg/mi] Proteina total (mg)
10- 0.4464 4.464
50- 0.2135 2.135
100- 0.0800 0.8
250- 0.0140 0.14
10+ 1.6914 16.914
50+ 1.3656 13.656
100+ 0.7644 7.644
250+ 0.0680 0.68
Sistema P. pastoris

Muestra Concentracion en [mg/mi]

M-24h20mM 0.2670 2.67
M-24h300mM 0.1567 1.567
M-48h20mM 0.1062 1.062
M-48h300mM 0.0539 0.539
M-72h20mM 0.0729 0.729
M-72h300mM 0.0452 0.452
M-96h20mM 0.0678 0.678
M-96h300mM 0.0331 0.331
[-24h20mM 0.1108 1.108
[-24h300mM 0.0493 0.493
[-48h20mM 0.0528 0.528
[-48h300mM 0.0484 0.484
[-72h20mM 0.1614 1.614
[-72h300mM 0.1083 1.083
[-96h20mM 0.1004 1.004
[-96h300mM 0.0617 0.617
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FS-M 24h 0.4732 4.732
FS-M 48h 0.5805 5.805
FS-M 72h 0.8746 8.746
FS-M 96h 0.6283 6.283
FS-1 24h 0.7805 7.805
FS-148h 0.5 5
FS-172h 1.2061 12.061
FS-196h 0.8778 8.778

3.5. Ensayo de actividad en placas
3.5.1. En S. cerevisiae

La determinacion de actividad lipolitica se realizé de acuerdo con Kouker y Jaeger (1986),
usando como sustrato aceite de oliva y el colorante Rodamina B como indicador de
actividad bajo UV. Se analiz6 la fraccion soluble (Figura 33) y el medio de cultivo (Figura
34) tanto de la cepa transformada (LipC) y la no transformada. La actividad no se visualizé
bajo las condiciones experimentales establecidas en las fracciones solubles de S.
cerevisiae tanto transformada como no transformada inducida a las 24, 48, 72 y 96 horas.
El medio de cultivo tampoco mostro actividad en la cepa transformante, asi como la no

transformante.

Figura 33. Ensayo de actividad lipolitica con las fracciones solubles de S. cerevisiae-
PYESDESTS52-LipC. a) Fraccién soluble de la cepa transformada, b) fraccion soluble de la cepa
no transformada. Se utiliz6 aceite de oliva como sustrato y el colorante Rodamina como indicadogl

de actividad lipasa.



Figura 34. Ensayo de actividad lipolitica con el medio de cultivo de S. cerevisiae-pYESDEST52-
LipC. Se utilizé aceite de oliva como sustrato y el colorante Rodamina como indicador de actividad

lipasa.

Se analizaron las FS y fracciones purificadas por IMAC y los resultados fueron también

negativos (datos no mostrados).

3.5.2. EnE.coli

Se utiliz6 el método de placa para detectar la actividad lipolitica, ya sea con aceite de oliva
o tributirina. Se us6 la cepa Rosetta-gami transformada asi como la no transformada (Figura
35). Como testigo positivo se usé el hongo T. harzianum y como testigo negativo, agua. Las
placas contienen 1 mM de IPTG y se analizaron bajo luz UV a las 0, 24, 48 horas. En ningln
caso se observo actividad lipolitica, excepto en el control positivo. Se observa que en ningun
caso se forma el halo fluorescente que caracteriza la actividad lipolitica. De acuerdo con los
resultados de los geles SDS-PAGE vy los obtenidos en las placas Petri es probable que la

proteina no se esté secretando.

