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uM Concentracion micromolar

A Adenina

aa Aminoacidos

Abs Absorbancia

ABS Albumina Bovina Sérica

ADN Acido desoxirribonucleico
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Resumen

RESUMEN

El queso Cotija es un producto lacteo tradicional mexicano que se elabora en un area ubicada entre
los estados de Jalisco y Michoacan. Este alimento se elabora con leche de vaca, sin pasteurizar y se
madura por un minimo de 3 meses en la region de origen. Posee caracteristicas fisicoquimicas
como: alto contenido de sal, baja actividad acuosa, pH acido, alto contenido graso y proteinico, que
afectan la proliferacion de diversos grupos microbianos y a su vez, permiten el crecimiento de la
microbiota que confiere caracteristicas distintivas al queso. Por consiguiente, la microbiota del
queso Cotija ha sido objeto de estudio desde diversos enfoques y se han podido aislar e identificar
bacterias acido lacticas, levaduras, bacterias haléfilas, bacterias proteoliticas y bacterias lipoliticas.
Sin embargo, algunas de las técnicas empleadas se limitan Unicamente a la identificacién de la
microbiota o al estudio de las capacidades de los microorganismos cultivables, los cuales
representan s6lo una pequefia fraccion de la microbiota del alimento. La metagenoémica funcional es
una técnica que permite analizar la diversidad genética y el potencial metabdlico de distintos
ambientes. Por ello, en este trabajo se construyé una biblioteca metagenémica que ampli6 la
capacidad de exploracion del potencial enzimdtico del consorcio, incluyendo los microorganismos
cultivables y no cultivables. Particularmente, se realizd la busqueda de genes codificantes para

hidrolasas de ésteres carboxilicos (CEH) mediante un escrutinio funcional.

La biblioteca construida en el vector ZAP Express consta de 136 950 clonas y almacena 0.821 Gpb
del metagenoma del queso Cotija. Las caracteristicas del vector utilizado, el tamafio de los
fragmentos clonados y la dimension de la biblioteca obtenida hacen viable la busqueda de otros

genes de interés.

Por otra parte, se recopilaron 13 clonas con presunta actividad CEH en la busqueda funcional. Sin
embargo, el andlisis de las secuencias contenidas en las clonas supone el aislamiento de enzimas
diferentes a las CEH, como: oxidorreductasas (ferredoxina, deshidrogenasa), proteinas
trasportadoras (hierro y glicina/betaina), proteinas involucradas en el metabolismo de purinas (GAR

y SAICARS) y proteinas hipotéticas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Queso Cotija

El queso Cotija es un producto lacteo tradicional mexicano que tuvo origen en la region de
Jalmich, un area ubicada entre los estados de Jalisco y Michoacan, hace mas de cuatro siglos.
Actualmente se elabora de manera genuina y artesanal en la misma region bajo la Marca Colectiva
de “Queso Cotija Region de Origen”, la cual representa una proteccion oficial para los productores
a falta de la Denominacion de Origen. La produccion del queso Cotija se limita a los meses de julio
a octubre y se comercializa a partir del mes de diciembre (Alvarez B., et al., 2005).

El queso Cotija es un queso que se elabora con leche de vaca entera o ligeramente descremada
sin pasteurizar, que es coagulada por la adicion de cuajo de origen animal. La cuajada es salada con
sal de grano marina, amasada, prensada, no cocida y madurada por un minimo de 3 meses en la
region de origen. Todo esto permite la obtencion de una pasta dura, seca, desmoronable, acida,
salada, de color blanco amarillento, con aroma pronunciado y de gusto fuerte (Alvarez B, et al,
2005; NMX-F-735-COFOCALEC-2011).

1.1.1  Proceso de elaboracion del queso Cotija

El proceso de elaboracion del queso Cotija que llevan a cabo los productores de acuerdo a las
reglas de uso para obtener un queso auténtico, se describe a continuacién (Figura No. 1) (Alvarez
B., etal., 2005; Garcia S., 2011):

Ordeiia: Esta operacion debe realizarse estrictamente entre las 7 y las 9 am. Su objetivo es la
obtencion de leche fresca que provenga de ganado criollo o cebu (de doble propdsito: Pardo Suizo-
Cebt, Holstein-Cebt1), que se alimente por libre pastoreo dentro del area delimitada de la Sierra de
Jalmich. Al finalizar la ordena, la leche debe ser “filtrada” a través de cedazos limpios para eliminar
materia extrafia. La leche obtenida presenta pH 7 y una temperatura de 37-38 °C.

Reposo: La leche obtenida se deja reposar en un recipiente preferentemente de acero inoxidable
durante 3 a 4 horas a temperatura ambiente (20-25 °C).

Cuajado: Para esta operacion la leche debe tener pH 7 y una temperatura de 34 °C. El cuajo es
adicionado a la leche en una proporcion aproximada de 10 mL cuajo por cada 100 litros de leche y
se mezcla rapidamente. Generalmente el tiempo de cuajado es alrededor de una hora. El cuajo
utilizado debe provenir del extracto bovino del estbmago de rumiantes, la marca comercial de
origen animal no microbiano es Cuamex, Cuajo XXX estandarizado (enzimas coagulantes de leche
bovina).

Cortado: El cuajo formado se corta con un cuchillo limpio y estéril. Esto permite verificar la
consistencia de la cuajada mediante la observacion de aristas bien definidas.

~1~
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Reposo: La mezcla de cuajada y suero se reposa hasta que la cuajada cortada se deposita en el
fondo.

Drenado: El suero es eliminado mediante decantacion y colado de la cuajada en un trapo limpio y

estéril. La cuajada es comprimida con ayuda del trapo para contribuir al desuerado y finalmente se
deja escurrir en mesas de acero inoxidable o madera.

Leche bronca fresca

Ordefia de leche *° ‘ PH7
Temperatura= 37-38° C
3-4 horas ‘
20-25°C
4= Reposo
Cuajo de origen animal, no - cuajado
microbiano ~10mL/100L de
leche pH 7/ Temp=34°C/1 h ‘
- Generar grumos de tamafio
Cortado ~grano de maiz
Tiempo= cuajada se -
deposite en el fondo Reposo
‘ Colar cuajada de suero y
Drenado ligera compresién

Sal de mar, grano

138-140g/20L de leche -I Amasado y salado*° |

Amasado manual ‘

Moldes de acero inoxidable
Moldeado y reposo ‘ conteniendo la cuajada en fibras
de maguey
Con piedras o prensa rustica de ‘
tornillo 18-24 horas - Prensado *
Voltear minimo 15 dias - Oreado °
hasta firmeza adecuada ‘
Maduracién *o0 ‘ Minimo de 3 meses

Figura No. 1. Proceso de elaboracion del Queso Cotija Region de Origen de acuerdo a las reglas de uso establecidas. (*)
Posibles vehiculos y puntos de inoculacion ademas de utensilios, (°) Etapas que definen los aspectos distintivos del queso
Cotija.

Amasado y salado: La cuajada se amasa de forma manual en una mesa de acero inoxidable o de
madera, al mismo tiempo se incorporan aproximadamente 138-140 g de sal por cada 20 litros de
leche empleada (la dosificacion de sal varia dependiendo de cada productor). La sal utilizada es
obtenida de forma artesanal, de origen marino, en grano, libre de materia extrafia y generalmente
procede del estado de Colima.
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Moldeado y reposo: La cuajada se deposita en dos piezas de yute o ixtle (fibra de maguey) que se
encuentran en un molde de acero inoxidable. De esta forma se logra un producto cilindrico, de 40
cm de didametro y 18 cm de altura con un peso aproximado de 20 kg.

Prensado: La pasta se prensa de 18 a 24 horas empleando piedras de 50 a 90 kg o prensas rusticas
de tornillo.

Oreado: Posteriormente, la pieza recién moldeada se faja con un cilindro y se voltea diariamente
durante un minimo 15 dias o hasta que deja de escurrir suero para que adquiera la firmeza necesaria
para ser manipulada.

Maduracién: El queso es desfajado cuando adquiere la firmeza adecuada y se contintia volteando
para alternar la cara expuesta al medio ambiente durante los siguientes tres meses. Durante este
tiempo también es importante limpiar la superficie del queso con un lienzo limpio y suave en un
lugar seco, ventilado y cerrado para evitar la presencia de insectos. Adicionalmente, se coloca una
malla de tela limpia sobre las piezas de queso para evitar contaminaciones.

1.1.2  Composicion quimica del queso Cotija

El queso Cotija, a través del proceso de maduracion, adquiere caracteristicas fisicoquimicas
particulares. Es un alimento con pH acido y baja actividad acuosa (a,), la actividad acuosa es un
parametro estrechamente ligado a la disponibilidad de agua en el alimento. Posee un alto contenido
de sal y un porcentaje de acidez suficiente para afectar la proliferacion de diversos grupos
microbianos y a su vez, permitir el crecimiento de la microbiota que confiere caracteristicas
distintivas al queso (Tabla No. 1) (Hernandez B., 2007).

Tabla No. 1. Composicion quimica promedio del “Queso Cotija Region De Origen”. Tomada y modificada de Hernandez
B., 2007. * Considerando un aporte calorico de 4 kcal/g para proteinas o carbohidratos y 9 kcal/g para lipidos.

Parametro Composicion

Base Humeda (BH) Base seca
Agua (%) 32-40 -
Solidos totales (%) 60-68 -
Proteina total (%) Min. 27 Min. 39
Grasa butirica (%) Min. 24 Min. 37
Minerales (%) 5.8-7.2 8.7-11.2
NaCl (%) 2.6-4.0 4.7-7.4
Carbohidratos (%) 0.08-0.15 0.12-0.24
Acidez (% acido lactico) 0.20-0.32 -
pH 4.8-5.2 -
ay Max. 0.90 -
keal/100 , gueso™ (tedrico) Min. 324 -
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1.2 Importancia de los microorganismos lipoliticos en quesos madurados

La etapa de maduracion que experimentan algunos tipos de quesos se caracteriza por multiples
cambios microbiologicos y bioquimicos causados por las enzimas de la leche, del cuajo, de los
microorganismos iniciadores, microorganismos secundarios y bacterias acido lacticas que se
desarrollan a lo largo del proceso (Collins, Y., et al., 2004; Rodriguez-Pinilla J., et al., 2015). Estos
cambios principalmente incluyen procesos fermentativos, proteoliticos y lipoliticos, que resultan en
la formacion de moléculas pequefias a partir de la lactosa, proteinas y grasas. Mediante estas
reacciones se modifica la textura de los quesos, se intensifica el aroma y desciende la a,, de esta
manera el producto final adquiere caracteristicas sensoriales distintivas (Marilley L. y Casey M.,
2004; Weimer B., 2007).

Los microorganismos lipoliticos son en parte responsables del desarrollo de sabor y olor durante la
maduracion del queso. En algunos tipos de queso se ha asociado la actividad lipolitica a la presencia
de ciertos microorganismos (Collin Y., et al., 2003 a, b) (Tabla No. 2).

Tabla No. 2 Microorganismos lipoliticos reportados en algunos quesos madurados.

Queso Microorganismo lipolitico Referencia
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
L. plantarum Marth E., 1963
Cheddar L. brevis Marilley L. y Casey M.,
L. helveticus 2004

Lactococcus lactis

Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii

L. helveticus

L. lactis

L. bulgaricus

Penicillium sp.

Brie P. camemberti Collins Y., et al., 2004
P. candidum
Penicillium camemberti

Camembert . Collins Y., et al., 2004
P. candidum

Emmental Garcia G., et al., 2004

Gruyere Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii Marth E., 1963

Yarrowia lipolytica
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Psycrobacter sp.
Cotija Lactococcus lactis
Bacillus pumilus
Paenibacillus sp.
Candida zeylanoides
Staphylococcus sp.

Penicillium roqueforti
Azul Penicillium camemberti Collins Y., et al., 2004
Geotrichum candidum

Garcia S., 2006
Garcia S., 2011
Robles C., 2014

Roquefort Penicillium rogueforti Collins Y., et al., 2004



javascript:void(0);
javascript:void(0);

Marco Teorico

Estos microorganismos poseen enzimas que hidrolizan los triglicéridos de la leche de manera
gradual y generan 4cidos grasos de cadena corta, que a su vez son metabolizados mediante [3-
oxidacion y descarboxilacion para producir compuestos aromdticos y de sabor como las
metilcetonas y alcoholes secundarios. Si los acidos grasos liberados de los triglicéridos reaccionan
con algin grupo alcohol se formaran compuestos como el butanoato de etilo, hexanoato de etilo,
acetato de etilo, octanoato de etilo, decanoato de etilo y hexanoato de metilo. Los acidos grasos
hidroxilados también pueden ser esterificados para formar lactonas. Por otra parte, los acidos grasos
poliinsaturados forman aldehidos insaturados que son saborizantes muy fuertes (Marilley L. y
Casey M., 2004) (Figura No. 2).

Triglicéridos

.

H,C\/\/\/\cw

Acidos grasos libres

o

L) \/\/\/\r
HyC—(CH,) COOH

HO o -
Hidroxidcidos ~ + Acidos

)\ HOHC—(CH;) CH,
/\/‘L/ Alcoholes
HyC

3- lactona

v

CH
'/\/ﬁo(\coou HyC—{CH,) CH,-O—(CH,) CH,
B- cetoacidos
Esteres
HyC A _~_CHs

Metil-cetona ]

AN
Alcoholes secundarios

Figura No. 2. Catabolismo de triglicéridos en el queso por lip6lisis. La superficie gris indica compuestos que contribuyen
con el sabor y aroma en el queso. Tomada y modificada de Marilley L. y Casey M., 2004.

1.3 Hidrolasas de ésteres de acidos carboxilicos

La Unidon Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB) (NC-IUBMB, 2015) ha
clasificado a las enzimas en 6 familias segun sus caracteristicas cataliticas. La familia EC 3 (EC-
Enzyme Commission) estd conformada por enzimas hidroliticas, las cuales catalizan la ruptura de
un enlace por la adicion de una molécula de agua. Las hidrolasas a su vez se dividen en 12
subgrupos dependiendo del tipo de enlace que cortan. Aquellas que actiian sobre enlaces ésteres se
les clasifico como EC 3.1 y particularmente las hidrolasas que actian sobre enlaces ésteres
carboxilicos (CEH) se les clasifico como EC 3.1.1. Dentro de este conjunto de enzimas
encontramos a las carboxilesterasas (EC 3.1.1.1) y las triacilglicerol lipasas (EC 3.1.1.3). Las CEH
son en términos generales un grupo de biocatalizadores de la reaccion de hidrolisis de enlaces tipo
éster presentes en compuestos de distinta naturaleza (NC-IUBMB, 2015).
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1.3.1 Lipasas y carboxilesterasas

Las triacilglicerol éster hidrolasas también conocidas como lipasas (E.C. 3. 1. 1. 3) son enzimas que
catalizan la reaccion de hidrélisis de ésteres formados por glicerol (glicerol, monoglicéridos y
diglicéridos) y acidos grasos de cadena larga (>C,,) en una interfase agua-lipido (Figura No. 3). Las
lipasas son altamente especificas en catalisis quimio-, regio- y enantioselectiva ademas no requieren
cofactores. Adicionalmente, pueden llevar de
interesterificacion, acidolisis, alcohdlisis y amindlisis. Adicionalmente, se han realizado numerosos

a cabo las reacciones esterificacion,

estudios mediante técnicas de ingenieria genética o evolucion dirigida para incrementar su poder
catalitico. (Reyes-Duarte D., et al., 2005; Joseph B., et al., 2008; Hasan F., et al., 2009).

o 0
H,C——O0——C——Ry H,C——OH HO—C—Ry

o LIPASA Ie}

| A, [
HG—O0——C—R, + 3HO -IB— HC——0H + HO—C—R;

I [
H,C——0——C——Ry H,C——OH HO—C——R;

Triacilglicerol Glicerol Acidos grasos

Figura No. 3. Reaccion de hidrolisis y sintesis de triglicéridos catalizados por lipasas. A) Reaccion de hidrolisis total de
triglicéridos. B) Reaccion de sintesis de ésteres. Donde R, R, y R; representan las cadenas alifaticas de los acidos grasos.
Si Ry, R, y R3 >C la enzima se denomina lipasa. Si R, R, y R; <Cg la enzima se denomina carboxilesterasa.

Por otra parte, una emulsion es un sistema de dos fases que consta de dos liquidos parcialmente
miscibles, uno de los cuales se dispersa en forma de globulos en el otro (Jaeger K-E., et al., 1999;
Kim Y., et al., 2006). Las reacciones lipoliticas se llevan a cabo en una interfase agua-lipido que
aparece cuando se excede la solubilidad del sustrato, en este caso, triglicéridos con cadenas de
longitud superior a diez atomos de carbono que se dispersan en un medio acuoso, encontrandose en
un equilibrio entre los estados monoméricos, micelar y emulsion (Figura No. 4). Diversos autores
reportaron que la actividad de las lipasas en una interfase agua-lipido se ve aumentada en
comparacion con soluciones de acidos grasos en estado monomérico, a este fenomeno se le
denomind “activacion interfacial” (Verger R., 1997; Jaeger K-E., et al., 1999; Kim Y., et al., 2006).

Mondémero adsorbido
en la monocapa

LRRRERY

I Solubilidad

§— S

Monémero

AIRE

Concentracion
micelar critica

AGUA

Micela

Emulsion

Figura No. 4. Esquema de los estados fisicoquimicos de lipidos en un
Verger R., 1997.

medio acuoso. Imagen tomada y modificada de
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Las carboxilesterasas son otro tipo de enzimas capaces de hidrolizar enlaces tipo éster carboxilicos
formados por acidos grasos de cadena corta (<Cg) parcialmente solubles en agua. Por tanto, el
criterio de clasificacion entre estas enzimas y las lipasas “verdaderas” se basa en la longitud de la
cadena de los acidos carboxilicos que toman como sustrato (EC 3.1.1.3) (Arpigny J. y Jaeger K-E.,
1999; Jaeger K-E., et al., 1999).

1.3.2  Estructura de las hidrolasas de ésteres carboxilicos

Las lipasas, acetilcolinesterasas, tioesterasas y serino-carboxipeptidasas pertenecen a una familia de
enzimas que estan relacionadas estructuralmente por tener un patrén de plegamiento tipo o/f
hidrolasa y cuya actividad enzimatica se basa en catalizar reacciones de hidrodlisis de diversos
sustratos (Arpigny J. y Jaeger K-E., 1999; Jaeger K-E., et al., 1999; Elend C., et al., 2006).

El plegamiento o/p hidrolasa fue elucidado mediante cristalografia de rayos X a principios de los
afios 90’s y consiste en una lamina B central formada por ocho hojas paralelas (31-f8) a excepcion
de la segunda hebra (2) que se encuentra antiparalela a las demas (Figura No. 5). La lamina 3
central se curva adoptando una estructura de medio barril y presenta un torcimiento que orienta las
hojas B1 y B8 en un angulo de 90°. El conjunto de laminas § se encuentra rodeado por seis hélices a
(aA-aF). Las hojas paralelas $3 a B8 estan unidas por a-hélices localizadas de un lado de la lamina
B central, mientras que las hélices oA y oF se encuentran del lado opuesto. La curvatura de la hoja 8
central y la posicion espacial de las hélices puede variar significativamente en diversas enzimas
(Jaeger K-E., et al., 1999).

Figura No. 5. Esquema del plegamiento o/p hidrolasa. Las hebras 3 se representan mediante flechas numeradas de la 1- 8.
Las hélices a se indican por cilindros numerados de la A- F. Los circulos simbolizan los residuos de la triada catalitica
(nucledfilo-His-acido). Tomado de Jaeger K-E., et al., 1999.

El sitio catalitico esta formado por una triada aminoacidica constituida por: un residuo nucleofilico
que puede ser Ser, Cys o Asp, un residuo acido que puede ser Asp o Glu y un residuo invariable de
His, siempre presentes en el orden mencionado dentro de la secuencia de aminoacidos (Jaeger K-E.,
etal., 1999; Kim Y., et al., 2006). El residuo nucleofilico (Ser, Cys o Asp) esta localizado en un asa
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cerrada entre la hebra 5 y la hélice aC como parte de un pentapéptido altamente conservado
formado por -Gly-Xaa-Ser-Xaa-Gly-, donde Xaa puede ser cualquier aminoacido. La hoja B5 junto
con la secuencia donde se localiza el pentapéptido y la hélice aC forman un motivo B-giro-a
llamado “codo nucleofilico” que permite el ataque eficiente del nucleofilo al sustrato (Jaeger K-E.,
et al., 1999; Fernandez T., 2005; Kim Y., et al., 2006). El residuo 4cido catalitico (Asp o Glu) se
localiza en el asa entre la hebra 7 y la hélice oE, mientras que la His se encuentra en el asa que
conecta a la hebra B8 y la hélice aF. Las asas en las que se posicionan los residuos que conforman la

triada catalitica son las mejor conservadas dentro del plegamiento.

Otro aspecto importante del sitio activo es la creacion de una cavidad oxianiénica a causa del
arreglo espacial de atomos de nitrogeno de la cadena principal que permiten estabilizar mediante

puentes de hidrégeno al intermediario tetraédrico formado durante la catalisis.

La lipasa pancreatica humana y la lipasa de Rhizomucor miehei fueron las dos primeras estructuras
tridimensionales de enzimas lipoliticas que se elucidaron y en ellas se pudo apreciar un bucle o asa
superficial que se denomind “tapa peptidica”. Esta “tapa” es un fragmento peptidico anfifilico que
cubre el centro activo haciéndolo inaccesible al sustrato o al solvente (Verger R., 1997). La “tapa”
es un subdominio que puede consistir en una o dos hélices a o un bucle, por lo que, el largo y la
complejidad de esta estructura depende de cada enzima y se encuentra en el lado carboxilico de la
lamina central B (Jacger K-E., et al., 1999). La presencia de este subdominio permitié explicar el
fenomeno de activacion interfacial que exhiben las lipasas. La tapa se abre permitiendo que los
residuos cataliticos tengan acceso al sustrato cuando la enzima se encuentra en presencia de
sustratos hidrofobicos, mientras que, en ausencia de la interfase agua-lipido la tapa cubre el sitio
activo (Figura No. 6).

En el periodo de 1990-1994 se elucidaron numerosas estructuras tridimensionales de enzimas CEH
y algunos datos bioquimicos y cinéticos, con los que se concluyé que no todas las enzimas
presentaban el fenomeno de activacion interfacial y que la presencia de un “tapa peptidica” no se
correlacionaba necesariamente con dicha activacion. Por ejemplo, las lipasas de Pseudomonas
glumae, P. aeruginosa y Candida antarctica B no muestran activacion interfacial pero si poseen
una “tapa peptidica” (Verger R., 1997; Fernandez T., 2005). Por lo tanto, ni la activacion interfacial
ni la presencia de una “tapa peptidica” han sido criterios suficientes para determinar si una
determinada enzima es una carboxilesterasa o es una lipasa “verdadera”. Por esta razon se ha optado
por clasificar a estas enzimas con base en el sustrato que hidrolizan: las lipasas hidrolizan
acilgliceroles de cadena larga (>C,() y las carboxilesterasas hidrolizan acilgliceroles de cadena corta
(<Cs) (Verger R., 1997; Jaeger K-E., et al., 1999; Fernandez T., 2005).
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Lipido (S)

E¥+S — E*S — E*+ P

Figura No. 6. Esquema de la HPL-procolipasa que ejemplifica el cambio conformacional que sufren las lipasas que
poseen “tapa peptidica” en una interfase agua-lipido. Donde E*S simboliza la conformacion abierta, E representa la
conformacion cerrada y S- sustrato. Tomado y modificado de Verger R, 1997.

1.3.3 Mecanismo catalitico de las hidrolasas de ésteres carboxilicos

Las CEH son enzimas que actGan sobre los enlaces éster del carboxilo presente en los
triacilgliceroles para liberar acidos grasos y glicerol, y su mecanismo catalitico es esencialmente el
mismo. La triada catalitica nucleéfilo-(Ser, Cys o Asp)-Acido (Asp o Glu)-His es la principal
responsable de la actividad de estas enzimas, como se mencion6 previamente.

El mecanismo de reaccion procede de manera concertada entre la enzima, el sustrato y una
molécula de agua, sin embargo, se puede esquematizar en varios pasos intentado representar lo que
ocurre (Figura No. 7). El sustrato se asocia a la enzima formando un complejo no covalente enzima-
sustrato con al menos dos grupos NH- de cadenas laterales de aminoécidos en el sitio catalitico. La
reaccion se inicia con la formacion de un conjunto de puentes de hidrégeno entre el COO- del Asp y
el hidrogeno del NH- del imidazol y entre el N del anillo y el grupo OH- de la Ser, lo que favorece
el ataque nucleofilico al carbono del carbonilo por el oxigeno del grupo OH- de la Ser catalitica,
formando el primer intermediario tetraédrico. Momentaneamente el carbono del carbonilo se
encuentra enlazado a 4 sustituyentes por lo que presenta una geometria tetraédrica. Posteriormente,
el par electronico del oxigeno regenera el grupo carbonilo por la formacion de un doble enlace con
el carbono generando un “intermediario acilo-enzima” y se libera el alcohol como primer producto
de la reaccion. A continuacion, el par electroénico del nitrégeno del anillo imidazol secuestra un
protén del agua para permitir el ataque nucleofilico al carbono del carbonilo del intermediario acilo-
enzima por el atomo de oxigeno de la molécula de agua, formando un segundo intermediario
tetraédrico que se resuelve de la misma forma que el anterior con la diferencia de que al regenerar el
carbonilo se regenera el residuo de serina y el sustrato se libera en forma de acido carboxilico. La
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triada catalitica regenera sus grupos funcionales que a su vez mantienen interacciones tipo puentes
de hidrogeno y esta lista para iniciar otro ciclo de catalisis (Jaeger K-E., et al., 1999).

Los intermediarios tetraédricos poseen un atomo de oxigeno cargado negativamente lo que forma
una estructura tipo oxianion que es estabilizada nuevamente por los grupos NH- de las cadenas
laterales de los aminoacidos presentes en una zona del sitio catalitico denominada cavidad
oxianionica (Jaeger K-E., et al., 1999).
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Figura No. 7. Mecanismo de reaccion de lipasas. 1) Asociacion del sustrato con enzima, inicio de la reacciéon con un
ataque nucleofilico al carbono del carbonilo por el oxigeno del grupo OH- de la Ser catalitica. 2) Se forma el primer
intermediario tetraédrico, regeneracion del grupo carbonilo 3) Se genera un “intermediario acilo-enzima” y se libera una
molécula de alcohol. El par electronico del nitrégeno del anillo imidazol propicia un ataque nucleofilico al carbono del
carbonilo del intermediario acilo-enzima por el atomo de oxigeno de la molécula de agua, se genera un segundo
intermediario tetraédrico. 4) Cuando se resuelve el intermediario se regenera el residuo de Ser y el sustrato se libera en
forma de acido carboxilico. Tomada y modificada de Jaeger K-E., et al., 1999.

1.3.4 Clasificacion de las hidrolasas de ésteres carboxilicos

Arpigny y Jaeger propusieron la clasificacion de las CEH en 1999. Inicialmente se clasificaron en 8
familias de acuerdo a los motivos proteinicos comunes en sus estructuras primarias y algunas
propiedades funcionales conocidas hasta el momento. Posteriormente, la elucidacion de estructuras
terciaria y cuaternaria junto con la aplicacion de herramientas bioinformaticas para analizar los
elementos involucrados en el reconocimiento de sustrato y en la catalisis, se han ido detallando y
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ampliando la clasificacion (Arpigny J. y Jaeger K-E., 1999; Jaeger K-E., et al., 1999; Elend C., et
al., 2006; Alcantara S., 2009).

