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RESUMEN

La a-amilcsa (AmyA) de Ladfobadllus amylovorus presenta una estructura primaria
inusud, constituidapor dos dominios fundondes: uno adtditico (aminodddos 1 d 474) y
otro aarboxilotermind (cminodddos 475 d 953). El dominio aatditico es semgante d de
otrcs a-amilcscs de bacterios Gramyoositivios, conteniendo Ics regiones reportadcs como
conservadas en estos enzimes. EIl dominio  aarboxilofermind, que le confiere |la
aopaddad ce fijaddn d dmiddn insoluble, es estrudturdmente diferente d oloservado en
otrcs amilcscs ya que, a diferenda de dlcs, se enauentra constituido por dnao unidodes
repetidcs (UR), dredcs eidéntiacs de 91 aminodddos codauna

Con lafindidad de conocer si los 5 UR disladeos ad sitio aatditico constituyen un dominio
defijoddn d dmiddn o bien si cadamdaulo dslodo es fundond, se deddid comparar [a
aopadaad de ackorddn de 1 UR contraladelcs 5 gue formen & dominio, donéndolcs y
expresdindolcs de moneraheterdloga

Los ensayos de ackorddn d sustrato mostraron aue 1 UR si es aopcz de ackorberse d
arénulo de dmiddn. Al comparar laadsorddn de 1 UR con laamilcsaenterase ooservo
que ssta dlitima presenta una Ky tres veoss mayor, o que sugiere que conforme
aumenta d ndmero de UR cumenta tombién la aopaddad de acsorddn. Al comperor
oontra la akorddn de Ics 5 UR, se observa que toda la protana es adsorbida
obteniendo una Ky de 1, que es mé& grande que lade 1 UR einduso mayor que lade
la amilcsa entera, o que confirma por un lado, que existe un efedo sumatorio 6
sinérgico enfre Ics unidades y sugiere por @ ofro, un efedo estérico ad dominio
aatditico que no permite lainteracddn delcs 5 UR con d sustrato.

Estos resultados indicon que cada UR estd adtuendo como un mdadulo independente de
fijoddn, lo que se ha observado en enzimaos con mUltiples dominios de adkorddn como
adluloscs y Xiloncscs pero nuNaaen amilcsces.



INTRODUCCION

Los bbadterios Iadtiacs tienen como aoradteristica distintivala copaddad de produdr dddo
|&ctico como producdo Unico o maoyoritario de su metdodlismo (Desmazeud, ef d., 1994).
Este grupo comprende un gran NUMero de espedes gue oadpan muy diversos nicdhos
ecoldgiaos en lanaturdeza, se enacuentron en la superfide de los plantcs, en ensilges y
en dvasos producdtos naturdmente fermentados, ademds de ser comensdes de
verteborados (frado gostrointestind, cavidad buad, fracto urogenitd) sobre los acudes
dacen dfaentes efedos benéficos como la protecddn contra dertos adnoeres
(Hyramaya ond Rafter, 2000), & contral de padgenos de lamiaofioraintestind (Shu ef
d., 2000), vagind (Oxmaon et d., 2000) vy laestimuladdn dd sisternainmune (Perdigdn ef
d., 1999).

Los baderios I&diccs hon sido tradidondmente  utilizados para la producddn de
dimentos fermentados y son conoddcs bdsicomente por su importonda en laindustria
lechera, en d ensilge, en laconservaddn de aarnes y en laponificaddn. Dichos bacterics
permiten la conservaddn de los dimentos, ya aue, d addificaar d medo, inhiben &
aedmienfo de micoorgenismos patdgencs. Por ofro lado, la fermentaddn Iddica
mgora la adidad nufridond de los dimentos d poner en dsposiddn  dferentes
vitomincs, minerdes vy proteincs, adem& de desinfoxicor  dgunos  compuestos
ontinutridondes (Steinkraus, 1996).

Se hon dislado badterics [ddicos que son aopacss de utilizar d dmiddn, como fuente de
aorbono, apartir de fermentadones viegetdes tradidondes, como es & acso ddl pozal de
Tdoosao (fermentaddn de mdz) y de ofros producios fermentados de monioaa, arroz,
sorgo, trigo y mijo (Steinkraus, 1996).

Para poder aecer en estos sustratos estos miaoorgonismos producen o-omiloscs. La o-
omilcsaes unaendoenzima aque addizalahidrdlisis delos enlaoes gluacosidiaos o-1, 4 od
dmiddn, liberocndo cadencs de pdli- y digosaodidos de longitud vaiddle. La
dextrinizaddn de los sustratos estd acompaonada por una pérdidardpida de lavisaosidad,



La hiardlisis proongada produce una mezda de glucoso, mdtosa y mdtotriosa
(Winkdmonn, 1992).

Actudmente se ha desaito una docena de badterics |ddtiaos amilolitiacs, entre dllcs, sdlo
los genes amyA de Ladtobadllus amyiovorus, Ladtobadllus planfaum y Lactobadillus
manihoftivorans han sido seauendados. Estos genes poseen entfre dlos 98% de identidad
y presenton una estructura dferente a Ics reportados para cudaquier ofra amilcsa
(proaiota o euariotg) (Giraud ond Quny, 1997; Morlon-Guyot et d., 2001).

En la o-amilcsa de L. amylovorus se hon oloservado dos dominios fundondes: un
dominio aarditico (ominodddos 1 d 474) y un dominio aarboxilofermind (cminodddos
475 d 953). El dominio catditico contiene s regiones desaritcs por Vihinen y Méntsdé
(1989) y Jonecsk y Sevdk (1999) como conservadcs en todcs |cs omilcscs. Su
fundondidad fue estddeddad fronsferir Ios primeros 410 ominodddos de estaenzimaa
una cgpa no cmildiificade L. planfarum y conferirle entonces |a copaddad de hicrolizar
& dmiddn soluble (Jore ond De Parcsis, 1993).

Lasingularidad de estcs amiloscs se encuentraen d dominio aarboxilotermind, yaque a
dferenda de Ios ofrcs o-amilcscs se encuentra constituido por unidades  repetidcs,
dredcs e idéntiacs, auyo nUmero dgpende de la espede, 4 paa L. ponfaum y L.
manihofivorans y 5 para L. amylovorus. El popd de estos seauendcs se estudid utilizondo
2 donas, laprimeracon laomilcsaenterade L. amylovorus vy lasegunda con laamilcsa
fruncodo, donde Ics unidodes repefides hdoion sido diminadcs. El ondisis de s
aoracteristioos bioquimiacs de los amilcscs resultontes mostrd que la amilcsa truncoda ya
Nno & ooz hi de hidrdlizer, ni de fijase d dmiddn insoluble, o que confirmd |a
existenda de un dominio de fijaddn d sustrato indgpendente dd dominio additico
(Rodriguez-Sengja et d., 2000).

El dominio de fijaddn d dmiddn (DFA) se puede encontrar en Ics a-omilcscs, 3-omilcscs,
gucoamiloscs y  ddodextrin-gluaosiifronsfercscs en donde oaupa generdmente &
extremo aorboxilotermind de la enzima, sin embbargo No existe en todos 1os miemioros



de axda familia (Joneask, 2002). Dicho DFA estd foomado por una cenfena de
ominodddos, a dferenda dd de Ios baderics I&diacss mendonodos que tiene
goroximadomente quinientos. Sin embargo, cuondo se dinea una de Ios unidadkes
repetidos con € DFA de ofrcs amilcscs se oloserva gue se conservon aminodddos, que se
hon identificodo como inmportontes en la fijoddn d sustraio, lo que sugiere que coda
unidad repetidapuede ser un mdaulo independiente.

El objetivo prindpd de este tfradogo fue & determinar si Ics UR dislados ddl dominio
aatditico son fundondmente adivas vy de ser osi, estdolecer si constituyen un dominio o
MoAulos separados auyafunddn en lafijoddn puedaser sumatoria



JUSTIFICACION

Coaderiza este nuevo tipo de amiloscs es de gon inferés, ya que poseen una
estructura dferente a la de audauier ofra amilcsa reportada Ademds, estos estudios
pueden tenar goliccddn dentro de la biologia moleaular en & diseno de vedores de
expresion que puedon utilizar este dominio de fijoddn como tdlo de purificaddn de
protaincs recombinontes, usondo & dmiddn insoluble como soporte, o bien aplicarse en
la inmovilizaddn de proteincs que se empleen sistencs confrolados de adkorddn o
liberaddn de maléaulcs o ligondos importontes en laindustriadimentaia, farmacauticay
de biorremediadon.