De igual forma, las fracciones solubles recuperadas a diferentes tiempos de induccién
fueron analizados por esta metodologia (Kouker y Jaeger, 1986) y en la Figura 36 se
muestran los resultados. Tampoco se observo el halo de fluorescencia para las fracciones
solubles e insolubles tanto de la clona recombinante ni del testigo negativo. El ensayo se

realiz6 también con las fracciones purificadas por IMAC dando los mismos resultados.
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Figura 35. Ensayo de actividad lipolitica en placa con la clona Rosetta-gami. En la imagen
a) se muestra una placa con tributirina y rodamina B. En la imagen b) una placa con aceite
de oliva y rodamina B. En ambos casos A: Rosetta-gami inducida; B: Rosetta gami no
inducida; C: T. harzianum; D: agua.

Figura 36. Ensayo de actividad lipolitica en placa con fracciones solubles de Rosetta-gami-
pLATE31. Enlaimagen a) se muestra una placa con tributirina y rodamina B. En la imagen b) una
placa con aceite de oliva y rodamina B.

Ademas, se realizaron ensayos usando tributirina como sustrato, esto para determinar si la

proteina pudiera tener actividad de esterasa, pero los resultados fueron similares.
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3.5.3. En P. pastoris

En las clonas de P. pastoris tampoco se logré ver actividad mediante la metodologia de
placas. Se us6 aceite de oliva como sustrato y rodamina como colorante indicador de
actividad (Figura 37).

Figura 37. Ensayo de actividad lipolitica en placa con clonas de P. pastoris. En la imagen a) se

muestran 6 clonas de pPICZB; en la imagen b) se muestran 4 clonas de pPICZB-M y en el ¢) se

muestran 9 clonas de pPICZB-I.

3.6. Ensayo de actividad por espectrofotometria

Las fracciones proteicas de los tres sistemas fueron usadas para deteccién de actividad por
espectrofotometria. El ensayo por espectrofotometria fue basado en Winkler y Stuckmann,
1979 y en el Cuadro 5 se muestran los resultados obtenidos en este estudio. Una unidad
de actividad lipasa (U) fue definida como la cantidad de enzima que libera 1 umol de p-
nitrofenilpalmitato por minuto (Liu et al. 2017). En todos los casos, el sustrato usado fue p-
nitrofenilpalmitato ya que es un acido graso de cadena larga (16 carbonos), un sustrato

comunmente usado para escrutinio de lipasas verdaderas.

Para el sistema S. cerevisiae las fracciones solubles (FS) de las cepas transformada y no
tranformada, asi como sus medios de cultivo no presentaron actividad lipolitica. También
se analizaron las fracciones purificadas por IMAC, sin embargo, los resultados fueron
similares. No obstante, las muestras de las fracciones insolubles tanto de la transformada

como no transformada presentaron actividad, pero con esta evidencia, no es posible saber
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si se deba a la lipasa recombinante o sea posiblemente a actividad lipasa enddgena, ya

gue los valores son similares en ambas cepas.

Por otra parte, ninguna de las fracciones proteicas obtenidas con el sistema E. coli mostro
actividad lipolitica, tanto en las fracciones solubles, insolubles, medio de cultivo y
purificadas por IMAC. Esto probablemente debido a que al ser un sistema procariota no

cuente con la maquinaria necesaria para producir una enzima eucariética activa.

Cuadro 5. Ensayo de actividad por espectrofotometria
Sistema Muestra Absorbancia a | Actividad (U/ul)* | Actividad
410nm especifica
Fraccion soluble 36 h (+) -0-023 ND ND
Fraccion soluble 72 h (+) -0.007 ND ND
Fraccion insoluble 36 h (+) | 1.717 7.63 ND
Fraccién insoluble 72 h (+) | 1.838 8.16 ND
Medio cultivo 36 h (+) -0.021 ND ND
S. Medio cultivo 72 h (+) -0.070 ND ND
cerevisiae | Fraccion soluble 36 h (-) -0.015 ND ND
Fraccion soluble 72 h (-) -0.009 ND ND
Fraccién insoluble 36 h (-) 1.639 7.28 ND
Fraccion insoluble 72 h (-) 1.896 8.42 ND
Medio cultivo 36 h (-) -0.012 ND ND
Medio cultivo 72 h (-) -0.010 ND ND
E. coli Fraccion soluble 16 h (+) -0.054 ND ND
Fraccion soluble 16 h (-) -0.097 ND ND
0mM (+) -0.063 ND ND
10 mM (+) -0.089 ND ND
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300mM-M

