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Resumen

Las tirosinasas son proteinas de uniéon a cobre tipo 3, involucradas en la sintesis de melanina.
Se han descrito en varios grupos filogenéticos, entre los que se encuentra la bacteria
Rhizobium etli (Cubo et al., 1988). El gen melA de Rhizobium etli CFN42, que codifica para la
proteina MelA de 609 aminoacidos, con actividad de tirosinasa (Gonzalez et al., 2003), se clon6
y expreso en E. coli (Cabrera-Valladares et al., 2005). Posteriormente, se encontré una mutante
espontanea (MelAc) con un cambio que introduce un codén de paro, dando como resultado
una proteina trunca 106 aminoacidos mas corta que MelA, la cual mantiene la actividad. En un
analisis computacional se predijo la presencia de un posible péptido sefial de 31 aminoacidos
en la mutante MelAc (Echeverria, 2010). En este estudio, se construyé una biblioteca de
mutantes con versiones truncadas de la enzima MelAc, con el objetivo de identificar la
secuencia minima que codifique para una proteina con actividad de tirosinasa. La biblioteca se
construyd utilizando el método PCR delete-primer, el cual consiste en una mezcla de
oligonucledtidos que difieren en tamafio por un codoén, por lo que es posible obtener una
libreria de mutantes con hastal6 deleciones secuenciales en el extremo amino y carboxilo de
la proteina. Las primeras deleciones realizadas fueron en la secuencia de 31 aminoacidos
predicha como posible péptido sefial, posteriormente se deletaron 16 aminoacidos del extremo
amino y carboxilo. Los genes truncados resultantes se clonaron en la cepa E. coli MC1061 y se
probaron alrededor de 2000 colonias en el medio de produccion de eumelanina (LB, Tir 0.4 g/L,
CuSO: 40 pg/mL). Se seleccionaron y secuenciaron 40 clonas al azar. De estas clonas se
midié su actividad especifica a partir de un extracto celular. De todas las mutantes
secuenciadas solo MelAc1-0 mantuvo el nivel de actividad de la proteina MelAc, a todas las
demas no se les detectd actividad. Sin embargo, se detectaron mutantes que mostraban un
nivel bajo de actividad de tirosinasa. En este estudio se concluye que la proteina con una
delecion en el extremo amino de MelAc (MelAcl1-0) es la versién minima con actividad para su
aplicacion biotecnoldgica. Debido a que la eliminacion de la secuencia de 30 aminoacidos, que
fue predicha como un posible péptido sefial, causoé la pérdida de la actividad de la enzima, se
concluye que esta secuencia no codifica para un péptido sefial. La caracterizacién molecular,
bioguimica y funcional obtenida contribuira a comprender de mejor manera la relacion
estructura-funcién en esta proteina.
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Introduccioén

Tirosinasas

Las tirosinasas (monofenol monooxigenasa EC 1.14.18.1) se encuentran ampliamente
distribuidas en todas las escalas filogenéticas. Es la enzima clave en el oscurecimiento de
vegetales, frutas y hongos. En mamiferos son las responsables de la melanizacién en piel,
ojos, cabello e interior del oido, de igual forma se ha reportado que esta enzima se encuentra
vinculada en el desarrollo de la enfermedad de Parkinson y otras enfermedades
neurodegenerativas (Fenoll et al., 2001). Pertenece a la familia de proteinas de unién a cobre
tipo 3, junto con las catecol oxidasas y las hemocianinas. Estas contienen un par de iones de
cobre en su sitio activo, cada uno coordinado por tres residuos de histidina altamente
conservados, llamados CuA y CuB (Figura 1). Estos se encuentran en un grupo de cuatro o-
hélices; estas enzimas se caracterizan por estar involucradas en el transporte o activacion de
O: (Claus et al., 2006; Decker et al., 2007).

A Y E" B| m
| Arg 2Cys Yx(Y/F)
< ol "
(See -

f 9‘ - CuB ]
-\,.70 !
4 CuA CuB

Type 3 H-x(n)-H-x(8)-H H-x(3)-H-x(n)-H

Figura 1. Centro de unién a cobre tipo 3 de las tir  osinasas. (A) Estructura del sitio de unién
a cobre tipo 3 encontrado en las tirosinasas, formado por 6 residuos de histidina y dos atomos
de cobre. (B) Motivos conservados de union a cobre [Modificado Fairhead et al., 2012].

Las tirosinasas catalizan la hidroxilacién de compuestos monofendlicos a o-difenoles (actividad
de cresolasa), y la subsecuente oxidacidon a o-quinonas (actividad de catecolasa), ambas
reacciones requieren oxigeno molecular para llevarse a cabo (Fenoll, 2001; Chavez-Béjar,
2013). Para la reaccion de hidroxilacion un atomo del O; se incorpora en el anillo aromatico del

compuesto monofendlico, y el otro atomo se reduce para formar una molécula de H>O, donde
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el monofenol dona el atomo de hidrégeno (Figura 2) (Claus et al., 2006; Decker et al., 2007).
Las o- quinonas son moléculas altamente reactivas y pueden someterse a una polimerizacién
no enzimatica para formar diferentes tipos de melanina, dependiendo de su precursor (lto,
2003).

A | monophenolase-activity (cresolase) R | diphenolase-activity (catecholase)
R R R R
HO HO (0]
OH OH 0
monophenol o-diphenol o-diphenol o-dichinon

Figura 2. Reacciones catalizadas por la enzima tirosinasa (EC 1.14.18.1). (A) Actividad de
cresolasa, hidroxilacion del compuesto monofendlico en la posiciéon orto. (B) Actividad de
catecolasa, oxidacién del compuesto difendlico para formar una o-quinona [Modificado Claus
et al., 2006].

Durante el ciclo catalitico el centro de unién a cobre tipo 3 puede adoptar diferentes formas

funcionales: 1) el estado oxy [Cu(II)—Ug_—Cu(II)], 2) estado deoxy [Cu(l) Cu(l)], 3) estado half
met [Cu(l) Cu(l)] y 4) el estado met [Cu(I)-OH--Cu(ll)]. En ausencia de cualquier sustrato, mas
del 85 % de la enzima se encuentra en la configuracién met, denominado estado de reposo de
la enzima. Los estados met y oxy de la tirosinasa son capaces de realizar la oxidacién de los
compuestos difendélicos, mientras que la reaccién de hidroxilacion de los compuestos
monofendlicos solo puede ser llevada a cabo por el estado oxy de la proteina. En la Figura 3 se
muestra la configuracién oxy y met de los atomos de cobre y oxigeno del centro catalitico de la
proteina (Claus et al., 2006; Matoba et al., 2006; Fairhead et al., 2012).

Las tirosinasas no son especificas para un solo sustrato y pueden catalizar las dos reacciones
con diferentes tipos de compuestos fendlicos y difendlicos; sin embargo, se ha demostrado que
los compuestos fendlicos sustituidos en la posicién 2 del anillo aromatico, pueden actuar como
inhibidores de la enzima. Los sustratos tipicos de estas enzimas incluyen a la L-tirosina, a la L-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA), a la tiamina, al fenol y al pirocatecol. Cuando la L-tirosina
reacciona con la tirosinasa se oxida produciendo L-DOPA y, posteriormente sufre la oxidacion

Pagina | 3



a dopaquinona. Este ultimo compuesto después de una serie de reacciones de oxidoreduccion
no enzimaticas se polimeriza para formar un tipo de melanina denominada eumelanina (Garcia-
Borrén et al., 2002; Fairhead et al., 2012).

A B
/ N\ /N
N—>Cu( \ u)r—N Oxytyrosinase ”}\ AUl melyrosinase
/ \ / N “n
N N |
M
Figura 3 .Configuracion de los atomos de cobre y oxigeno del centro catalitico de la

enzima. (A) Estado oxy de la enzima tirosinasa (cataliza la hidroxilacion del compuesto
monofendlico). (B) Estado met de la enzima tirosinasa (cataliza la oxidacién de compuestos
difendlicos) [Modificado Fairhead et al., 2012].

Tirosinasas bacterianas

Las tirosinasas y su capacidad para sintetizar melanina se han descrito en bacterias Gram-
negativas y Gram-positivas. Entre estas bacterias se encuentran: Pseudomonas maltophila,
Rhizobium etli, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium phaseoli, Shewanella colwelliana,
Marinomonas mediterranea MMB-1, Bacillus thuringiensis subsp Kurstaki, ademas de muchas
especies del género Vibrio (Wang, 2000; Faccio et al., 2012; Zaidi et al., 2014).

Las primeras tirosinasas bacterianas fueron purificadas a partir de extractos celulares de
Streptomyces nigrifaciens y Streptomyces glaucescens. Al contrario de las tirosinasas
eucariotas, la forma activa de la proteina de S. glaucescens es un monémero, con un peso
molecular de 29 KDa y su maxima actividad es a un pH de 6.8 (Claus et al., 2006). De igual
forma fue purificada la tirosinasa de Streptomyces michiganensis la cual mostré actividad con
varios monofenoles (tirosina, ester-tirosina y acido p-cumarico) y difenoles (L-DOPA, acido
cafeico y catecol). Se ha identificado la tirosinasa inducible con calor de Bacillus thuringiensis,
con un peso molecular de 14 kDa, y una de las tirosinasas mas pequefias conocidas hasta el
momento (Nosanchuk et al., 2003).

Pagina | 4



En las bacterias Gram-negativas se encuentra la tirosinasa termoestable de Thermomicrobium
roseum, con un maximo de actividad a 70 °C y un pH de 9.5, su forma activa parece ser la de
un homodimero de 43 kDa cada subunidad. También se identifico a la tirosinasa intracelular de
Marinomonas mediterranea, la cual es un ejemplo de la presencia de esta enzima en bacterias
marinas (Nosanchuk et al., 2003; Claus et al., 2006).

Hasta el momento se han reportado solo dos estructuras de tirosinasas bacterianas, la
tirosinasa de Streptomyces castaneoglobisporus (PDB id: 1WX4) y la tirosinasa de Bacillus
megaterium (PDB id: 3NM8). Estas estructuras se muestran en la Figura 4, donde se indica el
sitio activo de ambas proteinas, el cual estd conformado por seis residuos conservados de
histidina coordinando dos atomos de cobre. El plegamiento general de las dos proteinas resulta
ser muy similar, siendo predominante la estructura secundaria de a-hélice, el sitio activo de
ambas proteinas estd conformado por seis residuos conservados de histidina coordinando dos
atomos de cobre. A nivel de secuencia también se pueden encontrar similitudes entre distintas
tirosinasas reportadas, por ejemplo se puede encontrar el motivo PYWDW, el cual se ha
propuesto que esta involucrado en la unién con el oxigeno molecular (Fairhead et al., 2012).

Figura 4. Estructuras cristalizada de tirosinasas. (A) Estructura de la tirosinasa de
Streptomyces castaneoglobisporus (PDB id: 1WX4). (B) Estructura de la tirosinasa de Bacillus
megaterium (PDB id: 3NM8) [Modificado Fairhead et al., 2012].

Para la mayoria de las tirosinasas bacterianas no se ha reportado la existencia de alguna
modificacion post-traduccional y alin no se conoce si son expresadas constitutivamente o no;

sin embargo, se encontrd6 que la expresion de las tirosinasas de S. antibioticus y S.
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castaneoglobisporus son inducidas por metionina. La expresion de la tirosinasa de S.
michiganesis por la presencia de cobre y reprimida por amonio (Nosanchuk et al., 2003; Zaidi et
al., 2014). De igual forma se demostré que la tirosinasa de M. mediterranea se encuentra
sujeta a una regulacién coordinada, ya que durante el crecimiento del organismo en un medio
de cultivo complejo, la expresién de la enzima es inducida hasta la fase estacionaria. Se
encontré que la cinasa PpoS, la cual actia como sensor, tiene una regulacién positiva en la
expresion de la tirosinasa, sin embargo, las sefiales ambientales detectadas por esta cinasa
aln no se conocen. A nivel de proteina, las tirosinasas de M. mediterranea y de B.
thuringiensis son activadas por la presencia de SDS, ya que el detergente puede inducir
cambios conformacionales que dan como resultado una mejor accesibilidad del sustrato al sitio
catalitico de la enzima (Lucas-Elio et al., 2002; Nosanchuk et al., 2003; Zaidi et al., 2014).