ANTECEDENTES

1. Badterios Ladtices (BL)

Los badeics Iddios constituyen un grupo de baderics  Gramyoositives,  muy
heferogéneo, se aaxaderizon por sar no esporulodcs, micocerdfilicss, acorecsr de
addosa, nitrato redudicsa y dtoaomo oxidosa Son micoorganismos aopaoss de
fermentar los aarbohidratos hosta dddo Iadico (D (), L (+) o DL)). Los géneros que se
induyen en este grupo son Ladfococaus, Lactobadlllus, Leuconostoc, Pediocoaous,
Streptococaus, Vagocoaaus, Enterocoaaus, Aerocoaaus, Tetragenocoaaus, Atopobium y
Carnobacterium. También Ios bifidobaderics, aunaue lgoncs taxondmicomente son
consideradcs dentro de este grupo (Konder, 1983).

Muchcs de estos badterics estdn csodadcs con la producddn fraddond o industrid de
dimentos fermentados. Ademds, dguncs baderics IGdtiass son explotadcs como
produdorcs de enzimcs gque don aoma, péptidos con adividad anfimiaobiong, o
metdoolitos que contribuyen d aroma, conservaddn y textura de los dimentos (de Vos,
1999; Demeter ond Elbertzhogen, 1971).

1.1 Metabolismo de Badterics Ladtioos

El cedmiento de Ics bacterics Iddtiacs dgpende prindpdmente de la fosforiloddn de los
productos  intermediaios provenientes dd  acatdoolismo de carbohidaos y de la
efidenda con la que tronsporton estos productos. Segln la espede baderiona y 1os
condidones de adltivo, Ios badterics I1adtiacs pueden seguir unavia homofermentativa o
unaviaheterofermentdiva

* Los baderios Iddtiaos homofermentdives siguen lavia de EmbbdermiMeyerhof-Parncs
(gluadlisis) en donde d &ddo Iadtico es & produdo maoyoritario dd metdoolismo.

* Lo badeics Iddias heterofermentdives siguen la via de Pentoscs-fosfaios que
propordona ademds de dddo [adico, ddxido de aarbono y dddo aodtico o, en
dgunaos acsos, efanal.



El bdonce energético de lcs diferentes Vices es & siguiente Borach ef d., 1991):

& 1 dlucosa+2 P +2 ADP—\iahomofermentdiva | 2 loctato + 2 ATP
& 1 guaosa+ 1R + 1 ADP-Viaheterofermentatival 1 laddo+ 1 GO, + 1 aostato o 1
efonol + 1 ATP

La degradaddn de glucosa permite lasintesis de una o dos moléaulcs de ATP, mientrcs
aue laviaoxiadtivaprovee de 36 maléaulcs de ATP por moléaula de gluaosa degradada
La energia drediamente disponible de la fermentaddn 1ddica es rdativamente poaa, lo
que llevaaun rendmiento de biomesay/sustrao esacso (Giraud, 1993).

Lcs baderics Iddiacs constiftuyen un grupo de micoorgonismos  particularmente
exigentes, ya que requiren de la presenda de un eUaar famentdde, varios
ominodddos, viftomincs y de un sistema tompdn aopcz de neutrdizar 1cs aontidades
devados de dddos produddos durante su aedmiento.

1.2 Los bacterios Iadtioos en fermentaciones vegetdes

En muchos pdses, Ios plontcs riccs en dmiddn son fronsformadcs y conservadcs por
fermentaddn Iddico, ya que la addificaddn cousada por & dddo 1&dico, la produaddn
de sustondos antimicobioncs como Ics baderiodncs y & peardxido de hidrdgeno,
permiten la preservaddn de los dimentos fermentados d inhibir & aedmiento de flora
patdgenay de los micoorgonismos responsdoles de dterar la adidad de los dimentos
Strainkraus, 1996). Ademds, sste tipo de famentaddn mgora Ics  propiedades
nutridondes de los productos, aumentondo la digestibilidod de dertcs proteincs, la
dsponibilidad de dgunos cminodddos, cedaares, vitominos odl grupo B y mgorondo s
propiedades orgonoléptiacs delos dimentos (De Vuyst ond Vandamme, 1994).

En los dltimos anos se haon dslodo badterics |Gdiaos amilolitiacs de muy  diferentes
hdoitas: a patir de desperddos de mdz en USA (Ladfobadillus amylophilus y
Lactobadllus amylovorus) (Nokomura ond Growdl 1979; Nakaemura 1981), de rdz de
yuaa fermentada en d Congo v Nigeria (agpcs de Ladtobadllus planfarum) ( Graud et



d., 1991), de ensilge de pescado en Sueda (cgpcs de Leuaonostoc spp) (Lindgren ond
Refd,1984), de psscodo y aroz farmentado en Joodn (Lacfobadllus  plantarum)
Olympia et d., 1995), de mesade maz fermentadaen Benin (Lactobadllus fermenturm)
(Agati ef d., 1998) y de yuaa agria en Colombia (Lacfobadllus manihotivorans) (Morlon-
Guyot ef d., 1998). Todxs estos baderics Iddtiass producen &ddo I&dtico por la
degradaddn dd dmiddn presente en este tipo de dimentos.

2. Amidon

El dmiddn es d aarbohidrato de reserva de los plantos vosaulares, estd compuesto de
una mezda de dos palisaadridos, la amilosa y la amilopediina La amilosa es un
poliscadrido lined con unalongitud promedio de 1000 unidadkes de a-D-glucosa unidos
por enlacss a-14. La amilopediina es una moléaula ramificada formada por aodencs
cortos de amilosa (10-60 unidades de gluaosd) unidos por enlacss a-1.6. La fuente de
dmiddn determina & contfenido rdiivo de amilosa y amilopedtina Por ofra parte la
proporddn de ramificoddn es una propiedad importonte ddl sustrato debido a que Ics
enzimcs hidralizon los diferentes sustratos con espedfiddades diferentes (Vihinen ond
Méntsdd, 1989; von der Maord ef d., 2002).

Lcs moléaulcs de amilosase organizon en d espado formondo hédlices hueacs, Ics audes
pueden foraerse entre si formondo dobles hédlices 0 pueden juntarse en poguetes sin
enfrdazarse, dependendo de laextension relaivade lcs hdlicss (Waren, 1996).

Los grénulos de dmiddn estdn orgonizados en regiones amorfcs y aristdings, 1os
regiones aistdincs estén Unicomente compuestcs de amilopedina, mientres que la
omilosa estd presente en os regiones omorfos. Los moléaulcs se encuentran orientados
de moneraradd en d grdnulo de dmiddn y conforme aumenton los residucs fambién
d numero de romificodones para llena d espado, con la subsiguiente formaddn de
regiones conaéntriacs de estrucdturaomorfao aistdina (von der Maard ef d., 2002).



3. Amiloscs

Los amiloscs son ampliomente utilizados en numerosos proassos dentro de laindustria
ce los dimentos, bebidos, fermentadones, textiles, farmaoauticay dd popd (Sarikaya et
d., 2000). La a-omilcsa es una enzima dove dentro de laindustria de la tronsformaadn
ad dmiddn, en donde, en csodaddn con la glucoomilcsa, hicrdliza d dmiddn de maz
para la produaddn de jardoes de glucosay frucdtuosa Los amilcscs son usadcs también
en lasintesis quimiaa de oligosaadridos por fransglicosiladdn (SadoRinadn et d., 1999).

En gened Ics amilcscs, hidrolizon los enlooss a-glucosidicos dd dmiddn y son
produddcs por plontcs, onimdes y microorgonismos. Por su aoddn estcs enzimes
pueden dividrse en dos aategorics: |os endoenzimacs, como os a-omilcscs, que rompen
d azar los enlaoss d interior de lamoléaula de dmiddn liberondo dligosaadridos linedes
y ramificodos; y Ics exoenzimas  (B-omiloscs, glucoomilcscs Y a-Qlucosidoscs), que
hiarolizon a partir dd extremo no redudor, produdendo dligo- y/o monosaacridos. Por
ofra pate los amilcscs pueden dvidirse de aouerdo alos enlaoss que son aopass de
degada, ao-14 o o-16. Por dempo Ics glucoomilcscs vy s ddodextrin-
gluacsilironsfercscs ataaon sdlo los enlaoss a-14, mientras que Ics pululoncscs tipo |,
espedficomente hidrdlizon los enlaoss a-1.6 en pululono y en dligosaadridos ramificados.
(Vihinen ond Méntsdld, 1989; Niehaus ef d., 1999).

En bose asu estructura primarialos omilcscs hon sido dasificodos dentro de lafomilia 13
de Iz glucosiHhidrdoscs  (GH)  (Henrissal,  1991;  hitp//dofmb.anrs-
mrs.fr/~awry/CAZY/indexhtml). Esta fomilia comprende enzimes con 28 diferentes

espedfiddades enfre s audes se encuentron  gluaosidcscs,  transglucosiocscs €
isomercscs. Hosta @ momento sdlo 13 espedfiddades estén  representadcs  por
estructurcs aistdincs. Los miemloros de esta familia comparten una estructura en aril
B/mws, la apaddod de hidrdiza enlooss  gluaosidass a-14 monteniendo  la
conformaddn dd aarbbono a-onomérico y cdemds aonservan dguncs regiones con
ominodddos similares. Cada enzima tiene un &ddo glutdmico y dos residucs de &ddo
ospdrtico como aminodddos aaditicos (MaoGregor ef d., 2000; Svensson ef d., 2002).