* Familia I: Formada por enzimas consideradas como lipasas verdaderas. Esta familia se
clasifica a su vez en 7 subfamilias. La enzima mas representativa de esta familia es la
producida por Pseudomonas aeruginosa y algunas mas que provienen de organismos
Gram-positivos. Entre otras caracteristicas, generalmente sus pesos moleculares varian
desde 20 kDa hasta 75 kDa, pueden contar con péptido sefial o no, por lo que pueden ser
secretadas por la via tipo T o II. Las lipasas de Bacillus tienen en comin un pentapéptido
consenso —Ala-Xaa,-Ser-Xaa,-Gly-. Por otra parte, algunas enzimas de esta familia poseen
dos residuos de cisteina para formar un puente disulfuro que les permite ser estables en
condiciones extremas de temperatura.

* Familia II (GDSL): Las enzimas de esta familia poseen un motivo —Gly-Asp-Ser-Leu- que
contiene la Ser catalitica, ubicado hacia el extremo N-terminal de la secuencia.

* Familia I1I: Engloba aquellas enzimas que presentan un plegamiento tipico o/f hidrolasa y
contiene una triada catalitica tipica. Este tipo de enzimas muestran un 20 % de identidad
con las secuencias de aminoacidos de la enzima humana Platelet-activating-factor
acetylhidrolase (PAF-AH) tanto intracelular como plasmatica.

* Familia IV (HSL): Las enzimas de esta familia fueron clasificadas debido a su significante
semejanza con la secuencia aminoacidica de la lipasa sensible a hormonas de mamiferos
(HSL). Sin embargo, también presentan similitudes con organismos psicroéfilos, mesofilos y
termofilos. Otra caracteristica de esta familia, es que las enzimas son relativamente activas
a bajas temperaturas (menores a 15 °C).

* Familia V: Este tipo de enzimas posee hasta 20-25 % de similitud con enzimas bacterianas
no lipoliticas con plegamiento o/p hidrolasa y triada catalitica, como: epoxido hidrolasas,
dehalogenasas, haloperoxidasas. Considera enzimas que proceden de microorganismos
mesofilos (Pseudomonas oleovorans, Haemophilus influenzae, Acetobacter pasteurianus),
termofilos (Sulfolobus acidocaldarius) y psicrofilos (Moraxella sp., Psycrobacter
immobilis).

* Familia VI: Estd formada por enzimas de bajo peso molecular, aproximadamente 23-26
kDa. La forma activa de estas enzimas es en dimeros. Las subunidades presentan un
plegamiento tipico de o/ hidrolasa y contiene una triada catalitica -Ser-Asp-His-. Estas
carboxilesterasas hidrolizan sustratos pequefios con una amplia especificidad mientras que
los triglicéridos de cadena larga no son hidrolizados. Ademas, generalmente se localizan en
el citoplasma bacteriano. Presentan hasta un 40 % de similitud con lisofosfolipasas
eucarioticas.

* Familia VII: Son CEH bacterianas de peso molecular relativamente alto (= 55 kDa).
Muestran hasta 30 % de identidad con las enzimas eucaridticas acetilcolinesterasa de
intestino y carboxilesterasa de higado.

* Familia VIII: Estas proteinas pueden tener hasta 380 aa de longitud en su estructura
primaria y muestran una alta similitud con las enzimas P-lactamasas clase C. Los
aminoacidos cataliticos se encuentran formando parte de un motivo conservado —Ser-Xaa;-
Xaa,-Leu- en el extremo N-terminal y en algunas ocasiones también se reconoce el motivo
—Gly-Xaa;-Xaa,-Gly-.
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1.3.5 Aplicacion industrial de las hidrolasas de ésteres carboxilicos

Las enzimas microbianas tanto de hongos como de bacterias desarrollan un papel muy importante
en procesos industriales y biotecnologicos. Después de las proteasas y las carbohidrasas, las CEH
son consideradas como el tercer grupo mas utilizado, basado en el volumen total de ventas (Hasan
F. et al., 2005). Las CEH son ejemplos de enzimas que han logrado impactar a diversos sectores de
la industria por sus destacadas caracteristicas: son estables en disolventes organicos, pueden actuar
en una interfase agua-lipido, presentan especificidad por sustrato, poseen regio- ¥y
estereoespecificidad, pueden catalizar una gran variedad de reacciones, ademas no requieren
cofactores (Arpigny J. y Jaeger K-E., 1999; Akoh C., et al., 2004; Reyes-Duarte D., et al., 2005).
Las CEH han encontrado aplicaciones en algunas industrias como son: la industria de alimentos,
fragancias, cosméticos, textil, farmacéutica, detergentes, quimica, agroquimica, por nombrar s6lo
algunos (Arpigny J. y Jaeger K-E., 1999; Jaeger K-E., et al., 1999; Akoh C., et al., 2004; Fernandez
T., 2005; Rivera-Pérez C., et al., 2007).

La aplicacién mas importante de las CEH desde el punto de vista del tamafio del mercado, es sin
duda, en la industria de los detergentes, donde son adicionadas a productos que se comercializan
con la finalidad de ser utilizados en hogares y lavanderias industriales (Jaeger K-E., et al., 1994;
Carrera J., 2003; Hasan F., et al., 2005; Rajendran A., et al., 2006).

Las CEH también han pasado a ser una parte integral en la actual industria alimentaria (Uhlig H.,
1998; Peila M. y Quirasco B., 2014). La mayoria de enzimas lipoliticas que se utilizan en alimentos
son de origen fungico debido a que son reconocidos como seguros (GRAS) (Tabla No. 3). En Ila
industria alimenticia, son utilizadas para el desarrollo de determinados sabores en la elaboracion de
quesos madurados, vegetales fermentados y mantequilla, debido a la produccion de acidos grasos de
cadena corta (C4-Cg) que aportan un sabor fuerte y penetrante. O bien, si se generan acidos grasos
de cadena larga (>C;,) son metabolizados por otros microorganismos dentro del alimento para
formar otros productos aromaticos como los B-cetodcidos (compuesto caracteristico en queso)
(Verger R., 1997; Akoh C., et al., 2004; Fernandez T., 2005). Otra aplicacién importante de las
CEH dentro de este campo, es la modificacion de grasas y aceites en cuanto a posicion, longitud y
grado de insaturacion de los triglicéridos que influye fuertemente tanto en las propiedades fisicas
como nutrimentales. Por otra parte, la hidrolisis enzimatica de grasas evita la degradacion
exhaustiva de los acidos grasos que se presenta cuando se somete a condiciones drasticas
(temperatura: 240-260 °C y presion: 60 bar) en un proceso quimico convencional (Hasan F., et al.,
2005; Rivera-Pérez C., et al., 2007). La interesterificacion de grasas y aceites, produce
acilgliceroles modificados que no pueden obtenerse mediante quimica tradicional. También se
puede alterar el punto de fusion de un aceite, modificando la composicion y/o estructura de sus
triglicéridos mediante reacciones de transesterificacion, utilizando como co-sustrato determinados
acidos grasos u otros triglicéridos de diferente composicion (Jaeger K-E., et al., 1994; Verger R.,
1997; Streit, W. y Schmitz R., 2004; Fernandez T., 2005). Un ejemplo de este proceso es la
utilizacion de la lipasas de Rhizomucor miehei que mediante una reaccion de transesterificacion,
reemplaza el acido palmitico por el acido estearico para proporcionar el triglicérido estearico-
oleico-estearico con el punto de fusion adecuado para su utilizacion en la elaboracion de chocolate
(Jaeger K-E., et al., 1999; Rivera-Pérez C., et al., 2007).
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En la industria textil las lipasas se han utilizado para el procesamiento del cuero en la eliminacion
de la grasa subcutanea. En la industria del papel se han utilizado para eliminacion de la brea de la
pulpa del papel, evitando producir un papel pegajoso y con huecos. La brea es una resina de la
madera compuesta de triacilgliceroles y ceras que causa pegajosidad en el proceso (Jacger K-E., et
al., 1999). En la industria quimica se utilizan para la sintesis organica de pesticidas mediante
sintesis estereoespecificas (Jaeger K-E., et al., 1999; Akoh C., et al., 2004; Fernandez T., 2005).

Tabla No. 3. Microorganismos de los cuales se han podido aislar enzimas lipoliticas. Tomada y modificada de Hasan F.,
2005.

Microorganismos productores de lipasas

Bacillus sp. Enterococcus faecalis Acinetobacter sp.

B. subtilis Lactobacillus plantarum Botrytis cinérea

B. thermoleovorans Staphylococcus aureus Chromobacterium viscosum
B. thermocatenulatus S. haemolyticus Streptomyces flavogriseus
B. coagulans S. warneri Trichosporon asteroides
Pseudomonas sp. S. xylosus T. laibacchii

P. fragi Penicillium cylopium Rhizomucor miehei

P. aeruginosa P. simplicissimum Geotrichum candidum

P. fluorescens Aspergillus niger Pichia urtonii

Candida cylidracae A. oryzae Fusarium solani

1.4 Metagenomica

El planeta tierra es en si un ecosistema complejo que comprende una gran variedad de subsistemas
con poblaciones y caracteristicas tanto geograficas como fisicoquimicas muy diversas. Se ha
estimado que la tierra alberga mas de 1 x 10°° microorganimos y se piensa que la vida unicelular
sigue representando la gran mayoria de los conductores funcionales de los ecosistemas de nuestro
planeta (Whitman W.B., et al., 1998; Reyes-Duarte D., et al., 2007; Ekkers D. M., et al., 2012). Sin
embargo, el conocimiento sobre la diversidad, el potencial funcional y la interdependencia de estos
organismos microscopicos siguen siendo limitados (Knight R., et al, 2012).

El estudio de los efectos del medio ambiente sobre los microorganismos fue iniciado por Antoni
van Leeuwenhoek, cuando compar6 las observaciones al microscopio de la suciedad de entre sus
dientes y después de tomar una taza de café, los “animaluchos” habian desaparecido o estaban
inmoviles. Leeuwenhoek fue el primero en describir una correlacion entre el cambio de temperatura
y la viabilidad de los microorganismos (Ergerton F. N., 2006). Desde entonces, se han
correlacionado rasgos de habitat tales como temperatura, salinidad, pH, contenido de nutrientes,
entre otros, con la distribucion de especies de microorganimos en dicho habitat (Wooley J. C., et al,
2010).

La metagendémica es una disciplina que permite el estudio del conjunto de genomas de un habitat
determinado mediante la el andlisis funcional y de secuenciacion de la informacion genética de los
microorganismos tanto cultivables como no cultivables para establecer identidades, funciones y
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relaciones entre los individuos de una poblacion (Chen K., et al., 2005; Van Lanen S., et al., 2006;
Bonilla-Rosso G., et al., 2008).

Los datos gendomicos de diversos ambientes obtenidos a través de estudios realizados con técnicas
de microbiologia tradicional son altamente sesgados y no representar una imagen real de los
genomas de las especies microbianas contenidas. Esto se debe principalmente a que s6lo un
pequefio porcentaje de los microorganimos en la naturaleza puede ser cultivado, menor al 1 %
(Torsvik V., et al., 2002; Wooley J. C., et al., 2010). Por el contrario, los estudios metagenémicos
utilizan material genético extraido directamente de todo el conjunto de microorganismos
provenientes de un entorno natural, denominado metagenoma en 1988 por Handelsman y
colaboradores (Handelsman J., 2004).

1.4.1 Biblioteca metagenémica

La metagenémica se apoya en bibliotecas metagendmicas para poder analizar la informacién
genética de una poblacion. Una biblioteca metagendomica o banco metagendémico es una coleccion
de fragmentos de ADN clonados en un vector, que de forma representativa contienen todos los
genomas microbianos presentes en un determinado habitat (Handelsman J., 2004). Actualmente, se
crean bibliotecas de diversas muestras (generalmente de ambientes) con la finalidad de estudiar toda
la diversidad microbiana en busca de nuevas actividades enzimadticas aplicables a procesos
sustentables en el ambito industrial (Tabla No. 4) (Perrera J., et al., 2010). La construccioén de una
biblioteca metagenémica debe tomar en cuenta el tamafio promedio de los fragmentos de ADN a
insertar, tipos de vectores y consideraciones para la expresion de los genes de interés (Ekkers D.
M., et al, 2012). Las cualidades mas importantes de una biblioteca metagendémica son:

e Larepresentatividad: debe contener la mayor cantidad de especies del metagenoma.

e El tamafio: se refiere al nimero minimo de clonas independientes que debe de contener para
que la totalidad del ADN de partida este representado. El tamafio del banco de genes
depende en gran medida de la longitud del ADN inserto promedio en los recombinantes.

1.4.2 Vectores de clonacion

Para poder elaborar un banco metagenoémico se requieren vectores de clonacion que actiien como
vehiculo para transportar el ADN en estudio. Para realizar una eleccion adecuada del vector a
utilizar debe tomarse en cuenta, las enzimas de restriccion que se emplearan a lo largo del proceso,
el tamafio de los fragmentos de ADN a ser insertados y el método de seleccion de genes de interés
(Ferrer M., 2004; Perrera J., et al., 2010). Los principales vectores se enuncian a continuacion:

1) Plasmidos: Estos vectores pueden estabilizar fragmentos de ADN de 3 a 10 kpb, lo que
disminuye la probabilidad de encontrar grandes genes completos.

2) Coésmidos/ Fosmidos: Son capaces de transportar fragmentos de 45 kpb, lo que permite una
mayor capacidad de clonacion y a la vez una biblioteca menos numerosa, esto aumenta la
probabilidad de clonar grupos de genes completos o regiones cromosémicas grandes. Sin
embargo, son de dificil construccion y mantenimiento.
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3) Cromosomas artificiales: Se utilizan los cromosomas artificiales bacterianos (BAC’s) para

contener fragmentos de varios cientos de kilobases aislados directamente de los
microrganismos de un ecosistema particular. A pesar de proporcionar una gran informacion

gendmica, no son faciles de construir, ni de conservar, asi como tampoco de realizar
busquedas de actividades enzimaticas concretas. Dependiendo del sistema elegido, pueden
ser de bajo o alto nivel de expresion de genes.

4) Fagos lambda: Los fagos lambda son capaces de aceptar insertos de hasta 20 kpb tanto de
organismos procarioticos como eucarioticos. Las bibliotecas construidas con este tipo de
vector son de facil expresion en hospederos heterologos.

Tabla No. 4. Actividades enzimaticas identificadas en bibliotecas metagenomicas de diversos ambientes (Tomada y
modificada de Ferrer M., et al., 2009).

Tipo de enzima

Fuente

Método de biisqueda

Sedimentos de aguas
Suelo del bosque, muestras de marismas y playas

Rumen de vaca

Esterasa Agua potable Funcional
Agua de lagos
Cuenca andxica hipersalina
Sedimentos
Suelos y composta
Lipasa Tierra de bosques Funcional
Agua de estanques
Suelo
Celulasa Rumen de vaca Funcional
Agua de lagos y mares
Fosfatasa Suelo y composta Funcional
B-lactamasa ;(ej?slgzle?l?seir;o(s} Sienle(;s) montes submarinos de PCR
Amilasa Musgo cubierto de lodo Funcional
B-glucanasa Intestino de raton Funcional

Habitats acuaticos diversos: Mar de los Sargazos y

Quitinasa lago alcalino hipersalino Funcional y PCR
Larvas de gusano (Lacanobia oleracea)
. Intestino humano .
Xilanasa . . . Funcional
Tumores de insectos (termitas y polillas)
Pectinasa Suelos de zonas tropicales Funcional
. . Rumen de vaca .
Ciclodextrinasa Funcional
Lodos de aguas termales
Sedimentos marinos: superficie de marismas
. salinas .
Amidasa . . . . Funcional
Tierra arcillosa y lodos marinos (con / sin
enriquecimiento)
Carboxipeptidasa Intestino de insecto (Helicoverpa armigera) PCR
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1.4.3 Tipos de bibliotecas

En funcion de la naturaleza y tamafio del ADN a estudiar, asi como, del método de seleccion de

genes de interés existen tres tipos de bibliotecas metagendmicas (Vieites J., et al., 2010):

a) Bibliotecas de expresion: Este tipo de bibliotecas son disefiadas para explorar la variedad de
capacidades metabolicas de los microorganismos de un habitat. Sin embargo, es poco
frecuente conocer la identidad de los microorganismos responsables de cierta actividad. El
ADN metagenomico se fragmenta en tamafios de 3 kpb — 20 kpb, de tal manera que los
genes clonados se orienten de manera apropiada y sean regulados fuertemente por las
senales del vector de expresion. Los vectores de clonacidon contienen todas las sefiales
necesarias para permitir la trascripcion y traduccion in vivo de los insertos en la célula
hospedera, por lo que el analisis de sus clonas se puede realizar con un método basado en la
deteccion de los productos proteinicos codificados en ellos (Perrera J., et al., 2010).

b) Bibliotecas de clonacion: Son construidas como una herramienta complementaria para la
secuenciacion masiva de genomas o metagenomas. Los fragmentos de ADN generados son
largos, la longitud oscila entre 40 kpb- 200 kpb. Los vectores de clonacion utilizados son
simples, es decir, no contienen sefales para la expresion de los genes contenidos. Este tipo
de bibliotecas pueden ser analizadas por hibridaciéon con sondas oligonucleotidicas
marcadas (marcadores filogenéticos como 16S ADNr, rpoB, Rec A), secuenciacion o PCR
multiple.

¢) Las bibliotecas de ADNc: Son bibliotecas construidas a partir del ADNc obtenido del
RNA,, de la poblacion. Dependiendo del vector seleccionado las bibliotecas de ADNc
pueden ser de expresion o de clonacion. Cabe mencionar, que este banco de genes permiten
explorar el potencial de los genomas tanto procaridticos como eucarioticos, debido a que
los insertos son secuencias carentes de intrones y pueden ser expresados en sistemas
procaridticos.

Cada tipo de biblioteca tiene ventajas y limitaciones, pero en conjunto, permiten integrar los
resultados y comprender mejor el habitat en estudio. El descubrimiento de una enzima en una
biblioteca de expresion, seguido de la identificacion del mismo gen en una biblioteca de clonacion,
conforma un poderoso medio para estudiar a los microorganismos de un hébitat y evaluar el
potencial biotecnoldgico que nos ofrecen (Vieites J., et al., 2010).

14.4 Proceso de elaboracion de una biblioteca metagenémica

La elaboracion de un banco metagendémico se basa en la extraccion del ADN del conjunto de
microorganismos de una fuente natural. Como minimo, se requieren entre 20 y 50 ug de ADN que
posteriormente son fragmentados con enzimas de restriccion hasta obtener insertos de longitud
adecuada a la capacidad del vector de clonacion. Finalmente, se ligan los fragmentos generados con
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el vector seleccionado. Una vez que la biblioteca de genes ha sido construida, el siguiente paso es
someterla a métodos de analisis para detectar las clonas de interés (Figura No. 8) (Ferrer M., 2004).

La etapa de clonacion, supone la incorporacion de cada uno de los fragmentos a una molécula de
vector. Por consiguiente, al transformar un cultivo celular, cada una de las células hospederas
albergara una molécula recombinante diferente (Perrera J., et al., 2010).

Muestra ambiental

v

’ Extracciéon de ADN metagenémico ‘

v

’ Fragmentos de ADN l + ’ Vector de clonacion pre-digerido
Analisis funcional | Construccién de la biblioteca metagenémica Deteccion por homologia

de secuencias

. .

Disefio de nuevos métodos de Disefio de sondas especificas o
deteccion funcionales universales

Deteccién de clonas
positivas

{

Analisis de las secuencias
Deposicién en bases de datos

Expresion funcional,
purificacién y caracterizacién

Figura No. 8. Esquema de la construcciéon de una biblioteca metagenémica y los métodos de analisis. (Tomada y
modificada de Handelsman J., 2004; Ferrer M., et al., 2009).

El proceso de elaboracion de un banco metagendomico implica la superacion de varios puntos
criticos para tener éxito, como son: la dificultad para aislar el ADN metagenomico, la integridad del
ADN obtenido, en algunos casos, la contaminacion de ADN purificado con compuestos
contaminantes que copurifican con el ADN, la capacidad de clonar los fragmentos de ADN
suficientemente grandes en los vectores apropiados y de su capacidad para expresar la informacion
genética en hospederos heterologos de forma eficiente, ademas de contar con protocolos de tamizaje
adecuados, que es usualmente el reto mas grande (Vélez P., et al., 2002; Ferrer M., 2004).
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145 Métodos de analisis de la informacion en las bibliotecas metagenémicas.

Una vez que la biblioteca metagendémica se ha construido, existen dos metodologias para la
busqueda e identificacion de genes de interés en una biblioteca metagendomica (Ekkers D. M., et al.,
2012):

» Enfoque basado en funcion

Consiste en la deteccion de la expresion del gen diana en el huésped de expresion y puede realizarse
por tres caminos:

e Deteccion fenotipica: consiste en evidenciar un rasgo fenotipico especifico para
identificar los clones positivos. La deteccion puede ser directa, si el rasgo a observar es
resultado de la expresion del gen, como la pigmentacion o morfologia de las colonias.
También puede ser indirecta, es decir, a través de la interaccion de una sustancia anadida
con el producto del gen expresado.

e Deteccion modulada: se basa en la modulacion de la expresion de los genes insertados.
por ejemplo, la co-expresion de genes informadores o la complementacion heterdloga, la
produccién de un producto génico que es necesaria para el crecimiento en condiciones
selectivas.

e Induccién por sustrato: radica en la expresion inducida de genes clonados a través de un
sustrato especifico.

» Enfoque basado en secuencia

Consiste en la deteccion genética de las secuencias por hibridacion o PCR. También puede
realizarse por secuenciacion completa del metagenoma, conocido como secuenciaciéon masiva y
posterior analisis computacional para la localizacion de genes, operones, unidades transcripcionales,
elementos de control y otras sefales (Wooley J. C., et al., 2010; Ekkers D. M., et al., 2012).

A pesar de que el estudio de los genomas microbianos comenzo a finales de 1970, en los ultimos
afios, nuestra vision del mundo microbiano se ha ampliado y trasformado gracias a las tecnologias
asociadas a la metagenomica (Wooley J. C., et al., 2010). La metagenémica es una prometedora
estrategia de exploracion de recursos biotecnologicos para explorar el potencial funcional de los
microorganismos y puedan ser aplicados a procesos en la industria, la agricultura, la alimentacion,
la salud, el medio ambiente, etc. (Ekkers D. M., et al., 2012; Knight, R., et al., 2012).
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2. ANTECEDENTES

El queso Cotija es un alimento con propiedades tnicas y distintivas adquiridas e influenciadas por
diversos factores como la materia prima, el proceso de elaboracion y factores intrinsecos de la zona
geografica, entre otros. El queso Cotija es un alimento que se elabora de manera artesanal se han
realizado analisis proximales, determinacion de a,, pH y acidez del alimento en diversas ocasiones.
Los resultados sugieren que es un habitat interesante de estudio por poseer un alto contenido graso
(minimo 24% BH), alto contenido de sal (hasta 4% BH), bajo a,, (max. 0.9) y bajo pH (4.8-5.2),
entre otros (Garcia S., 2006; Hernandez B., 2007; Hernandez M., 2007; Bravo M., 2008).

Es importante destacar que gran parte de las caracteristicas del queso se deben al metabolismo de
los microorganismos presentes en la leche, los que se suman a lo largo del proceso y los que se
desarrollan en la maduracion (Garcia S., 2006). Debida la importancia de la microbiota, ésta ha sido
objeto de estudio desde diversos enfoques logrando poner de manifiesto que es muy abundante,
variada y compleja. Se han podido identificar bacterias acido lacticas, levaduras, bacterias halofilas,
bacterias proteoliticas y bacterias lipoliticas (Tabla No. 5) (Garcia S., 2006; Hernandez M., 2007;
Bravo M., 2008; Cortés D., 2009; Martinez P., 2009; Zuaiiga B., 2009; Gomez C., 2010; Garcia S.,
2011; Casillas H., 2013; Avilés P., 2014).

Los estudios en el grupo de investigacion hasta este momento han tratado de responder la pregunta
(Qué microorganismos se encuentran en el queso Cotija?, utilizando diferentes enfoques. Las
técnicas independientes de cultivo han permitido conocer un gran numero de microorganismos,
pero los resultados de las investigaciones indican que atn faltan muchos por identificar. Por
ejemplo, en el 2011, Escobar-Zepeda realizé un estudio de la distribucion espacial de los géneros
Bacillus, Enterococcus y Staphylococcus (considerados hasta entonces como los principales
géneros bacterianos en el alimento) por la técnica de FISH. Los resultados mostraron que los
microorganismos se encuentran dispersos de manera homogénea y que la suma de los tres géneros
representa solo el 11% de la microbiota total (Escobar-Zepeda A., 2012). Por este motivo, Escobar-
Zepeda realizo el andlisis de la secuenciacion masiva del metagenoma del queso Cotija y revelo que
los microorganismos que conocemos representan so6lo un pequefio porcentaje de la microbiota total
(Escobar-Zepeda A., En revision).

Por otra parte, también se ha buscado aislar los microorganismos que habitan en el alimento para
explorar sus capacidades metabolicas. Entre las mas estudiadas estan aquellas que se relacionan con
la produccion de bacteriocinas y generacion de aromas y sabores en el queso Cotija.
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Tabla No. 5. Microorganismos identificados en el queso Cotija en trabajos previos en el grupo de investigacion.