Aplicaciones biotecnolégicas de las tirosinasas

El estudio de las tirosinasas lo motivd el deseo de entender y prevenir el pardeamiento
enzimatico que ocurre en la presencia de oxigeno cuando los hongos, las frutas o los vegetales
se cortan. Este fendmeno esta estrechamente ligado a la accién de las tirosinasas y causa
pérdidas econdmicas significativas en la industria de los alimentos. A partir de estos estudios,
las investigaciones se han orientado a aplicaciones ambientales y biotecnoldgicas, por ejemplo
para la produccion de melanina (Cubo et al., 1988; Henson et al., 2001; Duran et al., 2002). A

continuacioén se describe la aplicacién de las tirosinasas en diferentes areas de investigacion.

* Produccion de farmacos. Un uso potencial de las tirosinasas es en la produccién del
farmaco L-DOPA, que se utiliza mayormente en el tratamiento contra la enfermedad de
Parkinson. Se ha probado que es posible producir L-DOPA utilizando una cepa de Bacillus
sp., con tirosina como sustrato. Otro farmaco que se obtiene a partir de la actividad de la
tirosinasa es la lincomicina, este antibiético se produce a partir de una cepa de
Streptomyces lincolnensis. La tirosinasa activa a la L-tirosina, lo que da inicio a la
biosinteiss del antibiético (Faccio et al., 2012; Zaidi et al., 2014).

« Bioremediacion. Se ha probado que las tirosinasas pueden oxidar compuestos como
clorofenol y fluorofenol, los cuales son téxicos. La oxidacién de estos compuestos, lleva a
su subsecuente polimerizacion, y seguido de una precipitacion es posible eliminar estos

contaminantes durante el tratamiento de aguas residuales (Faccio et al., 2012).
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» Biosensores. Por medio de este sistema pueden detectarse en un gran nimero de mono y
difenoles. La desventaja obvia es que la baja especificidad por los diferentes sustratos que
tiene la enzima, vuelve complicado distinguir su actividad en presencia de dos o mas
sustratos. Sin embargo, se ha utilizado efectivamente la tirosinasa de Streptomyces
antibioticus para detectar bajas concentraciones de los sustratos (5 nM), como son el

catecol, L-DOPA y la adrenalina (Faccio et al., 2012).

Melanina

Las melaninas constituyen un amplio grupo de polimeros aromaticos que conservan
propiedades similares y se encuentran distribuidos en todos los reinos bioldgicos. Estos
compuestos se forman por la polimerizacion oxidativa de compuestos fendélicos o indélicos En
general, se han descrito a las melaninas como pigmentos oscuros, negros o cafés, aunque
también pueden presentar otros colores. Las melaninas derivadas de 3,4-dihidroxi-L-
fenilalanina (L-DOPA) son llamadas eumelaninas y son generalmente negras o café oscuros;
las melaninas amarillas o rojizas son llamadas feomelaninas e incorporan cisteina con L-DOPA;
las piomelaninas son otro tipo de melaninas de color café, estan formadas por compuestos del
acido homogentisico; y las melaninas de dihidroxinaftaleno (alomelanina) son pigmentos
derivados a partir de acetatos y, generalmente, son de color negro o café (Tabla 1) (Ito, 2003;
Cano, 2008). En la Figura 5 se resume la via de sintesis de la eumelanina y la feomelanina (lto,
2003).

Tabla 1. Clasificacion de las melaninas de acuerdo a su precursor.

Precursor Nombre Color

L-tirosina

L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) Eumelaninas Negro

Cisteina y glutatién Feomelaninas Café, amarillo o rojo
Catecol y acetatos Alomelaninas Café

Acido homogentisico Piomelaninas Café o rojo
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Figura 5. Mecanismo de sintesis de Eumelanina y Feomelanina . El primer paso es la
oxidacion de la tirosina por la tirosinasa, hasta la formacién de dopaquinona. (A) Formacién de
eumelanina: en ausencia de cisteina, a la dopaquinona se le adiciona un grupo amino,
formando ciclodopa (leucodopacromo). El intercambio redox entre leucodopacromo vy
dopaquinona da como resultado dopacromo. Dopacromo se descompone gradualmente para
dar como resultado principalmente 5,6-dihidroxindol (DHI) y en menor proporcion acido 5,6-
dihidroxindol (DHICA). Finalmente estos compuestos son oxidados hasta formar eumelanina.
(B) Formacion de feomelanina: en presencia de cisteina, dopaquinona reacciona con la cisteina
para formar principalmente 5-S-cisteinildopa y en menor proporcion 2-S-cisteinildopa. Estos
compuestos son posteriormente oxidados para formar intermediarios de benzotiasina.
Finalmente se produce feomelanina [Modificado Ito, 2003].

Las melaninas son moléculas de alto peso molecular muy estables, hidrofébicas, amorfas,
cargadas negativamente y resistentes a la degradacion con acidos pero susceptibles a
degradarse con bases fuertes. (Riley, 1997; Cano, 2008). Su propiedad mas sobresaliente es la
capacidad de absorber luz, por ejemplo, las eumelaninas absorben todo el espectro visible y el
ultravioleta (200 a 700 nm), debido al alto nivel de enlaces conjugados de la molécula (Lopez-
Serrano et al., 2004; Cano, 2008; Roulin, 2011).
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Otra de las propiedades de interés de las melaninas, es la proteccion que ejercen frente a
agentes oxidantes. Las melaninas tienen una fuerte afinidad por los metales, especialmente por
metales de transicion, por lo que actian como quelantes con alta afinidad por los radicales
libres; ademas de sus propiedades de transferencia de electrones, estabilizan radicales libres
en sistemas biolégicos y atrapan electrones no apareados neutralizando su potencial dafiino.
Por resonancia paramagnética de electrones se encontr6 que las melaninas estabilizan la
transferencia de electrones libres del superéxido (Roulin, 2011). Las funciones biolégicas de las
melaninas, estan relacionadas con proteccion al estrés ambiental y virulencia en bacterias
(Fairhead et al., 2012).

¢ Melanina en plantas

Los pigmentos de origen vegetal, desde rojos, cafés, hasta negros, generalmente se producen
por sustancias no nitrogenadas. Estas sustancias en las plantas se denominan alomelaninas o
melaninas DHN, por su precursor el dihidroxinaftaleno. Es posible aislar tirosina, L-DOPA,
tiramina, dopamina y epinefrina de las legumbres y frutas, por ejemplo en plantas como
Sarothamnus scoparius y Vicia faba se encuentra gran cantidad de estos compuestos
melanogénicos. En todas las plantas, las polifenoloxidasas son muy comunes, pero no siempre
participan en la formacion de melanina. Las enzimas que participan en su sintesis estan
distribuidas a lo largo de toda la planta (Cano, 2008).

e Melanina en mamiferos

En los animales, la melanina estd localizada en vacuolas especializadas denominadas
melanosomas. Gracias a todos estos pigmentos los animales pueden camuflarse, mimetizarse,
usarlos para las manifestaciones sexuales y el apareamiento. En humanos, la melanina se
encuentra en la piel, el cabello, la retina, la médula, la zona reticular de la glandula suprarrenal
y el oido interno. En la mancha azul del cerebro se produce neuromelanina que se sintetiza

guimicamente por la oxidacion de las catecolaminas dopamina y norepinefrina (Cano, 2008).

* Melanina en bacterias

Entre las bacterias, la produccion de melanina se ha descrito en muchos géneros, incluyendo
Aeromonas, Alteromonas, Bacillus, Legionella, Mycobacterium, Proteus, Pseudomonas,
Streptomyces, Vibrio y Rhizobium, en todos los casos el gen que codifica para la tirosinasa se
encuentra en plasmidos. En R. etli, el gen melA esta presente en el plasmido simbidtico p42d y

codifica para la Unica tirosinasa del género Rhizobium caracterizada hasta el momento. Esta
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localizacion y el tipo de regulacion genética que comparte con algunos genes simbidticos
sugieren gque esta enzima esta involucrada de alguna manera en la simbiosis (Pifiero et al.,
2007).

Debido a la importancia que tienen estas moléculas, actualmente son utilizadas en cosméticos,
como son tintes para cabello, cremas con antioxidantes, lentes de sol con proteccion para
rayos UV y bloqueadores de sol. Aunque las melaninas pueden obtenerse a partir de fuentes
naturales, es dificil controlar su composicion quimica y su grado de polimerizacién, lo que
resulta en un problema cuando se desea caracterizar o cuantificar. Una forma de controlar la
produccion de melanina, asi como su composicién quimica es a partir de cultivos de bacterias,
por ejemplo, el uso de E. coli recombinante expresando el gen heterélogo de la tirosinasa
(Cabrera-Valladares et al., 2006; Fairhead et al., 2012; Chavez-Béjar et al., 2013).
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Antecedentes

Gonzalez et al.,, 2003, reportan la secuencia completa del plasmido simbiético p42d de
Rhizobium etli CFN42. En una region de 125 Kb de este plasmido se encuentran los genes
involucrados en la nodulacién y la fijacion de nitrégeno. Es en esta region en donde se
encuentra el gen melA (nUmero de acceso U80928.5 en NCBI), el cual codifica para una

proteina con posible actividad de fenoloxidasa (Gonzalez et al., 2003).

Expresion y caracterizacion de la enzima MelAen  E. coli

El gen melA de R.etli CFN42 (Gonzalez et al., 2003) se clond en el vector pTrc99A y se
expreso en la cepa de E. coli W3110. Se encontrd que la proteina codificada por este gen tiene
actividad de tirosinasa, la cual cataliza la sintesis de eumelanina usando L-tirosina como
sustrato. Se evalué la capacidad de produccién de eumelanina en medio minimo suplementado
con IPTG, CuSO., glucosa y L-tirosina, a distintos valores de pH y temperatura. El rendimiento
maximo se obtuvo incubando a una temperatura de 30 °C y un pH de 7. Posteriormente se
realizo la purificaciéon parcial de esta enzima y se evalué el efecto del pH y la temperatura sobre
su actividad y estabilidad; también se determind su actividad sobre distintos compuestos
fendlicos (Tabla 2) (Cabrera-Valladares et al., 2006).

Tabla 2. Propiedades bioquimicas de la tirosinasa MelA.

Temperatura (°C) Vida media (h) pH

30 24

37 3.9 6.5-7.5
50* 1.87

Sustratos L-tirosina, L-tirosina etil éster, N-acetil-

tirosina, L-DOPA, acido cafeico y catecol
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Evaluacion de las condiciones 6ptimas para la produ ccién de eumelanina utilizando una

cepade E. coli que expresa el gen melA

Lagunas-Mufioz et al. (2006) desarrollaron un proceso fermentativo para la produccién de
eumelanina, basado en un estudio paramétrico donde se definieron las condiciones 6ptimas
para obtener mayor productividad usando una cepa de E. coli que expresa el gen melA (200
ug/mL de ampicilina, 0.1 mmol/L de IPTG, 30 °C y pH 7.5). Durante la clonacion se encontré
una mutante espontanea que presentaba un cambio de un residuo de aspartato por glicina en
la posicién 535, que fue llamada MutMelA; al inocular esta mutante en medio sélido con L-
tirosina present6 una coloracion negra en menor tiempo que la cepa de E. coli que expresa el
gen silvestre melA, indicando una mayor productividad en la sintesis de eumelanina. También
se determind que la sintesis de eumelanina inicia justo cuando el cultivo entra en fase
estacionaria, o dicho de otra forma, cuando la glucosa en el medio se agota (Lagunas-Mufioz et
al., 2006).

Posteriormente se determind que la cepa de E. coli que expresa el gen mutmelA presenta
mejores parametros de produccion de eumelanina en comparacién con la cepa que expresa el
gen silvestre melA. Este resultado refleja que el cambio de color debido a la produccién de
eumelanina puede utilizarse de forma simple y directa para visualizar la identificacién de
mutantes con aumento o disminucion en su actividad de tirosinasa (Lagunas-Mufioz et al.,
2006).