3.1 a-Amiloscs

La a-omilosa (1 4-a-D-glucono gluconohidrolosd) es una endoenzima que adtdiza la
hiardlisis de enlacss a-1 A-glucosidicos en dmiddn, gluadgeno y varios oligosaadridos,
liberondo productos a-onoméricos (Kogawa et d., 2003).

3.2. Estructura

La comparaddn de ominodddos de diferentes a-omiloscs (onimdes, plontcs v badterics),
muestra que entre s secuendcs de Ics amilocscs No hay M ad 10% de similitud
(Nakgima et d., 1986), sin embago todos dlcs conservon una estructura comdn
formada por mdltiples dominics. El dominio A es & dominio aatditico, presenta una
estrucduraen baril (B/a)s, es dedr, compuesto por 8 Idmincs B pardecs, dispuestcs Ios
uncs contralcs ofrcs como Ics paredes de un baril. Los a-hédlicss unen alcs Idmincs y se
enauentran loadizados d exterior dd baril, de monera que se tienen ocho unidodes
B/o) en un baril regular B/os. EI dominio B se inserta entre lateraera ldmina B y la
teraerahdlice a y formao, con & dominio A, labolsa ad sitio adtivo. El dominio Csigue d
baril aatditico (B/as. Yy se organiza en una estructura en baril distorsionado formado
por [émincs-B ontiparddcs (estructura B-séndwidh); se aee que estdalliza d dominio
aatditico (A), d proteger alos residucs hicrofdbicos ad solvente (Fig. 1) (MacGregor ef
d.,2000).

Q. Sitio activo

Dominio A

Fig. 1. Estrucuratridmensiond de laa-omilcsade Badilus subfilis.
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Los dominios A y B de fodos Ics a-omilcscs contienen cuairo regiones conservoacs.
Utilizondo como moddo |la a-omilcsa de Badillus subtilis 10s regiones conservadcs son:
region |, loadizoda en latercaraldmina B3 (residucs 107 d 112: DAVINH), regidon Il en
B4 (residucs 181 d 190: GFRFDAAKH), region il en B5 (residucs 207 d 221: CGEILQ) y
region IV en B7 (residucs 274 d 279: WVESHD) (Vihinen ond Méntsdd, 1989).

Alguncs de Ics enzimaos de la faomilia 13 contienen uno o dos dominios adidondes, €
dominio D y & dominio E, ambos se enauentron en d extreamo aarboxilotermind,
después dd  dominio C El dominio D tiene una estrudura formada por Iémincs B, estd
presente prindpdmente en fronsglucosidoscs pero hasta & momento No se conoce su
funddn. El dominio E estd formodo por una cenfena de aminodddos que forman
I&mincs B y se orgonizan en un baril B-distorsionado, esta estructura es laresponsadle
e laadksorddn d dmiddn insoluble por 1o que se le designa como dominio defijoddn d
dmiddn (DFA) (Jonecsk. et d., 2003).

4. Dominios de fijodon a corbohidrctos

La presenda de los dominios de fijaddn en Ics gluaosil-hicrolcscs es muy frecuente, se
sdoe que fundonon independentemente de los dominios aotdificos v que d
reconodmiento de su sustrao es extremnadomente espedfico (Sorimachi ef dl., 1997).

Los Mddulos de fijoddn a aarbohiaratos (MFC) han sido dasificodos por Henrissar en 39
fomilics en Ios que se induyen mdadulos de fijaddn a adulosa, xilono, auitinay dmiddn
(http//admb.anrs-mrs fr/CAZY/GBMhtmI). Estos MFC, maximizon la odivided cotditica de
laenzima d inaementar la concentraddn de sustrato en d sitio adtivo (Sorimadhi ef d.,

1997). Se ha postulado que la enzima se une d sustrao por intferacdones entre los
onillos dd czdoax vy los residuocs aromdcticos en la superfide dd sitio de fijoddn de la
protaina ((zjzek et d., 2001). Se espera que la dasificoddn de Ics fomilics fadlite la
identificaddn de MFC con los acoradteristiacs estddleddos para aada fomilio, en dgunos
Qos0s prededr lafijiaddn espedficay ayudar aidentifiaor los residucs fundondes, ademds
derevda los rdadones evolutives v prededr d pliegue dd polipdatico.
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Un gemplo de MFC lo constituyen los dominios de fijoddn a cduloso, estos estdn
amplicmente distribuidos en todos Ics adluloscs, en dguncs hemiaduloscs y xiloncscs,
prindpdmente en dferentes baderics oncerdbiacs, cerdbiacs y hongos (Linder ond
Teeri, 1997). Los dominios en hongos estén formados por ceraa de 35 aminodddos de
lorgo; mienfros que los dominios en bbaderics por 80-250 cminodddos, degpendiendo de
la fomilia En dlos se conserven cminodddos cromdticos, espeddmente triptdfonocs. Los
DFC difieren en su dinidad por odulosa dgunos se unen a adulosa amnorfay aistdina,
otros tienen dinidad por un solo fipo de adulosa Algunos se encuentron presentes en
xiloncscs como en laxiloncsa D de Callulomonacs fimi gue tiene dos dominios de fijcddn
que daamente se unen a ligondos dferentes: uno con dinidod a xlono vy ofro a
odulosaaistdina(Waren, 1996).

4.1 Dominio de Fijocion d dmidon

La mé estudada y extendida familia de DFAs es la de MFC 20. Dichos mddulos se
presentan en d 10% delos amilcscs de origen bacteriono (Svensson ef d., 1989; Joneask
ond Sevak, 1999). Es un dominio fundond gque puede ackorberse d dmiddn insoluble,
permitiendo csi alaenzima digerir d dmiddn gronular. El DFA estdpresente en un gron
nUmero de enzimeos amilolitiocs de lafomilia 13 delcs gluaosil-hicrolcscs (o-Qluaosiacscs,
didomdtodextrincscs, isoomilcscs,  pululoncscs,  oligo-1.6-gluaosidescs,  ddodextrin-
dlucosiltronsfercscs, omilomatcoscs, amilosooorcscs, enzimes ramificontes,
gluaonotrosfercscs, exocmiloscs formadorcs de matotreoscs v en poacs a-omilcscs). Este
dominio se enauentra en glucoamilcscs de hongos de la familia 15 y en dguncs o-
omilcscs de la fomilia 14. El DFA se encuentra en |a region aarboxilo fermind de la
profeing, exagpto en laglucoomilcsa de Rhizopus oryzae que se enacuentraen & extremo
ominotermind. El DFA puede estar dredomente conecfado d dominio actditico
después dd dominio C en los a-omilcscs, después dd dominio D en los ddodextrin-
fransfercscs, 0 através de unalargaregion Odlicosiladaricaen serincs y freonincs en Ics
glucoamiloscs (Juge ef d., 2002). Generdmente & DFA estd formado por una centena
de ominodddos produdendo varios segmentos de ldmincs B aue forman unaestructura
en baril B distorsionada (Mikomi, 1999).
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En los dominios de fijaddn dmiddn hay dertos ominodddos que interacdonon con &
sustrato, Sorimachi y adl. 1996 propusieron dos sitios implicodos en |a fijoddn. El sitio |
contiene los residucs W543, E576, K678, W590, ES91, N595 v d sitio Il contiene alos
ominodddos 1526, Y527, G628, E529, N530, D554, Y556 y W563 (a numeraddn
corresponde ala de los residucs de la glucoomilosa de Aspergillus nigen); d sitio | esta
involuacdo en @ reconodmiento inidd dd sustrato, mienfrcs que d sifio Il es &
responscdle de preparar d sustrao para la aatdisis, fijondo la enzima alos grdnulos de
dmiddn (Penninga ef d., 1996). Los seauendcs dd DFA de varics amilcscs han sido
conmparadcs Y han mostrado que los residucs de triptdfono de los posidones 543, 563 y
590 de los dominios de fijaddn son muy conservados (Willicson et d., 1997). Siendo
los residucs que infernvienen directamente en la fijaddn d sustrato: W543, W 590 od
sitio 1y Y527,Y556 dd sitio 2 (Sorimachi ef d., 1997).

Estos DFA adion en conjunfo con d dominio caditico para aoderar la hiardisis,
inaementondo la concenfraddn de sustrato en d sifio adivo y desestdailizondo la
superfide delos grdnulos de dmiddn (Tibot ef d., 2002).