50 mM (+) -0.106 ND ND
100 mM (+) -0.111 ND ND
250 mM (+) -0.110 ND ND
M.C. 8 h (+) -0.333 ND ND
M.C. (+) -0.028 ND ND
M.C. () -0.002 ND ND
P. pastoris | Fraccion soluble 24h-M 0.892 3.96 0.84
Fraccion soluble 48h-M 1.539 6.84 1.17
Fraccién soluble 72h-M 3.214 14.28 1.64
Fraccién soluble 96h-M 3.214 14.28 2.3
Fraccién soluble 24h-| 0.705 3.13 0.62
Fraccion soluble 48h-| 3.214 14.28 1.83
Fraccion soluble 72h-| 3.214 14.28 1.19
Fraccion soluble 96h-| 2.458 10.92 1.25
Fraccion purificada 24h- | 0.263 0.98 0.37
20mM-M
Fraccion purificada 24h- | 0.221 0.70 0.46
300mM-M
Fraccion purificada 48h- | 0.2 1.04 0.98
20mM-M
Fraccion purificada 48h- | 0.103 0.51 0.09
300mM-M
Fraccion purificada 72h- | 0.417 1.86 0.25
20mM-M
Fraccion purificada 72h- | 0.260 1.15 0.25
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Fraccion purificada 96h- | 0.242 1.07 0.15
20mM-M
Fraccion purificada 96h- | 0.244 1.08 0.32
300mM-M
Fraccion purificada 24h- | 0.094 0.41 0.37
20mM-I
Fraccion purificada 24h- | 0.132 0.58 0.11
300mM-I
Fraccion purificada 48h- | 0.219 0.97 0.18
20mM-I
Fraccion purificada 48h- | 0.379 1.68 0.35
300mM-I
Fraccion purificada 72h- | 0.309 1.37 0.85
20mM-I
Fraccion purificada 72h- | 0.417 1.85 0.18
300mM-|
Fraccion purificada 96h- | 0.094 0.41 0.4
20mM-|
Fraccion purificada 96h- | 0.108 0.48 0.07
300mM-|

* U, Una unidad es definida como 1 ymol de p-nitrofenilpalmitato hidrolizado por minuto.
ND, No calculado.

En el sistema recombinante de P. pastoris se obtuvo actividad, tanto en la fraccién soluble
como en la purificada por IMAC, lo que no se observé para el testigo negativo (cepa
transformada con vector vacio). La Figura 38 corresponde a un ensayo cualitativo para

observar el desarrollo de coloracién que se da por la hidrdlisis del p-nitrofenilpalmitato.
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Figura 38. Ensayo de actividad lipolitica con las FS de P. pastoris-PICZB-M. Tubo 1: Sustrato y

agua; tubo 2: sustrato y amortiguador; tubo 3: sustrato y FS de transformante con vector vacio;
tubos 4-7: sustrato y FS de transformante con proteina madura a las 24, 48, 72 y 96 horas de
induccién. El sustrato usado fue p-nitrofenilpalmitato. En cada caso se adicionaron volumenes

iguales de muestra (100 pl).

Las fracciones solubles de las cepas recombinantes P. pastoris-PICZB-M y P. pastoris-
PICZB-I mostraron actividad lipolitica Para corroborar que la actividad lipolitica era de la
proteina recombinante, se us6 como testigo negativo la fraccién soluble de la cepa
transformada con el vector vacio y el amortiguador donde se resuspendio la enzima, cada
uno por triplicado. Estas fracciones no presentaron absorbancia a 410nm, por lo tanto, no

tienen actividad lipolitica.