Generacion y caracterizacion de mutantes del gen melA.

Se generd una biblioteca de mutantes del gen melA mediante mutagénesis al azar (Robledo-
Arratia, 2008). Se seleccionaron las clonas de la biblioteca capaces de polimerizar sustratos
distintos a la tirosina (acido cumarico y acido para-hidroxibenzoico). Se identific6 una mutante
con una sustitucion del residuo de glutamato por uno de glicina en la posicién 335, dentro de la
region CuB. Ademas de este cambio, se encontré una mutacion que introduce un codoén de
paro, el cual da como resultado un nuevo inicio de traduccién a 318 bp del comienzo reportado
del gen melA, el cual codifica para una proteina con 106 aminoacidos menos en el extremo
amino terminal. Para comprobar que el nuevo marco abierto de lectura diera como resultado

una proteina funcional, a melA se le deletaron 106 aminoacidos y se clon6 en el vector

Pagina | 12



pTrc99A. Se determiné que la expresion de la nueva mutante en E. coli aumentaba la
productividad en la conversién de L-tirosina en eumelanina. A esta mutante se le llamé MelA-
VC (Echeverria, 2010), para fines de este trabajo se le llamara MelAc. Con el fin de caracterizar
proteina truncada se llevaron a cabo algunas predicciones bioinformaticas. A través del
programa SignalP 3.0 se realiz6 un analisis de la posible presencia de un péptido sefial (SP) en
la region N-terminal de la proteina, se reporta un péptido sefial de 31 aminoacidos, con una
probabilidad de 0.994. Se realiz6 un alineamiento mdultiple de la secuencia de MelA y de las
tres proteinas con las que comparte mayor identidad en su secuencia (Nitrobacter
hamburgensis, Nitrobacter winogradskyi y Ralstonia solanacearum). Se encontré que la
secuencia de la proteina truncada MelAc comparte con las otras proteinas tanto el inicio del

gen como la presencia de un péptido sefial (Figura 6).

5 15 25 ok 45 55
melA MPWLVGKPSL ERSWNAILSF PESGFQLECR NTIGSSVFSS HFTLHFRVAR RLLHFSCRRF
BEARIRE. . D i M T e T s P g I oS L e R e T S e
Nhaim 2941 @ e T et . e
Wl _OO68 & e e et et e et St e
Rsc0337 e e e e e s

635 75 85 85 105
melA TETQKEPTQA LWWCELPTAP APRRRGTGLE AALTLAKDNS NPRESEMSIT
ML=V | et e e et a e e I'l
MNham 2941 e e e e e —MTTT
WL RN T e e i i A R - T AT R iy I
REERT e e e e e e e 3

L—l—c‘- 155 165 175
melA S—IPWRRSLG GLAWNDFPIIE TYRDAVELLN ALPASDEFNW
melA-VC S—IPWRRSLE GLAWNDPIIE TYRDAVRLIN ALPASDRENW
Nham_2941 ¢ T-TPVRRSLQ GLAWNDPIVA TYRDAVGIMK QEPANDKENW
Nwi_ 0968 { T-PPVRRSLQ GLAWNDPIVA TYREDAVGIMK QEKATNDKFNW
Rsc0337 PPFLLVERRNLH GMELDDPDLS AYREFVSIME SENQTQPLSW

Figura 6. Alineamiento mdultiple del extremo N-termi  nal de MelA con otras tirosinasas.
MelA-VC (MelAc), Nham_2941 (Nitrobacter hamburgensis), Nwi_0968 (Nitrobacter
winogradskyi) y Rsc0337 (Ralstonia solanacearum). En rojo se muestra la secuencia de 31
aminoacidos que pertenecen a un péptido sefial, ademas de compartir una metionina en la
posicién 106 de MelA y al inicio de las otras tirosinasas.

Se realiz6 un andlisis de la presencia de un sitio de unién a ribosoma (RBS) asociado al marco
abierto de lectura del gen melAc. Se encontré un posible RBS, el cual se encuentra situado en
la posicion -6, mientras que en el caso de melA, el posible RBS se encuentra en la posicién
-19. La posicion reportada como consenso se encuentra de 6 a 7 nucleo6tidos antes del inicio

del gen. Enla Figura 7 se muestra el esquema del MelAc comparandola con MelA.
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Figura 7. Esquema de la mutante MelAc. Se muestra la comparacién entre la version MelA y
MelAc, se muestra la mutacion que genera un codén de paro haciendo a la proteina 106
aminoacidos menor que MelA.

En este proyecto se utilizd un acercamiento mutagénico para generar y caracterizar la
secuencia minima de la tirosinasa MelA que conserve actividad. Se generd una libreria de
versiones truncadas de la enzima MelAc expresadas en E. coli y se seleccionaron de acuerdo a

su actividad en la produccion de eumelanina.

Pagina | 14



Justificacion

Dentro de los objetivos de nuestro laboratorio, se encuentra el desarrollo y la optimizacion de
cepas sobreproductoras de compuestos aromaticos, utilizando metodologias de ingenieria
metabdlica en cepas de E. coli. Por ejemplo, se realizé la expresion del gen heterélogo melA
para la produccién de eumelanina (Cabrera-Valladares et al., 2006). Sin embargo, aunque
estas herramientas han sido muy efectivas en aumentar el rendimiento de produccién, dentro
de las estrategias de optimizacion de la produccién de estos compuestos, es necesario utilizar
otras técnicas que nos permitan comprender la relacién estructura-funcion en las proteinas y en

un futuro poder optimizar las enzimas de mayor importancia dentro de cada via.

Con la informacion obtenida en otros trabajos desarrollados dentro del grupo (Echeverria,
2010), en este proyecto se aplicé una metodologia para la eliminacién de hasta 16 codones en
los extremos 5° y 3" del gen que codifica para la enzima con actividad de tirosinasa MelA, en
una sola reaccién de PCR, y se evaluaron las clonas generadas de forma cualitativa, mediante
la produccion de eumelanina en medio solido, ademas de determinar la actividad especifica de
las mutantes, lo que permiti6 hacer un barrido en menor tiempo de diferentes versiones
truncadas de la enzima MelA.
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Hipotesis
Existen residuos de aminoacidos en los extremos amino y carboxilo terminal en la tirosinasa

MelAc que son dispensables para su actividad enzimatica y para la integridad de la estructura

de la proteina.

Objetivo general

Determinar cual es el derivado mas pequefio de la enzima tirosinasa MelAc de R. etli
expresada en E. coli que aun conserve su actividad.
Objetivos particulares

1. Generar una libreria de versiones truncadas de los extremos amino y carboxilo de la

enzima MelAc.

2. Determinar cualitativamente su actividad mediante la produccién de eumelanina, y

determinar las secuencias nucleotidicas de cada una de ellas.

3. Determinar la actividad de tirosinasa en el extracto celular de la cepa que exprese la

version minima de MelAc.

4. Determinar la capacidad de produccion de eumelanina en cultivos liquidos con cepas de

E. coli que expresan mutantes truncadas de MelAc con alta actividad.

Pagina | 16



Metodologia

Cepas y plasmidos

Las cepas de E. coli y plasmidos utilizados en este trabajo se describen en la Tabla 3. La cepa

MC1061 se utiliz6 como hospedera de la biblioteca de versiones truncadas del gen melAc. Las

versiones truncas de melAc obtenidas de esta biblioteca se nombraron de acuerdo al nUmero

de aminoacidos deletados, el primer nimero indica la delecidon en el extremo amino y el

segundo numero la delecién en el extremo carboxilo, separados por un guion. Todas estas

versiones se clonaron en el plasmido pTrc99A2.

Tabla 3. Cepas y plasmidos utilizados y construidos.

Cepas Caracteristicas Referencia

W3110 Trp* F, A, INV (rmnD-rnnE)1, RecA*, Lac*, Trp* por | Jensen, K., 1993
transduccién generalizada con el fago P1.

MC1061 AlacX74, hsdR2, mcrB, araD139, A(araABC-leu)7679, | Casadaban y
galU, galK, rpsL, thi Cohen, 1979

Plasmidos Caracteristicas Referencia

pCR-Blunt II- | Promotor lac, promotor T7, gen letal ccdB, gen de

TOPO resistencia kan y resistencia a Zeocina. Cat. K2800-02,

Invitrogen

Derivado del plasmido pTrc99A, AmpR, porta los
genes vy, B y exo de la recombinasa Red del fago A

pTrc99A2 bajo regulacion de Pass Y con las funciones de | Mufoz, I., 2013
replicacién termosensibles del plasmido pSC101, con
el cambio del sitio de restriccion de Ncol por Ndel del
sitio de clonacién multiple.

pTrcmelA Derivado del plasmido pTrc99A2, que expresa el gen | Cabrera et al., 2006
melA bajo regulacion del Pye.

pTrcMutmelA Derivado del plasmido pTrc99A2, que expresa el gen | Lagunas-Mufioz et
MutmelA bajo regulacion del Pyc. al., 2006

pTrcmelAc Derivado del plasmido pTrc99A2, que expresa el gen

melAc bajo regulacién del Pye.

Este trabajo

pTrcmelAc31-0

Derivado del plasmido pTrc99A2, que expresa el gen
melAc31-0 bajo regulacion del Pyc.

Este trabajo

pTrcmelAc2-0

Derivado del plasmido pTrc99A2, que expresa el gen
melAc2-0 bajo regulacion del Pye.

Este trabajo
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Técnicas genéticas y de DNA recombinante

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de la biblioteca generada en este trabajo, se utilizé la enzima KAPA HiFi

DNA polimerasa (KAPA Biosystems®). Para la amplificacién de la biblioteca de versiones

truncas de la enzima MelA se utilizé el mix de oligonucleétidos Fw y Rv correspondientes a

cada banco, en la Tabla 4, 5 y 6 se muestra la mezcla y condiciones de reaccién para el primer,

segundo y tercer banco, respectivamente. Para la amplificacion de los genes melAc, melAc31-0

y melAc2-0 se utilizé la enzima Kapa HiFi (Kapa Biosystems®). La mezcla de reaccion se

presenta en la Tabla 7.

Tabla 4. Mezcla de reaccion y condiciones utilizadas para la amplificacion del primer banco de

versiones truncadas de la enzima MelAc.

Condiciones de reaccion

Mezcla de reaccion Temperatura

Componente Volumen Concentracion final | (°C) Tiempo No. Ciclos / etapa

Buffer con Mg?* (1X) 10 pL 1X 95 3 min 1 /desnaturalizacién inicial
dNTP Mix (10 mM) 1.5 pL 0.3 mM 98 20 seg

mix Fw (10 pM) 1.25 uL 0.3 uM 58 15 seg 25 / amplificacion

mix Rv (10 pM) 2.5puL 0.3 uM 72 2 min

Templado (~20 ng) 1.0 uL 72 3 min 1/ extension final

Enzima Kapa HiFi 1.0 pL 0.5 U/ L reaccién

(1 U/ pL)

Agua chps50puL | ---
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Tabla 5. Mezcla de reaccién y condiciones utilizadas para la amplificacion del segundo banco

de versiones truncadas de la enzima MelAc.

Condiciones de reaccion

Mezcla de reaccion Temperatura | Tiempo | No. Ciclos / etapa
Componente Volumen Concentracion final | (°C)

Buffer con Mg?* (1X) | 10 pL 1X 95 3 min 1 /desnaturalizacion inicial
dNTP Mix (10 mM) | 1.5 pL 0.3 mM 98 20 seg

mix Fw (10 pM) 1.25 pL 0.3 uM 70 15seg | 25/ amplificacion

mix Rv (10 pM) 2.5 uL 0.3 uM 72 2 min

Templado (~20 ng) 1.0 uL 72 3 min 1 / extension final

Enzima Kapa HiFi 1.0 puL 0.5 U/ pL reaccion

(1 U/ pL)

Agua cbp50pL |--

Tabla 6. Mezcla de reaccion y condiciones utilizadas para la amplificacién del tercer banco de

versiones truncadas de la enzima MelAc.