5. Amilcsos de badterios ladtioos

Duronte d estudo de la miagoflora csododa a s fermentadones vegetdes, se
encontraron badterics [ddiaos copaoss de utilizar & dmiddn como fuente de aarbbono.
Hosta d momento sdlo se han dislado una docena de ogpcs aque poseen adlivided
omilolitica Sfreptococaus equinus, Streptocoaaus bovis, Ladtocoaaus Iadtis, Pediocoaaus
sp. Leuconcstoc sp, Ladfobaadllus odlobiosus, Lactobadllus amyiophilus, Lactobadillus
amyldliyticus, Lactobadllus  amylovorus,  Ladtobadllus  plonfaum,  Ladfobadillus
manihofivorans y Lactobaadllus fermentum. Lcs amilcscs de anao de entre dlcs hon sido
mMds © menos aaradterizados (Agati ef d., 1998, Sen ond Chakraoarty, 1984; Aguilar ef d.,
2000; Graud ef d., 1993; Rodiguez-Sonoja et d., 2000). Todos musstron adiviocd
optimaapHs caraonos a b, unagron tolerandaapH dddos y una temperatura dptima
drededor de >60-65°C; estos enzimaos pueden actuar atemperaiurcs de hasta 70°C Por
dlo es de g infaé& industrid y gendfico la coaaderizaddn de sus adividaoes
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enzimdiacs, ya que estes son agpaoss de degradar sustratos  insolubles, cspecto

fisiol&gico oo estudiado en badterics [adtiacs.

A prindpios de los 90's Graud 'y ool (1994) e lmam y cdl (1991) observaron aque Ics o-

omilcscs de L. amylovorus y L. plontarum eron agpaoss de hidrdlizor € dmiddn insoluble,

lo que motivd profundizar en su estudo. Asi, los genes que codifian Ios a-omilcscs de

fres lactobadlos (L. planfaum, L. manihofivores y L. amylovorus) fueron seauendodos
(Graud ond Quny, 1997, Morlon-Guyot, et d., 2001).

Estos genes comparten una dta identidad (98%). presentan un tamano dd doble adl
usudmente observado en amilcscs (100kDa vs. 50-60kDa) y una estructura parficulor

Que puede ser dividdaen dos partes (Figura2):

1.

La primera mitad de estos genes contiene los dementos normdes de un
promotor de ladolbadlios y codifica para & dominio aarditico de la enzimar Su
fundondidad fue demostrada d fronsferir 1a adividad omildlitica a una agpa no
omilolitica de Lacfobadillus plantarum, con sdlo los primercs 410 aminodddos de
o-cmilcsa de Lactobadllus amylovorus, (Jore and DeParcsis, 1993). Este dominio
compate 65.5% y 61.5% de idenfidad con Ics a-amilcscs de Badllus subtilis y
Streptocoaaus bowis, respedivomente (Morlon-Guyot ef d., 2001).

Lamitad 3" dd gen estd formada por unidodes repetidcs, direcics e idéntiacs de
273 nudedtidos coda ung, d nUmero degoende de la espede, 4 paa L.
plontaum, L. manihotivorans y 5 para L. amylovorus (Giraud ond Quny, 1997;
Morlon-Guyot ef d., 2001). El popd de estos unidades se identifiad utilizondo dos
doncs, una con la amilcsa entera de L. amylovorus y la ofra con la amilcsa sin
unidadkes repetidcs. La comparaddn de Ios propiedades bioouimiaos de Ics dos
omilcscs reved que lamitad aorboxilo fermind de la enzima es laresponscdle de
la fijoddn d dmiddn insoluble permitiendo su hiardlisis (Rodriguez-Sonoja et d.,
2000).
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Unidades repetidas [

Regiones interm edias

Fig. 2 Estructuradd gen delaa-omilcsade lactobadlos

Lapresenda de unidadkes repetidos es unaaoraderistica comin en & dominio de fijaddn
d ligondo de dferentes proteincs espeddmente gluaosil-hidrolcscs. Se enauentran en
los dominios de fijoddn a aarbohiaratos de lcs dextronsaoarcscs de Leuconaostocssp, en
los gluaonosaoaorascs Y los gluaosiltransfercscs de Streptfoaoaaus ssp y Leuaonaostoc ssp,
(10UR, con promedio de 20 ao) (Shah ond Russell, 2002); tombién en € DFC ce la
endogluaoncsa de CHlulomonas fimi RUR) (Qecpgh ef d., 1998), en la quitincsa
extracgula Chi92 de Aeromonas hyarophilaJP101T BUR) (Wu ef d., 2001; Simpson ef
d., 1999) y en la xiloncsa de Jostridum thermoaalum 2UR) Fernandes ef d., 1999).
Existen ademds UR en proteincs sin adtividad glucohiardlitica, como en Ics foxincs Ay B
de Jostridum diffidle auya funddn es la de unirse alos czdicores de la superfide de la
odulablonco (Wren, 1991).

En enzimcs amilolitioos es poco usud, & Unico acso reportado, ademdés dd desarito en
loctobadlos es d de una a-omilcsa de Badllus sp no.195 que presenta en la regidon
aorboxilo termind dos unidades repetidos ool idéntiacs, de goroximodomente 90
ominodddos que contribuyen a la degradaddn de dmiddn insoluble (Suminoni ef d.,
2000). En fodos los aosos aoui desaitos, los MFC conservon  dertos  residucs,
parficulaomentelos cinodados cromdicos como 4 Triptdfono y latirosina

Al compaa unade los unidades de Ics anao que formon & dominio aarbooxilo fermind

de la o-omilcsa de L. amylovorus contra € DFA de otrcs amiloscs, se encontrd que se
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aonserva drededor dd 30% de los aminodddos dgunos de los audes se han
identificodo como importontes en la unidn d sustrao, entre éstos se encuentron dos
residucs de triptéfono y una csparagina ad sitio |y un triptdfono od sifio Il (Rodriguez-
Songja, 2001). Estos daros sugirieron que aada unidad repetida puede ser un dominio
independente, por 1o que se estaddlederon los siguientes objetivos:
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OBJETIVOS

Ojetivo generd:

Determinar si los 5 unidodes repetidos, dslados ad sitio aotditico, son fundondes y si es
osl, deferminar si- constituyen un dominio o Moaulos separados auya funddn en la
fijaddn puedaser sumatoria

Objetivos partiaulares:

e Jonar unaseauendarepstidadd gen a-amilcsade Lactobadllus amylovorus.

e Jonar Ics dnoo unidades repetidos dd gen a-omilosa de Ladfobadillus amylovorus.

e Determinar la copaddad de fijoddn d dmiddn de los péptidos donados (con 1y 5
unidades repetides) 'y compararla con la agpaddad de fijoddn de la a-amilcsa de
Lactobadllus amylovorus.

HIPOTESIS

Considerando aue & famnaono de cada UR corresponde d de un DFA y dado que dentro
de coda una de Ics unidadkes repetidos se enauentron conservados aninodddos que se
hon identificodo como importontes para la fijoddn d sustrado, es posible que coda
unidad sea agpcz de fijarse d dmiddn insoluble.
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MATERIALES Y METODOS

1. Estraegiaexperimentd

on de los plasmidos: -
, PGEMDb-5 y pLPCR2-3 de Escher/ch/a coli XL1 Blue y M15

Tabla 1.

las células competentes

|menciacién Il
lﬂ iEniisiiaﬁo de Expresion Il

U 5n de las proteinas por
cromatografla de afinidad

adsorcion de las proteinas
obtenldas sobre almidoén insoluble

2. Ceoos y plésmidos utilizados.

Bodteria o Piésmido Corocteristioos
SupE44hsaR17 redAN endAl gyrAd6Thi
Escherichia coli XL 1-blue relAllac F (oroABT 1acZ AM15Tn10(tef))
Cepano recombinonte.,
Ko
Escherichia coli M15 Cepa que contiene & plésmido PREP4, d aud contiene & gen de la proteina
represoralacy como maraador € gen deresistendaa konomidna
Lacrobaolius amylovorus Origindmente dsladapor Nakomuraen 1981, de desperddos de mdz fermentado.
NRRL B-4540
Derivado dd vedor pGEMT-Ecsy (Promegd), en & que se dond una seauenda
PGEME repetida dd gen amyA omplificadapor POR. La secuenda donada tiene un famono
de 273 pb. (Rodriguez-Scnojo, 2001) (Ver goendice LA,
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Pidsmido derivado dd vedor pLPCR2 de Ladfobadilius confiene & gen de la amilcsa

PLACR2-3 de Ladtobedilus armylovorus. (Jore and Deparcsis, 1993) (Ver qoéndice 1B).

Vedor de expresion de 3.5 ki, confiene  promotor ddl operdn lac con dos
PQE3] operadores lac y como maraador € gen de resistenda a ampidlina (Quiogen).

Contfiene un tdlo de histidincs (6xHis) lo que permite identificor y purificxr la
proteinarecombinente. (Fig. 3)

Tobla 1. Coradteristiacs generdes delcs agpos y Plésmidos utilizadios.