Microorganismo Especie Caracteristica IfISl?da o Técnica empleada para su identificacion Referencia
entificada
_ Lipeiis ‘ Técnicas de miqrqbio}ogia tradiciqpal Garcia S., 2006,
pumilus 5 Aislada ARDRA/ Amplificacién de la region V3 165 Gareia S., 2011
e ADNr Hernindez M., 2007
o Haléﬁlg/ it ARDRA/ Amplificacién de la region V3 165 Her_néndez M., 2007
proteolitica ADNr Avilés P., 2014
Bacillus megaterium Proteolitica TIdentificada ﬁ?‘w Ayl diEse R ERIon VS 160 HEpntiea M, 2003
& 835 s ARDRA/ Amplificacion de laregion V3 16S Hemandez M., 2007
subtilis Proteolitica Identificada ADNE P g Garcia S.. 2011
Bibsoniomis Haléfillg/ Identificada ARDRA/ Amplificacion de la region V3 163 Her_n"émdez M., 2007
proteolitica ADNr Avilés P., 2014
vietnamensis - Identificada DGGE/Amplificacion de la region V3 165 ADNr  Casillas H., 2013
_ BAL/ A ARDRA/ Amplificacion de la region V3 168 Heméndez M., 2007
faecalis = Aislada ADNr Zufiiga B., 2009
profeoliion Dependiente de cultivo/ Pruebas bioquimicas Bravo M., 2008
ARDRA/ Amplificacion de la region V3 165 Hernandez M., 2007
; ; ADNr Casillas H., 2013
fterococcs Tueaian Bl Extnlngn DGGE/ Amplificacion del gen rpoB Bravo M., ’2008
Tiras API Zufiga B., 2009
asini BAL-halofila Identificada Amplificacion de la region V4-V8 165 ADNr Goémez C., 2010
termitis BAL-halofila Identificada Amplificacion de la region V4-V8 165 ADNr Gomez C., 2010
sakei BAL-haldfila Identificada Amplificacién de la region V4-V8 165 ADNr Gémez C., 2010
. pentosus BAL Aislada Dependiente de cultivo/ Pruebas bioquimicas Bravo M., 2008
Lavtobartlye plantarum BAL Aislada Dependiente de cultivo/ Pruebas bioquimicas Bravo M., 2008
brevis BAL Aislada Dependiente de cultivo/ Pruebas bioquimicas Bravo M., 2008
paracasei BAL Aislada Dependiente de cultivo/ Pruebas bioquimicas Bravo M., 2008
. - Amplificacion de laregion V1 16S ADNr Garcia S., 2011
Lactococcus lactis - Identificada Amllzlificacién e le regi()n V3 165 ADNr
marina Lip ollt}ga/ Aislada Amplificacion del gen 165 ADNr Robles C., 2014
Kocuria pr'oteo’h'nca
rhizophila L1p011t}ga/ Aislada Amplificacion del gen 165 ADNr Robles C., 2014
proteolitica

BAL- Bacteria acido lacticas, (-) -No se ha asociado a alguna actividad enzimatica o caracteristica destacable.
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Tabla No. 5. Continuacion

Aislada o

Microor ganismo Especie Caracteristica Identificada Técnica empleada para su identificacion Referencia
Técnicas de microbiologia tradicional Garcia S., 2006
xylosus Lipolitica Aislada ARDRA/ Amplificacion de la region V3 163
ADNr
Técnicas de microbiologia tradicional Garcia S., 2006
piscifermentans Lipolitica Aislada ARDRA/ Amplificacion de la region V3 163
ADNr
A — . o ' Técnicas de mic.rqbio'l(')gia tradiciqpal Garcia S., 2006
saprophyticus Lipolitica Aislada ARDRA/ Amplificacion de la region V3 165
ADNr
sciuri Proteolitica Identificada AAEI;?A/ Amplificacion de la region V3 163 Hernandez M., 2007
equorum - Identificada DGGE/ Secuenciacion del gen rpoB Casillas H., 2013
aureus - Identificada Amplificacion de la region V1 165 ADNr Garcia S., 2011
warneri Lipolitica Aislada Amplificacion del gen 165 ADNr Robles C., 2014
W — infantarius - Identificada DGGE/ Amplificacion de el gen rpoB Casillas H., 2013
Parasanguinis - Identificada DGGE/ Amplificacion de el gen rpoB Casillas H., 2013
Klebsiella oxytoca Proteolitica A@slada Amplif@cac@én del gen 16S ADNr Robles C., 2014
preumonia Aislada Amplificacion del gen 165 ADNr Robles C., 2014
polymyxa - Identificada Amplificacion de la region V3 165 ADNr Garcia S., 2011
Paenibacillus s hianiias i Identificada Amplificacion de la region V3 16S ADNr gar.cia S.,2011
asillas H., 2013
Vagococcus camiphilus BAL-halofila Identificada ﬁgﬁgg:‘;ﬁﬁ gz 112 izggﬁ xz_%fgs 1A6]; IXI]’_')Nr gzsmﬂisg ’220(1103
Marinilactobacillus sp. - Identificada Amplificacion de la region V3 165 ADNr éi?f;SB 22001019
psycrotolerans Identificada Amplificacion de la region V3 165 ADNr Garcia 5., 2011
Brachybacterium paraconglomeratus - Aislada Amplificacion del gen 165 ADNr Robles C., 2014
Brevibacterium epidermidis - Aislada Amplificacion del gen 165 ADNr Robles C., 2014
Acinetobacter Iwoffii Proteolitica Aislada Amplificacion del gen 165 ADNr Robles C., 2014
Psychrobacter SP. Lipolitica Identificada Amplificacion de la region V3 165 ADNr Garcia S., 2011
Yarrowia lipolytica Lipolitica Aislada Amplificacion del 265 ADNr Garcia S., 2006
Candida zeylanoides Lipolitica Aislada Amplificacion del 265 ADNr Garcia 3., 2006

BAL- Bacteria acido lacticas, (-) -No se ha asociado a alguna actividad enzimatica o caracteristica destacable.
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Antecedentes

En el 2008, Bravo M. aislo bacterias acido lacticas con medios selectivos y las identifico mediante
tiras API, encontrando 11 cepas de Enterococcus faecium y 3 cepas de Lactobacillus plantarum.
Demostr6 que las bacterias coliformes disminuyen significativamente durante la maduracion debido
a la diminucion del pH, posible efecto de bacteriocinas y otras sustancias inhibitorias como
resultado del crecimiento y actividad de las BAL. Delgado A., corrobor¢ la actividad antibacteriana
de los péptidos de los sobrenadantes de cepas de Lactobacillus y Enterococcus contra
microorganismos coliformes.

Respecto a la generacion de aromas y sabores en el queso Cotija, inicialmente se pensd que eran el
resultado de la actividad proteolitica y lipolitica de los microorganismos presentes. Por esta razon,
en el 2006 Garcia S. realizé el aislamiento de microorganismos lipoliticos y posteriormente los
identificod por analisis de restriccion de ADNr (ARDRA) (Garcia S., 2006). Esto le permitio
identificar bacterias del género Staphylococcus y levaduras como Yarrowia lipolytica y Candida
zeylanoides. Adicionalmente, aislo una bacteria identificada como Bacillus pumilus y que mas
tarde, fue objeto de estudio por su presumible potencial biotecnologico. Alcantara S., obtuvo y
caracterizO la lipasa recombinante LipAQC-6H de Bacillus pumilus QC. La lipasa de
aproximadamente 20.5 kDa tiene preferencia por sustratos de p-nitrofenil ésteres de cadena corta
(C4:0 y C6:0) y presenta su mayor eficiencia catalitica a pH 5.5 con NaCl al 5.5 % (p/v) (Alcantara
S., 2009).

Posteriormente, se realizé un estudio para determinar las posibles fuentes de inoculacion del queso
Cotija con microorganismos lipoliticos a lo largo del proceso y hasta etapas tempranas de
maduracion. En el 2011, Garcia S. logroé aislar a los microorganismos a partir de medios de cultivo
selectivos y después los identifico utilizando la técnica de electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante (DGGE). Los resultados mostraron la presencia de Marinilactobacillus
psychrotolerans, Psycrhobacter sp. y bacterias del género Bacillus en la sal de grano, bacterias del
género Staphylococcus en todas las etapas de manufactura, Lactococcus lactis en leche y cuajada
salada y Bacillus pumilus en la cuajada fresca (Garcia S., 2011).

Por otra parte, Hernandez M. trabajo en el aislamiento de microorganismos proteoliticos en quesos
madurados de 3-6 meses por métodos dependientes de cultivo. Las cepas obtenidas fueron
caracterizadas por métodos bioquimicos tradicionales y ARDRA. Las bacterias correspondieron a
los géneros Bacillus, Staphylococcus y Enterococcus (Hernandez M., 2007).

Mas tarde, Escobar-Zepeda realizd el analisis del perfil electroforético de proteinas del alimento a
lo largo del radio de una pieza de queso y evidencid que la hidrélisis de las proteinas mayoritarias
(caseinas) ocurre de forma homogénea dentro de la matriz. Respecto al perfil de acidos grasos
totales resultd homogéneo a lo largo del radio de la pieza de queso y es muy parecido al perfil de
acidos grasos ideal en leche cruda de vaca Holstein (de acuerdo a la American Dairy Science
Association en el 2002). Sin embargo, en el perfil de acidos grasos liberados por hidrolisis se
observo la presencia de C13:0 y C18:2 cualitativa y cuantitativamente igual en todas las zonas
(Escobar-Zepeda A., 2012).
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3. JUSTIFICACION

El Queso Cotija es un alimento que por sus caracteristicas fisicoquimicas resulta favorable para el
desarrollo de ciertos grupos microbianos. Se han aislado e identificado numerosos microorganismos
lipoliticos, proteoliticos y bacterias acido lacticas a lo largo de su proceso de elaboracion y
maduracion. Sin embargo, los microorganismos cultivables representan s6lo una pequefia fraccion
de la microbiota del alimento, lo que limita la capacidad de exploracion y uso del potencial
metabolico del consorcio. La metagenomica es un enfoque que permite analizar las comunidades
microbianas naturales en busca de actividades enzimaticas, incluyendo organismos que escapan a
las posibilidades de cultivo en el laboratorio. Por estas razones, se propone la construccion de una
biblioteca metagendémica del queso Cotija que posibilite la bisqueda y aislamiento de diversos
genes de interés. La poblacion de bacterias posee actividades metabolicas que estd directamente
relacionado con el desarrollo de las caracteristicas sensoriales finales en el queso. En este trabajo las
hidrolasas de ésteres carboxilicos resultan de interés porque contribuyen de manera importante a la
generacion de aromas y sabores en el alimento. Por otra parte, constituyen uno de los grupos
enzimaticos mas importantes en biocatalisis y han logrado impactar a diversos sectores de la

industria por sus destacadas caracteristicas.
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4.

Hipétesis y Objetivos

HIPOTESIS

La lip6lisis es una actividad enzimatica relevante en la produccién de aromas y sabores en los

quesos madurados, por lo que se podran encontrar hidrolasas de ésteres carboxilicos en una

biblioteca metagenémica del queso Cotija “Region de Origen” con al menos tres meses de

maduracion.

S.

OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Elaborar una biblioteca metagendémica del queso Cotija e identificar hidrolasas de ésteres

carboxilicos funcionales provenientes de bacterias.

5.2 Objetivos particulares

v

Elaborar una biblioteca metagendémica de la microbiota del queso Cotija en bacteriéfagos A.
Obtener clonas con actividad de CEH en el banco metagenémico.
Obtener la secuencia de los insertos de las clonas con actividad.

Identificar los marcos de lectura abiertos de enzimas de interés.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1.Diagrama experimental

En las figuras No. 9 y No. 10, se presenta el diagrama de flujo y el esquema general de la
metodologia de este proyecto, respectivamente.

Aspectos metodolégicos relevantes

Seleccion y tratamiento de muestras de De 95 muestras de queso Cotija se
queso Cotija. eligieron 17

I

Extraccion de ADN metagenomico

I

* Me¢étodo Fenol-Cloroformo-Isoamilico
* Kit Fast ID de la marca Genetic ID

Obtencién de fragmentos de ADN por * High Pure PCR Product Puﬂﬁcaﬁor_l Kit- I?oche .
digestion parcial con enzima Bam HI * Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit — Epigenetics
company
* Protocolo que utiliza tierra de diatomeas
* QIAEX II Gel Extraction Kit - QI4gen/ DNA Clean
& concentrator-5 BIOSIS.

* TLigacion de fragmentos de ADN con vector de

clonacion ZAP Express- Agilent Technologies
* Empaquetamiento del ADN recombinante en
I fagos lambda.

Elaboracion de 1a biblioteca metagenémica
en fagos lambda

| Titulacion de la biblioteca metagendmica |

!

| Amplificacion de la biblioteca metagenomica |

|

Busqueda de enzimas tipo esterasa Identificacion funcional por hidrélisis de o-naftil
carboxilicas acetato en placas de lisis.

!

Escision de insertos y confirmacion de
actividad enzimatica en las clonas

!

Secuenciacidn de insertos y analisis
bioinformatico

Figura No. 9. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada.
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Figura No. 10. Esquema general de la metodologia de la elaboracion de la biblioteca metagendmica del queso Cotija.
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6.2. Muestras de queso Cotija

Se utilizaron 17 muestras de queso Cotija “Region de Origen” de diferentes granjas de la zona de
Jalmich, 7 de ellos pertenecen a municipios del estado de Michoacan y 10 a municipios del estado
de Jalisco (Anexo 11.1). Las muestras fueron recogidas y mantenidos a -10 ° C hasta ser procesados
para su almacenamiento. Los quesos fueron fabricados tradicionalmente y siguiendo las buenas
practicas de higiene. Los quesos cumplen con la norma NMX-F-735-COFOCALEC-201 para queso
Cotija madurado. Las muestras de queso utilizadas cumplen con los siguientes parametros

fisicoquimicos:
* ay: <0.90
Parametros *  Humedad: Max. 36 %
fisicoquimicos: *  Contenido de grasa (BH): Minimo 23 %
*  Contenido de proteina (BH): Min. 25 %
* Cuenta de Staphylococcus aureus < 100 UFC/g
* Ausencia de Salmonella sp. por
cuenta en placa
*  Ausencia (por qPCR): Listeria monocytogenes
Salmonella enterica
Escherichia coli
Pardmetros Staphylococcus aureus
microbiologicos: Brucell_a PP
Escherichia coli ETEC
Escherichia coli O157:H7
Complejo Mycobacterium
(Mycobacterium bovis)
*  Cuenta de bacterias mesofilas 10°-10° UFC/g
aerobias:
*  Organismos coliformes totales: 100 - 300 UFC/g

6.3.Proceso para el almacenamiento de muestras de queso Cotija

El procesamiento de las muestras se realizd en condiciones estériles. Los utensilios necesarios
(procesador, tabla, cuchillos, cucharas) fueron lavados y esterilizados por inmersion en una solucion
de hipoclorito al 10 % (v/v), un posterior enjuague con etanol al 75 % (v/v) y finalmente fueron
expuestos a la luz UV por 5 min. Se retir6 la corteza de los quesos con un cuchillo y se cortaron en
trozos pequefios con otro cuchillo. Los pedazos de muestra se trituraron en cantidades de 100 g
aproximadamente con un procesador para alimentos. Posteriormente, cada 25 g de queso procesado
fueron vaciados a una bolsa estéril con cierre zipper etiquetada para su almacenamiento a -70 °C.
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6.4. Obtencion del metagenoma de la microbiota del queso Cotija

En el grupo de trabajo, desde hace algunos afios se desarrollé un protocolo de obtencion del paquete
celular de los microorganismos que se encuentran alojados en la matriz del queso Cotija, superando
los problemas causados por el alto contenido graso o proteinico (Zuiiga B., 2009). Sin embargo,
este paquete celular acarreaba ADN de vaca (Bos taurus) proveniente de las células somaticas
contenidas en la leche con la que se elabora el queso. Las células somaticas (CS) son células que
poseen nucleo y proceden del torrente sanguineo o de la piel de la ubre o del pezon de la vaca. El
conteo de células somaticas es usado como un indicador de la salud de la glandula mamaria y a su
vez de la calidad de la leche obtenida (Pinto R., 2013; PROY-NMX-F-700-COFOCALEC-2012).
Escobar-Zepeda realiz6 modificaciones al protocolo para eliminar el ADN de vaca y garantizar que
el mayor porcentaje de ADN en estudio fuera de los microorganismos que se desarrollan en la
matriz alimentaria. El tratamiento consistio en la digestion del ADN exdgeno en el paquete celular
con DNasa, antes de iniciar el proceso de ruptura celular para extraccion de ADN metagendmico
(Escobar-Zepeda, En revision). Este paso se considera en las dos metodologias probadas para
extraccion del ADN. La recuperacion del paquete celular a partir del queso Cotija se llevo a cabo
sin previo enriquecimiento de microorganismos (Anexo 11.2 y 11.3). La extraccion del ADN se
realizd con el Kit Fast ID Genetic ID y con el método tradicional Fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1) (Anexo 11.4 y 11.5). En el caso de esta ultima, se adicioné un paso de
purificacion con el kit QIAquick QIAgen (Anexo 11.5).

6.5. Cuantificacion de ADN y determinacion de la pureza

La cantidad del ADN extraido se cuantifico midiendo la absorbancia de 2 puL de solucién a una
longitud de onda de 260 nm (Abs ,40nm) €n un espectrofotometro para microplacas Epoch, BioTek y
el software Gen5 1.10. La pureza del ADN extraido con respecto a la contaminacion por proteinas,
se estim6 con el cociente Abs 250,m/ AbS 230nm- El valor deseado de esta relacion es 1.8-2, lo que
significa que el ADN tiene la pureza suficiente. Adicional a las mediciones espectrofotométricas, se
evaluo la integridad del ADN por electroforesis en un gel de agarosa 1 % (p/v). Y en algunos casos
se evalu6 la calidad del ADN mediante amplificacion de la region V3 del gen ribosomal 16S por
PCR punto final.

6.6. Reacciones de PCR para evaluar la calidad del ADN metagenémico

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Marca Techgene, Techne. Se amplificé la
region V3 de la subunidad 16S del ribosoma bacteriano como indicador de la pureza del ADN
extraido. En las Tabla No. 6 y 7 se muestran los componentes y las condiciones de la reaccion,
respectivamente.

Se utilizaron los siguientes cebadores universales (Ercolini D., 2003):

» 338F-5" ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG 3’ que ocupan de la posicion 338-357 de
la region V3 del gen ribosomal 16S.

» B518R- 5 ATT ACC GCG GCT GCT GG 3’ que ocupan de la posicion 518- 534 de la
region V3 del gen ribosomal 16S.
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Tabla No. 6. Componentes de la reaccion de PCR para amplificacion de la region V3 del gen ribosomal 16S. Se utilizo

Taq Polimerasa (Thermo Scientific).

Reactivo Concentracion Concentracion  Volumen por
inicial final reaccion
Agua - -
Master Mix Taq
Man (Enzima, 2 X 1X
Buffer, ANTP's)
Cebador 338F 100 uM 0.4 uM
Cebador B518 R 100 uM 0.4 uM
ADN - 50 ng totales

Volumen final - -

Tabla No. 7. Condiciones del termociclador para la PCR para amplificacion de la region V3 del gen ribosomal 16S.

Nuimero de ciclos Temperatura Tiempo
1 94 °C 5 min
94 °C 1 min
20 65 °C Imin
72 °C 3 min
94 °C Imin
10 55°C 1 min
72 °C 3 min
1 72 °C 1 min

Al final de la reaccion, esperaba obtenerse un amplicon de 250 pb.

6.7. Fragmentacion del ADN

La fragmentacion del ADN se realiz6 con las enzimas Sau3 Al y BamHI (Promega). Las reacciones
de digestion con 400 ng de ADN se realizaron bajo condiciones variables de tiempo y
concentracion de enzima a 37 °C. Las enzimas fueron inactivadas por incubacion a 65 °C durante
15 min. El patrén de fragmentacion fue visualizado en geles de agarosa al 0.7 % (p/v) en buffer
TAE 1X (40 mM Tris-acetato, | mM EDTA pH 8 + 0.2). La tincion de los geles de agarosa se llevo
a cabo por inmersion en una solucion de bromuro de etidio 0.5 pg/mL en agua desionizada, filtrada
y esterilizada. La diferencia de potencial aplicada fue de 90 volts durante 40 min. El marcador de
tamafio molecular utilizado fue GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder Thermo Scientific (Anexo 11.7).
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Las diluciones de enzimas requeridas se realizaron con agua grado biologia molecular, buffer
MULTI-CORE™ vy albumina sérica bovina (ABS) a concentracion final 1X. Debido a que las
enzimas no se almacenan bien en buffer de reaccion, las diluciones se utilizaron inmediatamente o
se almacenaron a -20 °C por no mas de una semana (de acuerdo a los protocolos reportados por
Promega).

6.8. Procedimiento de corte de banda a partir de gel de agarosa

Las electroforesis realizadas con el objetivo de cortar la banda de ADN que contenia los fragmentos
de interés, se sometieron al proceso de tincidon que se describe a continuacion:

Se utilizo agarosa bajo punto de fusion sin adicion de bromuro de etidio (el ADN que sera clonado
no debe ser expuesto a la luz UV bajo ninguna circunstancia debido a que la eficiencia de la
clonacioén podria verse disminuida en 100 veces o mas) (Epicentre, 2012).

El marcador de tamafio molecular y el control de la reaccion de digestion parcial se depositaron en
los pozos de los laterales del gel, mientras que la reaccion de digestion, escalada y concentrada por
calentamiento al vacio de 100 pL a 30 uL se depositd en un pozo central. Se aplicd una diferencia
de potencial de 80 V durante 1 hora utilizando buffer TAE 1X. Al finalizar, el gel se deposito en
una hoja de acetato con papel milimétrico como fondo para realizar el corte de los dos carriles
laterales (Figura No. 11, lado izquierdo).
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Figura No. 11. Procedimiento del corte de banda de agarosa que contiene los fragmentos de ADN. Lado izquierdo) Corte

de carriles laterales para tincion con bromuro de etidio. Lado derecho) Exposicion de carriles laterales a la luz UV para
marcar la zona de interés. MP: Marcador de tamafio, C: reaccion de digestion enzimatica parcial.

Los laterales del gel fueron sumergidos en una solucion de bromuro de etidio 0.5 pg/mL durante 10
min y enjuagado en agua destilada estéril por 5 min. Posteriormente fueron expuestos a la luz UV
para poder realizar unas muescas que delimitaran el area de interés (Figura No.11, lado derecho).
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Finalmente, se empalmaron los tres segmentos del gel (sin exposicion a la luz UV) y se corto el area
delimitada por las muescas en la zona central del gel. Esta banda de agarosa se dividié en trozos de
250 mg aproximadamente y se depositaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL (los trozos de agarosa
pueden ser almacenados a -20 °C).

6.9. Recuperacion de fragmentos de ADN en agarosa

Los fragmentos de ADN de 7 a 12 kpb obtenidos por digestion parcial fueron purificados por
diferentes metodologias:

e Protocolo del Kit High Pure PCR Product Purification Roche (Anexo 11.8).
e Protocolo del kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery Zymoreserch (Anexo 11.9).
e Protocolo que utiliza tierra de diatomeas (Anexo 11.10).

e Protocolo de QIAEX II QIAgen/ DNA clean & concentrator-5 BIOSIS (Anexo 11.11 y
11.12).

6.10. Elaboracion de la biblioteca metagenémica

La biblioteca metagenomica se realizd utilizando el sistema ZAP Express Predigested Vector Kit
and ZAP Express Predigested Gigapack Cloning Kits BamHI/CIAP-Treated, Agilent Technologies,
este protocolo emplea al ADN de fago lambda como vector de clonacion (Anexo 11.13).

La construccion de la biblioteca metagenémica consta de dos pasos fundamentales: la ligacion de
los fragmentos de ADN con el vector ZAP Express y el empaquetamiento del vector recombinante
en las particulas virales de fago A.

6.10.1. Reaccion de ligacion

Antes de realizar la ligacion, el vector y los fragmentos de ADN fueron calentados a 55 °C durante
10 min e inmediatamente enfriados en hielo por dos minutos (Mei-Fong N., et al, 2008).
Posteriormente, se adicionaron los demas reactivos de acuerdo a la tabla No. 8, para llevar a cabo la
ligacion de los fragmentos de ADN purificados con el vector ZAP Express.

Tabla No. 8. Mezcla de reaccion de ligacion con el vector ZAP Express. *Enzima T4 DNA ligasa Invitogen.

. Concentracion Concentracion Volumen

Reactivo ... ;s
inicial final adicionado

Agua - - -
Buffer ligasa T4 5X 1X 1.1 L
ADN inserto 0.213 pg/ul - 2.5 ulL
Vector ZAP
Express I ug/ul i Lk
Enzima T4 DNA
ligasa * 1U/uL - 1 uL
Volumen final de 5.6pL

reaccion

La reaccion de ligacion se inactivo a 65 °C durante 10 min.
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6.10.2. Comprobacion de la reaccion de ligacion

Se corrobor?6 la eficiencia de la reaccion de ligacion mediante Lig-PCR antes de empaquetar las
construcciones de ADN en las particulas viricas (Chandra P., et al., 2005).

Se utilizaron 1.5 pL de la mezcla de reaccion de ligacion y los cebadores universales T7 y T3 que
franquean el sitio de insercion en el vector ZAP express. Las condiciones de la reaccion de Lig-
PCR se muestran en la Tabla No. 9 y Tabla No. 10.

Tabla No. 9. Componentes de la reaccion de Lig-PCR utilizando Long PCR Enzyme Mix.

. Concentracion Concentracion Volumen por
Reactivo A oz
inicial final reaccion

Agua grado biologia molecular - - 17.8 uL
Buffer Long PCR con MgCl, 15 10X X 2.5 L
mM
Mezcla de ANTP’s 10 mM 0.2 mM 0.5 uL
Cebador promotor T7 (Forward) 10 uM 0.5 uM 1.25 uL
Cebador promotor T3 (Reverse) 10 uM 0.5 uM 1.25 uL
Mezcla de reaccion de ligacion - - 1.5 uL
Long PCR Enzyme Mix (Thermo
Scientific) S5U/ puL 1U 0.20 puL
Volumen final - - 25 uL

Tabla No. 10. Condiciones del termociclador para la reaccion de Lig-PCR.

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaitllllircaiglzaci(')n 94 °C 3 min 1
Desnaturalizacion 94 °C 20s
Alineacion (Tm-5) 51°C 30s 10

Extension 68 °C 7 min
Desnaturalizacion 94 °C 20s
Alineacion 51°C 30s 25
Extension 68 °C 7min+5s
Extension Final 68 °C 10 min 1

El producto de PCR representa las moléculas recombinantes que se generan durante la ligacion y su
tamafio debe ser aproximado a 6 kpb. El producto de PCR obtenido a partir del vector sin ningiin

inserto tendria un tamafio aproximado de 165 pb (Anexo 11.14).
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6.10.3. Empaquetamiento

El empaquetamiento se realizé siguiendo las indicaciones del proveedor. Dado que se realizaron
algunas modificaciones al protocolo de ligacion reportado en el manual, éste se describe en la
seccion de resultados. La reaccion de empaquetamiento se describe a continuacion con detalle.

1. Una vez terminada la reaccion de ligacion se mantuvo a 4 °C.

2. Posteriormente se realizo el empaquetamiento del ADN recombinante en el fago lambda en
campana de flujo laminar.

3. Los extractos de empaquetamiento se descongelaron gradualmente tomando el tubo entre
los dedos.

4. Se adicionaron 4 uL la reaccion de ligacion a 25 pl de extractos de empaquetamiento. Se
mezclo de manera envolvente, sin pipetear, ni formar, burbujas.

5. Se centrifugd a maxima velocidad por 5 s el tubo de reaccion para bajar todo el contenido.

6. La reaccion se incubd en un bafio de agua precalentado a 22 °C en un equipo Eppendorf
Thermomixer durante 2 horas (sin exceder el tiempo).

7. Finalmente, se adicionaron 500 pL de Buffer SM y 20 pL de cloroformo.

8. Se mezclo de manera envolvente con la pipeta y se centrifugé a maxima velocidad por 5 s
para bajar los restos de empaquetamiento. Se almacend a 4 °C.

El buffer SM, los medios de cultivo y otras soluciones se prepararon siguiendo los protocolos
descritos en los anexos 11.15, 11.16 y 11.17.

6.11. Titulacion de la biblioteca metagenémica

La titulacion de la biblioteca metagendmica se realizd con el objetivo de conocer el namero de
fagos contenidos en la misma, de la siguiente forma:

La biblioteca metagenomica fue diluida con el volumen adecuado de buffer SM para obtener las
diluciones 107, 107, 10* y 10”. Posteriormente se adicionan 2 uL de cada dilucién de fagos a 200
uL de células E. coli XL1-Blue MRF" a una D.O.gp0,m = 0.5 resuspendidas en una soluciéon 10 mM
de MgSO, (cultivo realizado en medio LB con suplementos) (Anexo 11.18). Se incubaron las
células y los fagos a 37 °C durante 15 min, sin agitacion. Después de la incubacion, se adiciono la
mezcla de infeccion (bacterias y fagos) a 6 mL de agar suave NZY a 56 °C y se mezcld por
inversion. El agar suave se vertid y homogeniz6 sobre una placa de agar NZY so6lido. Se dejo secar
durante 10 min y se incubd a 37 °C durante 18 horas. Finalmente se contaron las unidades
formadoras de placa (UFP). Se calculd el nimero de fagos que conforman la biblioteca
metagenomica con la siguiente ecuacion:

Numero de fagos en la bilioteca metagendémica
_ (Namero de UFP x Inverso de la dilucion)

- - x uL totales de biblioteca metagenémica
uL usados para infectar bacterias

Para calcular el nimero de fagos existentes debe tomarse en cuenta aquellas placas donde el conteo
de UFP se encuentre entre 30-300 en placas Petri de 100 mm.
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6.12. Amplificacion de la biblioteca metagenomica

La cantidad obtenida de la biblioteca metagendémica, con el Kit ZAP Express de Agilent
Technologies fue aproximadamente de 500 uL, por lo cual fue necesario realizar una amplificacion
para garantizar que el ADN gendmico a analizar no sea limitante de posteriores analisis.