Las fracciones solubles de las cepas recombinantes mostraron una actividad maxima de
14.28 U/ ul, siendo las 48 horas el tiempo éptimo de induccion para la lipasa inmadura 'y 72
horas para la lipasa madura (Figura 39). A las 24 horas de induccién, la clona que expresa
la lipasa madura tenia una actividad de 3.9 U/ul, mientras que la que expresa la lipasa

inmadura tenia 3.1 U/pl.

Las fracciones que presentaron actividad se sometieron a IMAC para purificar la lipasa. Las
fracciones recuperadas (proteina purificada) fueron analizadas para actividad lipolitica
usando el ensayo colorimétrico con p-nitrofenilpalmitato como sustrato (Figura 40). Se
analizaron las fracciones recuperadas a las 24, 48, 72 y 96 horas de induccién eluidas con
20 y 300 mM de imidazol. Todas las fracciones purificadas mostraron actividad lipolitica
usando p-nitrofenilpalmitato como sustrato, por el contrario, los testigos negativos (fraccion

de cepa transformada con el vector vacio y amortiguador) no mostraron actividad, lo que
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Actividad lipasa en las fracciones solubles P. pastoris
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Figura 39. Actividad lipasa en las FS de P. pastoris-PICZB-M y P. pastoris-PICZB-I. Como
sustrato se us6 p-nitrofenilpalmitato.
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Figura 40. Cuantificacién de la actividad de lipasa en las fracciones purificadas de la proteina
recombinante en P. pastoris. Se us6 como sustrato p-nitrofenilpalmitato.

indica que es muy probable que el cambio de absorbancia es debido a la lipasa
recombinante. La proteina madura e inmadura purificadas mostraron mayor actividad a las
72 horas de induccion, con 1.86 U/ul y 1.87 U/ ul, respectivamente, lo que corresponde a
una séptima parte de la actividad de la fraccion soluble de ambas formas de la proteina

(14.2 U/ pl). Esta disminucién de actividad en las fracciones purificadas posiblemente se
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deba a que la proteina se pierde con los lavados, que se vea disminuida por el uso de
imidazol para las eluciones, o0 que no se pega toda a la resina. Una vez obtenida la lipasa
pura, se procedi6 a su caracterizacion, tanto en su forma madura como inmadura,
evaluando los parametros fisicoquimicos de temperatura, pH y preferencia de sustratos
(Figura 41). Se usaron las muestras de 72 horas de induccién para ambas formas de la
proteina, ya que fueron las que tuvieron mayor actividad. La proteina madura se eluy6 con
20 mM de imidazol y la inmadura con 300 mM de imidazol. En cuanto a temperatura, tanto
la forma madura como inmadura de la lipasa mostraron mayor actividad a 60°C, la cual
disminuye conforme baja la temperatura.
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Figura 41. Caracterizacién de la lipasa recombinante de T. harzianum. Se usé como sustrato p-
nitrofenilpalmitato. a) Evaluacion de temperatura optima para la lipasa purificada tanto en su
forma madura como inmadura, b) determinacién de pH éptimo para ambas formas de lipasa, c)
evaluacién de sustrato preferido usando ésteres de p-nitrofenil de cuatro (C4), ocho (C8), doce
(C12) y dieciséis (C16) atomos de carbono.
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No se puede asegurar que esta sea la temperatura Optima ya que no se analizaron
temperaturas mayores. Respecto al pH optimo, ambas formas mostraron mayor actividad
entre pH 8 y 10, siendo pH 8 en el que mostraron mayor actividad. A pH 5y 6 la enzima no
mostré actividad. La preferencia de sustratos se evalué con ésteres de p-nitrofenil de
diferentes longitudes: cuatro carbonos (C4), ocho carbonos (C8), doce carbonos (C12) y
dieciséis carbonos (C16). Ambas formas de la proteina mostraron mayor actividad hacia
ésteres de cadena corta, mostrando mayor actividad contra p-nitrofenilbutirato (C4) con una
actividad maxima de 2.37 U/ul para la lipasa madura y 2.95 U/ul para la inmadura. Ambas
formas mostraron menor actividad hacia p-nitrofenilpalmitato, con una actividad de 0.37 U/ul
para la forma madura y 0.48 U/ul para la inmadura. La preferencia por los ésteres de cadena
corta es tipico de las esterasas, lo que posiblemente indique que la proteina se trate de una
esterasa. Si bien las esterasas no tienen actividad sobre triacilgliceroles de cadena larga,
esta proteina tuvo actividad en p-nitrofenilésteres de cadena larga, algo que es
caracteristico de las lipasas. Ademas, la enzima fue activa hasta con 300 mM de imidazol