Bam HI
Pm I
EcoRI
BgIl
= Sacl
Kpnl
Smal
Xmal
Sal
S tul
Pstl
H indIII

#Laco HLac O RBS ATG 6xHJs Stop codon

am picilina
pQ E-30,pQ E-31,
PQ E-32

Fig. 3: Vedor de expresion pQE30, 31 y 32. Contiene PT5: promotor T5, lac O: operador lac, RBS: sifio de
unién aribosomao, ATG: codon de inido, 6xHis: cola o tdlo de 6 histidincs, MSC.: sitio de donaddn mdltiple,
Stop codon: codon de término en los fres maraos de lectura, Col ET: origen de replicaddn, Ampidlina gen
deresistendaaampidlina

3. Conservacion de los microorganismos: Los ogpocs Utilizades de Escherichia coli - se
aonservaon a-7/0°Cen dgliceral d 40%.

4. Extraccion de plésmido: Los cdlulcs se aederon en medo LB (goéndce Il A) con
ompidlina 100 ug/ml toda la noche, en d acso de la agoa M5 también se addond
konomidna auna conaentraddn de 25 ug/ml, posteriormente los pldsmidos referidos en
la tabla | fueron exirddos de Escherichia aoli XL T-olue por d método de lisis dadina
Oesaito por Samborook ef d., 1998. (Ver goendce, lllA)

5. Verifioocion del ADN obtenido: Se redizaron deciroforesis de los plésmidos obtenidos

en gdes de agaosa d 0.8% con bromuro de elido a una concenfraddn find de
0.5ug/mi. El ADN fue visudizado con luz UV ya que d bromuro de efidio se interada
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entre los boses dd ADN y emite fluorescenda auondo se irradia con laluz UV, GQuondo
fue neassaio estimar la tdla de los fragmentos, los pldsmidos fueron sometidos @
dgestion con dferentes enzimos de restricddn (Ce cocuerdo a los indicadones ad
provesdor) y entonass se rdadond la distonda que migrd d frogmento de inferés con
respecto d logig de la tdla dd maraodor molecular (Somorook et d., 1998). (Ver
agoéndce, lll.D)

6. Gonacion de 1 UR y 5 UR (Dominio de fijacion): Se digirié € plésmido pGEMH5 (1
UR), con Eao R, posteriormente se fratd con la nudecsa Mung bean y se redizé una
segunda digestion con Bam HI. Mientras que d vedtor de expresion pQE3 T fue digerido
aon Smal y BamHI, generondo sitios compatibles con los dd frogmento. Fig. 4

Para redizar la donaddn de lcs 5 UR se digirid d plésmido pLPA2-3 con Ics enzimcs
Bam HI y Hind lll, que corton liberondo Ics dnco unidades repetidcs. Estcs mismcs
enzimas se usaron paradigerir d vedor de expresion pQE3 1. Laestraregia de donaddn
semuestraen laFig. 5

R ‘/—D:S
J Smal \A

EcoR1l

PQ E31

UR —> T/
M B
g Bean BamH 1 ¢
urR — [
BamH 1
¥ pQ E31 PQE3L
UR > [

Fig. 4: Jonaddn de 1 UR
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pLPCR2-3

D om inio
catalitico

(Y TTTTT I pPQE31

Hind 11

I -
s

" I v
5 UR —> 1 o
< PQ E31

Fig. 5: Jonaddn de 5 UR

Hind 111

7. Purificacion de ADN: Después de haoer migrar en una dedroforesis Ics muestrcs
dgeridos de ADN, Ics bandos de inferés se cortaron dd gd de agarosay se purificoron
hodéndolcs pcsar por columncs e filora de vidrio. La pureza se veifiad por lareoddn
e dosorbonda260/280 nm, entendiéndose que si estardaddn ddoa 1.8-2.0 lamuestra
estdoalimpiay podicmnos continuar con ladonaddn.,

Laligoddn delos frogmentos de 1y 5 UR d vedior de expresion se redizd con ligesaT4
a4eC

8. Obtenddn de célulos eledtrocompetentes: Se aederon dos aeocs de Escherichia coli:
XLIbluey M15 en tubos con 5 ml de medio LB con ogitaddn continda a 37 <Ctodala
noche. Al dasiguiente se inoauld en medo LB fresco d 1% vy se inaulbd en los mismcs
condidones por 3 h. Las cdulcs se aosecharon auna densided dptiaa (DOxap) de 0.646,
posteriormente se continud con d método de producddn de dfa efidenda de
dedrofronsformantes de E. aoli dtado por Ausullod ef d., 1994, (Ver goéndice, IILE)

9. Transformaion: Los plésmidos fueron infroduddos a E. coli XL1-blue y M15 por
dedroporaddn con un voltge de 1250V. Los tronsformontes de XL1-Blue se
sedlecdonaron en medo LB sdlido con ampidlina a una concentraddn find de 100
/Ml y glucosad 2% y paraM15 ademds se adidond kenamidnaa25 jug/ml.
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10. Andlisis de los tronsformontes: Se selecdonaron 12 tronsformontes parasu ondlisis. Se
extrgo d pldsmido y se verifiad lapresenda dd frogmento por digestion con Ics enzimos
e restricddn BamHI /Pt

En d axo de los fronsformantes con Ics 5 UR se sdecdonaon 3 UFC (unidades
formadorcs de aolonidide XL1hblue y 2 UFC de M15, se aederon en medo LB con
ompidlina, kenomidna'y glucosa d 2%; se extrgeron los pldsmidos y se digirieron aon
BamH I/Hind Il paraverificor lapresendadd inserto.

De Iz tfronsformontes que mostraon confener d inserfo de tdla adecuoda se
selecdonaron 2 con 1 URy 2 con 5 UR. Se purificaron los plésmidos con & “Plesmid mini
kit” (Qiagen) y se enviaron asecuendar alLaagen Inc USA

11. Ensayos de Expresion del péptido donado: Para determinar la condiddn dptima de
exoresion de los péptidos donados se  ufilizaron dos concentradones de IPTG,
(isopropilthio B-D-gdaddsido) 0.4 mMy 1.0 mM, & aud se onadd ab ml de aultivo de E.
ooli d find de lafose exponendd (10 horcs), posteriormente se tomaron muestrcs alcs
2,4 y 8 horcs. Los proteincs obtenidcs se ondizaron en gdles de poliaarilamida (SDS-
PAGE) d 8% paralcs 5 UR yd 12% para 1 UR (Ver goéendice, IV.A)

10. Identificocion de los proteincs recombinontes: Los proteincs fueron fronferiocs a
membroncs de palyvinylide fluoride (Millipore inmotilon-P Tronsfer) @ de 0045 um en
un tronsblot BioRad a 60 V durante 1.5 horcs, la identificoddn se redizé con un
onticuerpo onfi-His que fue posteriormente identificado en unareaoddn coloridacon un
onticuerpo seaundario ontiinouse igG acoplado aunafosfacsadadina

El revdlodo de lamemborana se redizé agregondo d sustrato de la fosfaicsa dadina que
es BAP/NBT (6-oromo-4-doro-3-indalilfosfato a una concentraddn 0.21g/L y nitroceul
Ce tefrasolio a una concentraddn de 042 g/L en unabose orgdniay Tris buffer). (Ver
agoéndce, IV.B)
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11. Produccion de los péptidos: Se inocularon 250 ml de medio LB-ompidlinacon E. aoli
XL1Hlue (0QE31-1UR), d find de la fase exponendd se aonadid IPTG 0.4 mM y se dgd
inaubar 8 horcs Mmés, se colectaron Ics cdlulcs por centrifugaddn y se congelaron.

Pcra produdr la proteina con 5 UR se aedd E. aoli M15 (0QE31-5UR) en 1.2 litros de
medio LB con ompidlinay konamidna, d find de la fase exponendd se ohado IPTG a
una concentraddn de 0.4 mM, inaubondo duronte 8 h. Los adlulcs fueron colectadcs y
Qonservaacs en congaladon.

12. Purificocion de los proteincs recombinantes: Lcs cdlulcs induddos que ontes fueron
aongeladcs, se resuspendieron en un fampdn de fosfatos pH 7.4 con imidazol 0.05M e
inhibidor de protecscs (Sigma, adad  parauso generd) y a continuaddn se liscron por
soniccddn, se centrifugd para recupera d sobrenadante en d aud se fienen Ics
profeina ya solubilizades y se filird lamuestraen unamemborona de @ de 0.45 um. Todo
este procedmiento seredizé a4 ¢ C

Lcs profeincs obtenidos se purificcron por acomatogrdiia de dinidad en columncs de
sefarosaniqudada (Ver goéndce, IV.O

Lcs profeina purcs fueron didizados en memboroncs de adulosa (Sigma, Tubo de ddisis
de 33 mmx 21 mm) de contratampdn de diraos-fosfaros 0.0 1M apH 5 a4® Cduronte
12 h.