El procedimiento de amplificacion se realizo de igual forma que la titulacion pero a mayor escala.
La infeccion se realizé con un volumen aproximado de 250 pL de fagos en 600 pL de células E. coli
XL1-Blue MRF" a una D.O.gppnm = 0.5 resuspendidas en una solucion 10 mM de MgSO,. Se
utilizaron 30 mL de agar suave NZY para sembrar las bacterias lisadas en la placa de agar NZY de
300 mm x 300 mm. Se incubaron a 4 °C durante toda la noche. Al siguiente dia, se agregaron 15
mL de amortiguador SM y se dejo en agitacién orbital a 4 °C durante 6 h (procurando que el
amortiguador recolectara todos los fagos).

Posteriormente, se recogio el amortiguador SM en un tubo falcon estéril de 50 mL, se enjuago la
placa con otros 5 mL de buffer SM y se agitdé por 30 min mas. Se adicion6 cloroformo a una
concentracion final de 5 % (v/v). Se mezcl6 e incubd durante 15 min a temperatura ambiente. Se
centrifugd a 500 x g durante 10 min. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo falcon estéril.
Se repitio la adicion de cloroformo a una concentracion final de 5 % (v/v), incubacion y
centrifugacion. Finalmente el sobrenadante recolectado se distribuyo en criotubos adicionando 1.5
mL en cada uno. Se adicion6 cloroformo a una concentraciéon final de 0.3 % (v/v) para ser
almacenados a 4 °C y DMSO a una concentracion final 0.7 % (v/v) para almacenar a -80 °C.

6.13. Bisqueda de actividades carboxilesterasa/lipasa

La busqueda de actividad CEH en el banco metagenomico de queso Cotija se realizé con el método
de identificacion funcional basado en la hidrolisis de a-naftil ésteres. Primero, se infectaron células
hospederas con los fagos del banco metagendmico, de acuerdo al siguiente procedimiento:

1. Se realiz6 un cultivo en 50 mL de medio LB con suplementos de la cepa E. coli XL1-Blue
MRF" a 37 °C hasta una D.O.¢ynm de 0.5.

2. De acuerdo a la titulacion de la biblioteca metagenomica, se calculd la dilucidon necesaria de
la biblioteca para realizar infecciones que formaran entre 30 y 300 UFP por placa de medio
NZY.

3. Se tomaron 2 pL de la dilucion adecuada y se infectaron 200 pL. de células, se incubd a 37
°C durante 15 min.

4. Se calentd con anterioridad el agar NZY suave (con 1mM IPTG) hasta tenerlo liquido y se
mantuvo en calentamiento a 56 °C. Se afiadié la mezcla de infeccion al agar suave, se
mezcld por inversion y se vacid sobre cajas de Petri que contienen medio NZY soélido (con
1 mM IPTG).

5. Se dejo6 secar 10 min y posteriormente se incubd a 37 °C durante 12 h o hasta que se
observo crecimiento microbiano y su lisis.
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La busqueda de enzimas lipoliticas en el banco metagendémico de Queso Cotija se realizd con el
método de identificacion funcional basado en la hidrdlisis de a-naftil ésteres (Anexo 11.19). Cada
uno de las UFP positivos detectados, fueron tomados de la caja Petri con ayuda de una pipeta
Pasteur con bulbo y fueron depositados en un tubo Eppendorf de 1.5 mL con 500 pL. de buffer SM
y 1 gota de cloroformo (aproximadamente 2 pL.). Los tubos fueron almacenados a 4 °C.

6.14. Escision del vector pBK-CMV

La escision in vivo es un paso de subclonacion del ADN insertado en el fago A para facilitar su
manipulacioén en pasos subsecuentes. Para realizar este procedimiento es indispensable llevar a cabo
una coinfeccion de células E. coli XL1-Blue con los fagos A y M13 (fago ayudador), de esta
manera, las proteinas del fago M13 realizan una replicacion monocatenaria cuando reconoce el
origen de replicacion f1 en el ADN del fago A. La molécula de ADNss que se circulariza, contiene
las secuencias del vector pPBK-CMYV vy el inserto. El fagémido es empaquetado en las particulas del
fago M13 y excretado por la célula E. coli XL1-Blue. En una segunda etapa, las células de E. coli
XL1-Blue y el fago lambda son lisadas por calentamiento de la mezcla de reaccion a 70 °C. El fago
M13 que contiene el fagémido pBK-CMV no es afectado por la temperatura y es utilizado para
infectar células E. coli XLOLR, que pueden ser plateado en medios selectivos para formar colonias
y posteriormente ser reanalizadas.

Una vez que se seleccionaron los fagos positivos, se almacenaron los trozos de agar que los
contenian en buffer SM y cloroformo. Posteriormente, se realizé el protocolo para escindir la region
del ADN del fago lambda recombinante, que sera el vector de expresion recombinante en la bacteria
E. coli XLOLR (Anexo11.20).

6.15. Conservacion de cepas

Se realizo un cultivo de las cepas E. coli XLOLR y E. coli XL1-Blue MRF’ a partir de una colonia
en medio LB con tetraciclina 12.5 pg/mL hasta una D.O. 4p9 n de 0.5 2 0.8 a 37 °C a 250 rpm. En el
caso de las clonas hidrolasa positivas se realizé un cultivo en medio LB con kan (50 pug/mL) a partir
de una colonia hasta una D.O. 4y ,m de 0.5 2 0.8 a 37 °C a 250 rpm. Posteriormente, las cepas fueron
conservadas en glicerol al 25 % (v/v) y almacenadas a -70 °C.

6.16. Aislamiento del contenido intracelular y extracelular

Se realizo un preindculo de células E. coli XLOLR recombinantes en caldo LB con kan (50 pg/mL)
a partir de una colonia a 37 °C a 100 rpm, durante toda la noche. Se inocul6 un cultivo de 25 mL de
caldo LB con kan (50 pg/mL) a 37 °C a 250 rpm hasta una D.O. ¢onm = 0.9-1. La expresion de las
proteinas se indujo con la adicion de IPTG para lograr un concentracion final de 0.4 mM y se
incubd a 37 °C a 250 rpm, por 3 h. Se colectaron las células por centrifugacion a 8000 x g durante
15 min y posteriormente se realizaron dos lavados con buffer de fosfato de potasio SO mM pH 7.5, a
4 °C. El sobrenadante se almacend en un tubo limpio y estéril.

El paquete celular se resuspendi6 en buffer de lisis (ImM EDTA, 0.3 M NacCl, 10 % (v/v) glicerol,
1 mg/mL de lisozima en buffer de fosfatos de potasio 50 mM pH 7.5) en un volumen equivalente al
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10 % (v/v) del cultivo inicial y se incub6 a 30 °C durante 20 min. Los extractos celulares de E. coli
se sonicaron en hielo (3 veces por 2 min, potencia 4 y 5, 50 % “de salida”, en un sonicador
Dismembrator F550, Fisher Scientific) (Pefia M., 2009).

6.17. Determinacion de proteina por el método de Bradford

En una microplaca se colocaron 160 pL de la muestra (en caso del blanco se utilizo buffer de
fosfatos 50 mM) en pozos independientes, por duplicado, y 40 pL del reactivo de Bradford (Bio-
Rad™). Se homogeniz6 e incubé por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
determinaron las concentraciones en el espectrofotometro para microplacas utilizando una curva
patron de ABS (Anexo 11.21). Para las muestras de extracto extracelular y contenido intracelular se
realizaron diluciones de 1:1000 y 1:100 respectivamente con buffer de fosfatos 50 mM (Bradford
M., 1976).

6.18. Evaluacion cualitativa de actividad enzimatica en microplaca

Se evalué de manera cualitativa la actividad hidrolitica de cada clona en microplaca utilizando
soluciones de a-naftil acetato como sustrato (solucion A) y Fast Red como revelador (solucion B).
Se adicionaron 75 pL de solucion de extracto extracelular o intracelular (se ajustd previamente la
concentracion de proteina de todas las muestras) y 75 pL de buffer de fosfatos 50 mM pH 7.5 como
blanco del ensayo. A continuacion se adiciond a cada pozo 75 pL de la solucion A y se dejo incubar
por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 75 pL de la solucién B. El cambio
de color de cada solucion a color marrén estd relacionado con la actividad enzimatica hidrolitica en
los extractos proteinicos (Castro R., 2014).

e Solucion A: 3 mM a-naftil acetato, 10 % (v/v) acetona en 100 mM de amortiguador de
fosfatos pH 7.5.

e Solucion B: 1 mM Fast Red TR, 0.1 % (v/v), triton X-100 en 100 mM de amortiguador de
fosfatos pH 7.5.

6.19. Extraccion de plasmido pBK-CMYV de clonas positivas

La recuperacion de plasmido pBK-CMV recombinante se realizo con el Kit Gene JET™ Plasmid
Miniprep a partir de 5 mL de cultivo de células E. coli XLOLR recombinantes en caldo LB con kan
50 pg/mL a partir de una colonia hasta una D.O. 4onmde 0.8 a1 a37 °C a 250 rpm.

6.20. Diseiio de cebadores para secuenciacion del inserto de la clona I

Los cebadores utilizados para la secuenciacion de la clona I, fueron disefiados con ayuda de la
herramienta PrimerQuest de IDT estableciendo una longitud 6ptima de 20 pb, una T, de 62 °C y 50
% CG. Los cebadores fueron analizados y seleccionados con base en los criterios que arroja la
herramienta Oligoanalyzer de IDT (PrimerQuest® program, IDT, 2012) (Tabla No. 11).
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Tabla No. 11. Cebadores utilizados para la secuenciacién completa del inserto de la clona L.

Nombre cebador Secuencia Caracteristicas
T7 (Directo) 5’- GTAATACGACTCACTATAGGGC -3 Tm=56.1°C GC %=45.5
T3 (Reverso) 5'- AATTAACCCTCACTAAAGGG -3’ Tm=563°C GC %=40
106F (Directo) 5’- GACAGCTCCTCTCAAATTTCCT -3 Tm=62°C  GC %=45.5
106R (Reverso) 5’- TCCACCGAATGACTAAGGTTTC-3" Tm=62°C GC %=45.5

6.21. Amplificacion del inserto de la clona I para secuenciacion

La amplificacion del inserto de la clona I se utilizaron los cebadores universales T7/ T3 y la
reaccion se llevd a cabo en un termociclador Marca Techgene, Techne. En las Tabla No. 12 y 13 se
muestran los componentes y las condiciones de la reaccion, respectivamente.

Tabla No. 12. Componentes de la reaccion de PCR para amplificar el inserto de la clona I. Se utilizo Long PCR Mix

(Thermo Scientific).

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen por

inicial final reaccion

Agua - -

Buffer Long PCR

mix con 15 mM 10X 1X 2.5ulL

MgCl,

Cebador T7 10 uM 0.5 uM 1.25 pL

Cebador T3 10 uM 0.5 uM 1.25 pL

dNTP’s 2 mM 0.2 mM 2.5 uL

ADN - 150 ng totales

EI!Zlma Long PCR 5U U 0.2

Mix

Volumen final - - 25 uL

Tabla No. 13. Condiciones del termociclador para la PCR para amplificar el inserto de la clona 1. Se utiliz6 Long PCR
Mix (Thermo Scientific). El tamafio de inserto fue aproximadamente de 6 kpb.

Numero de ciclos Temperatura Tiempo
1 94 °C 3 min
94 °C 20's
10 51 °C 30s

68 °C 4 min
94 °C 20's
25 51 °C 30s

68 °C 4dmin+2s
1 68 °C 10 min
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6.22. Secuenciacion de insertos

La secuenciacion de los insertos se realizoé directamente en plasmido mediante el servicio Primer
Walking, Macrogen (Humanizing Genomics Macrogen, 2015).

6.23. Analisis bioinformatico

Los ensambles de las secuencias nucleotidicas se realizaron con el programa MultAlin version
5.4.1, se utiliz6 la matriz blosum 62, una penalizacion de 12 por apertura de gap y 2 por extension
de gap (Corpet F., 1988). Los alincamientos pareados entre las secuencias de nucleétidos se
realizaron con las herramientas EMBOSS-Water, utiliza una matriz blosum 62, una penalizacion de
10 por apertura de gap y 0.5 por extension de gap. También se utiliz6 EMBOSS-Needle utiliza una
matriz blosum 62, una penalizacion de 10 por apertura de gap dentro y al final de cada secuencia y
0.5 por extension de gap dentro y al final de cada secuencia (Li W., et al., 2015). Los alineamientos
multiples se realizaron utilizando el programa CLC Genomics Workbench 7.6, se utiliz6 una
penalizacion de 10 por apertura de gap y una penalizacion de 1 por extension de gap (CLC bio,
Aarhus, Dinamarca). Los marcos abiertos de lectura fueron identificados utilizando el programa
GeneMark.hmm version 3.25 con modelos heuristicos, se realizo la prediccion de ORF en ambas
hebras utilizando el cédigo genético 11 (Besemer J., et al., 2005; Kong L., et al., 2007). Las
secuencias de aminoacidos de las proteinas predichas fueron comparadas contra la base de datos no
redundante (NR) BLASTp, con longitud minima de ensamble de 100, matriz blosum 62,
penalizacion de 11 por apertura de gap y penalizacion de 1 por extension de gap (Altschul S.F., et
al., 1990). Simultaneamente, se alinearon las secuencias de nucleo6tidos de las clonas con la base de
datos no redundante uniprotkb de UniProt, utilizando la matriz blosum 62 (The UniProt
Consortium, 2015). Adicionalmente, se alinearon las secuencias predichas como ORF con la base
de datos Pfam, para la anotacion consensada de genes (Finn R., et al., 2014). Por otro lado, se
buscaron motivos proteinicos dentro de los marcos abiertos de lectura para cada clona con la
herramienta ProSite-ExPasy (De Castro E., et al., 2006). La prediccion de la estructura secundaria
de los marcos abiertos de lectura se realizo con el servidor Jpred 4-ExPasy (Drozdetskiy A., et al,
2015). Las secuencias nucleotidicas fueron alineadas contra la base de datos no redundante (NR/nt)
BLASTn con longitud minima de ensamble de 100 y los parametros estandar (Altschul S. F., et al.,
1990).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.Extraccion de ADN metagenémico

El ADN extraido con el kit Fast ID Genetic ID se visualizO en gel de agarosa ligeramente
degradado (Figura No. 12 A). La pureza del ADN extraido de evalué6 mediante una reaccion de
PCR, debido a que, la enzima ADN polimerasa es muy sensible a altas concentraciones de iones y
contaminantes como fenol o cloroformo, entre otros. Por lo tanto, se realizo la amplificacion de la
region V3 del ADN ribosomal 16S para comprobar la calidad amplificable del material genético. El

producto de PCR se visualizo en un gel de agarosa en el tamafio esperado (200 pb) (Figura No. 12 B
carril 3).
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Figura No. 12. ADN metagenémico de la microbiota del queso Cotija extraido con el kit Fast ID Genetic ID. Panel A)
MP- Marcador de tamafio molecular GeneRuler 1Kb Plus Thermo Scientific. 1- ADN metagenémico extraido con el kit
Fast ID. Panel B) MP- Marcador de tamafio molecular GeneRuler 1Kb Plus Thermo Scientific. 2) Control negativo de la
amplificacion del gen ribosomal 16S a partir del ADN extraido. 3) Producto de PCR del gen ribosomal 16S a partir del
ADN metagenomico extraido con el Kit Fast ID.

La segunda metodologia probada fue la extraccion con PCI que utiliza lisozima y mutanolisina para
la lisis celular. La integridad del ADN fue evaluada mediante una electroforesis en gel de agarosa y
como puede observarse en la Figura No. 13 panel A, el ADN es de alto peso molecular y sin
degradacion. Posteriormente, el ADN obtenido se concentrd y purificé con el kit QIAquick QIAgen.
Adicionalmente, se realizé una reaccion de PCR punto final de la region V3 del gen ribosomal 16S
con el ADN antes y después de la purificacion con el kit QIAquick QlAgen para determinar la
calidad y pureza del ADN obtenido. Los amplicones fueron visualizado en gel de agarosa en el
tamafio esperado (200 pb) (Figura No. 13 B). Sin embargo, la intensidad del amplicon se aprecia de
manera tenue comparada contra una muestra de ADN extraido por la misma técnica con un paso
adicional de purificacion en columna (QIAquick- QIAgen).
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A pesar de que esta metodologia es ampliamente utilizada, es bien sabido que la purificacion de
ADN puede acarrear compuestos que inhiban (proteinas, detergentes, sales, agentes quelantes,
etanol, solventes organicos como fenol o cloroformo, entre otros) reacciones posteriores. Sin
embargo, el paso adicional de purificaciéon en columna garantiza la eliminacion de compuestos
contaminantes del ADN.

Figura No. 13. ADN metagendmico de la microbiota del queso Cotija extraido con PCI. Panel A) MP- Marcador de
tamafo molecular GeneRuler 1Kb Plus Thermo Scientific. 1- ADN metagendémico extraido por el método PCI. Panel B)
MP- Marcador de tamafio molecular O* Range Ruler ™ 50 pb DNA Ladder, Thermo Scientific. 2) Producto de PCR del
gen ribosomal 16S a partir del ADN metagendmico extraido. 3) Producto de PCR del gen ribosomal 16S a partir del ADN
metagenomico extraido adicionando un paso de purificacion del ADN por columna. C+) Control positivo de la reaccion.
C-) control negativo de la reaccion.

Ademas de la integridad y la calidad amplificable del ADN, otro criterio importante para la eleccion
del método de extraccion de acidos nucleicos en estudios metagendmicos es el rendimiento del
material obtenido. En la tabla No. 14 se presenta el resumen de estos datos y la comparacion entre
ambas metodologias. EIl ADN obtenido proveniente de 75 g de queso Cotija independientemente del
protocolo utilizado. Sin embargo, el rendimiento expresado como porcentaje de mg de ADN/mg
células extraidas del queso, es mayor cuando se utiliza la metodologia con PCI-QIAquick. La
diferencia de rendimientos posiblemente radica en que el método con PCI implica tratamientos
enzimaticos mas drasticos para la ruptura celular. Cabe mencionar, que Escobar-Zepeda propuso
utilizar la accion conjunta de la lisozima y la mutanolisina para mejorar la representatividad de la
diversidad microbiana (Escobar-Zepeda A., En revision; Yuan S., et al., 2012). La concentracion y
el volumen de ADN obtenido por esta metodologia son suficientes para las etapas posteriores.

A pesar de que el kit Fast ID ha sido utilizado desde hace varios afios en el grupo de trabajo y ha
demostrado ser un protocolo que permite la extraccion de ADN en cantidad y pureza suficiente para
todo tipo de ensayos, la concentracion de ADN extraido es 5 veces menor a la minima requerida en
los siguientes pasos de este proyecto. Esto implica un paso adicional de concentracion donde puede
perderse o degradarse el ADN metagendomico. La pureza de los acidos nucleicos medida como la
relacion Ajgonm/Azsonm €8 adecuada independientemente del método de extraccion de ADN utilizado.
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Con base en estos resultados, se infiere que el protocolo con PCI-QIAquick resultd mas eficiente
para la extraccion del ADN metagendmico en este proyecto. Esto significa la superacion de un paso
fundamental en la elaboracion de la biblioteca metagendmica.

Tabla No. 14. Comparacion de los datos de extraccion de ADN metagenomico obtenidos por dos metodologias diferentes.
Para ambas metodologias se usaron 75 g de Queso Cotija.

Ext i6 PCI-
Metodologia empleada Kit Fast ID Hiracaon c.on
QIAquick
Concentracion de ADN (ng/pL) 30 200
Volumen (uL) 540 250
Relacion Al(v()nm/Azx()nm 2.1 2.06
ADN total (pg) 16.61 50.47
Rendimiento=
mg ADN 0.017 % 0.060 %
( )x 100
mg de paquete celular

7.2.Fragmentacion del ADN

El ADN metagendmico purificado con PCI-QIAquick, se sometid a ensayos de digestion
enzimatica para generar fragmentos de longitud entre 5-12 kpb que tuvieran sitios de
reconocimiento compatibles con el vector ZAP Express para su posterior ligacion. Se utilizaron las
enzimas Sau3Al y BamHI (Promega) a diversas condiciones de tiempo de digestion y

concentracion de enzima.

Las condiciones probadas y el resumen de resultados con la enzima Sau3Al se presenta en la Tabla
No. 15. Las digestiones realizadas con 0.1, 0.2 y 0.3 U en 20 pL de reacciéon durante 30 min,
resultaron en digestiones excesivas debido a que se obtienen fragmentos menores a 5 kpb (Figura
No. 15 Panel A, carril 1, 2 y 3). Con base en estos resultados se probaron concentraciones de
enzima y tiempo menores, entre ellos, 0.1 Uy 0.01 U en un intervalo de 10 a 30 min. La reaccion
que se llevo a cabo con 0.1 U resulté en un patron de fragmentacion donde la mayor poblacion de
fragmentos se observan entre 700 — 5,000 pb (Figura No. 14 Panel B, carril 4 y 5). Por otra parte, el
uso de 0.01 U de enzima es insuficiente para hidrolizar el ADN metagendémico (Figura No. 14 Panel
B, carril 6 y 7). Las digestiones realizadas con 0.015 y 0.020 U generaron baja concentracion de
fragmentos en la zona de interés (Figura No. 14 Panel C, carril 8 y 9). A pesar de trabajar con
concentraciones tan bajas de enzima Sau3Al, no se lograron optimizar las condiciones de digestion
para obtener buenos rendimientos de ADN digerido en la zona de 5-12 kpb, por lo que se prob6 con

la enzima BamHI.
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Tabla No. 15. Resumen de condiciones de ensayos enzimaticos llevados a cabo con la enzima Sau3Al. *Se utilizaron 400
ng de ADN, 0.1 mg/mL ABS, Buffer MULTI CORE™ 1X. Las reacciones se inactivaron a 65 °C por 15 min.

Digestion realizadas con enzima Sau3AI*

Unidades de
enzima en 20 pL
de reaccion.

Tiempo de digestion a

37 °C (min). Resultado

No se observa diferencia entre las
0.1, 0.15, 0.2, 0.3 30 condiciones.

Fragmentacion excesiva

No se observa diferencia entre las
condiciones y la fragmentacion fue excesiva.
0.1 10,15, 20 . :
Se obtienen fragmentos de longitud menor a

5 kpb.

Se observa una banda intensa de ADN
metagenoémico.
0.01 20, 30 Baja cantidad de ADN en la region de
interés.
Sin diferencia entre las condiciones.

0.05 30 Digestion excesiva

No permiten obtener buenos rendimientos de
0.015, 0.020 30 ADN en la zona de interés.

Condiciones probadas para optimizar la reaccién de digestion del ADN metagendmico
con la enzima Sau3Al

Unidades | 3 ] | j ] 3

de enzima 0.1 30.2 0.3 0.1 0.1 0.01 0.01 0.015 0.02
............ e ST S B T S
Tiempo % = % < % <

de o | o | | | o

reaccion ‘ ‘ 30 | 10 15 20 30 ‘ 3 30

(min) i 3 | ‘ ‘

IRN 1B {4

Panel A Panel B Panel C
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Figura No. 14. Electroforesis de las condiciones de digestion de ADN metagenémico con la enzima Sau3Al. MP)
Marcador de tamafio molecular GeneRuler 1 Kb Plus Thermo Scientific. B) Blanco de reaccién. Agarosa 0.7 % (p/v),
buffer TAE, 90 V, 40 min.

Algunas de las condiciones probadas y los perfiles de digestion con la enzima BamHI se muestran
en la Tabla No.16 y en la Figura No. 15, respectivamente.

Tabla No. 16. Resumen de condiciones de ensayos enzimaticos llevados a cabo con la enzima BamHI. *Se utilizaron 400
ng de ADN, 0.1 mg/mL ABS, Buffer MULTI CORE™ 1X. Las reacciones se inactivaron a 65 °C por 15 min.

Digestion realizadas con enzima BamHI

Unidades de enzima en 20 pL de Ly 010 GHYS 0T €

., Resultado
reaccion. 37 °C (min).
2U 40, 60 Excesiva
3U 30, 40,60 Excesiva
2U 15, 30 Poblacion de fragmentos en 5 kpb.
U 10, 20 Poblacion de fragmentos mayor a

5 kpb.

bp
20000 -
10000 -

7000 -
5000

1500 ...

500 -

Figura No. 15. Digestiones realizadas con la enzima BamHI. Panel A- Electroforesis de digestiones con BamHI. Panel B-
Imagen 3D de las digestiones con BamHI, Image Lab 3.0. MP) Marcador de tamafo molecular GeneRuler 1Kb Plus
Thermo Scientific. BR) Blanco de reaccion. 1) Digestion realizada con 2 U de BamHI durante 15 min. 2) Digestion
realizada con 2 U de BamHI durante 30 min. 3) Digestion realizada con 3 U de BamHI durante 10 min. 4) Digestion
realizada con 3 U de BamHI durante 20 min. Gel de agarosa estandar 0.7 % (p/v), buffer TAE, 90 V, 40 min.

A partir de la electroforesis mostrada en la Figura No 15 panel A, se realizd6 un analisis
densitométrico con el programa Image Lab 3.0 para poder elegir la condicién de digestion mas
adecuada. El analisis consistio en cuantificar la intensidad de cada carril en dos regiones: de 12 kpb-
5 kpb y de 5 kpb-3 kpb. Los resultados mostraron que al utilizar 3 U de BamHI (Figura No 15 carril
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3 y 4) se genera mayor cantidad de fragmentos superiores a 5 kpb en comparacion con el uso de 2 U
(Figura No 15 carril 1 y 2). Por otra parte, cuando la digestion dura 20 min/ 3 U se genera mayor
cantidad de fragmentos mayores a 5 kpb comparada con la digestion durante 10 min/ 3 U (Figura
No. 15, Panel B). Por esta razon, se establecid que la condicion apropiada para fragmentar 400 ng
de ADN es utilizando 3 U de enzima BamHI durante 20 min a 37 °C. Las condiciones de digestion
finales se muestran en la Tabla No. 17.

Tabla No. 17. Condiciones finales de digestion del ADN metagendmico.

Volumen
.. ., Volumen adicionado a la
. Concentracion Concentracion . . .,
IO inicial del reactivo final del reactivo LD LD E reaccion con 3 U
BLANCO (pL) BamHI
Agua grado X
biologia molecular i i ¢bp. 20 uL ¢b.p. 20 uL
Buffer de enzima
MULTI-CORE™ 10X X ? ?
ABS 1 mg/mL (10X) 0.1mg/mL(1X) 2 2
ADN (400 ng totales) - c.b.p. 400 ng
Enzima (BamHI) 1 U/pL 0.15 U/uL - 3
Volumen total . . 20 20

7.3.Purificacion de fragmentos

Una vez optimizadas las condiciones de digestion del ADN metagendomico, se probaron 4
metodologias diferentes para purificar los fragmentos de 5 a 12 kpb, provenientes de 16 pg de ADN
metagenomico digerido. El objetivo fue conseguir ADN fragmentado en cantidad y calidad
suficiente para ser ligado con el vector. Las especificaciones del vector ZAP Express indica que se
requiere un volumen maximo de 2.5 puL de ADN de concentracion adecuada para cumplir la
relacion molar deseada entre el ADN inserto y el vector. Para este sistema se recomienda probar
relaciones molares (inserto: vector) desde 0.25:1 a 8:1 (Sambrook J., et al., 2001). Las metodologias
evaluadas fueron (Tabla No. 18):

e Protocolo del Kit High Pure PCR Product Purification Roche.
e Protocolo del kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery Zymoreserch.
e Protocolo que utiliza tierra de diatomeas.

e Protocolo de QIAEX II QIAgen/ DNA clean & concentrator BIOSIS.