lo cual es atractivo para evaluar solventes no acuosos en sintesis organica.

61



CAPITULO IV
DISCUSION

La expresion heteréloga de proteinas es un tema que se puede complicar si no se conoce
la naturaleza del producto de interés, de lo cual depende la eleccion de un sistema de
expresion adecuado. En este trabajo, se han usado tres sistemas para expresion heteréloga
de una lipasa (77338) del hongo T. harzianum, la cual, de acuerdo a los antecedentes de
la literatura y estudios bioinformaticos, predice ser una triacilglicerol lipasa clase 3, a la que
pertenecen la familia de lipasas verdaderas. Debido a que la lipasa 77338 es de origen
eucariota, se decidi6 primero usar la levadura Saccharomyces cerevisiae como sistema de
expresion heterdloga. Se clond la region codificante de la lipasa en el vector de expresion
pPpYESDEST52 y éste se uso para transformar S. cerevisiae, pero no se obtuvo la proteina
cuando los extractos proteicos se analizaron mediante SDS-PAGE ni se obtuvo actividad.
Posiblemente esto se debe a la presencia de mudltiples cisteinas (10 en total, que
representan el 2.47 % de aminoacidos) en la proteina, ya que el plegamiento de proteinas
con altos porcentajes de cisteinas necesita un ambiente oxidante para permitir la formacion
de puentes disulfuro (Mursula et al., 2006; Sato y Inaba, 2012). Otro factor que se puede
considerar es el grado de glicosilacion que la lipasa necesita para estar en una forma activa,
ya que hay estudios que demuestran que S. cerevisiae tiende a hiperglicosilar las proteinas
recombinantes (Darby et al., 2012; Anh-Minh et al., 2017). La hiperglicosilacién también
puede alterar el peso molecular y provocar que la proteina sea de mayor tamafio al
esperado (Unal et al., 2008). Por tal motivo, se decidié evaluar otro sistema de expresion,
la E. coli Rosetta-gami para sobre-expresar la lipasa. Esta cepa esta modificada
genéticamente para sobreexpresar proteinas eucaridticas y ademas posee un ambiente
oxidante para el correcto plegamiento de proteinas ricas en cisteinas (Fathi-Roudsari et al.,
2016). Por lo tanto, se procedi6 a clonar el gen de la lipasa 77338 en el vector de expresion
bacteriano pLATE31; dando como resultado el plasmido denominado pLATE31-77338, el
cual se usé para transformar Rosetta-gami. Al igual que el sistema de S. cerevisiae, al
analizar los extractos proteicos mediante SDS-PAGE, aparentemente no se encontré la
proteina de interés; esto se puede deber a que la proteina se pliegue mal y se fuese en la
fraccion insoluble (cuerpos de inclusién) o se degrade. Es importante resaltar que auln en
resultados exitosos de detecciéon de actividad, muchas veces es dificil visualizar las