13. Produccion de o-amilcsa de Ladfobadillus amylovorus: Se aedd L. amylovorus en 1
litro de medio MRS con dmiddn soluble d 2% (ver goéndice 11.0), inaulbdndolo a29° C
todalanodche.

14. Purificocion de la o-omilosa La omilosa fue purificoda ael addo de fermentoddn por

aomaogrdia de dinidad, usondo como ligondo B-ddodexirina acoplada a sefarosa 6B
gpoxy-adivada (Phamada). (Ver goéndice, IV, D)
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15. Ensayos de adsordon d sustrato: se addonaron concenfradones aredentes de la
proteina purificada a una suspension de dmiddn de maz insoluble en tompdn dtratos-
fosfaos 0.1M pH 5. La ackorddn se estimd por la dferenda de |la proteina chadida
(Hlenco sin dmiddn) y la profeina que queda libre en @ soborencdonte después de
inaubar lamezda 30 min a42C. (Ve goéndce, IV, E)

Laconcentraddn delcs proteincs se olotuvo medionte la aplicoddn de laley de Lamboert
y Bear, ufilizondo laformula A: eCL

A: Albsorbonda

&: codfidente de extinddn molar

C concentraddn

L: dstendaque vigalaluz através delamuestra(l am,)

Codfidente de extinddn molar delcs proteincs:
e 1 UR 20416 L/mal -am.
e 5 UR 102080 L/mal -am.

e o-omilcsa 207680 L/mal -am.
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RESULTADOS

Pcra la expresion dd dominio de fijoddn d dmiddn ¢ UR) y una de Ics unidodes
repetides se sdeadonaron los vedores de expresion PE30, 31 y 32 (Qiagen). Todos
estos permiten fusionar & péptido de interés a una cola de histidncs, para g posterior
reconodmiento y purificoddn. Ademds optimizon los dementos promotor y operador ya
que contienen d promotor T5 y dos seauendcs operadorcs lac aue aumenton la unidn
ad represor lacy cseguran efidentemente lareoresion, mientrcs que los fres vedtores de
expresion don los fres maraos de lectura Asi conodendo Ics secuendcs de 1 UR y ad
gen de a-amilcsa de Lacfobadlllus amylovorus se redizaron los donadones tedriacs aon
los 3 vecdtores con vedores de expresion  (E30. 31 y 32); encontrondose que &
PRAE3 1 erad que nos permitialaexpresion de ambocs proteincs.

Obtendon del ADN

Sdecdonado & vedior de expresion adecuado, se redizd laextracddn (miniqorep) de los
plésmidos PRE3 T, pCEMHOS y pLPCR2-3.

El gen de a-omilcsapresentaun sitio de restricddn Bam HI entre d dominio caiditicoy
dominio de fijoddn d dmiddn, d aud fue gorovechondo para la donaddn de amboos
pé&otidos. El segundo sitio se digid entre los presentes en & vedor donde se enconfraoa
d ADN donado, Eao R-Mung beon paraformar d sitio compdiible con Smal, en & aso
ad pGEVHOS y Hind Il en & aoso ad pLPAR-3

Digeridos los plésmidos, & ADN se separd en dedroforesis horizontd sobre ogarosa, 1os
frogmentos de Interés (1 UR y DFA) se sdlecdonaron por tdlg, se cortaon add gd y se
purificoron en columna de filbra de vidrio. Los frogmentos ototenidos se muestron en Ics
Fig.6y7.
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4254pb g
3140pb

421pb
b 312pb

Fig. 6 Fragmentos purificados. Corril 1: maraodor
de peso moleaular IV (Roche); aarril 2: frogmento
que aorresponde a 1 UR, obotenida ddl pGEMHD5;
aaril 3: & vector de expresion digerido con Bam
Hl'y Smal.

Clonadién, expresion y purificocion de 1 UR

3500pb

Fig. 7 Fragmentos purificados. Corril 1: moraodor
de psso moleadlar IV, aaril 2: vedor de
expresion digerido con BamHI y Hind lll; oarril 3:
(5 UR obtenido de la digestion dd plésmido
PLPCR2-3.

Los fragmentos purificodos fueron ligados e infroduddos a £, coli XL1due por
dedroporaddn. Se sdlecdonaron 12 doncs auyo ADN plosmidico fue digerido con Bam
HI'y Pstl paraveifica lapresendadd inserto (Fig8 y 9), 4 presentaron d inserto y solo se
sdlecdonaron 2 parasu seauendadon. De lcs dos doncs secuendadcs sdlo una de €llcs
presentd d inserto de 1 UR corredto (Fig.10) yagque lasegundarecombind quedondo aon
una seauenday meda, por lo fanto se continud fradogondo con la primera dona que se

nombord pQE3 1-TUR.

4254pb
3140pb

1429pb

421pb

dagp

Fig. 8 Digestion ad ADN plosmiciao de dos de
los doncs fronsformantes obteniacs. Carril 1:
maraodor de peso moleaular IV (Roche); aarril 2:
ADN de la primera dona aaril 3: dona 1
dgerida con Bam HI y Pst |, caril 4: dona 1
dgeridacon BamHI, caril 5: ADN celadona2,
aaril 6: dona2 dgeridacon BamHI y Pstl; corril
7: dona2 digeridacon BamHl.
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19329pb —»

Fig. 9 Digestion de ADN posrricico de lcs dos
doncs fronsformonte, Carril 1: maraodor de peso

- 9 moleaular IV (Roche); aarril 2: ADN de laprimera

4254pb —» WA, . . )
we o e dong aaril 3: dona 1 digeridacon Bam HI: carril

e g . L 4: dona 1 digerida con Pst I; aarril 5: ADN ce la
1882pb _>-! :! ,iq segunda dona aorril 6: dona 2 digerida con
14890b —> e B - 0 W e bl Bam Hl; carril 7: dona 2 digerida con Pst |; carril
= 8. ADN plosmidico dd vedtor de expresion

. PRE3T: aaril 9: pRE31 digerido con Bam HI;

- aaril 10: pQE31 digerido con Pt .

GNNNNNNNNNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNGNNNNNNGCGNGGCCAATCATTAAAGAGGAGAAATTAACTATGA
GAGGATCTCACCATCACCATCACCATACGGATCCAACAAGCAGCAGCAGTACAACAACAGAAACTAAAAAGGT
TTATTTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGTTTATGCCTATGTTTATAATAAAAATACGAATAAAGCT
ATAACTTCAGCTTGGCCTGGCAAAAAAATGACCGCTTTAGGTAACGACGAATATGAATTGGATCTCGACACTG
ATGAAGATGACTCTGATTTAGCTGTTATCTTTACCGATGGGACAAAGCAAACACCAGCAGCTAATGAGGCTGG
TTTTACCTTTACGGCTGATGCCACTTATGATCAAAATGGTGTCGTAAGAACTTCTGATTCAAGCAGCACATCA
AGCAATTCGTAAGCCGATACCAGCAGTTCATCAATCGGGGGTCGACCTGCAGCCAAGCTTAATTTAGCTTGAG
CTTGGGACTCCTGTTGATAGATCCAGTAATTGACCTCAGAACTCCATCTGGATTTGGTTCAGAACGCTCCGGT
TGGCCGCCCGGCGTTTTTTTATTTGGTGGAGAATTCCAAGCTNAGCCTTGGGCGAGAATTTCCANGGACTTAA
GGAAGCTAAAATGGGAGAAAAAAAATCCCTGGGATTTTACCANCCGGTGGATTTTATNCCCAATNGGCATCGT
AAAAAAACATTTTTNGANGNCATTTCCAATCCGNTTGCTCCAATGGTTNCCTATTAACCAGAACCCGGTTCAA
GCTTGGATTNTTACCNGGCC

421 pb —>

Fig.10 Seauenda de la dona de pQE31-1UR El drea sombreada corresponde a la seauenda de una
unidad repetida, & drea subrayada alcs 6xHis, en negritcs son Ics regiones de serincs y freonincs, lo que
estd doblemente subrayado es d sitio de restricddon Bam HI vy d &rea punteada corresponde d sitio de
restricdon Smal.

Mientrcs se secuenddoon Ics doncs se redizaron los ensayos de inducddn para la
expresion de 1 UR. Se proloaron dos concentradones de IPTG (0.4-1.0 miV) y se tomaron
muestros a dferentes fiempos 0, 2, 4, 8 horcs. Los muestras se ondizaon en gaes de
paliailomida (SDSPAGE) observéndose que se engrosaoa una bonda que migraoa a
unatdiaequivdente a1 UR, es dedr, como d péptido que se esperdoa (Fig.11).

Estddleddcs Ics condidones de expresion se redizd un adltivo mayor (250 ml) donde la
expresion delaproteinafue induddacon IPTG a04 mM por 8 h.