El kit High Pure PCR Product Purification Roche permite la purificacion de fragmentos de ADN
mayores a 100 pb, sin embargo, no menciona la maxima longitud de ADN que puede recolectar. De
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acuerdo a los resultados obtenidos, concluimos que el rendimiento de purificacion de fragmentos de
alto peso molecular fue muy bajo. Los fragmentos de ADN purificados se recuperan sin ser
degradados en el proceso. Sin embargo, no tiene la pureza necesaria, ni la cantidad suficiente
(nanogramos totales) para realizar la reaccion de ligacion (Figura No. 16. carril 1).

El kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery Zymoresearch posee una columna de purificacion de ADN
con un didmetro de 2.0 mm permitiendo eluir el ADN en un volumen > 6ul. de agua, cabe
mencionar, que el kit ofrece un porcentaje de recuperacion del 50 %-70 % para fragmentos de ADN
entre 11-23 kpb. Experimentalmente, se lograron obtener 8 pulL de fragmentos de ADN con una
concentracion de 45 ng/uL. aproximadamente y fueron visualizados en gel de agarosa. En la Figura
No. 16. carril 2 puede observarse que los fragmentos no se encuentran en el rango de tamafos
moleculares deseados, por lo que esta metodologia no resultd viable para el proyecto.

Tabla No. 18. Resumen de resultados obtenidos al purificar fragmentos de ADN a partir de agarosa con diferentes
metodologias.

Relacion - .
No Concentracion antida .
Método utilizado A sonm Observaciones
gel. (ng/pL) 20 (nL)
280nm
1 High P%re I.)CR Product 18.0 1.29 9 No puede concentrase
Purification Roche
™
2 Zymoclean 45 1.9 8 Degradado
Zymoreserch
3 Tierra de diatomeas 93.45 6.57 30 Contaminado
Contaminado con
4 QIAEX II QlAgen 44.81 1.6 8 sales/silice.
QIAEX I QlAgen/ DNA v Adecuado
5 Clean & Concentrator-5 213.78 1.98 7
BIOSIS.

La tercera opcidn probada utiliza tierra de diatomeas como una matriz de union de acidos nucleicos.
Se ha reportado que la tierra de diatomeas esta recubierta con un compuesto gelatinoso que resulta
inhibitorio en reacciones de PCR, secuenciacion, clonacion, etc. (Kim K-S., et al, 1996; Tanaka J.,
et al., 2002), por lo que se realiz6 un blanco de agua a la par de la reaccion de purificacion y al final
del proceso se midio la cantidad de ADN tanto en el blanco como en la muestra por absorbancia a
260 nm. Los resultados mostraron que el agua recuperada tenia una concentracion de 28.83 ng/uL,
lo que pone de manifiesto la posible contaminacion del ADN purificado. Los fragmentos de ADN
se recuperaron en un volumen aproximado de 30 uL con una concentracion de 93.45 ng/uL y una
relacion de Ajpgonm/Azsonm de 6.58, lo que era de esperarse. Pese a la relacion Ajgonm/Azsgonm, €l
rendimiento alcanzado es bastante favorable y pudo visualizarse en una electroforesis en el rango de
tamanos deseados (Figura No. 16. carril 3). Dado que, eliminar la contaminacién existente en los
fragmentos recuperados implica pérdida de ADN, esta metodologia tampoco resultdé una opcion
viable.
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La cuarta opcion probada fue el kit QTAEX II QIAgen que permite recuperar fragmentos de hasta 50
kpb en un volumen aproximado de 18 pL con una eficiencia del 70 %. Los resultados logrados
después de concentrar fueron 8 pL de concentracion 44.81 ng/uL. Ademas, los fragmentos se
visualizaron en gel de agarosa de manera intensa en los tamaiios esperados (Figura No. 16, carril 4).
Sin embargo, la soluciéon de ADN tiene una apariencia amarillenta y viscosa, esto puede deberse a
que contenga sales y colorantes de los buffer asi como silice. Todos estos componentes pueden
interferir en reaccion posteriores. Por lo que a esta metodologia se agregd un paso de purificacion y
concentracion con el kit DNA Clean & concentrator- 5 BIOSIS (Figura No. 16, carril 5). De esta
manera, se lograron obtener 7 pL de fragmentos de ADN de concentracion 213 ng/uL y una

relacion Ajgonm/Azsonm de 1.98. Los fragmentos fueron observados como un barrido intenso de ADN
desde 10 kpb hasta 1.5 kpb.
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Figura No. 16. Fragmentos de ADN purificados. MP) Marcador de tamafio molecular GeneRuler 1 kpb Plus Thermo
Scientific. 1) ADN purificado con kit High Pure PCR Product Purification Roche. 2) ADN purificado con kit
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Zymoreserch. 3) ADN purificado con tierra de diatomeas. 4) ADN purificado con el kit

QIAEX II de QIAgen. 5) ADN purificado con el kit QITAEX II de QIAgen/ DNA Clean & concentrator-5 BIOSIS. Agarosa
1 % (p/v), Buffer TAE, 90 V, 40 min.

En resumen, el uso conjunto del kit QIAEX II QIAgen y el kit DNA Clean & Concentrator-5
BIOSIS posibilitaron la purificacion de fragmentos de alto peso molecular en cantidad y
concentracion adecuada para la reaccion de ligacion con el vector ZAP Express.

7.4.Elaboracion de la biblioteca metagenomica

Como se menciond anteriormente, la relacion molar inserto: vector sugerida en reacciones de
ligacion con el bacteriofago A varian desde 0.25:1 hasta 8:1 (inserto: vector) (Sambrook J., et al.,
2001). Esta relacion molar impacta directamente en el nimero de recombinantes resultantes. La
relacion molar aproximada para esta biblioteca metagenomica fue de 3.4:1 (inserto: vector)
considerando un tamafio promedio de inserto de 6 kpb. Esto representaba una alta probabilidad de
ligacion entre el vector y los fragmentos generados.
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(Tamaio de inserto kpb)(ng vector) (cantidad de inserto)
(Tamaifio del vector kpb) (cantidad de vector)

ng ADN inserto =

cantidad de inserto »
Donde: - = relacion molar
cantidad de vector

(530 ng inserto)(38.9 kbp) 3.4
(1000 ng vector)(6 kbp) 1

relaciéon molar =

Los productos de la amplificacion fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa
estandar. Los amplicones generados se aprecian como un barrido desde los 20 kpb hasta 500 pb
(Figura No.17). Con base en estos resultados podemos inferir que los fragmentos generados del

ADN metagendmico del queso Cotija se ligaron con el vector ZAP Express con éxito.

Figura No. 17. Electroforesis del producto de amplificacion de Lig-PCR. MP- Marcador de tamafio molecular GeneRuler
1 kb Plus Thermo Scientific. 1) Producto de Lig- PCR. B) Blanco de reaccion. Agarosa 0.7 % (p/v), 90 V, 40 min.

7.5.Titulaciéon de la biblioteca metagenémica

La titulacion se realiza con el objetivo de cuantificar el nimero de clonas obtenidos por mililitro de
la biblioteca metagenomica. En el caso de los virus bacterianos liticos, la titulacion se realiza
asumiendo que cada unidad infectiva es capaz de producir una placa de lisis sobre un césped
bacteriano, lo que es cierto para bajas multiplicidades de infeccidon. Por tanto, al determinar el

numero de UFP producidas al infectar varias diluciones de la biblioteca metagenémica, se puede
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calcular el nimero de unidades infectivas existentes por cada mL. Por consiguiente, se realizo la
titulacion por duplicado de la biblioteca metagendémica recién construida y los resultados se

muestran a continuacion (Tabla No. 19):

Tabla No. 19. Titulacion de la biblioteca metagenomica generada. Resultados de la infeccion de 200 pL de células con 2
pL de cada dilucion de la biblioteca metagenémica de Queso Cotija.

Dilucion ) )

107 107 10 107 Control -
Serie

Tapete d
Serie 1 45 UFP 9 UFP | UFP 0 UFP apete de
células
T, ‘t N =y
Serie 2 65 UFP 5 UFP | UFP 0 UFP apete de
células

La biblioteca metagenomica del queso Cotija generada tiene 136 950 clonas con un titulo de 275
UFP/uL (Anexo 11.22). El banco metagenémico representa 0.821 Gpb de metagenoma si
consideramos que el tamano promedio de los fragmentos clonados fue de 6 kpb. El tamafio
promedio de los fragmentos fue calculado tomando en cuenta fragmentos desde 700 pb -12 kpb con
base en la electroforesis de la reaccion de ligacion (Figura No.17).

Considerando que el tamafio de los genes reportados codificante para enzimas esterasas carboxilicas
tiene un tamafio entre 700 - 2500 pb, es probable que los insertos clonados contengan un gen
completo (Henne, A., et al., 2000; Ranjan R., et al., 2005; Yun-Jung K., et al., 2006.; Roh C. y
Villatte F., 2008; Wu C. y Sun B., 2009; Zhang T., et al., 2009; Jiang X., et al., 2012; Khan M., et
al, 2013).

Por otro lado, el tamafio de la biblioteca metagendmica obtenida es comparable con las reportadas
tanto para el mismo sistema de clonacion como para otros sistemas como plasmidos y fésmidos,
que van desde los 350 Mpb - 1.1 Gpb (Tabla No. 20).

7.6.Amplificacion de la biblioteca metagenomica

La biblioteca obtenida fue amplificada para aumentar la probabilidad de encontrar las enzimas de
interés, asi como, para conservarla y que sirva como punto de partida de otras investigaciones. La
biblioteca metagendmica se amplificé a un titulo de 2.21 x 10° UFP/uL de biblioteca y un volumen

final de 20.5 mL que fue almacenado a -70 °C en criotubos de 1.5 mL.
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Tabla No. 20. Bibliotecas metagenémicas construidas con diferentes vectores.

Tamaio T fio d
Muestra ambiental Tipo de vector de amano ae Referencia
. biblioteca
insertos
Fago A
Rumen bovino ZAP Express 0-12 kb 1100 Mb Ferrer M., et al., 2005
vector
Fago A
Pozol ZAP Express 5-6 kb 112 Mb Pena Garcia G. C., 2011
vector
suclo del desierto Fésmido 30 kb 300 Mb Heath, C., et al., 2009
antartico
. Fosmidos
Agua de rio pCCIFOS 25-45 kb 714 Mb Ouyang L-M., et al., 2013
Plasmido
Suelo pUCIO 2.5kb 48.75 Mb Ouyang L-M., et al., 2013
Plasmido
Suelo PIAZZ 1-3 kb 6 Mb Khan M., et al., 2013

Sedimentos de aguas Fésmido
profundas del 36 kb <720 Mb Jiang X., etal., 2012

! , pCC2FOS
océano pacifico
.. Fago A
,(,)uesg’ Cotija o ZAP Express 0.7 -12 821 Mb En este trabajo
Region de origen vector kpb

7.7.Buisqueda de actividad esterasa en la biblioteca metagenémica

Para poder iniciar la bisqueda de clonas positivas en la biblioteca metagendmica, se valido la
técnica mediante controles. Como control positivo se utilizd una cepa recombinante de E. coli que
posee una enzima con actividad esterasa proveniente de Bacillus pumilus GMA1 (cepa E. coli
pETYkuU 11), como control negativo se utilizo la cepa de E. coli XL1-Blue (Figura No. 18). La
cepa control positivo se torna notablemente mucho més oscura que la cepa control negativo al
reaccionar con el sustrato durante el mismo tiempo, esto significa que la técnica de busqueda es
optima.

Figura No. 18. Controles de biisqueda de CEH en la biblioteca metagenémica. A. Control negativo con E. coli XL1-Blue.
B. Control positivo con E. coli pETYkuU 11 (Cepa recombinante con actividad esterasa proveniente de Bacillus pumilus
GMAL). Reaccion realizada con a-naftil acetato y Fast blue RR.
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Posteriormente, se inici6 la busqueda de enzimas CEH en el banco metagenémico. Se analizaron
aproximadamente 115 000 fagos de la biblioteca metagenomica de los cuales 13 UFP se revelaron
como fagos presuntamente positivos (Figura No. 19, Panel A).

El nmimero de clonas analizadas es relativamente alto comparado con algunas bibliotecas
metagenomicas en plasmido y otros sistemas de expresion (Tabla No. 21), esto puede deberse a la
excesiva amplificacion que se realiz6 de las clonas. Durante la etapa de amplificacion cada una de
las clonas obtenidas se replica para aumentar la cantidad de cada una de ellas, esto puede aumentar
la probabilidad de encontrar el gen de interés durante la blisqueda funcional o por el contrario,
puede reducir la tasa de éxito de encontrar al gen diana.

Tabla No. 21. Relacion de clonas positivas encontradas y las clonas analizadas en una biblioteca metagenomica.
(*Enzimas lipoliticas putativas y/o que presuntivamente pertenecen a bacterias no cultivables).

. Clonas
Muestra . Método de .. .
. Tipo de vector . . qa positivas/clonas Referencia
ambiental identificacion .
analizadas
Fago A Fast Blue RR
Rumen bovino ZAP Express a-naftil acetato 12/14 000 Ferrerzl(\)/ld,set al,
vector
*
Suelos de pl Fésmid Fast Blue RR 5*/60 000
petos de prayas, osImeos a-naftil acetato Kim Y., et al., 2006
pisos, bosques pCCIFOS oo .
(Escherichia coli) *(1)
Plasmido Agar con tributirina Tirawongsaroj P., et

Fuente termal y trioleina + 2/36 000

pZErO-2 rodamina B al., 2008
Lodos activados Plasmido Agar con tributirina 1/100 000 Roh €. go\élgnme F.
suelro .del desierto Fosmido Agar con tributirina 1/10 000 Heath C., et al., 2009
antartico
Lodos activados Fosmido Agar con tributirina 1/100 000 Zhangz,(%.z)et al,

*

Agua de rio Fosmidos Agar con tributirina e Ouyang L-M., et

pCCIFOS *(1) al., 2013

Plasmido S Ouyang L-M., et
Suelo pUC19 Agar con tributirina 1/19 500 al.. 2013

Agar con rojo fenol

Plasmido y aceite de oliva o

Suelo PIAZZ Agar con rodamina y 2*/2000 Khan M., et al., 2013
aceite de oliva
9%/20 000
Sedimentos de Fésmido
aguas profundas Agar con tributirina Jiang X, etal., 2012
. . pCC2FOS
del océano pacifico
*(8)

Prado cerca de Plasmido S Henne A., et al.,
Northeim, un pBluescript SK(+) Agar con trioleina 1/730,000 2000
campo de
remolacha
azucarera Plasmido ) L Henne A., et al.,
(Alemania) y el pBluescript SK(+) Agar con tributirina ez 2000
valle del rio
Niemen.
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La siguiente etapa fue realizar la escision in vitro del vector pBK-CMV que contiene el fragmento
de ADN metagenomico que codifica para alguna enzima con la capacidad de hidrolizar a-naftil
acetato. La escision in vivo es un paso de subclonacion del ADN insertado en el fago A y generar un
fagémido pBK-CMYV, para facilitar su manipulacion en pasos subsecuentes. La escision es necesaria
para la expresion en la bacteria E. coli XLOLR de los genes contenidos en los fragmentos del
metagenoma. Por lo tanto, después de la escision del vector y de la transduccion de E. coli XLOLR,
cada clona fue sembrada en placas de agar LB + tributirina (1 % v/v) + IPTG (0.4 mM) + kan (50
pg/mL) y se incubaron a 37 °C por 7 dias. Pasado este tiempo algunas de las colonias sembradas
presentaron un halo claro alrededor que representa la hidrélisis de la tributirina del medio de cultivo
(Figura No. 19, Panel B). Esas clonas se resembraron en placas de agar con la misma composicion y
bajo las mismas condiciones para ratificar que tenian la capacidad de hidrolizar acidos grasos
(Figura No. 19, Panel C). Todas las colonias aisladas volvieron a hidrolizar la tributirina del medio
esto quiere decir que las clonas seleccionadas mantienen la actividad hidrolitica. Las clonas aisladas
fueron nombradas por letra como (Hidrolasa de la Biblioteca Metagendémica del queso Cotija):
HBMqC-A, HBMqC-B, HBMqC-C, HBMqC-D, HBMqC-E, HBMqC-F, HBMqC-G, HBMqC-H,
HBMqC-I, HBMqC-J, HBMqC-K, HBMqC-L, HBMqC-M.

Figura No. 19. Busqueda de UFP CEH positivas y confirmacion. A. Ejemplo de placas de infeccion con a-naftil acetato y
Fast Blue RR para busqueda de enzimas CEH. B Confirmacion de clonas en medio LB + tributirina (1 % (v/v)) + IPTG
(0.4 mM) + kan (50 pg/mL) incubadas a 37 °C por 7 dias. C. Reconfirmacién de clonas seleccionadas bajo las mismas
condiciones.

7.8.Evaluacion cualitativa de la actividad enzimatica en microplaca

Se estimd de manera cualitativa la actividad hidrolitica tanto del contenido intracelular como del
extracto extracelular de cada clona en microplaca. Se utiliz6 como sustrato acetato de a-naftilo y
como revelador Fast Red. Durante el ensayo se utilizaron las cepas E. coli XL1-Blue y E. coli
XLOLR como controles negativos. Los resultados muestran que la actividad enzimatica se
encuentra en el contenido intracelular, esto era de esperarse ya que el plasmido no cuenta con
sefales para la excrecion de proteinas (Figura No. 20). El hecho de que la actividad hidrolitica se
presente intracelularmente explica que los halos de hidrdlisis observados en las placas de agar LB +
tributirina sean pequefios. Quizas, la actividad observada en ese ensayo sea el resultado de una
ligera permeacion de las proteinas expresadas intracelularmente.

Al comparar los resultados de la actividad de los contenidos intracelulares se observa que hay
diferencia en el nivel de actividad de las clonas. Las clonas A, C, F, G, H e I tienen actividad
sobresaliente respecto a las otras clonas (extractos observados con un color marrén intenso).

~51~



Resultados y Discusion

Intracelular Extracelular
Blanco E Blanco E
C1- G C1- G
C2- H C2- H
A I A I
B J B J
@ K € K
D L D L
E M E M

Figura No. 20. Actividad hidrolitica intra y extracelular evaluada con acetato de a-naftilo y Fast red. Todas las muestras
fueron ajustadas a la misma concentracion de proteina, los ensayos se realizaron por duplicado, el tiempo de reaccion fue
de 15 min. Blanco. Buffer de fosfatos 50 mM. C1-. Control negativo E. coli XLOLR. C2-. Control negativo E. coli XL1-
Blue. A-M. Identificador de la clona evaluada.

7.9.Secuenciacion de insertos

Se secuenciaron los insertos de las clonas A, C, F, G, H e I que fueron las que presentaron actividad
hidrolitica sobresaliente en el ensayo cualitativo en microplaca. Para esto, se realizo la extraccion y
purificacion del plasmido pBK-CVM recombinante de cada clona y se obtuvo la secuencia de
nucleétidos por el servicio Primer Walking, Macrogen (Humanizing Genomics Macrogen, 2015).
Para corroborar los resultados del servicio, la clona I fue secuenciada en el laboratorio a la par con
disefio de cebadores y secuenciaciones hasta completar el 100 % del fragmento de ADN insertado
en el vector. El ensamble de secuencias se realizd mediante alineamientos de los contigs. Las
secuencias obtenidas estan disponibles en el laboratorio 312, Facultad de Quimica, UNAM. En el
anexo 11.23 se muestra un electroferograma como evidencia de la calidad de la secuenciacion.

La secuencia recibida del servicio de secuenciacion Primer Walking para la clona I y la obtenida y
ensamblada con disefio de cebadores, no presentan diferencias (Anexo 11.24). Sin embargo, al
realizar los ensambles de los contigs recibidos para cada clona y compararlos con la secuencia
completas entregadas por Macrogen, en la secuencia HBMqC-H se encontr6 la insercion de una
guanina entre la base 1883 y 1884. Esta insercion esta contenida en una secuencia codificante, no
obstante, al realizar la anotacion de los distintos ORF predichos con la insercion y sin ella, no hubo
diferencias.

Se realizaron alineamientos pareados tanto globales como locales para corroborar que todas las
secuencias en estudio fueran diferentes o no se encontraran incluidas en otra secuencia. Los
alineamientos realizados indicaron con base en los porcentajes de identidad y similitud, que los
fragmentos de ADN insertados en el plasmido pBK-CMYV son diferentes entre si (Anexo 11.25).

Las secuencias insertadas en las clonas seleccionadas tienen un tamafio de 2704 pb hasta 6123 pb,
esto coincide con el barrido de tamafios moleculares observados en la electroforesis del PCR control
de la reaccion de ligacion. El tamafio de los insertos es suficiente para contener marcos de lectura
cortos, genes que codifican para proteinas de dominio Unico, genes que codifican para proteinas
multidominio y operones cortos (Wooley J. C., et al, 2010).
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En cada secuencia se realiz6 la prediccion de marcos abiertos de lectura (ORF), en la Tabla No. 22
se muestra un resumen de las caracteristicas de los ORF predichos de cada clona.

Tabla No. 22. Marcos abiertos de lectura predichos en las secuencias de las clonas aisladas.
ORF predicho

Clona (pb) Longitud en aa Marco de lectura
Al:1-1107 368 +1
A2: 1153-1689 178 +1
HBMqC-A A3:1738-2538 266 -1
A4:252-2677 41 -1
C1:2-499 165 +1
C2:667-993 108 -1
C3:1012-1311 99 -1
HBMqC-C C4:1404-2324 306 +1
C5:2763-3188 141 -1
C6:4017-4382 121 +1
C7:4583-5800 405 +1
F1:3-239 78 +1
F2:474-1037 187 +1
F3:1167-1610 147 +1
HBMqC-F F4:1880-2314 144 i
F5:2809-3102 97 +1
F6:3255-3917 221 +1
G1:1-252 83 +1
G2:342-1340 332 -1
HBMqC-G G3:1343-2374 343 1
G4:2379-2585 68 -1
H1:1-495 165 -1
H2:680-1972 430 +1
HBMqC-H H3:2064-2987 307 +1
H4:3469-3624 51 -1
HBMqC-I I1: 1900-2136 78 -1

Se marca con color gris los ORFs seleccionados como los més probables.

Por otra parte, los ORF fueron alineados contra la base de datos no redundante del NCBI mediante
el programa BLASTp. Adicionalmente, se buscaron motivos proteinicos en cada ORF con el
programa ProSite y se alinearon contra la base de datos Lipase Engineering. Para poder hacer la
anotacion y prediccion funcional consensada de cada gen, se realizaron los alineamientos de las
secuencias nucleotidicas en la base de datos UniProt. Se tomaron en cuenta los resultados mas
significativos con base en los parametros: porcentaje de cobertura, porcentaje de identidad y valor
de expectativa. Los resultados de los ORF mads significativos predichos para cada clona y sus
respectivas anotaciones se presentan en la Tabla No. 23.

Los ORF Al y A3 codificados en la clona HBMqC-A y el C4 contenido en la clona HBMqC-C
alinearon en las bases de datos para enzimas del tipo oxidorreductasas. Las oxidorreductasas son
enzimas que catalizan la transferencia de electrones de una molécula (el oxidante) a otra molécula
(el reductor) y pueden clasificarse de manera muy resumida en oxidasas, peroxidasas, hidroxilasas,
oxigenasas, reductasas y deshidrogenasas (NC-IUBMB, 2015).
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Tabla No. 23. Anotacién de marcos de lectura abiertos (ORF) predichos en las clonas hidrolasa positivos aislados de la biblioteca metagenémica del queso Cotija. Para cada ORF
predicho se asignd un nombre (letra de la clona-nimero).

; Porcentaje  Porcentaje .
CIOP a/ OREF predicho Longitud Valor de de Proteina con la que presenta Organismo .de .
tamaiio de dela esperado identidad it procedencia Comentarios
inserto (pb) proteima o identida cobertura mayor similitud probable
(aa) (aa)

HBMqC-A Al:1-1107 368 aa 0.0 99 % 100 % Reductasa, ferredoxina Propionibacterium  Motivo —Ala-Xaa,-Ser-
2820 pb (directa) acidipropionici Xaa,-Gly- lipasas de
67% GC Gram+, LED.

A3:2538-1738 266 aa 0.0 99 % 100 % Oxidorreductasa, Propionibacterium LED
(reversa) Deshidrogenasa de cadena acidipropionici
corta

HBMqC-C  C4:1404-2324 306 aa le'¥ 73 % 100 % Oxidorreductasa putativa Bifidobacterium LED
6123 pb (directa) psychraerophilum
65%GC  (5:3188-2763 141 aa 2¢7 88 % 97 % Proteina hipotética Propionibacterium -

(reversa) acidipropionici
C7:4583-5800 405 aa 0.0 100 % 100 % Proteina de la familia de la Propionibacterium -
(directa) integrasa acidipropionici

HBMqC-F  *F5:2809-3102 97 aa 2¢"7 52 % 98 % Proteina hipotética Corynebacterium -
4037 pb (directa) variabile
65% GC

F6:3255-3917 221 aa 1e™ 82 % 76 % Trasportador de hierro tipo Corynebacterium Motivo —Gly-Xaa,-Ser-
(directa) ABC glyciniphilum Xaa,-Gly-

HBMqC-G  G2:1340-342 332 aa 47148 61 % 95 % Trasportador glicina/betaina ~ Curtobacterium sp. -
2704 pb (reversa) tipo ABC
68% GC G3:2374-1343 343 aa 2¢7100 65 % 95 % Trasportador glicina/betaina Curtobacterium sp. Motivo —Ser-Xaa,-

(reversa) tipo ABC Xaa,-Lys-
*G4: 2585-2379 68 aa 4 81 % 100 % Proteina hipotética Kocuria rhizophila -
(reversa)

HBMqC-H  H2:680-1972 430 aa 0.0 71 % 99 % Fosforibosilamino-glicina Kocuria marina -
3642 pb (directa) ligasa
72% GC

H3: 2064-2987 307 aa 214 68 % 98 % Fosforibosilaminoimidazol- Kocuria rhizophila -
(directa) succinocarboxamida sintasa

HBMqC-I 11:2136-1900 78 aa 3¢V 99 % 100 % Proteina hipotética Leuconostoc -
3341 pb (reversa) mesenteroides
50% GC

LED-La secuencia tuvo algin hit en la base de datos Lipase Engineering (Fischer M. y Pleiss J., 2003). *- No predichos por UniProt.
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Se ha reportado que este tipo de enzimas son capaces de catalizar reacciones alternativas que
difieren de su reaccion fisiologica natural. Por ejemplo, la isocitrato deshidrogenasa de Zymomonas
mobilis es capaz de hidrolizar sustratos p-nitrofenil o la peroxiredoxina de Bacillus pumilus que es
capaz de hidrolizar acetato de a-naftilo, entre otros ejemplos (Nevalainen T., 2010; Salazar C.,
2013; Arora B., et al., 2014; Copley S., 2015). Esta capacidad que exhiben las enzimas de realizar
transformaciones quimicas diferentes al tipo de reaccion que corresponde a su clasificacion, se le ha
denominado, promiscuidad. Las funciones promiscuas son accidentales desde el punto de vista
fisiologico. Sin embargo, proporcionan oportunidades para la evolucion de nuevas funciones en la
naturaleza y en el laboratorio (Patrick W. y Matsumura 1., et al., 2008; Kapoor M., et al., 2012; Jia
B., et al., 2013; Baker M., et al., 2015; Copley S., 2015). Ademas, las secuencias de los ORF Al,
A3 y C4 fueron alineados contra la base de datos LED. Los hits obtenidos se muestran en la tabla
No. 24.