proteinas expresadas en los extractos totales analizados por SDS-PAGE. En el reporte de
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Ansarypour y Shahpiri (2017) por ejemplo, la proteina que expresan, una metalotionina de
arroz denominada OsMT1-1b, no se distingue cuando los perfiles proteicos de los extractos
son tefiidos para proteina total; en ese reporte todos los perfiles proteicos fueron complejos
y similares entre si. Sin embargo, el andlisis por Western blot revelo la proteina de interés
en un par de extractos y en el carril de la proteina pura. Eso indica que algunas veces la
proteina puede estar siendo expresada pero su concentracion no es tan alta para
distinguirse entre las proteinas enddégenas de la cepa hospedera. Sin embargo, se
esperaria que en al menos una de las fracciones eluidas de la columna de niquel se lograra
ver alguna proteina enriquecida, y en este caso todos los perfiles fueron similares entre si,
y similares a los extractos de proteina total. Una posibilidad es que la lipasa no se distinga
en las fracciones eluidas porque se haya usado una concentracion inicial alta (50mM) de
imidazol, y esto provoque que las proteinas contaminantes que son capaces de unirse a la
columna se despeguen al mismo tiempo que la lipasa y generen el perfil complejo que se
observa. Mufioz-Pérez (2018), usando este sistema para expresar la proteina Avr4 del
hongo filamentoso ascomiceto Pseudocercospora fijiensis, reportdé que la elucién debe
iniciarse con una concentracion mas baja (por ejemplo, 10mM) para despegar las proteinas
contaminantes y eso permita observar la proteina de interés en un eluato menos complejo.
Se evaluo la expresion de la proteina 77338 en un tercer sistema de expresion, la levadura
Pichia pastoris, ampliamente usada para expresar lipasas de fuentes bacterianas y de

hongos filamentosos (Valero 2012; Jallouli et al., 2017).

La secrecién de proteinas recombinantes es usualmente dirigida por un péptido sefial de
secrecién en el extremo amino terminal. Los péptidos sefal pueden diferir ampliamente en
su eficiencia para secretar proteinas recombinantes, por tanto, es necesario identificar
multiples sefiales de secreciéon disponibles y encontrar la sefial de secrecién 6ptima para
una proteina (Liang et al., 2013). El péptido sefial y los segmentos transmembranales estan
involucrados en el transporte de proteinas desde su sitio de sintesis, mayormente el
citoplasma, a otros destinos ya sea dentro o fuera de la célula (Masomian et al., 2017). Los
péptidos sefial de diferentes proteinas u organismos tienen secuencias distintas, sin
embargo, todas consisten de tres regiones distintivas; aminoacidos basicos en la regién
amino terminal, seguido por una regién hidrofébica en medio y aminoéacidos polares en la

region carboxilo terminal (Masomian et al., 2017).

63



En este sistema, se evaluaron dos versiones de la proteina 77338, la forma madura y la
forma inmadura, con el objetivo de determinar la funcionalidad del péptido sefial descrito in
silico y de esta forma tener un proceso de purificacion mas facil y rapido. Sin embargo, los
resultados de los geles SDS-PAGE no muestran enriquecimiento claro de alguna proteina
en las FS de la forma madura 6 inmadura porque la cantidad de proteina total analizada fue
baja, pero ambas presentaron actividad lipasa cuando se evalué por espectrofotometria.
Esto sugiere que la actividad especifica de la lipasa expresada es alta, ya que se detecta
actividad aunque no se logra observar la proteina. Para la enzima madura la maxima
actividad lipasa se dio a las 72 horas de induccion, mientras que para la enzima inmadura
se indujo a las 48 horas de induccion y se mantuvo a las 72h, siendo que en este momento
coinciden ambas en sus puntos maximos de actividad detectada. Es curioso que, aunque
se empled el mismo vector y se expresé la misma proteina, la cinética de induccion de
ambos constructos fue diferente (Figura 38), sugiriendo que la presencia del péptido sefial
afecta de alguna manera la expresion. Recientemente Poborilova et al. (2020) publicaron
la expresion transitoria en tabaco de las proteinas verde fluorescente (GFP, por sus siglas
en inglés) y roja fluorescente (RFP, por sus siglas en inglés) con el mismo vector pGB-R,
observandose mejor expresion de la GFP, aunque estos autores no discutieron ese punto,
sino que compararon sus resultados con la expresion con otros sistemas y vectores,
argumentando que sus rendimientos fueron similares a los de otros trabajos. Muchos
factores que afectan la expresion de proteinas aun no son entendidos, pero es posible que
esa pequefa diferencia de tamafio o la secuencia primaria en si del péptido sefial afecte la
eficiencia y cinética de expresién de la proteina. Curiosamente, se observa aparentemente
un poco mas de actividad en las muestras en las que la proteina fue expresada de manera
inmadura (con el péptido sefial). Esto sugiere que la actividad especifica de la proteina que
se expres6 de manera inmadura sea mas alta, a pesar de que se hubiera expresado menos
0 recuperada menos proteina (Figura 30). Los experimentos realizados no permiten afirmar
si el péptido sefial permanece o ha sido eliminado por la levadura durante la expresion y
maduracién in vivo de la enzima, pero es posible que la mayor actividad que se observa en
la proteina inmadura sea por un mejor plegamiento de ésta dentro de la célula, o porque el