Lafigura 12 muessira la proteina totd obtenida y la figura 13 & western blot redizado
sobre este mismo aultivo para verificor que d péptido que se induda eraredmente
donado. El reconodmiento se redizd con un onticuerpo anfiHistidna € aud es
reconoddo por un segundo onticuerpo que estd cooplado a una fosfatosa dading,
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permitiéndonos oloservar como recoddn positivaunalbondacolorida En los aarriles 1y 2
se observa reconodmiento de los onficuerpos sobre & contral positivo (marcocdor de
peso moleaular con tdlo de histidncs) y la muestro, corroborondo que feniomos la
proteinadeinterés.

péptido

Fig. 11 Ensayo de expresion de laproteinacon 1 UR Carril 1: maraador de peso moleaular Kdeidosaope
BioRad); aaril 2: lisado de dulcs de E. adli XLdue induddcs con TmM de IPTG durante 8 h; aarril 3:
liscdo de cdlulcs induddos con 0.4 MM ddl inductor por 8 h; aarril 4: cdlulcs sin indudr a8 h; aaril 5y 6:
AAulcs induddcs con 1y 04 mM de IPTG a 4h; aaril 7: cdlulcs sin indudr a 4h; oaril 8 y 9: cdlulcs
induddcs a1y 0.4 mM por 2 h; aorril 10: cdulcs sin indudr por 2 h.

TN >

75kDa =
50kDa 2w

‘ < péptido 1UR

30kDa >
17800

péptido
Fig. 12 Proféna fofd. Coril 1: moroodor Fig. 13 Idenfificcdon de la proteina 1 UR por
molecular Kdeidoscope Bio-Rad); aarril 2: E. coli Western dot. Caril 1: maoodor de peso
PRAE31-TUR sin indudr, O h; coril 3: E. coli molecular 6x-His Ladder (Qiagen); aaril 2: E. coli
PRAE3T-1UR sin indudr, 8 h; caril 4: E. coli PRA3T-TUR incuddo.

PRE31-TURINduddo, 8 h.

Con laprotena (1 UR) produdda, se prosiguid aredizar los ensayos de purificoddn. Para
lo aud los AAulcs induddos se resuspenderon en fompdn de fosfaos apH 74 con
inhibidor de protecscs, posteriormente se lisccon por sonicaddn. La muestra se hizo
posar por la columna usondo como ligondo sefarosaniquelada donde Ics histidncs
interacdonon con d niqud. Una vez adcsorbidos a la columna todcs Ics profeincs se
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redizaron varios lavados paradiminar Ics profeincs de E. aoli que pudieron ackorberse y
se duyd laprotfeinadonada

En laFigura 14-A se observon los lavados redizodos alacolumna, se puede nota que se
pierde proteina que corresponde en tdla a la proteina donada, sin que se oserve
presenda de productos de degradaddn u ofrcs proteincs. Al dluir, se oloservadaromente
unabonda (Fig. 14-B) y que corresponde en tdlaalaprotenaesperada

Daltons
97400
66200

45000 L‘,

31000

21500

14400

A B

Fig. 14 Primer ensayo de purificaddn delaproteina 1 UR Garril 1: maraodior de peso moleaular Low Ronge
Bio-Rad); aarril 2: proteincs no adsorbidos alacolumna aarril 3-10: los diferentes lavodos; aarriles11-15: Ics
dnoo dudones redizadcs alacolumna

Clonadién, expresion y purificocdon de Dominio de fijocion (5 UR)

El ADN que codificdoa 5 UR vy d vedor de expresion fueron purificodos, ligados y
fronsformados en dos agpcs de E. adli, XL1dlue y M15. Se obtuvieron @ doncs de XL1-
Blue y 50 doncs de M15, entfre dics se sdlecdonaon d czar 5 que fueron dgeridcs con
Bam HI y Pst | paa confirmar la presenda ad inserto. En Ios fres de lcs doncs
sdleadonadcs de XL1-Bluey Ics dos doncs de M15, d inserto era de tonono equivdente
alos 5 UR (Fig. 15). Posteriormente se sdecdond una dona de coda ogpa y se
secuendaon 700 nudedtidos de coda extremo, ambcs agpcs contfenion & mismo
inserto en d marco de lecturacorrecto (Fig. 16).
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1 23456 7 8 91011

Fig. 15 Digestion od ADN plosmidiao de lcs doncs
fronsformontes obtenidcs. Carril 1: marcador de
peso moleaular IV (Roche); aarril 2: XL1-Blued; aaril
3: XL1-Blued digeridacon BamHI'y Hindll; carril 4:
XL1-Bluedl; aaril 5: XL1-Bluedl dgeridacon BamHI
y Hind lll; caril 6: XL1-Bluedll; aarril 7: XL1-Bluedll
dgeridacon BamnHI 'y Hind lll; corril 8: M154; aarril

3140pb
2690pb

212221‘;? 9: M1&4 digerida con Bam HI 'y Hind Ill; carril 10:
1429pb ADN M1&HI; caril 11: M1564I dgeridacon BamHl'y

Hindll.

GGNNNNNNNGGGGNGCTGNNT TAAGAGGAGAAAT TAACTATGAGAGGATC TCACCATCACCATCACCATACGGATCCAACA
AGCAGCAGCAGTACAACAACAGARACT A p A p AGGTTTATTTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGT TTATGCCTAT
GTTTATAATAAAAATACGAATAAAGCTATAACTTCAGCTTGGCCTGGCAAAAAAATGACCGCTTTAGGTAACGACGAATAT
GAATTGGATCTCGACACTGATGAAGATGACTCTGATTTAGCTGTTATCTTTACCGATGGGACAAAGCAAACACCAGCAGCT
AATGAGGCTGGTTTTACCTTTACGGCTGATGCCACTTATGATCAAAATGGTGTCGTAAGAACTTCTGATTCAAGCAGCACA
TCAAAAAAGGTTTATTTTGAAAAGCCTTCAAGTTGGGGTAGTAGAGTTTATGCCTATGT TTATAATAAAAATACGAATAAA
GCTATAACTTCAGCTTGGCCTGNCAAAAAAATGACCGCTTTAGGTAACGACGAATATGAATTGGATCTCGACACTGATGAA
GATGACTCTGATTTAGCTGTTATCTTTACCGATGGGGACAAAGCAAACACCAGCAGCTTAAT TGAGGCTGGGTTTTACCTT
TAACGGGCTGGATTGCCACTTTATTGATCCAAAANNGGGTGGTNCGGTAAAAAAAAAGGGTTTNATTTTTTGGAAAAAAGC
CCNTTCCAAAGTTTGGGGGGGTTAGT TAAGAAGT TTTNATGGCCTNATTGTTTA

Fig. 16 Seacuendab’ delcs 5 UR donados en M15 y XL1-Blue. El dreapuntecdaindiaalcs 6xHis, subroyado
se musestrad sitio Bam HI, en negritcs serincs y freonincs y & drea somioreada € inido de lcs 5 unidades

repetidcs.

Se redizaron los ensayos de expresion con ladona de M15, laaud se nomord pQE3 1-
S5UR. Se probd la concentraddn de IPTG definida para pQE31-TUR (04 miV) con dos
flempos deinducddn 4 y 8 h y se onadid unaterceravaidde, Ics cdulcs fueron aeddos
en presenda de gluaosa 1%, 2% o sin glucosa La gluaosa fue utilizada para csegurar la
reoresion en la expresion de Ics 5 UR ontes de la induaddn, ya que, d fraarse de
unidadkes repetidos se femiaque puderon ser inestaoles.

Lafigura 17 musstrad ensayo de expresion delaproteinacon 5 UR. Al ondizar € gal de
paliaxilomida SDSPAGE, no se enconfraron dferendcs entre Ics muestres induddcs y
sin incudr en Ics diferentes conddones de expresion utilizadeos (Fig. 17), por lo que se
optd por identificar la proteina drectamente en un western blot (Fig. 18), como se
puede observar la expresion se ve dfectada por la presenda de gluaosa en & medio, a
mayor concentraddn de glucosalaexpresion de laproteina dsminuye, por ofro lado No
parece existir inestaailidad en laconstruadon.
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Fig. 17. Proteinatotd de lcs cdlulcs de E. coli M15 pQE3 1-5UR, areddcs en diferentes condidones. Carril 1:
maracdor de peso moleaular Kdeidosaope (Bio-Rad); aarril 2: lisado de cdlulcs sin indudr 0 h sin glucosar
aarril 3: lisodo de adules sin indudr a8 h sin glucosa aarril 4: lisado de odlulcs induddcs con 0.4 mM de
IPTG por 8 h sin gluaosa aarril 5: liscdo de adlulcs sin indudr 0 h con gluaosa 1%, aarril 6: lisado de cdlulcs
sin indudr a8 h con gluaosad 1%,; aarril 7: lisado de adlulcs induddos a8 h aon gluaosa 1%; aarril 8; lisado

de odulcs sin indudr 0 h con glucosa2%; aarril 9: lisado de cdulcs sin indudr a8 h con gluaosa 2%,; aorril
10: liscdo de cdlulcs induddaos 8 h con gluaosa2%.