Tabla No. 24. Resultados obtenidos del alineamiento de los ORF Al, A3 en la clona HBMqC-A y C4 en la clona
HBMqC-C en la base de datos LED.

Valor esperado Porcentaje de Porcentaje de .
ORF Observ
(e) similitud (aa) Identidad (aa) servaciones
Esterasa de la
AI-HBMqC-A 0.017 SO/141 (41 %), 39/141 (27 %) sterasa de la

superfamilia abH04

Epoxihidrolasa de la
A3-HBMqC-A 2e-28 119/236 (50 %) 82/236 (34 %) superfamilia
abHO08.02 - Gamma
proteobacterium
Epoxihidrolasa de la
superfamilia
abH08.02

C4-HBMqC-C 0.002 40/77 (51 %), 30/77 (38 %),

En consecuencia, se realizd un alineamiento multiple de secuencias reportadas como esterasas
incluyendo los marcos de lectura Al, A3 y C4 para buscar motivos conservados. EI ORF Al
contiene la secuencia consenso —Ala-Xaa;-Ser-Xaa,-Gly- caracteristico de las lipasas de la familia
1.2 (Arpigny J. y Jaeger K-E., 1999).

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, las enzimas codificadas en las clonas seleccionadas
como CEH positivas son enzimas oxidorreductasas por la calidad del alineamiento contra las bases
de datos. Sin embargo, estas enzimas contienen en su secuencia el pentapéptido conservado similar
a los de las enzimas CEH en regiones localizadas de la secuencia similar a CEH reportadas, esto
podria permitirles realizar la catalisis de otros sustratos diferentes a los nativos.

Los ORF H2 y H3 contenidos en la clona HBMqC-H fueron anotados como fosforibosilamino-
glicina ligasa (GAR) y fosforibosilimidazol-succinocarboxamida sintasa (SAICARs),
respectivamente. GAR (EC 6.3.4.13) es una enzima implicada en el metabolismo de purinas y
cataliza la sintesis o ruptura del enlace carbono-nitrégeno de un grupo amida, implicado en la
formacion del ribonucledtido glicinamida (Hartman S., et al., 1958; Kanehisa M. y Goto S., 2000;
Finn R., et al., 2014; NC-IUBMB, 2015).
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La reaccion que cataliza GAR puede expresarse de la siguiente manera:

ATP + 5-fosfo-D-ribosilamina + glicina = ADP + P; + N'~(5-fosfo-D-ribosil)glicinamida

SAICARs (EC 6.3.2.6) es una enzima implicada principalmente en la sintesis de novo de purinas y
cataliza la formacién de enlaces carbono-nitrogeno para la produccién del ribésido intermediario
succinilaminoimidazolecarboxamida (Lukens L., et al., 1959; Kanehisa M. y Goto S., 2000; NC-
IUBMB, 2015). La reaccién se representa de la siguiente manera:

ATP + 5-amino-1-(5-fosfo-D-ribosil)imidazol-4-carboxilato + L-aspartato = ADP + P; + (S)-2-[5-
amino-1-(5-fosfo-D-ribosil)imidazol-4-carboxamido]succinato

Se ha reportado que varias enzimas implicadas en el metabolismo de purinas son capaces de
reconocer sustratos diferentes a los nativos y transformarlos (sustratos fosforibosilados). Por lo cual
SAICAR es utilizada en el desarrollo de agentes antimicrobianos y quimioterapéuticos (Ginder N.,
2008; Patrick W. y Matsumura 1., et al., 2008).

Los ORF F6 contenidos en la clona HBMqC-F, G2 y G3 contenidos en la clona HBMqC-G
alinearon contra proteinas transportadoras con bajos porcentajes de identidad. Esto probablemente
indica que la secuencia aislada pertenece a algiin microorganismo que no ha sido identificado o
cultivado. Por esta razon, fueron alineados contra secuencias reportadas de CEH de diversas
familias (Figura No. 21). En el ORF F6 se encontré el pentapéptido consenso —Gly-Xaa,;-Ser-Xaa,-
Gly- caracteristico de las esterasas de la familia .1 (Arpigny J. y Jaeger K-E., 1999).

Las secuencias conservadas —Ala-Xaa;-Ser-Xaa,-Gly- y —Gly-Xaa,-Ser-Xaa,-Gly- encontradas en
los ORF Al y F6 sugieren ser los responsables del fenotipo observado en las clonas HBMqC-A y
HBM(qC-F, respectivamente. Sin embargo, no es posible asegurarlo, ya que seria necesario realizar
un alineamiento de estructura terciaria para corroborar que estos aminoacidos efectivamente
participen en la catélisis. Ademas, es necesario realizar la caracterizacion bioquimica de las enzimas
aisladas para confirmar su identidad.

Respecto al ORF G3, se encontrd una secuencia consenso —Ser-Xaa,-Xaa,-Lys- caracteristica de las
enzimas tipo PB-lactamasas clasificadas dentro de la familia VIII (Arpigny J. y Jaeger K-E., 1999;
Ouyang L-M., et al., 2013). Sin embargo, al realizar el alineamiento del ORF G3 con secuencias
conocidas de esta familia, la secuencia —Ser-Xaa;-Xaa,-Lys- no coincide con las regiones
conservadas en las secuencias reportadas (Figura No. 22).

Los ORF C5 de HBMqC-C, F5 de la clona HBMqC-F, G4 de HBMqC-G y el I1 de la clona
HBMqC-I al ser alineados en las bases de datos fueron anotados como proteinas hipotéticas. En las
secuencias de los ORF no se encontraron secuencias conservadas para esterasas. Posteriormente, se
realizo la prediccidon de la estructura secundaria con el programa Jpred 4. El programa alinea la
secuencia de interés contra secuencias de estructura conocida contenidas en una base de datos para
proporcionar una asignacidon mas precisa. Sin embargo, estas proteinas no tienen patrones
estructurales similares a los reportados. Probablemente, las bases de datos lo anotaron como
“proteina hipotética” porque no se ha estudiado la funcién que cumplen o porque son genes que
pertenecen a microorganismos que no se han identificado (Sivashankari S., et al., 2006). Cabe
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mencionar que la clona HBMqC-I destaco por su capacidad de hidrolizar acetato de a-naftilo en las
pruebas en microplaca, basado en la intensidad de color del complejo formado.
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Figura No. 21. Alineamiento de secuencias esterasa de la familia I con el ORF F6-HBMqC-F indicado como F6secinserto.
Secuencias utilizadas y su nimero de acceso: Lipasa Pseudomona aeruginosa/D50587, Acinetobacter
calcoaceticus/X80800, Staphylococcus aureus/M12715, Propionibacterium acnés/X99255. Rectangulo negro muestra la
secuencia conservada —Gly-Xaa;-Ser-Xaa,-Gly- .
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Figura No. 22. Alineamiento de secuencias esterasa de la familia VIII con el ORF G3-HBMqC-G indicado como
G3secinserto. Secuencias utilizadas y su numero de acceso: Esterasa A Streptomyces anulatus (Z15137.1), Esterasa III
Pseudomonas fluorescens (S69066.1), B-lactamasa putativa clase C bacteria no cultivable WWRS-2005 (DQ022078.1),
Carboxilesterasa Arthrobacter globiformis (L22516.1). Rectangulo azul denota la secuencia —Ser-Xaa,-Xaa,-Lys- en el
ORF G3. Rectangulo negro muestra la secuencia conservada —Ser-Xaa;-Xaa,-Lys- en los genes reportados.

Por otra parte, dentro del ORF C7 contenido en la clona HBMqC-C se encontré una secuencia
homologa a una proteina de la familia de las integrasas. Los estadisticos del programa BLASTp y
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UniProt reflejan un alineamiento con 100 % (aa) de identidad y 100 % (aa) de similitud, por lo que
muy probablemente el segmento de ADN insertado corresponde a una proteina de la familia de las
integrasas del microorganismo Propionibacterium acidipropionici, pero no es la secuencia
responsable de la expresion observada.

En este trabajo se deseaba encontrar enzimas CEH, en cierto modo, los resultados obtenidos distan
del objetivo. Es muy probable que la variabilidad de resultados se deba entre otras cosas a la
inespecificidad de la prueba de hidrolisis de acetato de a-naftilo y tributirina. Existen numerosas
investigaciones que coinciden en la deteccion de falsos positivos por la hidrdlisis de acetato de a-
naftilo y que posteriormente son identificados como enzimas oxidorreductasas, transferasas,
sulfatasas, etc. (Ferrer M., et al., 2005; Litthauer D., et al., 2010; Jiménez D., et al., 2012; Salazar
C., 2013; Morales G., 2015). Actualmente, estos dos sustratos son los mas usados para realizar
escrutinios funcionales de enzimas con actividad lipolitica en bibliotecas metagendmicas pese a los
inconvenientes reportados (Jiang X., et al., 2012: Jiménez D., et al., 2012; Shao H., et al., 2013;
Biver S., et al., 2013; Zhu Y., et al., 2013). Algunos métodos propuestos para disminuir los falsos
positivos incluye utilizar otros sustratos de longitud media que puedan ser hidrolizados tanto por
carboxilesterasas como lipasas, por ejemplo: tricaproina (TC6:0) o tricaprilina (TC8:0) (Litthauer
D., et al., 2010). Ademas, es necesario implementar una combinacion de estrategias de tamizaje
mas robustas para disminuir los umbrales de deteccion.

Una desventaja en la seleccion funcional de genes en las bibliotecas metagenémicas es que no es
posible determinar el origen filogenético del fragmento de ADN recientemente aislado. La
busqueda de genes basado en funcion depende de la deteccion especifica del fenotipo expresado por
el gen de interés y es poco probable conocer la identidad del microorganismo del que proviene. Por
lo cual, no podemos asegurar el origen del que provienen los genes seleccionados. No obstante,
algunos resultados obtenidos de los alineamientos de las secuencias de las clonas CEH+
seleccionadas contra BLASTn contrastadas con las anotaciones realizadas con bases curadas y no
curadas como BLASTp y UniProt, coinciden con los microorganismos previamente identificados en
el grupo de trabajo. Recientemente, se confirm6 la presencia de Kocuria rhizophila y K. marina en
el queso Cotija, ademas destacaron por su capacidad lipolitica y proteolitica, respectivamente
(Robles C., 2014). Los géneros Propionibacterium y Leuconostoc fueron expuestos en estudios de
secuenciacion masiva del metagenoma del queso Cotija (Escobar-Zepeda A., En revision).

Los géneros Bifidobacterium y Corynebacterium no han sido identificados en el queso Cotija, sin
embargo, es probable que pudieran ser parte del consorcio de microorganimos del alimento ya que
se han reportado como parte de la microbiota de quesos madurados (Mounier J., et al., 2007;
Schroder J., et al., 2011; Bunesova V., et al., 2014).

Los resultados mostrados no descartan la posibilidad de haber aislado una enzima CEH, el analisis
bioinformatico realizado fue astringente en el sentido de que se tomaron solo aquellos hits con un
alto porcentaje de similitud y de identidad, con el objetivo de que los alineamientos garantizaran ser
los responsables de la funcion observada. Sin embargo, se ha reportado que los alineamientos de
secuencias entre proteinas de estructura similar, se pueden distinguir de otros, cuando el porcentaje
de identidad es mayor al 40 % (aa) y el porcentaje de cobertura es mayor o igual al 70 % (aa) (Rost
B., 1999).
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Por otra parte, se pueden utilizar algunos programas de anotacion metagendémica que predicen la
existencia de ORF en secuencias interrumpidas al borde de un contig o secuencias que no contienen
un codoén de inicio, es decir, ORF parciales en los seis posibles marcos de lectura.

Es muy probable, que por las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas del queso Cotija la
biblioteca contenga genes que codifiquen para enzimas CEH. Sin embargo, es necesario considerar
la incapacidad para expresar de forma detectable una fraccion mayor de los genes de interés en
fagos A. Una alternativa para facilitar la deteccion de los genes diana seria estabilizar y almacenar el
metagenoma de queso Cotija en el fagémido pBK-CMYV contenido en las cepa de expresion E. coli
XLOLR. De esta manera, se pueden utilizar medios selectivos a la par de otras estrategias de
tamizaje.

Una limitaciéon primordial de la busqueda funcional de enzimas esta asociada con el uso de un
sistema de expresion heterdloga (uso de codones y factores de iniciacion de la trascripcion y
traduccion, modificaciones post-traduccionales, sistema de plegamiento o excresion, etc.). Por esta
razén, se sugiere que el plasmido sea introducido en multiples hospederos para aumentar la
probabilidad de expresion de los genes. Se ha demostrado, que una parte sustancial de los genes
transformados no pueden ser expresados con éxito en un solo organismo y que el uso de multiples
hospederos de forma secuencial o en paralelo ofrece grandes ventajas. Las cepas bacterianas de
géneros como Burkholderia, Bacillus, Sphingomonas, Streptomyces y Pseudomonas se han
reportado como huéspedes alternativos (Ekkers D. M., et al., 2012).

Finalmente, cabe resaltar que la biblioteca metagenémica de queso Cotija construida podria ser la
primera que explora el potencial metabdlico de un alimento fermentado, ya que las reportadas hasta
éste momento son bibliotecas para secuenciacion masiva (Jung J., et al., 2011; Kiyohara M., et al.,
2012).

La construccion de una biblioteca metagendomica implica la superacion de un gran nimero de
obstaculos. Entre ellos estan los tecnoldgicos y metodologicos que son hasta cierto punto
manipulables. Sin embargo, hay muchos otros que pueden ser o no considerados por la informacion
con la que se cuenta hasta este momento. Existen otros factores que dificultan el aislamiento de
genes de interés, como ya se menciono, la promiscuidad que presentan las enzimas para catalizar
otros sustratos aunado a la inespecificidad de los métodos funcionales, el conocimiento de los
microorganismos que representa del 0.1 al 1% de la diversidad total de bacterias en el planeta, los
datos no confirmados en las bases de datos disponibles, entre otros.

Pese a todas las limitaciones que puedan existir, la metagenomica funcional junto con la de
secuencia, son potentes herramientas que permiten estudiar el metagenoma de un habitat y hace
accesible el potencial metabdlico incluso de microorganismos no cultivables.
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CONCLUSIONES

Se logré construir una biblioteca del metagenoma del queso Cotija. Esta consta de 136 950
clonas, las cuales representan 0.821 Gpb. La biblioteca obtenida tiene las caracteristicas

necesarias para ser el punto de partida en otras investigaciones.

En el escrutinio funcional de la biblioteca metagenomica, se lograron aislar 13 clonas con

presunta actividad CEH.

El analisis de las secuencias de las clonas seleccionadas mediante el escrutinio funcional en
la biblioteca metagenomica supone el aislamiento de enzimas diferentes a las CEH, como:
oxidorreductasas (ferredoxina, deshidrogenasa), proteinas trasportadoras (hierro y
glicina/betaina), proteinas involucradas en el metabolismo de purinas (GAR y SAICARSs) y

proteinas hipotéticas.

Estos resultados indican que los sustratos acetato de a-naftilo y tributirina, resultan

inespecificos para la busqueda y seleccion de genes CEH.

A pesar de que se encontraron secuencias conservadas caracteristicas de enzimas CEH en
los ORF Al y F6 de las clonas HBMqC-A y HBMqC-F respectivamente, no es posible

asegurar que sean los responsables de la actividad expresada.
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. PERSPECTIVAS

Realizar alineamientos estructurales, caracterizacion bioquimica y determinacion de la
secuencia de aminoacidos de las proteinas expresadas en las clonas HBMqC-A, HBMqC-C,

HBMqC-F, HBMqC-G, HBMqC-H, HBMqC-I.

Realizar la secuenciacion de los insertos de las clonas CEH positivas HBMqC-B, HBMqC-
D, HBMqC-E, HBMqC-J, HBMqC-K, HBMqC-L y HBMqC-M, asi como, la

caracterizacion de las enzimas que resulten de interés.

Emprender una nueva busqueda de enzimas con actividad CEH en la biblioteca
metagenomica utilizando combinaciones de estrategias de tamizaje y sustratos de longitud

media.

Explorar la diversidad funcional del metagenoma en la biblioteca metagenomica del queso
Cotija en busqueda de genes codificantes para bacteriocinas, proteasas y enzimas

implicadas en el desarrollo de aromas y sabores, con potencial biotecnoldogico.
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Anexos

11.ANEXOS

11.1.Quesos Cotija que conformar la muestra de trabajo

Se presenta la etiqueta de los quesos Cotija que formaron la muestra de trabajo.

Los niimeros representan los quesos en una poblacion de noventa y cinco.

Identificador de queso Cotija que forman la
muestra de estudio

1 22 29 35
10 23 31 36
14 25 32 37
17 26 34 38

39

11.2.Recuperacion del paquete celular a partir del queso sin enriquecimiento, para

10.
11.

12.
13.

14.

15.
16.

extraccion de ADN con Kit Fast ID

Descongelar los quesos seleccionados en refrigeracion por no mas de 18 horas previas al
experimento.

Pesar 8 g de cada uno de los 10 quesos descongelados dentro de una bolsa para Stomacher
en la campana de flujo laminar.

Mezclar para homogenizar la muestra.

Dividir la mezcla en 3 bolsas para Stomacher con 25 g cada una.

Adicionar a cada una de las bolsas con 25g de mezcla de quesos 225 mL de citrato de sodio
al 2% (p/v) pH 8.

Adicionar 0.5mL de solucion de neutrasas (Novo Nordisk) dentro de la campana de flujo
laminar.

Incubar durante 1 hora a 45 °C.

Homogenizar durante 5 min a alta velocidad dentro del Stomacher (Stomacher 400
circulator, Seward).

Verter aproximadamente 45 mL del contenido de la bolsa en un tubo Falcon de 50mL
estéril (hasta 4 tubos por bolsa).

Centrifugar (Heraeus, Biofuge primo R) a 1500 x g durante 5 min a 4°C.

Tomar el contenido de la fase intermedia (aproximadamente 35 mL), cuidando de no
mezclar las fases.

Centrifugar a 10 000 x g durante 10 min a 4°C para obtener el paquete celular.
Re-suspender el pellet en 300 pL de solucion salina 0.85% (p/v) pH 7 estéril y trasferir a
un tubo Eppendorf de 2 mL estéril.

Lavar el tubo Falcon con 200 pL de la solucion salina estéril y trasferir al mismo tubo
Eppendorf para obtener un volumen final de 500 pL.

Centrifugar 10 000 x g durante 10 min a 4 °C, eliminar el sobrenadante.

Puede guardarse el “pellet” en refrigeracion y continuar el analisis posteriormente.
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18.
19.
20.
21.
22.
23.
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Se resuspendio el pellet en 1 mL de buffer para DNasa 1X (10 mM Tris HCI pH 7.5, 2.5
mM MgCl,, 0.5 mM CaCl,).

Adicionar 1U de DNasa por tubo.

Incubar 20 min a 37 °C.

Incubar a 70 °C durante 15 min.

Centrifugar a 14 006 x g por 5 min.

Eliminar el sobrenadante.

Congelar a -20 °C durante toda la noche.

11.3.Recuperacion del paquete celular a partir del queso sin enriquecimiento, para

10.
11.
12.

13.

14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.

extraccion de ADN con PCI.

La mezcla de quesos elegidos fue descongelada en refrigeracion a 4 °C

Se pesaron 15 g de mezcla de quesos y se depositaron en una bolsa para Stomacher, todo
se trabaja en la campana de flujo laminar.

Se adicion6 a cada muestra 40 mL de citrato de sodio 2% (p/v), pH 8.0 previamente estéril
y se homogenizd en el Stomacher durante 2 min a velocidad alta.

Se adicionaron 0.6 mL de neutrasas (Novo Nordisk) y se mezcld nuevamente en
Stomacher a velocidad alta durante 5 min.

Se incub6 a 45 °C durante 1 hora a 100 rpm. Terminado este tiempo, la mezcla se dividio
en dos tubos Falcon estériles de 50 mL y se centrifugd a 1 698 x g durante 7 min.

Los tubos ya centrifugados se dejan reposar en hielo durante 30 min para permitir que la
capa de grasa solidifique.

La capa de grasa es removida con un hisopo estéril.

La fase intermedia fue transferida a un tubo Falcon de 50 mL nuevo, limpio y estéril con
ayuda de una pipeta automatizada de 5 mL.

Se centrifugo a 19 963 x g durante 10 min a 4 °C. Se desecho el sobrenadante, se elimind
la grasa residual de las paredes con un hisopo estéril y adicion6é 15 mL de solucién salina
al 0.85% (p/v).

Se usé vortex hasta disolver el pellet.

Se junto el contenido de 2 tubos (30 mL finales).

Se centrifugd a 19 963 x g y se lavo el pellet 2 veces mas con 15 mL solucion salina al
0.85% (p/v). Entre cada lavado se eliminaba la grasa residual con hisopos.

El pellet lavado de resuspendido en 1 mL de solucion salina y se dosificaron 500 pL
tubos Eppendorf de 2 mL. Se centrifugd a 13, 300 x g durante 5 min y se elimind el
sobrenadante.

Se resuspendio el pellet en 1 mL de buffer para DNasa 1X (10 mM Tris HCI pH 7.5, 2.5
mM MgCl,, 0.5 mM CaCl,).

Adicionar 1U de DNasa por tubo.

Incubar 20 min a 37 °C.

Incubar a 70 °C durante 15 min.

Centrifugar a 14 006 x g por 5 min.

Eliminar el sobrenadante.

Congelar a -20 °C durante toda la noche.
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11.4. Extraccion de ADN utilizando el Kit Fast ID

La extraccion y purificacion de ADN metagendomico con el kit Fast ID Genetic ID, se basa en la
accion conjunta de lisozima y proteinasa K, encargadas de la lisis celular por ruptura de la pared
bacteriana y digestion de las proteinas o enzimas liberadas, respectivamente. Ademas de realizar
lisis enzimatica, el protocolo cuenta con un buffer que contiene agentes quimicos, los cuales,
contribuye a desestabilizar la integridad celular.

El buffer de lisis tiene cloruro de guadinina (compuesto caotropico) que contribuye a la
desnaturalizacion de proteinas debilitando los enlaces de tipo hidrofobicos, detergentes y sales
como EDTA que inhibe enzimas. Posteriormente se realiza una extraccion de proteinas y
compuestos lipidicos con cloroformo. La fase acuosa formada contiene el ADN que sera unido a la
columna para finalmente ser lavado con etanol y eluido con agua. Una consideracion importante es
la utilizacion de una sal caotropica que atrape las moléculas de agua y eliminen la capa hidratante
que recubre tanto a los acidos nucleicos como a la silice de la columna, lo cual, permite a dichas
moléculas que interactien.

Prepara una solucion (por cada paquete celular) con:

ImL Genomic lisis buffer (si hay precipitados, calendar a 20-30°C y mezclar)
10 pL Proteinasa K 10 mg/mL (2 — 8 °C)
3 uL lisozima (1 mg/mL)

1. Afadir ImL de la solucion preparada anteriormente a cada paquete celular.

2. Agitar vigorosamente en vortex.

3. Incubar a 65 °C/ 30 min

4. Adicionar un volumen de cloroformo frio, agitar en vortex y centrifugar a 9 726 x g durante
5 min.

5. Tomar 500 pL de sobrenadante y transferirlo a un tubo Eppendorf de 2 mL.

6. Adicionar un volumen de Genomic bind buffer y agitar en vortex.

7. Centrifugara a 9 726 x g durante 5 min.

8. Pasar el sobrenadante a una columna DNA binding (puede ser necesario el uso del

Manifold o de una centrifuga).

9. Lavar la columna con 800 pL de Genomic wash buffer usando el manifold o centrifuga.

10. Lavar tres veces la columna, cada uno con 1000 uL de etanol al 75% (v/v) con agua Mili Q
usando el Manifold u 800 pL si se usa centrifuga.

11. Centrifugar por unos segundos.

12. Colocar la columna en un tubo Eppendorf de 1.5 mL nuevo.

13. Adicionar 50 pL de buffer 1xTE a 65 °C.

14. Incubar durante 20 min a 65 °C.

15. Centrifugar a 9 726 x g por 30 segundos y colectar el ADN. Desechar la columna.

16. Medir la concentracion de acidos nucleicos en un espectrofotdmetro para microplacas
Epoch, BioTek y llevarlo a una concentracion aproximada de 130-150 ng/uL por
evaporacion en un concentrador de ADN.
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11.5. Extraccion de ADN utilizando el método tradicional con PCI

El método de extraccion con PCI se basa realizar la lisis utilizando lisozima y mutanolisina. Se
emplea EDTA, SDS y proteinasa K para inactivar y digerir las proteinas o enzimas liberadas al

medio.

La mayoria de proteinas se extraen con fenol debido a que este solvente permite su

desnaturalizacion y su concentracidon en la fase orgédnica. En tanto que el DNA es recuperado de la

fase acuosa. Posteriormente se realiza una extraccion con cloroformo para eliminar las proteinas

residuales y el fenol. Se pueden realizar dos lavados con cloroformo a fin de eliminar por completo
el fenol, ya que puede inhibir reacciones de digestion o ligacion. E1 ADN se lava y precipita con

etanol,

1.

10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.
17.

finalmente se resuspende en buffer TE o preferentemente en agua grado biologia molecular.

Cada paquete celular se resuspendi6 en 450 pL de buffer TE y se adicionaron 50 pL de una
solucion de lisozima 10 mg/mL y 10 uL de una solucion de mutanolisina 1U/ uL en buffer
TE.

Las muestras fueron agitadas en vortex durante 1 min e incubadas durante 1 hora a 37 °C a
300 rpm.

Adicionar RNasa a una concentracion final de 0.6 pg/mL en incubar a 37 °C durante 30
min.

Terminado este tiempo se adiciond a cada tubo 50uL de una solucioén de proteinasa K 10
mg/mL y se incub6 50 min a 50 °C y luego por 10 min a 65 °C.

Se dejo enfriar hasta 37 °C y se adicionaron 50 puL de SDS al 10% (p/v) y se incubd a 37 °C
por 40 min.

La mezcla se dejo enfriar a temperatura ambiente y se agregaron 200 uL. de una solucion de
NaCl 5 M, mezclando lentamente por inversion.

Se adicionaron 400 pL de una solucion de PCI (25:24:1) de la marca SIGMA. Se agito
vigorosamente durante 30 segundos.

La mezcla se centrifugo a 19, 064 x g durante 10 min a 4 °C y se recupero la fase acuosa
que contenia el ADN. Estd se transfirid a un tubo Eppendorf de 2 mL estéril. La fase
organica se desechd y la extraccion se repitid nuevamente, se centrifugd a 19, 064 x ¢
durante 10 min a 4 °C.

Se llevaron a cabo dos pasos de lavado con cloroformo para eliminar las trazas de fenol y se
centrifugd a 19, 064 x g durante 10 min a 4 °C para recuperar la fase acuosa mientras que la
fase organica se desecho.

La fase acuosa colectada se centrifugd y se transfirid a un tubo limpio dos veces para
eliminar los residuos de cloroformo.

Se adiciono 1.2 mL de etanol frio al 100 %, se agitd por inversion de 2 a 5 veces y se
incubo a -20 °C durante toda la noche.

La mezcla se centrifugo a 19, 064 x g durante 10 min a 4 °C.

El pellet se lavo con 300 pL de etanol al 75 % (v/v) y se centrifug6 19, 064 x g durante 2
min a 4 °C.

Se desecho el etanol y se dejo evaporar el remanente a temperatura ambiente en la campana
de flujo laminar.

El pellet se resuspendié en 100 ulL de agua grado biologia molecular estéril 1 h.

Calentar a 70 °C durante 30 min.

Para eliminar los restos de fenol y cloroformo se utilizé la columna QIAquick de QlAgen.

~ 75 ~



18.
19.
20.
21.

22.
23.