Condiciones de reaccion

Mezcla de reaccion Temperatura

Componente Volumen Concentracion final | (°C) Tiempo No. Ciclos / etapa

Buffer con Mg?* (1X) | 10 uL 1X 95 3 min 1 /desnaturalizacion inicial
dNTP Mix (10 mM) [ 1.5 pL 0.3 mM 98 20 seg

mix Fw (10 pM) 1.5 pL 0.3 uM 62 15 seg 25 / amplificacion

mix Rv (10 pM) 1.5 L 0.3 uM 72 2 min

Templado (~20 ng) 1.0 yL 72 3 min 1/ extension final

Enzima Kapa HiFi

(1 U/ L) 1.0puL 0.5 U/ pL reaccion

Agua c.b.p50puL | ---
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Tabla 7. Mezcla de reaccidn y condiciones utilizadas para la amplificacién de los genes melAc,
melAc31-0 y melAc2-0.

Condiciones de reaccién
Mezcla de reaccion Temperatura
Componente Volumen Concentracion final | (°C) Tiempo No. Ciclos / etapa
Buffer con Mg?* (1X) | 10 pL 1X 95 3 min 1 /desnaturalizacion inicial
dNTP Mix (10 mM) [ 1.5 pL 0.3 mM 98 20 seg
mix Fw (10 pM) 1.5puL 0.3 uMm 73 15 seg 25 [ amplificacion
mix Rv (10 pM) 2.5puL 0.3 uM 72 2 min
Templado (~20 ng) 1.0uL 72 3 min 1 / extension final
Enzima Kapa HiFi
(1 U/ L) 1.0 uL 0.5 U/ pL reaccion
Agua cbp50pL |--

De acuerdo al antecedente de Echeverria, 2010, se realizé un alineamiento con las secuencias
de proteinas homélogas a MelAc, y se encontré una secuencia de 31 aminoacidos que codifica
para un posible péptido sefal; por lo anterior se decidi6 generar tres bancos. En el primer
banco se realizaron deleciones a partir del codén que codifica para el primer aminoacido hasta
el aminoacido 15, en el segundo banco, ademas de esos primeros 15 aminoacidos, se
deletaron los aminoacidos 16 al 31, y por ultimo en el tercer banco se realizaron las deleciones
a partir del aminoacido 31 al 47 y los ultimos 16 aminoacidos del extremo carboxilo de la
proteina, para evaluar qué efecto tienen estas deleciones en la actividad de la enzima.

Para realizar las deleciones en el gen melAc se utiliz6 una mezcla de 15 oligonucleétidos Fw,
estos oligonucleétidos diferian en tamafio de tres bases para mantener el marco abierto de
lectura (Figura 8). El oligonucleétido Rv amplificé al gen sin ninguna delecion en el extremo
carboxilo para el primer y segundo banco, en el caso del tercer banco se utilizé de igual forma
una mezcla de 16 oligonucle6tidos. Los oligonucle6tidos conservan dos secuencias en comdn,
la que forma parte del gen estructural y la que tendra la secuencia para cada una de las
enzimas de restriccion (Ndel y Xmal). Todos los oligonucledétidos utilizados en este trabajo se
sintetizaron en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia (IBt) a

cargo del Dr. Paul Gaytan. Los oligonucledtidos utilizados para amplificar mediante PCR el
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DNA cromosomal, plasmidico, asi como para realizar la secuenciacion de los genes, se

describen en la Tabla 9.

Rvl
Rv2
Rv3
R4
RvS
Rve
Rv7
RvE
Rvs
Rvl0
Rvll
Rvl2
Rvl3

5ITT

E'TTTCAT
E'TTTCATTTCCCATATS a
TTTCATTTCCCATATS cac a
S'TTTCATTTCOCCATATSE gga cac ai
TTTCCCATATS etg gga cac a

3'GCTGRAGITCCTICTIGCCGTIIGTAG
3'GCTGARGITCCTICTIGCCGTIGTAG
3'GCTGRAGTTCCTICTGCCGTTGTAG
3'GCTGRAGTITCCTICTGCCGTIGTAG
3'GCTGARGITCCTICTGCCRTIGTAG
3'GCTGRAGTITCCTICTGCCGTTGTAG
3'GCTIGARGITCCTICTIGCCGTIGTAG
3'GCTGRAGTITCCTICTGCCGTTGTAG
3'GCTGRAGTITCCTICTGCCGTTGTAG
3'GCTGARGITCCTICTIGCCGTIGTAG
3'GCTGRAGTITCCTICTGCCGTTGTAG
3'GCTGARGITCCTICTIGCCGTIGTAG
3'GCTGAAGTITCCTICTGCCGTTGTAG

F orward set

SI'TTTCATTTCCCATATS RATGTATACATCAT GGCAGACARAC 3' Fwl

TTCATTTCCCATATS cac LATGTATACATCAT GGCAGACARAC 3' Fw2
'TTTCATTTCCCATATS tea cac AATGTATACATCAT GGCAGACRRAC 3' Fw3
CATTTCCCATATS aac tea cac AATGTATACATCAT GGCAGACRRAC 3' Fwd
TCCCATATG tat aac teca cac RATGTATACATCATGGCRGACARAC 3' Fws
ATATG aac tat aac teca cac AATGTATACATCATGGCAGACARAC 3' Fwé
TCCCATATG tac aac tat aac tca cac ARTGTATACATCATGGCAGACRRAC 3' Fwl
CATATG gaa tac aac tat aac tca cac RATGTATACATCAT GGCAGACARAC 3' Fwd
I'G ctg gaa tac aac tat aac tca cac AATGTATACATCATGGCAGACAARRC 3' Fwd
aa ctg gaa tac aac tat aac tca cac AATGTATACATCAT GGCAGACARAC 3' Fwll
aa ctg gaa tac aac tat aac tca cac AATGTATACATCAT GGCAGACARAC 3' Fwll
aa ctg gaa tac aac tat aac tca cac AATGTATACATCAT GGCAGACARRC 3' Fwl2
aa ctg gaa tac aac tat aac tca cac AATGTATACATCAT GGCAGACARAC 3' Fwl3

Reverse set

ATTGAGCTCGGCAGCAA 57

gac ATTGAGCTCGGCAGCAA 57

gac cct ATTGAGCTCGGCAGCAR 57

gac cot gtg ATTGAGCTCGGECAGCAA &'

gac cct gtg ttt ATTGAGCTCGECAGCAL B

gac cct gtg ttt gac ATTGAGCTOGGOAGCAR 57

gac cct gtg ttt gac ctt ATTGAGCTCGGCAGCAA &

gac cct gtg ttt gac ctt atg ATTEAGCTOGGCAGCAL &'

gac cct gtg ttt gac ctt atg ttg ATTGAGCTCOGGCAGCAL 57

gac cct gtg ttt gac ctt atg ttg ata ATTCAGCTCGECAGCAL &7

gac cct gtg ttt gac ctt atg ttg ata ttg ATTGAGCTCGGCAGCEA &'
gac cct gtg ttt gac ctt atg ttg ata ttg agt TTGAGCTCOGGCAGCAZ &
gac cct gtg ttt gac ctt atg ttg ata ttg agt gtg ATTGAGCTCGGCAGCAA &'

Figura 8. Ejemplo de oligonucleétidos utilizados para generar la biblioteca de versiones
truncadas del gen melAc. Los oligonucledétidos difieren en tamafio por tres nucleétidos y cada
mezcla esta integrada por un maximo de 16 oligonucleétidos.

Tabla 8. Secuencia de los diferentes oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

Oligonucledtido

Secuencia nucleotidica (5" - 3")

Generacioén de bibliotecas

Pr-Ser2/Alal6 5’atatctcagctccatatg AGC ATC ACA CGC AGA CAT GTC ATC GTT CAG GGT GGC
Forward GTC ATT GCA gca ggc ctg ctc gcc age gge ct 3’
Pr-Alal7/Ala31 5'atatctcagctccatatg GCA GGC CTG CTC GCC AGC GGC CTA CCG GGG ACA
Forward AAA GCC TTC GCG cag ata ccqg tca atc cct tgg cgg 3’
MelAcFw 5’atatctcagctccat ATG CAG ATA CCG TCA ATC CCT TGG CGG CGC TCACTG
CAG GGC TTG GCC tggaacgacccgatcatcgagacc 3°
MelAcRv 5’cagcatgttcccgggtta GGC GGA CAC TAT GGC TAT TTC TAG CTT TGC GGG CTC
TAC GGC GCC GGG tttgcecegctecccgatccgacagg 3
MelAcReverse ATA ATC CCC GGG CTA TTA GGC GGA CAC TAT GGC TA
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Clonacién melAc

MelAcForward CCAAGGGAGAGTCATATGAGCATCACACGC
MelAcReverse ATA ATC CCC GGG CTA TTA GGC GGA CAC TAT GGC TA
Clonacién melA30-0
MelApepF ACAAAAGCCCATATG CAGATACCGTCAATC
MelAcR ATAATCCCCGGGCTATTAGGCGGACACTATGGCTA

Clonacién melA2-0

MelAc-2Fw TTGGCCTGGCATATGACACGCAGACATGTCA
MelAcR ATAATCCCCGGGCTATTAGGCGGACACTATGGCTA
Secuenciacion
pTrcFw CAT CCG GCT CGT ATAATG TG
pTrcRv ACCGCTTCTGCGTTCTGATT
MelA500Fw AAC ACC ATC CTA ACG GCG AA
MelA1000Fw TTT CGC TGC CGATCAAGATC

*En el caso de los oligonucle6tidos utilizados para generar las deleciones se muestra en negritas la
secuencia con identidad con el gen melAc. En la secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la
clonaciéon de los genes melAc, melA30-0 y melA2-0 los sitios de restriccibn de las enzimas Ndel

(Forward) y Xmal (Reverse) se muestran en negritas.

Purificaciéon de DNA

Se realizé la extraccion de los plasmido utilizados para la clonacion y el analisis de las clonas
recombinantes por el método de lisis alcalina, este método se basa en la lisis alcalina de las
células y la precipitacién selectiva del DNA de alto peso molecular a pH 12 con acetato de
potasio, mientras que las moléculas de DNA plasmidico permanecen en doble cadena.
Después de la extraccion, se realizé la cuantificacion de DNA en el equipo NanoDrop (Thermo
Scientific). EI DNA cromosomal, se extrajo usando el kit MO BIO para aislamiento de DNA
microbiano. Para la purificacion de los productos de PCR, se utilizé el kit PCR MO BIO (Thermo
scientific®).
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Reacciones de restriccion

Se realizaron las reacciones de restriccion del vector pTrc99A2 y de los productos de PCR,
cada reaccion se realizé utilizando las enzimas de restriccion Ndel y Xmal (Fermentas®), de
forma simultanea en el buffer 4 (New England Biolabs®). Las reacciones se incubaron a 37 °C

por 14 h, posteriormente se inactivaron a 65 °C por 20 minutos (Tabla 9).

Tabla 9. Mezcla de reaccién con las enzimas de restriccion Ndel y Xmal del vector e inserto.
PCR melA31-0 (uL) pTrc99A2 (uL)

Agua mQ 6 15
DNA (~2 ug) 12 3
BSA (10X) 2.5 2.5
Buffer 4 (10X) 2.5 2.5
Enzima Ndel (10 U) 1 1
Enzima Xmal (10 U) 1 1
Volumen total 25 25

Reacciones de ligacion

Para las reacciones de ligacion se utilizé la enzima T4 DNA ligasa (Thermo Scientific®), se
realizaron cuatro reacciones de ligacién: 1) Control de la reaccién de digestion (CR), 2) Control
de la reaccion de ligacién (CL), 3) Ligacion con una proporcién vector/inserto 1:1 y 4) Ligacion
con una proporcion vector/inserto 1:3 (Tabla 10); para conocer la concentraciéon de vector e
inserto necesarias para estas reacciones, se utilizé el programa en linea REviewer, de Thermo
Scientific (http://www.thermoscientificbio.com/webtools/reviewer/). Las reacciones se incubaron
a 22 °C durante 12 h.