bolsillo catalitico de la enzima queda mas protegido y conserva mas actividad residual.
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La caracterizacion bioguimica mostré6 que ambas formas de la enzima son similares en
cuanto al efecto de la temperatura, pH y preferencia por sustrato. La preferencia por
triglicéridos con &cidos grasos de cadena corta encontrado en el presente trabajo (C4> C8>
C12> C16) sugiere que la proteina 77338 es una esterasa, y contrasta con la prediccién de
Canseco-Pérez et al. (2018) de que sea una lipasa verdadera. Curiosamente, en el reporte
de Canseco-Pérez et al. (2018), la proteina 77338 se agrupa en el clado de LipA de
Acremonium alcalophilum, una proteina con actividad lipasa/acetil-xilan esterasa que
trabaja sobre ésteres de p-nitrofenil de cadena larga y xilanos. Consistente con ambas
predicciones (lipasa en una prediccion y esterasa en la otra), y los resultados obtenidos,
posiblemente la proteina 77338 sea una lipasa/esterasa, ya que su actividad sobre p-
nitrofenol-C16 es menor que con otros acidos grasos mas cortos, pero no es nula. Las
enzimas duales lipasas/esterasas nho son muy comunes, pero ha habido otros reportes,
como la de una lipasa/esterasa en Bacillus sp., la cual actia tanto sobre tri-butirina como
sobre ésteres de acido oleico, y es capaz de producir biodiesel (Kumar et al., 2012). Por lo
tanto, la preferencia por sustratos de cadena corta de la enzima 77338 no descarta su
posible uso en la transesterificacion de triglicéridos en biodiesel. Un punto interesante
observado en la purificacion y caracterizacion de la proteina 77338 es que es capaz de
trabajar en presencia de imidazol, incluso a 300mM; esto es interesante porque el imidazol
suele inhibir las actividades enzimaticas (Li y Byers, 1989; Okuda y Fuijii, 1972; Shinitzky et
al., 1966). La tolerancia al imidazol sugiere que esta enzima tenga potencial para sintesis

organicas.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Para la proteina 77338 los sistemas de expresion heterdloga S. cerevisiae y E. coli no
fueron adecuados. El sistema P. pastoris produjo la enzima activa en su forma tanto madura
como inmadura. La proteina purificada mostr6é actividad lipolitica, con mejor actividad a

60°C, pH 8 y con mayor actividad hacia ésteres de cadena corta.

Los andlisis bioinformaticos y de preferencia de sustratos in vitro sugieren que la proteina
77338 tiene una actividad dual de lipasa/esterasa, ya que mostré mejor actividad sobre p-
nitrofenol-C4 pero también posee actividad sobre p-nitrofenol-C16.

La proteina 77338 es activa aun en presencia de 300mM de imidazol y entre las
temperaturas evaluadas, su actividad fue mayor a 60°C, lo que la hace atractiva para

explorar su potencial uso industrial en la produccién de biodiesel y sintesis quimica.
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