24.

25.

Anexos

Se adiciond a cada tubo 3 volumenes de buffer QG y 1 volumen de isopropanol.

Se transfirio la solucion a una columna QIAquick.

Se centrifugd a 10 000 x g durante 1 min.

Se descarto el liquido filtrado y se adicionaron 0.75 mL de buffer PE a la columna, se
incubo a temperatura ambiente durante 5 min y se centrifug6 a 10 000 x g durante 1 min.

Se descarto el liquido filtrado y se centrifugé nuevamente a 10 000 x g durante 1 min.

La columna se coloco6 en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se adicionaron 50 pL de agua grado
biologia molecular pH 8 a 65 °C, se incub6 durante 5 min a 65 °C antes de centrifugar a 10
000 x g durante 1 min.

Se realizo una segunda elucion con 30 ul de agua grado biologia molecular pH 8 a 65 °C,
se incubo durante 5 min a 65 °C antes de centrifugar a 10 000 x g durante 1 min.

Se almaceno a -20 °C.

11.6. Purificacion de ADN con el kit QIAquick, QlAgen.

A

% =

En el tubo con aproximadamente 100 pL. de ADN, adicionar 300 pL de Buffer QG y 100
uL de isopropanol.

Transferir la mezcla a una columna QIAquick con un tubo colector de 2 mL y centrifugar
durante un min a max. velocidad.

Desechar el liquido colectado en el tubo.

Adicionar 500 pL de buffer QG y centrifugar nuevamente durante un min a max. velocidad.
Desechar el liquido colectado en el tubo.

Adicionar 750 pL de buffer PE, esperar 5 min y centrifugar durante un min a maxima
velocidad.

Desechar el liquido colectado en el tubo y centrifugar durante un min a max. velocidad.
Pasar la columna QIAquick en un tubo para microcentrifuga de 2 mL, adicionar 50 uL de
buffer EB precalentado a 65 °C, esperar por 5 min y centrifugar durante un min a max.
velocidad.

Desechar la columna y almacenar el ADN purificado a -20 °C.
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11.7. Marcador de tamaiio molecular

Thermo Scientific Gene Ruler 1kb Plus DNA ladder
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11.8. Purificacion de fragmentos de ADN a partir del gel de agarosa mediante el kit

High Pure PCR Product Purification Roche

El procedimiento para extraer ADN a partir de 100 mg de gel de agarosa se describe a continuacion:

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

Aislar los fragmentos de ADN del tamatfio de interés electroforéticamente utilizando buffer
de corrida TAE 1X o TBE 1X y la menor cantidad posible de bromuro de etidio (aprox.
1uL). Cargar el producto junto con un marcador de ADN.

Estimar la concentracion del ADN mediante la comparacion de su intensidad con la de un
estandar de ADN de tamafo similar y concentracion conocida.

Cortar la banda de ADN de interés del gel con un escalpelo afilado (cortar la menor
cantidad de gel posible).

Colocar la banda de gel de agarosa en un tubo de microcentrifuga estériles (1,5 - 2,0 mL) y
por diferencia de peso, calcular el peso del fragmento de agarosa.

Aifiadir 300 pL de Binding Buffer por cada 100 mg de gel de agarosa.

Disolver el gel de agarosa para liberar el ADN con ayuda del vortex durante 15-30
segundos, posteriormente incubar a 56°C durante 10 min y agitar en vortex cada 2 o 3 min.
Una vez que el gel se haya disuelto por completo, adicionar 150 pL. de isopropanol frio por
cada 100 mg de agarosa en el tubo y mezclar en vortex vigorosamente.

Insertar uno de los tubos con filtro dentro de un tubo colector. Filtrar la mezcla de agarosa
con isopropanol. (No adicionar mas de 700puL, si la solucion excede el volumen se
recomienda utilizar dos filtros).

Centrifugar 60 segundos a maxima velocidad a una temperatura entre 15 y 25°C.

Desechar la fraccion filtrada y adicionar 500uLde Wash Buffer al filtro y centrifugar 1 min
a maxima velocidad.

Desechar nuevamente el liquido filtrado y adicionar 200 pL. de Wash buffer y centrifugar 1
min a maxima velocidad.

Desechar el liquido filtrado nuevamente e insertar el tubo con filtro dentro de un tubo para
microcentrifuga de 1.5 mL.

Adicionar 50-100 pL de buffer de elucion y centrifugar 3 min a méxima velocidad.
Desechar la columna y centrifugar 1 min a maxima velocidad.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

Almacenar el ADN a -20°C para analisis posteriores.

~78 ~



Anexos

11.9. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de gel de agarosa mediante el kit

ZymocleanTM Gel DNA Recovery (Zymoreserch).

Aislar los fragmentos de ADN del tamafio de interés electroforéticamente y cortar la banda
de ADN de interés del gel con un escalpelo afilado (cortar la menor cantidad de gel
posible).

Depositar la banda en un tubo de 1.5 mL estéril y determinar el peso por diferencia de
volumen.

Adicionar 3 volumenes de buffer ADB por cada volumen de agarosa.

Incubar a 55° por 10 min o hasta disolver completamente la agarosa. (Para fragmentos
mayores a 8 kpb adicionar posterior a la incubacion un volumen de agua).

Transferir la solucion a una columna Zymo-Spin™ I dentro de un tubo colector.

Centrifugar a maxima velocidad por 1 min y desechar el liquido filtrado.

Adicionar 200 pL de wash buffer a la columna y centrifugar a maxima velocidad por 1 min.
Desechar el liquido filtrado y repetir el paso.

Transferir la columna a un tubo estéril de 1.5 mL. Adicionar > 6 pL de agua a 60-70°C y
esperar un min.

Centrifugar a maxima velocidad por 1 min para eluir el ADN.

11.10.  Protocolo de extraccion de ADN a partir de geles de agarosa con tierra de

10.
11.

12.
13.

diatomeas.

Correr el ADN en un gel de agarosa al 0.7% (p/v) en buffer Tris-Acetatos.

Cortar la banda de ADN deseada con una navaja lavada previamente con etanol al 70%
(v/v) y esterilizada.

Colocar la banda en un tubo estéril de 2 mL y calcular el peso de la agarosa por diferencia
de pesos.

Agregar 3 volimenes de solucion de sal caotropica.

Incubar por 10 min a 50 °C para disolver la agarosa.

Adicionar 10 pL de glassmilk a la solucién de agarosa si la concentracién esperada es
menor de Sug e incubar a 4°C por 10 min y mezclar por inversion cada 30 segundos.
Homogenizar previamente la solucion de glassmilk.

Centrifugar a maxima velocidad durante 1 min.

Retirar el sobrenadante y desecharlo cuidando de no arrastrar tierra de diatomeas en la
solucion.

Lavar 3 veces el pellet con 500 pul de new wash. Centrifugar cada vez a maxima velocidad
durante 30 segundos.

Retirar todo el new wash y dejar evaporar el etanol a temperatura ambiente durante 10 min.
Para separar el ADN de la tierra de diatomeas agregar 20 puL de agua al pellet y resuspender
e incubar 7 min a 55 °C.

Centrifugar a maxima velocidad durante un min.

Recuperar el sobrenadante y volver a centrifugar a maxima velocidad durante 10 min
(repetir este paso).
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Verificar la integridad en gel de agarosa y medir concentracion.

Sal caotropica (Nal)

89.94 g de Nal

5.0 mL de Tris-HCI1 1M pH 8.0

4.0 mL de EDTA 0.25M pH 8.0

Ajustar la solucion a 100 mL con agua grado biologia molecular.

Soluciéon New Wash 50% (v/v) etanol

20mM Tris. HC1 pH 7.5
2mM EDTA pH 7.5
50 mM NaCl

Glassmilk - Disolver 50 mg en 200 pL de agua.

11.11. QIAEXII Agarosa Gel Extraction Protocol — QlAgen

10.

11.
12.

Aislar los fragmentos de ADN del tamafio de interés mediante electroforesis en agarosa
bajo punto de fusion.

Cortar la banda de ADN de interés del gel con un escalpelo afilado (cortar la menor
cantidad de gel posible).

Colocar la banda en un tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL

Calcular el peso de la banda por diferencia de peso con el tubo (se puede procesar 250 mg
de agarosa como maximo por tubo de 1.5 mL).

Adicionar 3 volumenes de buffer QX I y 2 volimenes de agua grado biologia molecular a
cada tubo (ejemplo: si la banda pesa 250 mg, se agregan 750 uL de buffer QX1 y 500 pL de
agua).

Agitar en vortex la solucion QIAEX II durante 30 segundos. Adicionar 10 uL. de QIAEX II
a cada tubo.

Incubar la mezcla a 50 °C durante 10 min para solubilizar la agarosa. Durante la
incubacion, mezclar por inversion suave cada 2 min. Verificar que el color de la solucion es
amarillo. Si el color se torna de color naranja o morado adicionar 10 pL de acetato de sodio
3 M pH 5.0 y mezclar.

Centrifugar la muestra a > 10, 000 x g durante 30 segundos y remover el sobrenadante con
una pipeta tratando de no tocar el paquete de silice.

Lavar el pellet con 500 pL. de Buffer QX 1 tratando de no agitar fuerte.

Centrifugar la muestra a > 10, 000 x g durante 30 segundos y remover el sobrenadante con
una pipeta.

Lavar dos veces el pellet con 500 uL de Buffer PE, no agitar fuerte.

Centrifugar la muestra a > 10, 000 x g durante 30 segundos y remover el sobrenadante con
una pipeta.
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13. Secar el pellet en campana de flujo laminar durante 10-15 min, no utilizar secado al vacio.

14. Adicionar a cada pellet 20 pL. de agua grado biologia molecular pH 8.0 e incubar a 50 °C
durante 15 min.

15. Centrifugar a > 10, 000 x g durante 1 min y tomar el sobrenadante con cuidado de no tomar
silice y depositarlo en un tubo nuevo.

16. Centrifugar el liquido tomado nuevamente y depositar en un tubo nuevo.

17. Almacenar los fragmentos de ADN obtenidos en agua a -20 °C.

11.12.  Purificaciéon y concentracion de fragmentos de ADN con DNA clean &
concentrator-5, BIOSIS.

1. Adicionar dos volimenes de DNA Binding Buffer por cada volumen de ADN.

2. Transferir la mezcla a una columna Zymo-Spin"™.

3. Centrifugar por 30 segundos a 10 000 x g.

4. Descartar el liquido filtrado.

5. Lavar con 200 pL. de DNA Wash Buffer , centrifugar durante 30 segundos a 10 000 x g y

11.13.

repetir el lavado.

Adicionar 8 pL de agua grado biologia molecular pH 8 a 65 °C, incubar 1 min a 10 000 x g
temperatura ambiente.

Transferir la columna a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y centrifugar durante 1 min a 10 000
X g.

Almacenar el ADN a -20°C.

Mapa del vector ZAP Express
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11.14. Fagémido pBK-CMV
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11.15. Medios de cultivo

A continuacion se describe la composicion de los medios de cultivo utilizados para el crecimiento,
infeccion y transformacion de las cepas de E. coli.

* Medio Luria-Bertani (LB). Medio para el crecimiento y mantenimiento de las cepas de E.
coli.

Bacto-triptona 100 g

Extracto de levadura 50¢g

NacCl 100 g

Agua destilada completar hasta 1L

Ajustar pHa 7.5

Para medio s6lido afiadir 15.0 g/L de agar.

* Medio LB con suplementos. Medio para el crecimiento de las cepas de E. coli antes de la
infeccion por fagos A. Para 1 L de LB liquido estéril agregar:

1 M MgSO, 10.0 mL
20% (p/v) de maltosa 10.0 mL

* Medio LB con kanamicina. Medio para el crecimiento de la cepa E. coli XLOLR para
realizar la escision. Para 1 L de LB estéril, dejar enfriar a 55 °C y agregar:

10 mg/mL kan (filtrada) 7.5 mL
Poner en cajas de Petri.

* Medio LB con ampicilina. Para 1 L de LB estéril, dejar enfriar a 55 °C y agregar ampicilina
estéril a una concentracion final de 100 pg/mL.

* Medio LB con tetraciclina. Medio para el crecimiento y mantenimiento de las dos cepas de E.
coli. Para 30 mL de LB estéril, dejar enfriar a 55 °C y agregar:

5 mg/mL tetraciclina (filtrada) 300 puL
Poner en cajas de Petri lejos de la luz.

* Medio NZY. Medio para la propagacion de bacteriofagos A.

NZY amina tipo A 100 g
Extracto de levadura 50¢g
NaCl 50¢g
MgCl, «7H,0 20¢g

Agua destilada Completar hasta 1L
Para medio so6lido afiadir 15 g/L. de agar y 7.5 g/L para la sobre-capa de agar NZY.
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11.16. Soluciones

* JPTG 10mM: disolver 0.6 g de IPTG solido en 250 mL de agua y esterilizar la solucion por
filtracion en membrana de 0.25 micras.

* Amortiguador SM. Medio rico en Mg”" para el almacenamiento de librerias en fagos A.

NaCl 58¢g
MgCl, «7H,0 20¢g
Tris-HC1 1M (pH 7.5) 50.0 mL
Grenetina 2% (p/v) 5.0 mL
Agua destilada completar hasta: 1L.

Esterilizar en autoclave, almacenar a temperatura ambiente en alicuotas de 50 mL para evitar
contaminacion.

* Amortiguador TBE (Tris-Borate-EDTA) (10X). Solucién utilizada en la electroforesis de gel
de agarosa.

Tris base 107.81 g
EDTA 744 ¢
Acido bérico 550¢g

Agua destilada Ajustar a pH 8.0 y completar hasta 1L
*SDS 10% (p/v). Detergente desnaturalizante para electroforesis de proteinas.

SDS Sg
Agua desionizada 50mL

11.17. Sustratos

* Fast Blue RR (80 mg/mL). Utilizado para la deteccion de actividad esterasa.

Fast Blue RR 80 mg
DMSO 1 mL
Almacenar a -20°C

*Acetato de naftilo (20 mg/mL). Utilizado para la deteccion de actividad esterasa.
Acetato de naftilo 20 mg
Acetona 1 mL
Almacenar a -20°C

* pNP-butirato (0.01 M). Utilizado como sustrato en las cinéticas con el biocatalizador.

PNP-butirato 0.0175 mL
Isopropanol 10 mL
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11.18.  Cultivo de cepa Escherichia coli XL1-Blue MRF’ para infeccion.

La cepa Escherichia coli XL1-Blue MRF’ se encontraban almacenada en glicerol a -80 °C, por lo
cual fue reactivada en una caja con medio LB con tetraciclina a una concentracion final de 12.5
ug/mL e incubada a 37°C durante toda la noche. A partir de las colonias obtenidas se realiz6 un
cultivo en medio liquido LB con suplementos (maltosa a una concentracion final de 0.2 % (p/v) y

sulfato de magnesio a una concentracion final de 10 mM) hasta una DOggonm = 0.5.

11.19. Identificacion de clonas CEH positivas mediante hidrolisis de a-naftil ésteres

La tecnica de identificacion funcional de clonas con actividad CEH se fundamenta en que las
enzimas CEH son capaces de hidrolizar el acetato de naftilo en naftol y acido acético. En seguida, el
naftol forma un complejo colorido con el reactivo Fast Blue RR (sal diazo de 4-benzoilamino-2,5-
dimetoxi-anilina-ZnCl,) y las clonas positivas se observan de color marron sobre la placa de agar
(Miller R., y Karn R., 1980).

0
0-c’ Enzima OH
CH  [ipolitica o
QO —— QO + ==
CHy
o~ naftil acetato Naftol Acido acético
2)
H1CO OCH3 OH H3CO OCHj3
Fast Blue RR Naftol Complejo
(sal de diazonio) colorante diazo

El protocolo a seguir para esta técnica es el siguiente:

1) Preparar al momento, 50 mL de agarosa 0.4 % (p/v) diluida en TAE 1X a 55°C que contenga 4
mL de acetato de naftilo en acetona (20 mg/mL) y 4 mL Fast-Blue RR en DMSO (80 mg/mL).

2)  Verter aproximadamente 5-7 mL de la solucion sobre las placas de agar de 100 mm que
contengan UFC y/o UFP lo suficientemente separadas para ser diferenciadas y aisladas de

otras en caso de que la reaccion proceda.

3) Las UFP y/o UFC con actividad CEH deben tornarse de color marron.
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11.20.  Protocolo de escision del vector pBK-CMV

Se activaron las cepas E. coli XLOLR y E. coli XL1-Blue MRF’ a partir de glicerol en
medio LB agar con tetraciclina 12.5 ug/mL.

A partir de los cultivos anteriores se realizo un precultivo en 20 mL de caldo LB con 200
uL de maltosa al 20 % (p/v) y 200 uL de sulfato de magnesio 1 M, se incubo a 37 °C
durante toda la noche.

Con el precultivo se inoculd un cultivo de 20 mL de caldo LB con suplementos (200 pL de
maltosa al 20% (p/v) y 200 uL de sulfato de magnesio 1M) hasta alcanzar una D.O. ¢y um
de 0.5-0.8. Se incubd a 37 °C a 250 rpm.

Se tom6 una alicuota del cultivo de E. coli XLOLR o cultivo de E. coli XL1-Blue MRF’ de
aproximadamente 5 mL y se centrifugd para obtener el paquete celular. Se resuspendieron
las células en 10 mM MgSO, hasta lograr una D.O. ¢ nm de 1.0.

Posteriormente, se combinaron los siguientes componentes en un tubo para centrifuga de 50
mL.

e 200 uL de E. coli XL1-Blue MRF’ en 10 mM MgSO, D.O. 40 um =1

e 250 pL de fago seleccionado como positivo

e 1 pL de fago ayudador (fago M13) (tener cuidado de no tomar cloroformo)

Se incubd el tubo a 37 °C durante 15 min.

Se adicionaron 3 mL de caldo LB con suplementos y se incub6 por 3 horas a 37 °C con
agitacion a 150 rpm.

El tubo fue calentado a 70 °C durante 20 min.

Después, se centrifugd a 1000 x g durante 15 min.

10) El sobrenadante fue decantado en un tubo para centrifuga estéril para almacenarse a 4 "C

por maximo 2 meses. (Esta solucion contenia el fagémido pBK-CMYV recombinante).

11) En tubos Eppendorf de 1.5 mL se adicionaron los siguientes elementos:

e 10 pL de solucion que contiene el fagémido
e 200 uL de células E. coli XLOLR en 10 mM MgSO4 D.O. 440 nm =1

12) Los tubos fueron incubados a 37 °C durante 15 min.
13) Se adicionaron 300 uL de caldo NZY.
14) Los tubos se incubaron a 37 °C durante 45 min y se platear 100 pL. de la mezcla de células

en platos de agar LB con kan (50 pg/mL), IPTG 1mM vy tributirina al 1 % (v/v).

15) Finalmente se incubaron a 37 °C durante toda la noche.
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11.21.  Curva patrén de albumina bovina sérica para cuantificacion de proteina por el

método de Bradford.
idtfard Placa 1
0.300 1
0.750
@
0.200
¥
L
0.150
[ Cunva Beadions Placa 1
»
0.100
0.080 I
0.000 ? T T
1 2 3 4 5 ] 7 B 49 10 1
<Plate Layoul Sellings>
Regresion lineal: y = 0.0283x — 0.0407 R? =1

11.22.  Calculo de la titulacion de la biblioteca metagendmica del queso Cotija.

(promedio de ufp )(1/dilucion de conteo)(uL totalesde biblioteca )

totales =
ufp totales (uL de dilucién empleados para la infeccion de las células)

(55 ufp )(1/107%)(498 uL )
(Zpl)
= 136,950 UFP totales en la biblioteca metagenémica

ufp totales =

Donde: el tamafio promedio de los fragmentos clonados es de 6 kpb.

136,950 UFP x 6 kbp = 821 700 kpb
= 0.821 Gpb representados en la biblioteca metagenémica

~ 87 ~



Anexos

11.23.  Electroferograma de la secuencia del inserto de la clona I.

MACROJGEN
File: APIOG_106F.abl  Run Ended: 2014/10/6 20:54:25  Signal G 1554 A: 1536 C:2224 T-1451 gt S
Sample: AP106_I106F Lare: 46 Base spacing: 14.082114 1085 bases in 13312 scans Page 1 of 2

10 20 a0 40 50 600 70 80 90 100 110 1
GGOGE C CG AGT EG GG AC GMCTGTCTC CGACGT TCTEMOCCAGUTCGCGTACCGC T TTAATG GGCGANCAGC COAACCL TTGGGACCGAC TACAGUCCCAGG ATGCGATGAGCCGACATCG

oo oopendonr e iy N%/\z\f\-‘“ Ay ‘WﬂM\’h‘fW\rﬁl\ﬂ”ﬂ-J\/M- ﬂ[\"-PMR-'-NL"MUN Iy

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
AGGTGCCAAACCTCCCCG TCGATGTGGACTC TTG GGGGAGATGAGCCTGTTATCCCCAGGG TAGC TTTTATCCGTTGAGCGATGGCCC TTECATGCGG AACCACCGG ATCACTAAGTCCTACT

s -"TF" L il

TTCG"‘ \CCTGCTCG “GTTG'l GO T[‘ TCGCAGTC A ‘GCTTGCTT \TGC(‘TTT AC. \CuCT ACG A \'IG \TTTCC AA CE‘ ATTCTGAGC / \ \ ACCTTTGA GCGTCTCCETT \CFTTTT \GQ WGGOG \[COC

it il

410 420 430 440 450 460 470 450 490
CCCAGTCAAA CTGCCCGCL \G ACH \CTGTCC lCG ATCACGT TGAGT GAC CAGTGTTAGAATGTTC ATACAACGAGGGT AGTATCCCACTC GTGCEACTCCGACTAGACTAGCGTCCAATCTTCTACG

ot

TCTCCT ACCT \TTCTGT ACAAGC \G(‘ ACAAAC \TTC AATATCA \G(’T CAGQTAS \ GCTCC \TGEGGTCTTTCCOTCCTGTCGCGGGT \CCCR‘ TCTTC\CGGGT ATTTAAA TTTC oG iGTCC‘

A L

File: API06_106F.abl Run Ended: 2014/10/6 20:54:23 Signal G:1554 A:1536 C:2224 T: 1451
Sample: AP106_T06F Lane: 46 Base spacing: 14.082114 1085 bases in 13312 xcans Page 2 of 2

630 “o 650 660 670 580 690 700 710 720 730 40
CTCGTTGAGACAGTGCCCAGATCGTTACGCCTTTCGT GEGGGTCGGAACTTACCCGACAAGGAATTTCGCTACCTT AGGACCGTT ATAGTTAC GGCCGCCGTTTACT GEGGGCTTCAATTCGT A

T T

800 810 820 830 @50 860
LCTTCGCCG AGCT \;\GC \CTCCTTTT AACCTTCCA GC WCCGGEGC GGCGTC AGCCCCTATACTTCATCTTACGATTTTOGCAGAAACCTGTGTT TTI'G ATAAACAGTCGCCTGGGCCTATT

’”M\ Al A N\M L R P s M

870 880 890 900 910 920 30 940 950 960 970 980
CACTGC GACTCATATTTTACCATGAGCACCCCTTCTCCCOAAGTT AC GGGGTCATT TTGCCGAGTTCC TTAA CGA GGGTTCTCTCGCTCACC T AMGT ATTCTCCACTC GACTACCTT AT

M\j\{\/\w’qﬂ"ﬁﬂ"w@ AN /\!UWWW\WW“\-ZL Ml P Vst A e A

GCT"ITTCILGG(.‘ \ETGTG\LG\CTL\GlCTICILT\L!TF\TI’TCG’I’CC E’u'l'CLA QCTI'G

GTCGG r11 GCGGTAC CBGC AGTGT x\rwlrcc‘r A \

i A\ ’\f\\/]
Lo XA el Vo AN Mo sotinaatin e A e o p
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Anexos

Alineamiento entre la secuencia obtenida por Primer Walking, Macrogen y la

secuencia obtenida por disefio de primer.