Tabla 10. Reacciones de ligacién para CR, CL, proporcion 1:1y la proporcién 1:3.

Componente de la mezcla de reaccion CR (uL) CL (uL) 1:1 (ub) 1:3 (uL)
Agua mQ 13 12 10 7
Buffer T4 ADN ligasa (10X) 2 2 2 2
DTT (100mM) 2 2 2 2
pTrc99A2 / Ndel, Xmal (50 ng) 3 3 3 3
PCR melAp / Ndel, Xmal - - 2 (18.3 ng) 5 (54.9 ng)
T4 DNA ligasa (1 U) - 1 1 1
Volumen total 20 20 20 20
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Transformacién bacteriana

Para la incorporacién del DNA a las células de E.coli se empleé el método de electroporacion,
utilizando un electroporador marca Eppendorf® modelo 2510 a 2500 volts. Para la preparacion
de las células electrocompetentes de un cultivo A continuacion, las células se recuperaron en
medio liquido SOC+ glucosa a 37 °C por una hora.

Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Medios de cultivo

A continuacion se describen los medios de cultivo utilizados en este trabajo:

Tabla 11. Medios de cultivo empleados.

Medio de cultivo Componentes
Medio Lisogeny Broth 10 g/L de triptona, 5 g/L de extracto de levadura y 5 g/L de NaCl
(LB)

6 g/L de Na;HPO., 0.5 g/L de NaCl, 3 g/L de KH>HPO4, 1 g/L de
Medio mineral M9 NH4Cl, 246.5 mg/L de MgSO., 14.7 mg/L de CaCl,, 10 pg/mL de
vitamina B1 y 2 g/L de glucosa.

Medio bajo en sales 7.5 g/L de extracto de levadura y 8 g/L de caldo nutritivo.
YENB
20 g/L de bactotriptona, 5 g/L de extracto de levadura, 2.5 g/L de
Medio SOC+glucosa MgSOs, 2 g/L de MgCly, 0.58 g/L NaCl, 93.18 mg/L de KCly 2 g/L
de glucosa.

Condiciones de cultivo

Para el crecimiento rutinario de todas las cepas utilizadas en este trabajo se utiliz6 el medio LB

liquido o sélido, para seleccionar las clonas generadas y asegurar la presencia del plasmido
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deseado en E. coli, se utilizaron los antibidticos ampicilina o carbenicilina (200/100 pg/mL).
Todas las cepas se incubaron a 37 °C, excepto en el caso que se buscaba la produccion de
eumelanina, que fue a 30 °C. Para la evaluacion cualitativa de la actividad de las diferentes
clonas, se sembraron en cajas con medio sélido LB para la produccion de eumelanina, el cual
contenia 0.2 g/L glucosa, 0.4 g/L tirosina, 40 pg/mL CuSO4, 0.1 mmol/L IPTG y 100 pg/mL de

carbenicilina. Se incubaron a 30 °C por 3 dias.

Caracterizacion de las clonas obtenidas

Extracciéon de acidos nucleicos totales

Se obtuvieron acidos nucleicos totales por medio de una extraccién con fenol/ cloroformo y se
analizaron en geles de agarosa como se describe en Beuken, 1997.

1. Seinocul6 con una asada de cada una de las clonas de la biblioteca almacenadas a -70 °C
en glicerol 40%, 3 mL de medio LB, suplementado con 100 pg/mL cb100, contenidos en un
tubo de ensaye de 16x150mm y se incub6 a 37 °C, a 300 rpm por 12 h.

2. De este cultivo se tomaron 500 uL y se colocaron en un tubo para centrifuga de 2 mL. Se
centrifugé a maxima velocidad durante 2 minutos, se eliminé el sobrenadante con ayuda de
una micropunta.

3. Se resuspendieron las células en 40 uL de buffer de carga (azul de bromofenol 0.1 %,
sacarosa 6 %). Se afadieron 14 pL de una mezcla de fenol /cloroformo 1:1,
homogenizando con vértex.

4. Se centrifugd por 10 minutos para lograr la separacion de la fase organica de la fase
acuosa (la cual contiene los acidos nucleicos).

5. Setomaron 10 uL de la fase acuosa y se cargaron en un gel de agarosa al 0.8 %.

Evaluacion cuantitativa de produccion de eumelanina de las clonas de la
biblioteca

Para evaluar la actividad de las versiones truncadas de la biblioteca de forma cuantitativa se

siguio el siguiente protocolo:
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1. Seinocul6 con una asada de cada una de las clonas de la biblioteca almacenadas a -70 °C
en glicerol 40%, 4 mL de medio LB, suplementado con 40 pg/mL CuSOs, 0.1 mmol/L IPTG
y 100 pg/mL ¢b100, contenidos en un tubo de ensaye de 16x150mm y se incubd a 30°C, a
300 rpm por 12 h.

2. Se ajusto la concentracién de células a 10 g/L, a un volumen final de 1.5 mL de buffer de
fosfatos pH 7 (P7). Se pesaron 0.5 g de perlas de vidrio (400-500 micras) y se colocaron
en un tubo para centrifuga de 2 mL.

3. Se lisaron las células en vortex con 4 ciclos, cada ciclo de 1 minuto en vortex y un minuto
en hielo. Se centrifugaron a 13000 rpm/ 4 °C por 5 minutos.

4. Se colocaron en una celda para espectrofotometro 600 puL de buffer P7, 200 uL del
extracto crudo de las células y 200 pL de una solucién 5 mM de tirosina.

5. Seincubaron a 30 °C y se midi6 la absorbancia a 400 nm cada hora durante 7 horas.

Se utilizé la cepa de E. coli W3110/pTrcmelA como control positivo, y a la cepa silvestre E. coli

W3110/pTrc99A2 como control negativo.

Cuantificacion de proteina por el método de Bradfor d

Para el célculo de la velocidad especifica de reaccion (mg de Eumelanina/g proteina*h) de los
extractos celulares se cuantifico la proteina total del extracto celular por el método de Bradford.
Se utilizé el kit de la marca BioRad® y se siguieron las especificaciones del proveedor para la

cuantificacion.

Prediccion de la estructura terciaria de la protein ~ a MelA

Se utilizé el servidor en linea I-TASSER, el cual utiliza un método jerarquico para la prediccion
de la estructura y la funcién de proteinas. Los templados estructurales son identificados del
Protein Data Bank (PDB) por medio de un segundo programa del servidor (LOMETS). A partir
de estos templados, se genera un modelo con la energia libre mas baja, estos modelos son
comparados de nuevo con la base de datos del PDB, y se identifica la funcién mas probable de
la proteina problema (Zhang, 2008; Roy et al., 2010; Roy et al., 2012).
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Construccion del arbol filogenético para la protein a MelAc

Se analiz6 la secuencia de la proteina MelAc mediante el programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) de la pagina del NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information,

http://blast.ncbi.nim.nih.qov/), para encontrar las regiones de similitud de las secuencias

biolégicas contenidas en la base de datos de esta pagina, donde se observé el porcentaje de
identidad, el valor de expectancia y el porcentaje de cobertura. Se eligieron y compararon 14
secuencias, estas secuencias junto con la secuencia de MelAc se alinearon utilizando el
programa ClustalW y con ayuda del programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics

Analysis, http://www.megasoftware.net/) se realizé un arbol filogenético por medio del método

Neighbor-Joining utilizando el algoritmo Jukes Cantor.
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Resultados y discusion

Prediccion de la estructura terciaria de la protein ~ a MelA

Debido a que la proteina MelA de R. etli no se ha cristalizado fue necesario realizar un modelo
de dicha proteina para poder tener una idea de las regiones que se eliminarian durante las
deleciones secuenciales. Por medio del programa I-TASSER se obtuvieron 5 modelos de la
estructura terciaria de MelA, el programa proporcioné diferentes valores con los que se puede
elegir el modelo proteico mas probable. El valor “C-score” indica el nivel de confianza, el
modelo con mayor valor en un rango de -5 a 2, sera el mas confiable. En la Tabla 12 se
muestra el “C-Score” obtenido para los primeros 5 modelos. Se eligié el modelo con el “C-

Score” mas alto.

Tabla 12. C-score para los primeros 5 modelos de la proteina MelA generados por el programa

I-TASSER.
Modelo C-score
1 -2.98
2 -3.20
3 -3.23
4 -3.41
5 -3.52

En la Tabla 13 se muestran las 10 proteinas que presentaron mayor identidad, tomadas de la
base de datos del PDB. Se encontré mayor porcentaje de identidad con la tirosinasa MelB del
hongo Aspergillus oryzae, con lo cual se puede tener mas confianza en el modelo ya que la
proteina MelB es de la misma familia de tirosinasas que MelA. Las otras proteinas que se
muestran son proteinas involucradas en el transporte de oxigeno, las cuales contienen un sitio
de union a cobre tipo 3, al igual que la tirosinasa MelA. Aunqgue resulta interesante resaltar que,
a pesar que las proteinas MelA y MelB (PDB Id: 3w6gA) tienen un tamarfio similar aproximado
de 600 aminoacidos (Tabla 13), la regién de 106 aminoacidos que se perdié en la mutante
MelAc (Echeverria, 2010) es muy diferente a la encontrada en la proteina MelB (Figura 9), lo

que indica que esta regién no se encuentra conservada entre las tirosinasas, como es el caso
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de los sitios de unién a cobre CuA y CuB. En el caso de las demas proteinas el tamafio varia

de 300 a 400 aminoacidos, por lo que tampoco se encuentra esta regién en su secuencia.

Tabla 13. Proteinas utilizadas como molde estructural para la generacién del modelo de la
proteina MelA.

Proteina Id | Aminoacidos PDB Id Descripcion

Proteina multimérica involucrada en el transporte de
Hemocianina 1 0.18 491 316wWA oxigeno, sitios de unién a cobre tipo 3
Catecol oxidasa
(lpomoea batatas) 0.17 345 1bugA Centro dinuclear de cobre
Protirosinasa Me IB
(Asperugillus oryzae) | 0.21 620 3w6gA
Catecol oxidasa
(Ipmoea batatas) 0.17 345 1bugA Centro dinuclear de cobre
Hemocianina
deoxigenada ( Rapana | 0.15 408 1linlA Proteina involucrada en el transporte de oxigeno
thomasiana)
Proteina multimérica las cuales contienen varias
Hemocianina 0.16 394 1js8A copias de su sitio activo, involucrada en el transporte
de oxigeno unido por &tomos de cobre
Proteina involucrada en el transporte de oxigeno,
Hemocianina 0.16 394 1js8A coordinado por &tomos de cobre en el sitio activo.
Encontrada en artrépodos y moluscos.
Proteina involucrada en el transporte de oxigeno,
Hemocianina 0.16 394 1js8A coordinado por &tomos de cobre en el sitio activo.
Encontrada en artrépodos y moluscos.
Protirosinas a MelB
(Asperugillus oryzae) | 0.21 620 3w6gA
Protirosinasa MelB 0.21 620 3w6qA
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Rank P[?B lden1 Iden2 Cov. Norm. Dow_nload = o a7 o Qe 2
Hit Z- Align. | | | | | |
score
Sec. Str CCCCCCCCCHHHHHHHHHOCCCCCCSSSSSCC0CCCCCCOCSS555555CCCCCCCHHHOCCCCCCOCCCCCCCCCCCCCOrrCCCCCCCCCCCCCCCCOCCCCCCCCCCsSs5S5000cl
Seq MPULVGKPSLERSWNATLSFPESGFQLECRNT IGSSVFSSHF TLHFRVARRLLHFSCRRFTETQKEPTQALWWCELPTAPAPRRRGTGLE AALTLAKDNSNPRESKMS I TRRHVIVQGGEY]

1 316wA 017 018 067 148 DOWAIOAD —ommmm oo mmmmm o
2 2 ) o5 B il ] B e APIQAPEISKCVVPPADL------- PPGA
3 gA 017 021 067 292 DOWRIDAD  —mmmm e
4 1bugA 0.24 017 050 340 Downlodd = = -mm e mm s e e e e e e APIQAPEISKCVVPPADL------- PPGAN

14@ 158 188 208 228 248 268 280 3ee

CCCCCCCCOCCCCCCoCCCCCCSSCCHHHCCCCHHHHRHRHHHRHHHHHCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHRHHHHHHHHHHHHHRCCCCCCCSS SCCCCCCCCCCCCOCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC OO CCCCCCCCCCOCHHRHCCCCOCOCO
TIAAGLLASGLPGTKAFAQIPSIPWRRSLQGLAWNDPIIETYRDAVRLLNALPASDKFNWVNLSKIHGSGDVVEKY CPHGNWY FLPWHRAYTAMY ERIVRHVTKNND FAMP FWDWTDNPYLPEVF TMQK TPDGKDNPLYVSSRTWPITQPMPDNIVGP QVLNTILTAKPYEVFGT TRPEGQN.

VVDNCCPPVASNIVDYKLPAVTTMKVRPAAHTMDKDATAKFAKAVELMKALFADDPRIMFYQQALVHCAYCNGGY QWHNSWLFFFFHRIWY LYFYERILGKLIGDPSFGLF FLNWDNPGGMYLPDFLNDSTSSLYDSNRNQSHLPPVVVDLGY N GADT DVTDQNLALMYKQMYTNAGTELFLY
—————— SPYLITGIPKDPKHPLFIRKDIDDWYSHRIQLTLFVEALTYIQNRFLNDQLSYFRLAGIHGAPWPTGF “VHNIYTFPTWHRVYVTLYEQVIYEAMLDKQWRLPYWDFARFARHGDELRLPILVTMPMVEKVLVPGQOSTTKYGLLENYNADVHADGGQNIWLRANLALNEHFWY:
VVDNCCPPVASNIYKLPAVTTMKVRPAAHTMD - -KDATAKFAKAVELMKALFADDPRIMNFYQQALVHCAYCNGGY QWHNSWLFFFFHRIWY LYFYERILGKLIGDPSFGLF FLNWDN - - - - PGGMYLPDFLNDSTSS LYDSNRNQSHLPFVWWDLGYNGADTDONLALMYKOQMVTNAGTELFLY

320 348 368 380 400 420 440 460 480

| | | | I | | I |
CCCOCCCCCCCOCCESSSCCCCCHOHHRCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHACCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHACCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCsSCCCeeeect
SLDPSHVTTSSGTQGALEYTPHNQVHNNIGGHMPEMS SPRDPIFFMHHCNIDRIWATWNLRNANSTDRLIADMP FTDNFYDVDGNFIS PKVSDLYVPEELGYNYGFRTYFKVAAASAKTLALNDKLTSVIAATATDAATAGVTTTSTDNSKAATENVPLSLPIKIPAGALQEIVRQPPLP
- -QALEEDNYCDFEVQYE - ILHIEVHAL IGGHS TLEYSAFDPYFMIHHASLDKIWI THQELQKRRVAGDIMHVF LHPENY EDDF TRENS LPNAVVDSHRFNYIKYDNLNLHGHNIEELEEV- -~ - - - - LRSLRLKSRVFAGFVLSGIRTTAVVKVYIKSGTSDDEYAGSFVILGGAKEMPL
GKAYRAGDAPSPGAGSIETSPHIPIHRWVGDPRNFYSAGRDIAFYCHHSIVDRMHT IWQQLARDY TDSDWLNATF L - - FYDENGQAVKVRIGDS LDNQKMGYKYAKTP LPHL
LDGHDSVRYDAPKNWMNLEATHINVHI WVGGMSSVYPVAAYDP TFWLHH IDRLTATWQTVISGSWFNDDKSKVSKDRF CEKTRKVVFFRSDDVKDWRS LNYDYAI TKDAS - - - - - - - -~
GKAYRAGDAPSPGAGSIETSPHIPIHRWVGDPRNFYSAGRDIAFYCHHSIWDRMHT IWQQLARDYTDSDLLNATF - - LFYDENGQAVKVRIGDS LDNQKMGYKYAKTP LPHL

Saa 52@ S54Q S6@ 58@ (=lelc]

COCCCCCCCCCHHOCOOOOCS 555555555 CCCCCCS 555555 CCCCCCCCCCCCOCCOSSS555SCCCCCCCCCCCSS 5 SCHHHHHHHHHHHOCCCCCCSSS555 SCCCCCCS55CCS55555555550C
SGMDTMDFGAAQEQAASAPRVLAFLRDVEITSAST TSVRVFLGKNDLKADTPYTDPHYVGSFAVLGHDGDHHRKPSFYLDLTDAIQRVYGGRGOTDGEAIDLOLIPVGSGAGKPGAVEPAKLETAIVSA

WAYERLYRFDITETWHNLN----------- LTDDHVEFRFDLKKEYDHTELDASVLPA--PIIVRRPNNAVFDITIE---IPI--------- GKDVNLPPEKVVVERGTEKIMFMSVDEAVTTPMLNLGSYTA

----------------GEEDYILSIRYSRYALGKPFQINIFFGDVDGKDFYDARSQNFVGSWVFNFSG------ VLEVSQLPARLAVHY Y KKQNKGEVPTPRYVWWNSOGKAEAEVEK - - -VEVALHKTEG

Figura 9. Alineamiento de las 4 primeras secuencias utilizadas como molde para el modelo de la estruct  ura de la proteina

MelA. Sec. Str indica la estructura secundaria predicha por el programa para MelA, y Seq. Indica la secuencia de aminoacidos
reportada de MelA. Todos los residuos se muestran en color negro, a excepcion de aquellos aminoacidos que son idénticos a la
secuencia de MelA, los cuales se resaltan en colores. Identl representa el porcentaje de identidad con la secuencia del templado
plegada. Ident2 representa el porcentaje de identidad de toda la secuencia del templado con la secuencia de MelA. Cov. representa
la cobertura del alineamiento y es igual al nimero de los residuos alineados dividido entre el tamafio de la proteina. En el
alineamiento se destaca la identidad que tienen todas las secuencias en la regién CuA (~ aminoacido 200) y CuB (~ aminoacido
320).
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Debido a las diferencias de tamafio se decidié realizar una comparaciéon con la secuencia de
otras tirosinasas reportadas, y verificar cual es el tamafio promedio de estas proteinas. En la
Tabla 14 se muestra el nimero aminoacidos de las tirosinasas que se utilizaron para la
elaboracion del arbol filogenético (Figura 10), se puede observar que las proteinas que se
encuentran mas cercanas a MelA de R. etli tienen aproximadamente el mismo numero de
aminoacidos que MelAc, ademas que MelA es la proteina con actividad de tirosinasa mas
grande que se ha reportado en microorganismos, con lo que surge la hipétesis de que MelAc
pudiera ser la version silvestre, 0 que bajo ciertas condiciones de la célula puedan ser
expresadas ambas versiones de la proteina; es necesario realizar otros experimentos para
comprobarlo. Por otro lado se observa que las tirosinasas del género Rhizobium son mas
similares a las del género Nitrobacter, lo cual tiene sentido ya que ambas bacterias se

encuentran clasificadas como fijadoras de nitrégeno, y como alfa-protecobacterias.

Mesorhizobium sp.

Terriglobus saanensis

Acinetobacter sp.

Delftia acidovorans

Chroococcidiopsis thermalis

—— Streptomyces sp.

Streptomyces erythrochromogenes

Nisaea denitrificans

Ralstonia solanacearum

Rhizobium etli

Rhizobium leguminosarum
|: Nitrobacter winogradskyi
Nitrobacter hamburgensis

Acaryochloris marina

Burkholderia phymatum

——o
0.1

Figura 10. Arbol filogenético de las secuencias de tirosinasas . Elaborado por el método de
Neighbor-Joining, empleando el algoritmo de comparacién Jukes Cantor.
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Tabla 14. Tirosinasas utilizadas para la elaboracion del arbol filogenético, obtenidas por el
programa BLAST, del NCBI.

Organismo Aminoacidos
Mesorhizobium sp. 543
Terriglobus saanensis 540
Acinetobacter sp. 508
Delftia acidovorans 493
Chroococcidiopsis thermalis 503
Streptomyces sp. 478
Nisea denitrificans 506
Ralstonia solanacearum 496

Rhizobium etli 609 (503)

Rhizobium leguminosarum 503
Nitrobacter winogradskyi 514
Nitrobacter hamburgensis 515
Acaryochloris marina 488
Burkholderia phymatum 503

En la Figura 11 se muestra el modelo de la proteina MelA, en rosa se resaltan los aminoacidos
que se perdieron en la mutante MelAc (Echeverria, 2010), a partir de esta estructura se
observa que los 106 aminoacidos perdidos en la proteina MelAc no cuentan con una estructura
periédica, ya sea hojas beta o alfas hélices y estos aminoacidos no se encuentran
interactuando directamente con los aminoacidos del sitio activo. A partir del modelo de la
proteina, se decidi6 realizar la delecidon de 46 aminoacidos en el extremo amino (remarcados
en azul), los cuales incluye la secuencia predicha como péptido sefial en MelAc, por el
programa SignalP 3.0. Estos aminoacidos se encuentran formando estructuras no periédicas
de asas, ademas que no se encuentran cerca del sitio activo de la proteina (Rojo: CuA, Blanco:
CuB). De igual forma, en el extremo carboxilo se decidié deletar los Ultimos 16 aminoacidos
(remarcados en verde). Con el antecedente de Echeverria (2010), se infiere que estas
estructuras no periddicas en el extremo de la proteina, al no interactuar de forma directa con el
sitio activo de la proteina pueden generar una estructura mas estable, y en consecuencia
aumentar su actividad. O por otro lado, no tener influencia directa en la actividad y mantener la
actividad observada de la proteina MelAc.
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Figura 11. Modelo de la proteina MelA generado por el programa I-TASSER. En rosa se
resaltan los 106 aminodacidos perdidos en la mutante MelAc. En azul se remarcan los 46
aminoacidos deletados en el extremo amino, los cuales incluyen la secuencia de 31
aminoacidos predicha como péptido sefial, por el programa SignalP. En verde se muestran los
16 aminoéacidos deletados en el extremo carboxilo de la proteina. En rojo se muestra la regiéon
conservada CuA (H-x(n)-H-x(8)-H). En blanco se muestra la regién CuB (H-x(3)-H-x(n)-H).

Deleciones en el gen melA utilizando la técnica “Delete primer”

El primer paso para la construccion de la biblioteca de versiones truncadas del gen melA fue
generar una poblacién de productos de PCR utilizando los oligonucleétidos sintetizados por el
Dr. Paul Gaytan en la Unidad de sintesis y secuenciacion, del Instituto de Biotecnologia
(UNAM) (Tabla 9). Se deletaron 46 aminoacidos del extremo amino y 16 del extremo amino, en
total en los tres bancos. Al observar el gel de agarosa con el producto de PCR se encontré una
banda de 1.5 Kbp aproximadamente, debido a que este tipo de gel no tiene la resolucién
necesaria para identificar productos de amplificacion que difieren en 100 pb o menos, se
considerd que en esta banda estaban incluidos los productos diferentes fragmentos generados
en el PCR (Figura 12).

Se cloné estos fragmentos en el plasmido pTrc99A2, el cual es un derivado del plasmido
pTrc99A, se utilizé la cepa MC1061 como hospedera de la biblioteca. Los controles se
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encuentran clonados en el plasmido pTrc99A y transformados en la cepa de E. coli W3110.
Para comprobar que el fondo genético de la cepa MC1061 no influyera en la actividad de las
mutantes, se comparé la produccién de eumelanina de la cepa MC1061 con la cepa W3110,
ambas transformadas con el plasmido pTrcMelAc, se encontré que no hay diferencia entre las
dos cepas utilizadas (datos no mostrados).

Primer banco Segundo Tercer banco

1500 pb
—

Figura 12. Generacién de la biblioteca de versiones truncadas. Electroforesis para los
productos de PCR de los tres bancos de versiones truncadas del gen melAc. Gel de agarosa
0.8% + Bromuro de etidio 0.05%, 100 V.