Multalin version 5.4.1

Copyright I.N.R.A. France 1989, 1991, 1994, 1996
Published research using this software should cite
Multiple sequence alignment with hierarchical clustering
F. CORPET, 1988, Nucl. Acids Res., 16 (22), 10881-10890
Symbol comparison table: blosumé62

Gap weight: 12
Gap length weight: 2

Consensus levels: high=90% low=50%
Consensus symbols:

I is
$ is
% is
# is
MSF:

anyone of IV
anyone of LM
anyone of FY

anyone of NDQEBZ
3253 Check: @ ..
Name: clonaldp Len: 3253 Check: 6385 Weight: 1.00
Name: PWclonal Len: 3253 Check: 9542 Weight: 1.00
Name: Consensus Len: 3253 Check: 4688 Weight: ©.00

Clona Idp = Secuencia obtenida por disefio de primer y posteriores secuenciaciones.
PWclonaI =Secuencia adquirida y ensamblada por el servicio Primer Walking, Macrogen.

clonaldp
PHclonal
Consensus

clonaldp
PHelonal
Consensus

clonaldp
PHclonal
Consensus

clonaldp
PHclonal
Consensus

clonaldp
PHclonal
Consensus

clonaldp
PHclonal
Consensus

clonaldp
PHclonal
Consensus

clonaldp
PHclonal
Consensus

clonaldp
PHclonal
Consensus

1 10 20 30 40 50 1] 70 80 90 100 110 120 130
|

1
GATCCACARACCAGTGTGTTARCCACTTCACCACTACCGCCATGGCAGGGATAGAGGGART CGARCCCCCATCARCGGTTTTGGAGACCGCTATTCTAC
AGTACTCTCGAGARGCTTTTTGARTTCTTTGGATCCACARACCAGTGTGTTARCCACTTCACCACTACCGCCATGGCAGGGATAGAGGGARTCGARCCCCCATCARCGGTTTTGGAGACCGCTATTCTAC
wrresresssrssresssrsssesssssss«GATCCACARRCCAGTGTGTTARCCACTTCACCACTACCGCCATGGCAGGGATAGAGGGART CGARCCCCCATCARCGGTTTTGGAGACCGCTATTCTAC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I 1
CGTTTARCTATATCCCTATAACCTTAAGCTCAGTCATTAGACTGAARTAACATGGTGAGGARTTGCACCCCACATTACACTGGCTTGTACATGTTTGTCAGTAGTACTTTTATAGCGGTCACAGCGGGEC
CGTTTARCTATATCCCTATAACCTTAAGCTCAGTCATTAGACTGARRTAACATGGTGAGGARTTGCACCCCACATTACACTGGCTTGTACATGTTTGTCAGTAGTACTTTTATAGCGGTCACAGLGGEEC
CGTTTARCTATATCCCTATAACCTTARGCTCAGTCATTAGACTGARATARCATGGTGAGGARTTGCACCCCACATTACACTGGCTTGTACATGTTTGTCAGTAGTACTTTTATAGCGGTCACAGCGGEEC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| 1
TCGARCCCGCGATCTCCTGCG TGACAGGCAGGCGTCCTARCCAGC TAGACCATGLGACCARTGGACGC TACAGGGATCGAACCTGTGACCCCCTGLTTGTARGECAGGTGCTCTCCCAGC TGAGC TARGC
TCGARCCCGCGATCTCCTGCG TGACAGGCAGGCGTCCTARCCAGC TAGACCATGCGACCARTGGACGCTACAGGGATCGAACCTGTGACCCCCTGLTTGTARGGCAGGTGCTCTCCCAGC TGAGC TARGC
TCGARCCCGCGATCTCCTGOGTGACAGGCAGGCGTCCTARCCAGC TAGACCATGCGACCARTGGACGCTACAGGGATCGARCCTGTGACCCCCTGCTTGTARGECAGGTGCTCTCCCAGCTGAGC TARGC

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
1 1
GTCCATGATGGAGAGGARAGGGATTCGARCCCTCGARGCARGTTCCCCTGCTTACACGGTTTCCARCCGTGCTCCTTCGGCCAGACTCGGACACCTCTCCGATTATCTTCCTACTGCTCTCTACTTCTTTT
GTCCATGATGGAGAGGARAGGGATTCGARCCCTCGARGCARGTTCCCCTGCTTACACGGTTTCCARCCGTGCTCCTTCGGCCAGACTCGGACACCTCTCCGATTATCTTCCTACTGCTCTCTACTTCTTTT
GTCCATGATGGAGAGGAAGGGATTCGARCCCTCGARGCARGTTCCCCTGCTTACACGGTTTCCARCCGTGCTCCTTCGGCCAGACTCGGACACCTCTCCGATTATCTTCCTACTGCTCTCTACTTCTTTT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

I 1
CTATGTACGGCACCGCATCGTCCTATCCTCGCAGGARGCGATCCTCCAACTACTTTCGGCGCTATAGAGCTTAACTTCTGTGTTCGGTATGGGAACAGGTGTGTCCTCTATGCTATCGACACGACACCTT
CTATGTACGGCACCGCATCGTCCTATCCTCGCAGGAAGCGATCCTCCAACTACTTTCGGCGCTATAGAGCTTAACTTCTGTGTTCGGTATGGGAACAGGTGTGTCCTCTATGCTATCGACACGACACCTT
CTATGTACGGCACCGCATCATCCTATCCTCGCAGGAAGCGATCCTCCAACTACTTTCGGCGCTATAGAGC TTAACTTCTGTGTTCGGTATGGGAACAGGTGTGTCCTCTATGCTATCGACACGACACCTT

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 T 780

| |
GAGTGTTAGCCACTCARARCTARATAGTARCARATTCTTCTTCTATCCTARACCACTCATARTTGCTTATTCGARTATTTCTATCCGTTAGACTTTGGTTARGTCCTCGACCTATTAGTACTAGTCCECT
GAGTGTTAGCCACTCARARC TAARRTAGTARCARATTCTTCTTCTATCCTARACCACTCATARTTGCTTATTCGARTATTTCTATCCGTTAGACTTTGGTTARGTCCTCGACCTATTAGTACTAGTCCECT
GAGTGTTAGCCACTCARARCTARATAGTARCARATTCTTCTTCTATCCTARACCACTCATARTTGCTTATTCGARTATTTCTATCCGTTAGACTTTGGTTARGTCCTCGACCTATTAGTACTAGTCCELT

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 900 910

1 1
CCATTGATCACTCARCTTCCACTTCTAGCCTATCTACCTCATCATCTCTARGGGGTCTTACTCTATTARATAGATGGGARATCTCATCTCGAGGCGAGTTTCACACTTAGATGCTTTCAGCGTTTATCTC
CCATTGATCACTCARCTTCCACTTCTAGCCTATCTACCTCATCATCTCTARGGGGTCTTACTCTATTARATAGATGGGARATCTCATCTCGAGGCGAGTTTCACACTTAGATGCTTTCAGCGTTTATCTC
CCATTGATCACTCARCTTCCACTTCTAGCCTATCTACCTCATCATCTCTARGGGGTCTTACTCTATTARATAGATGGGARATCTCATCTCGAGGCGAGTTTCACACTTAGATGCTTTCAGCGTTTATCTC

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
| 1
ATCCATACATAGC TACCCAGCAATGCTCCTGGCGGARCARCTGGTACACCAGCGGTATGTCCATCCCGGTCCTCTCGTACTARGGACAGCTCCTCTCARATTTCCTGCGCCCGCGACGGATAGGGACCEA
ATCCATACATAGCTACCCAGCAATGCTCCTGGCGGAACARCTGGTACACCAGCGGTATGTCCATCCCGGTCCTCTCGTACTARGGACAGCTCCTCTCARATTTCCTGCGCCCGCGACGGATAGGGACCEA
ATCCATACATAGC TACCCAGCAATGCTCCTGGCGGAACARCTGGTACACCAGCGGTATGTCCATCCCGGTCCTCTCGTACTARGGACAGCTCCTCTCARATTTCCTGCGLCCGCGACGGATAGGGACCEA

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
| 1

ACTGTCTCACGACGTTCTGAACCCAGCTCGCGTACCGCTTTARTGGGCGARCAGCCCARCCCTTGGGACCGACTACAGCCCCAGGATGCGATGAGCCGACATCGAGGTGCCARACCTCCCCGTCGATETG
ACTGTCTCACGACGTTCTGAACCCAGCTCGCGTACCGCTTTAATGEECGAACAGCCCAACCCTTGGGACCGACTACAGCCCCAGGATGCGATGAGCCGACATCGAGGTGCCARACCTCCCCGTCGATETG
ACTGTCTCACGACGTTCTGAACCCAGCTCGCGTACCGCTTTAATGEECGAACAGCCCARCCCTTGGGACCGACTACAGCCCCAGGATGCGATGAGCCGACATCGAGGTGCCARACCTCCCCGTCGATETG
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1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 1

clonaldp GRACTCTTGGGGGAGATGAGCCTGTTATCCCCAGGGTAGCTTTTATCCGTTGAGCGATGGCCCTTCCATGCGGARCCACCGGATCACTARGTCCTACTTTCGTACCTGCTCGAGTTGTAGCTCTCGCAGTC
PHclonal GACTCTTGGGGGAGATGAGCCTGTTATCCCCAGGGTAGCTTTTATCCGTTGAGCGATGGCCCTTCCATRCGGAACCACCGGATCACTARGTCCTACTTTCGTACCTGLTCGAGTTGTAGCTCTCGEAGTC
Consensus GACTCTTGGGGGAGATGAGCCTGTTATCCCCAGGGTAGCTTTTATCCGTTGAGCGATGGCCCTTCCATGCGGRACCACCGGATCACTARGTCCTRCTTTCGTACCTRCTCGAGTTGTAGCTCTCGCAGTE

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1

clonaldp ARGCTTGCTTATGCCTTTACACGCTACGARTGATTTCCAACCATTCTGAGCARACCTTTGAGCGCCTCCGTTACCTTTTAGGAGGCGACCECCCCAGTCARACTGCCCGCCAGACACTGTCCACGATCAC
PHclonal ARGCTTGCTTATGCCTTTACACGCTACGRATGATTTCCARCCATTCTGAGCARACCTTTGAGCGCCTCCGTTACCTTTTAGGAGGCGACCGCCCCAGTCARACTGLCCGCCAGACACTRTCCACGATCAC
Consensus AAGCTTGCTTATGCCTTTACACGCTACGARTGATTTCCAACCATTCTGAGCARACCTTTGAGCGCCTCCGTTACCTTTTAGGAGGCGACCGCCCCAGTCARAL TRCCCGLCAGACACTGTCCACGATCAC

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1430 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
1 1
clonaldp GTTGAGTGACCAGTGTTAGAATGTTCATACARCGAGGGTAGTATCCCACCGTGCGACTCCAACTAGACTAGCGTCCAATCTTCTACGTCTCCTACCTATTCTGTACAAGCAGCACARACATTCARTATCA
PHclonal GTTGAGTGACCAGTGTTAGAATGTTCATACARCGAGGGTAGTATCCCACCGTGCGACTCCGACTAGACTAGCGTCCAATCTTCTACGTCTCCTACCTATTCTGTACAAGCAGCACARRCATTCAATATCA
Consensus  GTTGAGTGACCAGTGTTAGAATGTTCATACARCGAGGGTAGTATCCCACCGTGCGACTCCGACTAGACTAGCGTCCAATCTTCTACGTCTCCTACCTATTCTGTACARGCAGCACARACATTCARTATCA

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
1 1

clonaldp AGCTACAGTARRGCTCCATGGGGTCTTTCCGTCCTGTCGCGGGTAACCCGCATCTTCACGGGTATTTARRTTTCACCGAGTCCCTCGTTGAGACAGTGCCCAGATCGTTACGCCTTTCGTGCGGETCGEA
PHclonal AGCTACAGTARRGCTCCATGGGGTCTTTCCGTCCTGTCGCGGGTAACCCGCATCTTCACGGGTATTTARATTTCACCGAGTCCCTCGTTGAGACAGTGCCCAGATCGTTACGCCTTTCGTGCGGETCGEA
Consensus AGCTACAGTAAAGCTCCATGGGGTCTTTCCGTCCTGTCGCGGGTARCCCGCATCTTCACGGGTATTTARATTTCACCGAGTCCCTCGTTGAGACAGTGCCCAGATCGTTACGCCTTTCGTGCGGETCGEA

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
1 1

clonaldp ACTTACCCGACARGGRATTTCGCTACCTTAGGACCGT TRATAGT TACGGCCGCCGTTTACTGEEGCTTCARTTCGTACCTTCGCCGAAGCTARGCACTCCTTTTARCCT TCCAGCACCGGGCAGGCGTCAG
PHclonal RACTTACCCGACARGGARTTTCGCTACCTTAGGACCGTTATAGTTACGGCCGCCGTTTACTGEEGCTTCARTTCGTACCTTCGCCGARGCTARGCACTCCTTTTARCCT TCCAGCACCGGGCAGGCGTCAG
Consensus  ACTTACCCGACAAGGRATTTCGCTACCTTAGEACCGT TRATAGTTACGGCCGCCGTTTACTGEEECTTCARTTCGTACCTTCGCCGAAGCTARGCACTCCTTTTARCCT TCCAGCACCGGGCAGGTGTCAG

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
1 1
clonaldp CCCCTATACTTCATCTTACGATTTTGCAGARACCTGTGTTTTTGATARACAGTCGCCTGGGLCTATTCACTGCGGCTCATGTTTTACCATGAGCACCCCTTCTCCCGAAGT TACGGGGTCATTTTGCCGA
PHclonal CCCCTATACTTCATCTTACGATTTTGCAGARACCTGTGTTTTTGATAAACAGTCGCCTGGGCCTATTCACTGCGGCTCATGTTTTACCATGAGCACCCCTTCTCCCGARGTTACGGGGTCATTTTGLCGA
Consensus CCCCTATACTTCATCTTACGATTTTGCAGRAACCTGTGTTTTTGATAAACAGTCGCCTGGRCCTATTCACTGCGGCTCATGTTTTACCATGAGCACCCCTTCTCCCGARGTTACGGGGTCATTTTGCCGA

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
1 1

clonaldp GTTCCTTARCGAGGGTTCTCTCGCTCACCTTAGTGTTCTCCACTCGACTACCTGTGTCGGTTTGCGGTACGGGCAGTGTAATACTTCCTAGAAGCTTTTCTCGGCAGTGTGACGTCTCAGACTTCTCTAC
PHclonal GTTCCTTARCGAGGGTTCTCTCGCTCACCTTAGTGTTCTCCACTCGACTACCTGTGTCGGTTTGCGGTACGGGCAGTGTARTACTTCCTAGAAGCTTTTCTCGGCAGTGTGACGTCTCAGACTTCTCTAC
Consensus  GTTCCTTARCGAGGGTTCTCTCGCTCACCTTAGTGTTCTCCACTCGACTACCTATGTCGGTTTGCGGTACGGGCAGTGTARTACTTCCTAGARGCTTTTCTCGGCAGTGTGACGTCTCAGACTTCTCTAC

2081 20890 2100 2110 2120 2130 214 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
1 1
clonaldp TTTATTTCGATCCGCATCACAGCTTGTCCTTATAGARARAAGCATTTCACTCTTTTCARGACTTACTGCTTGCACGCACATATCCATCAGTGCGCATCTGGTAGCCTCCTGCGTCCCTCCATCGGTARTA
PHclonal TTTATTTCGATCCGCATCACAGCTTGTCCTTATAGARARARGCATTTCACTCTTTTCARGACTTACTGCTTGCACGCACATATCCATCAGTGCGCATCTGGTAGCCTCCTGLGTCCCTCCATCGGTAARTA
Consensus TTTATTTCGATCCGCATCACAGCTTGTCCTTATAGRARRAAGCATTTCACTCTTTTCARGACTTACTGCTTGCACGCACATATCCATCAGTGCGCATCTGGTAGCCTCCTGCGTCCCTCCATCGETARTA

2211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320 2330 2340
I 1

clonaldp ACGCATTACARCTGGTACAGGARTCTCARCCTGTTATCCATCGACTACGCTTCTCAGCCTCGCCTTAGGTCCCGACTARCCCTEGEGTGGACGAGCCTTCCCCAGGARACCTTAGTCATTCGGTGGACAGG
PHclonal ACGCATTACARCTGGTACAGGARTCTCARCCTGTTATCCATCGACTACGCTTCTCAGCCTCGCCTTAGGTCCCGACTARCCCTEGGTGGACGAGCCTTCCCCAGGARACCTTAGTCATTCGGT GGACAGG
Consensus ACGCATTACAACTGGTACAGGARTCTCARCCTGTTATCCATCGACTACGCTTCTCAGCCTCGCCTTAGGTCCCGACTARCCCTGGGTGGACGAGCCTTCCCCAGGARRCCTTAGTCATTCGGTGGACAGE

2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470

1 1
clonaldp ATTCTCACCTGTCTTTCGECTACTCATACCGGCATTCTCACTTGTARGCGCTCCAGCAGTCCTTACGATCTACCTTCETCGCCCTTACARCGLCTCTCCTATCGCGCACT TACGTGCACCCGCAGTTTCGGET
PHclonal ATTCTCACCTGTCTTTCGECTACTCATACCGGCATTCTCACTTGTARGCGCTCCAGCAGTCCTTACGATCTACCTTCGTCGCCCTTACARCGLTCTCCTATCGCGCACTTACGTGCACCCGCAGTTTCGGET

Consensus  ATTCTCACCTGTCTTTCGECTACTCATACCGGCATTCTCACTTGTARGCGCTCCAGCAGTCCTTACGATCTACCTTCETCGCCCTTACARCGCTCTCCTATCGCGCACT TACGTGCACCCGCAGTTTCGGET

2471 2480 2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600

1 1
clonaldp AATATGTTTAGCCCCGGTACATTTTCCGCGCAATGGCACTCGACTAGTGAGCTATTACGCACTCTTTARATGGTGGCTGCTTCTARGCCARCATCCTAGTTGTCTATGCACTATCACATCGTTTTCCACT
PHclonal AATATGTTTAGCCCCGGTACATTTTCCGCGCARTGGCACTCGACTAGTGAGCTATTACGCACTCTTTAAATGGTGGCTGCTTCTARGCCARCATCCTAGTTGTCTATGCACTATCACATCGTTTTCCACT

Consensus  ARTATGTTTAGCCCCGRTACATTTTCCGCGCARTGGCACTCGACTAGTGAGCTATTACGCACTCTTTAAATGGTGGCTGCTTCTARGCCARCATCCTAGTTGTCTATGCACTATCACATCGTTTTCCACT

2601 2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730

1 1
clonaldp TAACATATATTTAGGGACCTTAACTGGCGATCTGGGCTGTTCCCCTTTCGACGGTGGATCTTATCACTCATCGTCTGACTCCCATTCATACATATCTGRCATTCGGAGTTTATCARACTTTGGTAACCCG
PHclonal TRAACATATATTTAGGGACCTTARCTGGCGATCTGGGCTRTTCCCCTTTCGRCGGTGGATCTTATCACTCATCGTCTRACTCCCATTCATACATATCTGGCATTCGGAGTTTATCARACTTTGGTAACCCG

Consensus  TARCATATATTTAGGGACCTTARCTGGCGATCTGGGLTRTTCCCCTTTCGACGATGGATCTTATCACTCATCGTCTRACTCCCATTCATACATATCTGGCATTCGEAGTTTATCARACTTTGGTARCCCE

2731 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800 2810 2820 2830 2840 2850 2860

1 1
clonaldp AGATGGGCCCCTAGGCTTARCAGTGCTCTACCTCCAGTATGCTTATAATGAGGCTAGCCCTARAGCTATTTL CAGCTATCTCCAAGTTCGTTTGGAAT TTCACCGCTRCCCACAGTTCATC
PHclonal AGATGGGCCCCTAGGCTTARCAGTGCTCTACCTCCAGTATGCTTATARTGAGGCTAGCCCTARAGCTATTTCGGAGAGAACCAGCTATCTCCARGTTCRTTTGGAATTTCACCGCTACCCACAGTTCATE

Consensus AGATGEGCCCCTAGGCTTARCAGTGCTCTACCTCCAGTATGCTTATARTGAGGC TAGCCCTARAGCTATTTCGGAGAGAACCAGCTATCTCCARGTTCETTTGGAAT TTCACCGCTACCCACAGTTCATC

2861 2870 2880 2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990
1 |

clonaldp CGAGCATTTTTTARCATGCACCGGTTCGGACCTCCAGTAAGTTTTACCTCACCTTCATCCTGACCATGEGTAGGTCACTTGGTTTCGGGTCTACAGCATCGTACTATTCGCGCTATTCACACTCGCTTTC
PHclonal CGAGCATTTTTTARCATGCACCGGTTCGGACCTCCAGTAAGTTTTACCTCACCTTCATCCTGACCATGGGTAGGTCACTTGGTTTCGGGTCTACAGCATCGTACTATTCGCGCTATTCACACTCGCTTTC
Consensus CGAGCATTTTTTARCATGCACCGGT TCGGACCTCCAGTRAGTTTTACCTCACCTTCATCCTGACCATGEGTAGGTCACTTGGTTTCGGGTCTACAGCATCGTACTATTCGCGCTATTCACACTCGCTTTC

2991 3000 3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120
1 1

clonaldp GCTGCGEGCTCCGGTCTTTCCACCTTARCCTCGCACGATACCGTARCTCGCCGGTTCATTCTACARARGGCACGCCATCACCCAT TARCGGECTCTGACTTCTTGTAGGCGTCGTGGTTTCAGGARCTATT
PHclonal GCTGCGGCTCCGGTCTTTCCACCTTAACCTCGCACGATACCGTARCTCGCCGGTTCATTCTACARARGGCACGCCATCACCCAT TARCGGECTCTGACTTCTTGTAGGCGTCGTGGTTTCAGGAACTATT
Consensus GLTGCGGCTCCGGTCTTTCCACCTTARCCTCECACGATACCGTAACTCGCCGGTTCATTCTACARRAGGCACGCCATCACCCATTARCGGECTCTGRCTTCTTGTAGGCGTCGTGGTTTCAGGRACTATT

3121 3130 3140 3150 3160 170 3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240 3250
|

clonaldp TCACTCCCCTTCCGGGGTGCTTTTCACCTTTCCCTCACGGETACTGGT TCACTATCGGTCACTAGGGAGTATTTAGCCTTACGGGATGGTCCCCGCAGAT TCCGACCGGATTTCACGTGTCCGGCCETACT
PHclonal TCACTCCCCTTCCGGGGTGCTTTTCACCTTTCCCTCACGGTACTGGTTCACTATCGGTCACTAGGGAGTATTTAGCCTTACGGGATGGTCCCCGCAGATTCCGACCGGATTTCACGTGTC
Consensus  TCACTCCCCTTCCGGGGTGCTTTTCACCTTTCCCTCACGGTACTGGT TCACTATCGGTCACTAGEGAGTATTTAGCCTTACGGEATGETCCCCGCAGATTCCGACCBGATTTCACGTET . usssssaes

33891
1-1
clonaldp CARG
PHclonal
Consensus ..
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A

Needle Length: 6474
Identidad: 29.3%,
Similitud: 29.3%.

Gaps: 63.7%, Score: 32400
Water Length: 4507
Identidad: 42%

Similitud: 42%, Gaps: 47 7%,

Score: 3243.5

Needle Length: 4333
Identidad: 41.9%,

Similitud; 41.9%,

Gaps: 47.2%, Score: 3004.0
Water Length: 4320
Tdentidad 42%

Similitud: 42%, Gaps: 47 7%,

Score: 3005.5

Needle Length: 3297
Identidad: 47.4%,
Similitud: 47.4%,

Gaps: 39 7%, Score: 2789.5
Water Length: 3274
Tdentidad: 47 7%
Similitud: 47 7%,

Gaps: 39.2%, Score: 2789.5

Needle Length: 6669
ldentidad.: 39.8%,
Similitud; 39.8 %,

Gaps: 49.4%, Score: 4505.0
Water Length:6202
Identidad 42 7%

Similitud: 42.7 %,

Gaps: 45.6%. Score: 4509.0
Needle Length: 6357
Identidad: 29.5%,
Similitud: 29.5%,

Gaps: 63.0%, Score: 3151.5
Water Length: 4808
Tdentidad: 39.1%
Similitud: 39.1%,

Gaps: 51,0%, Score:3151.5

Needle Length: 4303
Identidad: 40.1 %,
Similitud: 40.1%.

Gaps: 48.9%._ Score: 2959.0
Water Length: 4155
Tdentidad: 41 5%

Similitud: 41.5%,

Faps: 47.0%, Score: 2961.0

Needle Length: 4112
Identiclacl: 43.6%,

Similitud: 43.6%,

Gaps: 45.7%, Score: 3293.0
Water_Length: 4107
Identidad: 43 7%
Similitud: 43 7%,

CGraps: 45.8%, Score: 3203.0

Needle Length: 6606
Tdentidad: 38.1%,
Similitud: 38.1%,

Gaps: 52.2%, Score: 4380.0
Water Length: 5885
Identidad: 42.7%
Similitud: 42 7%,

Gaps: 46.3%, Score 4384.0

Needle Length: 4814
Tdentidladt: 44.7%,
Similitud: 44.7%,

Gaps: 43.0%, Score: 3786.5
Water_Length: 4780
Identidad: 45.0%
Similitud; 45 0%,
(Gaps:42.6 %. Score 3786.5

Needle Length: 4044
Identidad: 43.3%,
Similitud: 43.4%,

Gaps: 46.0%, Score: 3223.5
Water Length: 4003
Tdentidad: 43.9%
Similitud. 43.9%,

Gaps: 45 3%, Score:32275

Needle Length: 3889
Identidad: 39.9%,
Similitud: 39,9%,

Gaps: 47 7%, Score: 2164.0
Water_Length: 3614
Identidad: 42 6%

Similitud: 42.6%,

Gaps: 43.9%, score: 2175.0

MNeedle_ Length: 6812
Identidad: 28.9%,
Similitud: 28.9%,

Gaps: 62.8%, Score: 2803.5
Water_Length: 4897
Identidad: 40 2%
Similitud: 40 2%,

(Gaps: 48.3%, Score: 2811.5

Needle Length: 4716
Identidad: 40,4%,

Similitud: 40.4%,

Gaps: 48.6 %, Score: 2745.0
Water_Length; 4453
Identidad: 42 8%

Similitud: 42 8%,

Graps. 45.6%, Score: 2749.0

Needle Length: 3857
Identidad: 40.3%,
Similitud; 40.3%,

Gaps: 49.4%, Score: 2123.5
Water_Length: 3672
Identidad: 41 7%
Similitud: 41.7%,

Gaps: 46,8%, Score: 2129.5

Needle Length: 4579
Identidad: 38%,

Similitud; 38%,

Gaps: 50.1%, Score: 2256.5
Water_Length:4366
Identidad:39.9 %

Similitud: 39 9%,

Gaps: 47.2%, Score: 2261.0
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Guadolaiars

Introduccion

Las bibliotecas metagenémicas son herramientas que exploran la
informacion genética de organismos tanto cultivables como no
cultivables de un habitat.! El queso Cotija es un producto lacteo
tradicional mexicano que se elabora con leche bronca, sin algin
tratamiento térmico, y que por sus caracteristicas fisicoguimicas
permite el desarrollo de ciertos grupos microbianos, por lo que resulta
un habitat atractivo de estudio.

Investigaciones anteriores en el grupo de trabajo han permitido aislar
e identificar varios microorganismos lipoliticos. Sin embargo, no se ha
explorado en su totalidad la capacidad esterasa de las bacterias del
queso Cotija. * El objetivo de este trabajo fue elaborar una biblicteca
metagenomica del queso Cotija y hacer un escrutinio para buscar
hidrolasas de ésteres carboxilicos.

Metodologia

Muestra

o bt

Infectin de células para
bisqueda de genes de interés

- . =) ;
= \N= .- L .
idiiins ye o Sl e
Escisiin yexpresidn en E call XLOLR

Detecdin de UFP positives - \

£ coflxi1-Sive reconbiraste

)

L

-

Anlisis cunlitativo do actividad hidrolitics-
‘cnattil acetatoy Fast Blue AR

Secuenciacidn de insertos

Cultivos en agar trbutirina +
s bicinformitico Lade

Resultados y discusion

Se construyd una biblioteca metagendmica que contiene 136,950 UFP,
con un tamafio de inserto promedio de 5 kpb, por lo que el tamafio de
la biblioteca es aproximadamente de 0.685 Gpb. La biblicteca se
amplificd a 22.65 Gpb. El analisis funcional de esterasas posibilito el
aislamiento de 13 clonas de aproximadamente 100,000 analizadas. En
la Figura 1 se muestra la capacidad de hidrdlisis de a-naftil acetato y
de tributirina de algunas de las clonas.

Fig. 1. (A) Ejemplo de las UFP seleccionadas por hidrdlisis a-naftil /Fast Blue
RR. (B) Confirmacién de actividad esterasa en agar tributirina.

Posteriormente, en las 13 clonas se determiné cualitativamente la
actividad hidrolitica intra y extracelular en un ensayo en liquido contra
a-naftil acetato. En la figura 2 se muestra que las clonas A, C, F, G, H
e 1 sobresalen por su actividad intracelular.

Intracelular Extracelular

iAo F Blanco F
=8 G -5 G
(=3 H «: H

) | A |

B ] B 1

€ K c X

D L o L
E M E M

Fig. 2. Actividad hidrolitica intra y extracelular contra a-naftil acetato y Fast red.

Los insertos de las clonas que presentaron mayor actividad, ya
mencionadas, fueron secuenciados y se buscaron marcos de lectura
abiertos (ORF) mediante GENEMARK para procariontes, Las secuencias
codificantes fueron alineadas en la base de datos no redundante en el
NCBI, base de datos de proteinas UniProt y bases de datos para
esterasas (LED) (Tabla 1).

Tabla. 1. Tabla de anotacién de ORF predichos para los insertos de las clonas.

Proteina similar Probable microorganismo de

Evalue | Identidad

(No. de aa) procedencia
G'm“":”"] i 00 99%
4 Oxidoreductasa 00 0% NealEnid
(266 a3) -
Proteina de la familiade 00 100% Propionibacterium acidipropionici
c las integrasas (405 aa)
Proteina hipotética Bifidobacterium
(306 aa) HhE BB psychraerophilum
Transportador de hierro S 1
F tipo-ABC (221 a3) 2e-82 76% Corynebacterium glyciniphilum
G :;‘l’“"“ hinptatica (68 4e25 81% Kocuria rhizophila
Fosforibosilamina-glicina 3 : e
H Jigasa (430 2a) 00 71% Kocuria maring.
1 :;;t:a'?a blpotetica 3e-47 99% Leuconostoc mesenteroides

Las proteinas sefialadas provienen de microorganismos identificados
por secuenciacion masiva del metagenoma del queso Cotija.

Conclusiones

Se lograron identificar algunas proteinas que si bien hidrolizan a-naftil
acetato y tributirina no son hidrolasas; por lo que existe la posibilidad
de que se trate de enzimas con actividad promiscua. La exploracién de
la capacidad esterasa de la microbiota del queso Cotija a través de la
elaboracién de un banco metagendmico permitié la identificacion de
nuevas enzimas con un potencial de aplicacién en alimentos.

Agradecimiento. Este trabajo fue financiado por PAPIIT IN218613 DGAPA-
UNAM. Ingrid Torres es alumna del Posgrado en Ciencias Bioquimicas y recibid
beca de CONACYT.
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