Las colonias seleccionadas al azar de los tres bancos se inocularon en medio de produccion de
melanina, junto con un control positivo (E. coli W3110 / pTrcmelA) y con un control negativo (E.
coli W3110/pTrc99A2). Se compard el cambio de coloracion de las clonas seleccionadas y los
dos controles, solo en el primer banco se encontraron colonias con actividad. Por el contrario
en el segundo y tercer banco no se encontré ninguna colonia que presentara cambio de color
significativo con respecto al control positivo. En la Figura 13 se muestra una de las cajas
inoculada con 50 colonias seleccionadas al azar del primer banco, y otra con colonias del tercer
banco.
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E. coli W3110/
pTrc99A2

E. coli W3110/
pTrcmelA

Figura 13. Evaluacion cualitativa de produccién de eumelanina en las clonas de la banco.
Inoculadas en medio de cultivo para la produccion de eumelanina, con un control positivo y
negativo. Izquierda: clonas obtenidas de la clonacion del tercer banco, al secuenciar las clonas
gue presentaron el fenotipo positivo de produccion de eumelanina, se encontré que es la
version MelAc1-0. Derecha: clonas obtenidas de la clonacion del primer banco.

Debido a que la mayoria de las colonias obtenidas del banco no presentaron actividad, se
escogieron colonias al azar sin actividad para evaluar si el plasmido contenia el gen de interés,
utilizando la técnica de extraccion de acidos nucleicos totales. Posteriormente, aquellas
colonias que contenian el inserto se mandaron a secuenciar, para evaluar si la pérdida de
actividad fue debida a las deleciones generadas, o por mutaciones puntuales dentro del gen.
En la Figura 14 se muestra un ejemplo del gel de agarosa en donde se corrieron las muestras
de la extraccién de las clonas seleccionadas al azar en la evaluacion cualitativa, con esto se
pudieron seleccionar aquellas colonias que presentaron un patrén en el gel similar al control
con inserto (E. coli W3110/ pTrcmelA).

Se obtuvo la secuencia de las 50 clonas seleccionadas al azar de los tres bancos generados,
se utilizaron los oligonucleétidos pTrcFw y pTrcRv (Tabla 9) los cuales tienen identidad con el
plasmido pTrc99A2, por lo cual Unicamente se obtuvo la secuencia de los extremos 5" y 3". Se
encontré que todos los genes que se secuenciaron presentaban deleciones en alguno o ambos
de los extremos 5" y 3°, ademas que por la diversidad encontrada se puede inferir que en el
banco se encontraban representadas todas las deleciones esperadas. Por otro lado, se
secuenci6 totalmente el gen de 20, utilizando los oligonucleétidos pTrcFw, MelA500Fw y
MelA1000Fw (Tabla 8), con el objetivo de verificar que durante la clonacibn no se haya
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generado ninguna mutacion al azar que pudiera cambiar la actividad de la proteina o cambiar el

marco abierto de lectura; de las 20 clonas secuenciadas se encontré6 que no habia ningan

cambio dentro del marco de lectura del gen. En la Figura 15 (A, B y C) se muestra un ejemplo

del alineamiento de las secuencias obtenidas con las mutantes del primer y tercer banco contra

la construccién pTrcmelAc generada in silico.

DNA cromosomal

Plasmidos

> RNA

Figura 14. Extraccion de &cidos nucleicos totales. Electroforesis para la extraccion de
acidos nucleicos totales de clonas seleccionadas al azar del tercer banco generado, con un
control negativo (E. coli W3110/pTrc99A2) y un control positivo (E. coli W3110/ pTrcmelA). Gel
de agarosa 0.8% + Bromuro de etidio 0.05%, 100 V.

A

melic
melZ0-0
melZ0-0
melil-0
melzl-0
mel2d-0
melns-0
melR5-0
melz6-0
melZ6-0
melR6-0
meln7-0
melzll-0
mel2ll-0
melzl2-0
melzl2-0
meldl3-0
melzl5-0

B

!!!!l!!!!|!!!!|!!!!|!!!!|!!!!|!!!!|!F!Fl?!'!l!'!'l!!!!|!!!!|!!!!|!!!!|!!!!|!!!!|!!!!|!!

10 20 30 40 30 ] 10 a0
atgagcatcacacgcagacatgtcategticagggtggegtcattgeageaggectgetegecageggectaccggggacaaaagec
TGRGCRTCACACGCAGRCATGTCATCGTTCAGEETGECETCMITGCAGCAGGCCTGCTCGLCATCGGCCTACCGEEEACARARGLT
TGAGCATCACACGCAGACATGTCATCGTTCAGGETGECETCATTGCAGCAGGCCTGCTCECCAGCGGCCTACCEREEACARRRGLE
ATGATCACACGCAGRCATGTCATCETTCAGGGTGGCATCATTGCAGCAGGLCTGCTCECCAGCERCCTACCGGGGACARRAGEL
ATGATCACACGCAGRCATGTCATCGTTCAGGETGGCGTCATTGCAGCAGGLCTGCTCGCCAGCGRCCTACCGEGGACRRRRGCT
ATGCGCAGACATGTCATCGTTCAGGETGECGTCATTGCAGCAGGCCTGCTCGCCAGCGGCCTACCEREEACARAAGLL
ATGCATGTCATC TTCAGGGTGECETCATTGCAGCAGGCCTGCTCECCAGCGGCCTACCGRGGACARRAGLLE
ATGCATGTCATCGTTCAGGRTGECGTCATTGCAGCAGGCCTGCTCECCAGCGECCTACCGGGGACAARAGLE
ATGETCATCGTTCAGGETGECETCATTGCAGCAGGCCTGCTCECCAGCGGCCTACCGEEEACAARAGLLE
ATGGETCATCGTTCAGGETGECETCATTGCAGCRGGCCTGCTCECCAGCGECCTACCGGGGACARRRGLE
ATGETCATCGTTCAGGGTGECETCATTGCAGCAGGCCTGCTCECCAGCGECCTACCGGGGACARRAGLE
ATGRATCETTCAGGETGGRCGTCATTGCAGCAGGCCTGCTCGCCAGCERCCTACCGGGGACRRRRGCT
ATGGGCGTCATTGCAGCAGGCCTGCTCOCCAGCGECCTACCGGGGACRRRAGLE
ATGGEGCETCATTGCAGCAGGCCTGCTCGCCAGCGECCTACCGGGGACAARAGLE
ATGETCATTGCAGCAGGCCTGCTCOCCAGCAECCTACCGEEEACARRAGLL
ATGGTCATTGCAGCAGGCCTGCTCGCCAGCGECCTACCGGRGACRRRAGLE
ATGGCAGGCCTGCTCECCAGCGRCCTACCGGGGACARRAGEE
ATGGCAGGCCTGCTCGCCAGCGECCTACCGGGGACARRRGET
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= 270 280 290 300 310 320 330 340 330 360 370 380 39
Control melld|CARGCATATGAGCRTCACRCGCAGACATGTCATCETTCAGEETGGECGTCATTGCAGCAGECCTGCTCGCCAGCGECCTACCGGEEACARARGCCTTCCAGRTACCGTCAATCCCTTGECGECGCTCACTGCRG

Clona 2 ATGCAGATRCCGICRAATCCCTTGECGECGCTCACTGIAG
Clona 7 ATGCAGATRCCGTCAATCCCTTGECGECGCTCACTGOAG
Clona 13 LATGCAGATACCGTCAATCCCTTGECGECGETCACTGORAG
Clona 30 ATGCAGATACCGTCAATCCCTTGECGECGETCACTGIRAG
clona 15 ATGCAGATRCCGTCRAATCCCTTGECGECGCTCACTGLRAG
clona 25 ATGCAGATRCCGICRAATCCCTTGECGECGCTCACTGIAG
Clona 31 ATGCAGATRCCGTCAATCCCTTGECGECGCTCACTGOAG
Clona 38 LATGCAGATACCGTCAATCCCTTGECGECGETCACTGORAG
Clona 10 ATGATACCGTCAATCCCTTGECGECGCTCACTGCAG
clona 17 LATGATACCGTCAATCCCTTGGCGECGCTCACTGCAG
Clona 34 ATGRTACCGICAATCCCTTGGECGECGCTCACTGLAG
Clona 37 ATGATCCCTTGECGECGCTCACTGCAG
Clona 1 ATGATCCCTTGECGECGCTCACTGCAG
Clona 11 ATGCCTTGECGECGCTCACTGLRG
clona 21 ATGCCTTGECGECGCTCACTGLRG
Clona 35 ATGTGGCGECGCTCACTGCAG
Clona 5 LTGTGECGECGCTCACTGCAG
Clona 27 ATGCGECGCTCACTGCAG
Clona 16 LATGCGCTCRCTGCRAG
clona 19 LTGCGCTCRCTGCRAG
clona 23 ATGCGCTICRACTGCRG
C R R R R S R R RN R N R N R R N A N R AR R A A A R AR
1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1510 1520 1930 1540
Control meldBGGGGECAGACGRATGECGAGGCCATCGACCTGCAGCTCATTCCTGTCAGATCAEGAGCGAECARACCCARCECCGTAGRGCCCACARAGCTAGLAATAGCCATAGTGTCCGCCTARTAGCCCGRGERTCCTCTAG
Clona 2 AGGEEGECAGACEEATGECCAGECCATCEACCTGCAGCTCATTCCTGTCEERTCEGEEAGCEEECARACCCGGCECCETAGRGCCCGCARAGTAR
Clona 7 AGGEGECEGACGEATGECGAGGCCATCGACCTGCAGCTCATTCCTGTCERATCGEEAGCEGECARACCCGECECCGTAGRGCCCGEATAR

Cclona 13 AGGEGGCAGACEEATGECGREECCATCGACCTGCAGCTCATTCCTGTCEGATCGGERGCEEECARACCCGECGCCATAGAGCCCGCRAARGCTATAR

Clona 30 LGGGGGCAGACGEATGECGRGECCATCGACCTGCAGCTCATTCCTGTCGGATCGGEAGCEEECARACCCGECGCCGTAGAGCCCGCRALGCTAGRAATAGCCATAGIGTICC — TAR
Clona 15 AGGEGGCAGACGGATGECGAGECCATCGACCTGCAGCTCATTCCTIGTCEGATCGGEAGCEEECARACCCGECGCCGTAGAGCCCGCAARGCTATAR

Clona 25 AGGGGGCAGACGGATGECGAGGCCATCGACCTGCAGCTCATTCCTGTCEGATCGGEAGCGEECAAACCCGECGCCGTAGRGCCCGCAARGTAA

Clona 31 AGGEGGCAGACGEATGGCGREGCCATCARCCTGCAGCTCATTCCTGTCEGATCGGGAGCEGECARACCEGECGCCGTAGAGCCCGCRARGCTAGRRAATAGCCATATAR

Clona 38 LGGGGGCAGACGEATGECGRGECCATCGACCTGCAGCTCATTCCTGTCGRATCGGEAGCGEECARACCCGECGCCGTAGAGCCCTAR

Clona 10 BAGGEGGCAGACGGATGECEAGECCATCGACCTGCAGCTCATTCCIGICEGATCGGEAGCEEECARACCCGECGCCGTAGAGCCCGCAARGCTAGRAATAGCCIAR

clona 17 AGGEGGCAGACGGATGECGAGECCATCGACCTGCAGCTCATTCCTGTCEGATCGGEAGCEEECARACCCGECGCCGTAGAGCCCGCAARGCTATAR

Clona 34 AGGEGGCAGACEGATGACGREGCCATCGACCTGCAGCTCATTCCTGTCGGATCGGGAGCEGECARACCCGECGCCGTAGRGCCCGLRARGCTAGRATAR

Clona 37 BAGGGEGGCAGACEEATGECGAGRCCATCGACCTGCAGCTCATTCCTGTCGGATCGGEAGCERECARACCCGECGCCGTAGAGCCCGCRALGCTAGRAATAGCCATAGTGTCC - TAR
Clona 1 AGGEGGCAGACGGATGECEAGGCCATCGACCTGCAGCTCATTCCTGICGEATCGGEAGCEEECARACCCGECGCCGTAGAGCCCGCAARGCTAGRAATAGCCATAGIGTICCGCCTAA
clona 11 AGGEGGCAGACGGATGACGABGCCATCGACCTGCAGCTCATTCCTGTCEGATCGGEAGCEEECAAACCCGECGCCGTAGAGCCCGCAARGCTAGAAATAGCCATAGTGTCC - TAA
Clona 21 AGGEGGCAGACEEATGACGRGRCCATCAACCTGCAGCTCATTCCTGTCGGATCGGEAGCEGECARACCEGRCGCCGTAGAGCCCGCRALGCTAGRAATAGCCATATAL

Clona 39 BAGGGEGGCAGACGGATGECEAGECCATCGACCTGCAGCTCATTCCTGTCGEATCGGEEAGCEEECAAACCCGECECCGTATAR

Clona 5 BGGGGGCAGACGGATGECGAGGCCATCGACCTGCAGCTCATTCCTGTCEGATCGGEAGCEEECAARCCCGECGCCGTAGRGCCCGCARRGCTAGRAATAGCCATAGTGTAA

clona 27 AGGEGGCAGACEGATGAGEREECCATGGACCTGCAGCTCATTCCTGTCEGATCGGEAGCEGECARACCCGECGCCGTAGAGCCCGCRARGCTAGRAATAGCCATAGTGTICC —TAR
Clona 16 AGGEGGCAGACEEATGACGREECCATCGACCTGCAGCTCATTCCTGTCGGATCGGEAGCEEECARACCCGRCGCCGTAGAGCCCGCRALGCTAGRAATAGCCATAGTGTICC — T2
Clona 19 BGGEGGCAGACGGATGECEAGECCATCGACCTGCAGCTCATTCCIGICEEATCGGEAGCEEECARACCCGGCGCCGTAGRGCCCGCARRGCTAGRARTAGCCATAGTGTAR

Clona 23 AGGGGGCAGACGGATGGCGAGGCCATCGACCTGCAGCTCATTCCTGTCEGATCGGEAGCEEECARACCCGECGCCGTAGAGCCCGCAARGCTAGARATAGCCATAGTGTCCGCCTAA

Figura 15. Secuencias de las clonas seleccionadas.  Alineamiento realizado con el programa
BioEdit, de las secuencias obtenidas del extremo 5" y 3" de las clonas del primer y tercer banco
contra pTrcmelA. (A) Secuencia del extremo 5 de las clonas obtenidas del tercer banco. (B)
Secuencia del extremo 5" de las clonas obtenidas del primer y segundo banco. (C) Secuencia
del extremo 3" de las clonas obtenidas del primer y segundo banco.

Evaluacion cuantitativa de produccion de eumelanina de las clonas de la
biblioteca

Para realizar el célculo de la actividad de tirosinasa especifica de las clonas se midi¢ la
absorbancia a 400 nm utilizando tirosina como sustrato, a partir de los extractos crudos de las
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cepas que expresan las proteinas MelA, MelAc, MelAc1-0, MelAc2-0 y MelAc3-0 y como control
negativo se utilizé a la cepa W3110/pTrc99A2, cada ensayo se realizd por triplicado. Se graficd
la absorbancia medida a 400 nm contra el tiempo por el cual se sigui6 la produccion de
melanina (Figura 12). En el caso de las clonas con 3 deleciones o0 mas no fue posible detectar
su actividad por este método, por lo que no fueron incluidas en este analisis. La pérdida de
actividad puede deberse a que la delecidn de estos aminoacidos desestabiliza a la proteina lo
gue la hace mas susceptible a degradacion, o la estructura es estable pero no tiene actividad al
tener una conformacion diferente.

Para calcular la concentracion de eumelanina, la Absio nm/h se convirti6 a peso seco de
eumelanina utilizando la relacion 1 Abso = 0.0676 g/L eumelanina (Lagunas, 2004), debido a
gue el control negativo presentd absorbancia a la longitud de onda utilizada, a las pendientes
calculadas de MelA, MelAc, MelA1-0, MelA2-0 y MelA3-0 se les resté la pendiente de la cepa
W3110 con el plasmido pTrc99A2. A partir de este valor y de la concentracion de proteina total
del extracto celular se calcul6 la velocidad especifica de reaccion (Figura 16, Tabla 15).

1.51
¢ W3110
m MelA
A MelAc
E 1.0 }
o ¥ MelAc1-0
g % MelAc2-0
o i -
9 0.5- ; vl i ¢ MelAc3-0
A o =
¢ ¢
o) $ & o ¢ %%
0 2 4 6 8
Tiempo (h)
Figura 16. Evaluacién cuantitativa de produccion de eumelanina . Medida por absorbancia

a 400 nm de las proteinas MelA, MelAc, MelAcl-0, MelAc2-0 y MelAc3-0, en funcion del
tiempo.

En la Figura 17 se puede observar que la velocidad especifica de reaccion de la mutante MelAc
es mayor que la version silvestre de la proteina MelA. Este resultado indica que la mutacion en
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MelAc aunque no es en el sitio catalitico de la enzima, aumenta la conversion de tirosina en
melanina. Por otro lado, a partir de los antecedentes (Echeverria, 2010), este resultado sugiere
gue en R. etli, el gen que se expresa es melAc o que bajo ciertas condiciones en la célula
puedan ser expresadas tanto MelA como MelAc; ya que al perder 106 aminoacidos su actividad
aumenta, pero cuando se eliminan dos aminoacidos mas su actividad llega practicamente a
cero. Sin embargo, es necesario realizar otros experimentos para poder comprobar que version
de tirosinasa es la que se expresa en R. etli. En el caso de MelAc1-0, MelAc2-0 y MelAc3-0, se
puede observar que la delecion de dos aminoacidos da como resultado la pérdida de actividad
de tirosinasa en las condiciones probadas, demostrando que el cambio de actividad entre las
mutantes generadas en los tres bancos no es gradual, si no que al deletar dos aminoacidos, es
suficiente para perder su actividad de forma significativa. Con estos resultados se puede inferir
gue, aunque estos aminoacidos no se encuentran en el sitio activo, pueden estar implicados en
la estabilidad de la estructura de la proteina. Otra hip6tesis es que estos aminoacidos pueden

estar involucrados en el reconocimiento inicial del sustrato, antes de que llegue al sitio activo.

Velocidad especifica de reaccion
15+

5
0-

pTrcO9A2 MelA3-0 MelA2-0 MelA  MelA1-0 MelAc

mgEu /g proteina® h

Figura 17. Velocidad especifica de reaccion . Expresada en g de Eumelanina / g proteina * h,
de los extractos celulares de las clonas MelA, MelAc y MelAcl-0. Se muestran las medias
aritméticas mas desviacion estandar de tres experimentos independientes (n=3). Los asteriscos
indican que no hay diferencia significativa entre la actividad de las proteinas MelAc1-0 y MelAc.
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Tabla 15. Velocidad especifica de reaccion de las proteinas MutMelA, MelA, MelAc, MelAc1-0,
MelAc2-0 y MelAc3-0.
Velocidad especifica Porcentaje relativo Secuencia

de reaccién de actividad
(mg Eu / g proteina*h)

MeIA 5.31 64% ;I"""Tl"TTTITTT"lT""TlTTTTITTT"'T"
= 10 20 20

MelAc 8.34 * 100 % melic atgagcatcacacgcagacatgteategttea

melz0-0 ATEAGCATCACACGCAGRACATGTCATCETTCE

MelA1-0 701 * 86 % meln0-0 A TEAGCATCACACGOAGACETGTCATCGTTOR

melnkl-0 ETGRTCRCRACGCAGRCRTGTCATCGTTCA

- melnl-0 ATGRTCRCRACGCAGRCATGTCATCGTTCA

MelA2-0 ND ND melf3-0 ATGCGCRAGRCATGTCATCGTTCR

MelA3-0 ND ND

*No existe diferencia significativa entre estos valores.

A partir de este resultado se decidi6 aumentar el tiempo de incubacién de las mutantes
obtenidas, con el fin de poder descartar actividad residual de la enzima que no se pudiera
cuantificar con la metodologia que se describié anteriormente. Se incubaron las cajas a 4 °C
para que el crecimiento de las células no interfiriera con la evaluacién cualitativa de produccion
de eumelanina, los resultados se muestran en la Tabla 16.

A pesar que la actividad de todas las mutantes evaluadas es alrededor de 100 veces menor
gue el control (MelAc), después de 25 dias de incubacién a 4 °C algunas cepas presentaron
actividad. Cabe sefialar que, el cambio de la actividad entre estas mutantes no es lineal con
respecto al numero de aminoacidos perdidos. Por ejemplo la mutante que tiene 16 deleciones
en el extremo amino y cero en el carboxilo (MelA16-0) presenta actividad residual, pero la
mutante con 15 deleciones en el extremo amino y cero en el extremo carboxilo no se observa
actividad; lo mismo se ocurri6 con las mutantes MelA33-0 y MelA33-1. Los resultados
anteriores sugieren que los aminoacidos que se deletaron estabilizan la estructura de la
proteina y son determinantes para la funcionalidad catalitica; o bien, si presentan actividad pero
son degradadas rapidamente dentro de la célula. Las mutantes que presentaron actividad
residual podrian tener una version de MelA estable y con baja actividad catalitica, la cual no

puede detectarse cuantitativamente con los métodos utilizados en este estudio.
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Tabla 16. Fenotipo observado de las mutantes del segundo y tercer banco incubadas en medio
sélido LB / Tyr, a 4 °C / 25 dias.

Clona Fenotipo Clona Fenotipo
MelA15-0 MelA31-4 _
T —— T —
e O —
T TR —-——
MelA21-0 = MelA33-1 _
Y R — et
MelA27-0 MelA35-1 =
MelA30-0 ’ MelA35-3 _
T T e —
T —

Es necesario realizar experimentos complementarios para demostrar qué cambios en la
estructura terciaria de la proteina generan las mutaciones realizadas. Sin embargo, los
resultados obtenidos en este trabajo representan un acercamiento a la descripcion de la
tirosinasa MelA de R. etli, la cual tiene gran importancia biotecnoldgica. Por otro lado es
importante destacar que a partir de la pérdida de 106 aminoacidos en la mutante MelAc, a
partir de dos deleciones en el extremo amino, o cualquier delecién en el extremo carboxilo,
genera la pérdida de actividad de la enzima. Sin embargo, se demostr6 que aunque no se
puede cuantificar su actividad, existen mutantes que conservan actividad residual que se puede
observar después de varios dias de incubacién a 4 °C.
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Conclusiones

e La delecién de dos aminoacidos en el extremo amino, o un cualquier delecién en el
extremo carboxilo de la proteina MelAc, es suficiente para generar la pérdida de

actividad de tirosinasa.

« Al eliminar la secuencia de los primeros 30 aminoacidos en la version MelAc, la proteina
pierde actividad de tirosinasa bajo las condiciones probadas. Por lo tanto, los
aminodacidos 1-31 no forman un péptido sefial, y son esenciales para la actividad de

tirosinasa en esta enzima.

» Las deleciones realizadas en el extremo carboxilo de la proteina tienen un mayor

impacto en la pérdida de actividad.

e La proteina MelAc es la versibn minima con actividad para fines de aplicacién

biotecnologica.
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Perspectivas

» Realizar la purificacién de MelA y las mutantes MelAc y MelA1-0 y obtener su estructura
terciaria para comprobar qué cambios hubo en su estructura que generaron los cambios

en actividad especifica.

* Realizar la purificacién de las mutantes MelAc, MelAl-0 y aquellas que presentaron
actividad residual en medio sélido de produccion de eumelanina, para evaluar su
actividad y poder descartar que los cambios no son debidos a la expresién o estabilidad

de cada una de las mutantes.

* Realizar experimentos de proteémica en R. etli formando nédulos para comprobar que

version de la tirosinasa MelA es la que se expresa bajo estas condiciones.
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