Fig. 18 Western Blot pora verificor la expresion

75kDa de la proteina que contiene 5 UR Carril 1:

50kDa maoador de peso moleaular Ox-His  Ladder
(Quicgen); aarriles 2 y 3: cdlulcs induddcs 4 y 8
h con IPTG sin gucosa aariles 4 y 5: cdulcs

30kDa incduddcs a4 y 8 h con glucosad 1%; carriles 6
y 7: Aulcs induddcs alcs 4 y 8 h con gluaosa
d 2%.

15kDa

Por laintensidod de labonda dd western blot, se sdlecdond expresar laproteinaen un
aulfivo de 1200 ml con IPTG 0.4mM vy sin glucosa duronte 8 h (Fig. 18). Los odulos
induddos fueron colectados por centrifugaddn y conservadcs en congaladon.

Paa d primer ensayo de purificaddn, una vez més se tomaron como referenda Ics
oondidones de purificaddn estadleddos paralaprotenacon 1 UR donada En laFig. 19-
A se pueden observar os lavados redizados ala columna de dinidad, siendo en los dos
primeros lavados en donde se diminon proteincs, pero ninguna que corresponda d
tfomnono celaproteinade 5 UR. Al duir lacolumnano se encontrd laproteina de interés
pura (Fig. 19B), se daonzon a ooservar ofrcs profencs o td vez produdos de
degradadon delaproteinade interés.
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Se pensd que la proteina pudera estar en auerpos de indusion, que d tiempo de
rompimiento odular fuese insufidente o en la degradaddn de la proteina durante &
procsso de purificoddn. Para desaartar posibilidades se deddid haoer un western blof;
en é se ondizaron muestros de cdulcs induddcs paralaproducddn totd proteina (1200
ml), odulcs lisados por sonicoddn, la primera duddn obtenida dd primer ensayo y
cdulcs induddcs en & ensayo de expresion como control positivo.
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Fig. 19 Lovados v dudones olotenidos en & primer ensayo de purificoddn de los 5 UR Carril 1: maoraodor

peso moleaular Broad Ronge Bio-Rad); aarril 2: proteincs no adsorbidcs; aarriles 3-10: ad primer d octavo
lavodo; aarriles 11-15: los 5 ludones redizados alacolumna

El ondlisis por western blot permitid comproloar que Ics adulcs que se sometieron alla
purificoddn no hdoion liberado la proteina, sea poraque los adulcs No se rompieron
adecuadomente o bien, poraue la proteina se enconfradoaen auerpos de indusion (Fig.
20), por lo que como primer pcso se dagd d tiempo de sonicaddn, como se muesstra
en laFig. 21 esto permitid recuperar laproteinaen formasoluble.

<— 75kDa Fig. 20. Western blof. Caril 1: lisodo de cdlulcs
oon induaddn de 8 h y sin glucosa oarril 2:
duddn obtenida de la cdlumna durante €

& so0kpa primer ensaoyo de purificoddn; carril 3: restos
cdulass d find dd pimer ensayo de
purificoddn; aarril 4: lisado de cdlulcs produddos
parala purificoddn de laproteinade 5 UR: aarril
5: maaodor de peso moleaular 6x-His Ladder
(Quicgen).
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Dalons

97400

Fig. 21. Segundo ensoyo de purificoddn de
protena & UR). Caril 1: macodor de peso
molecular Low Ronge @BioRod);, aoril 2
proteincs no adsorbidcs; oariles 3-5: lavados;
aariles 6y 7: primeray segundadudon.

66200

45000

31000

21500
14400

Paradiminar escs proteincs que se duyen junto con laproteinade 5 UR, se aumentd la
concentraddn de imidazdl d tompdn que se utiliza para lavar la columna, de 0025 a
0.05M (Fig. 22).

Daltons

1 23 45 6 7 8 910

1 10 1112 13 1415 16 17

97400
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21500 21500

14400 14400

Fig. 22. Tercar ensayo de purificcddn de la proteina (5 UR). En @ aarril 1: maraodor de peso moleaular
Low Ronge Bio-Rad); aarril 2: proteincs no adsorbidcs; oarriles 3-12: los diez lavados; aariles 13-17: 1cs
anco dudones.

Se combid la concentraddn de imidczol d fampdn de lavado a0.01M y d tampdn de
duddn de 0.5M a0.25M. La Fig. 23-A muestraque en los lavados yano hay pérddade
proteing, sin embargo, sigue haoiendo ofrcs proteincs en los dudones (Fig. 23-B).
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Fig. 23. Quarto ensayo de purificoddn. Garril 1: moraador de peso molecular Low Ronge (Bio-Rad); aarril 2:
lcs proteincs no adsorbidcs; aarriles 3-10: lavados; aarriles 11-15: dudones.

Al no dbtener en ningln ensayo de purificaddn Ics conddones dptimaos para la
purificaddn de la proteing, se deddd redizar una purificacddn padd bgo Ics
aonddones utilizadcs en & segundo ensoyo, en & aud se obtenia la proteina od
fonoho esperado con menor  contominaddn  por ofrcs proteincs  (Fig. 24) 'y
posteriormente redizar un segundo Poso Por lacolumnaduyendo con un gradiente de
imidczd (Fig. 25), lo que findmente permitid recuperar laproteinapura

Daltons
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Fig. 24 Purificoddn de los 5 UR Caril 1:
maraodor de peso Mmoleaular Low Ronge (Bio-
Rad); oaril 2: tercer lavodo; aaril 3: auarto
lovado; aarril 4: lavodos 5-8; aarril 5: lavedos 9 y
10; carril 6: primera dudén; aaril 7: segunda
duddn; aoril 8: tercara duddn; oaril 9: cuata
udoén; aorril 10: quintaduddn.
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Fig. 25 Eludones obtenidcs d posar por segunda
vez por la columna de dinidad (desaito en &
fexto). Carril 1: maraodor de peso moleaular Low

Ronge BioRad);, aaril 2: primera dudon
imidczol 0.01M; aaril 3: segunda duddn
imidczol 0.025M; caril 4: tercera duddn
imidczol 0.05M; caril 5: auata duddn
imidezol 0.1M; carril 6: quinta uddn
imidczol 0.25M; caril 7: sexta duddn
imidczol 0.5M.

aon
aon
aon
aon
aon
aon
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Produccién y purificocion de o-amilosa de Lacfobadillus amylovorus

Se utilizaron 1000 ml de medio MRS con dmiddn paraaecer aLadfobaallus amylovorus,
se centrifugd d medo paradiminar Ics cdlulcs, se recuperd d sobrenadonte, d aud fue
filtrado en un filtro de 045 um paradiminar perticulos suspenddcs, ya gue se utilizd un
equipo de FPLC con una columna de dinidad pora purificor [a omilosa utilizondo -
didodextrinacomo ligendo, en laFig. 26 se puede ooservar laamilcsapura

D alons
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Fig. 26. Purificoddn de la a-omilosa de Lactobadillus amylovorus. Carril 1: maraodor peso molecular Brood
Ronge (Bio-Rad) y aorril 2: a-omilcsapura

Una vez purificadcs Ics profeincs, se ddizaron en un tompdn de diratos-fosfatos pH 5,
paa dimna d imidaeol o la &ddodextrina, segun fuera d aso. Se determind la
dosorbonda de codaunade Ics proteincs aunaDOgep, paralaproteina correspondente
a1 UR se obtuvo una Albspsp:0.786, paalos 5 UR una Absyso:1.047 y parala a-omilcsa
una Albsyga:1.188. Conodendo 1os vdores de dosorbbenda y d coefidente de extinddn
molar se adliad laeauaddn de Laombert-Beer (A eCL) paraadauler laconcentraddn find
de aooa musstra, de esta monera se obtuvo que la concentraddn de 1 UR fue de: 532
mg/L (3.8499 x 10° mal/L), delcs 5 UR de: 554 mgy/L (1.0256 x 10° mal/L) y parala
omilcsade 600 mg/L (5.7203 x 10° mal/L).



Ensayos de Adsordon d sustrato

Los ensayos cde fijaddn de los proteincs d sustrato insoluble se redizaron en una
suspension de dmiddn de maz en tompdn de diratos-fosfaros (Tp At-Ph) pH 5 a4°C,
como se hdola estadleddo paralaomilcsade L. amylovorus.

Los ensayos se redizaron por triplicado, con 11 muestros diferentes. La concentraddn de
la protena ackorbida se adauld por la dferenda de protena presente en

sobrenadonte de Ics muestrcs con dmiddn y la proteina presente en Ics muestrcs sin

dmiddn (Blonaos).

6.00 -

5.00 -

o
o
S
1

o
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S
|

5UR
Kaa= 1.0

Prot. ads. (ug/mg)

2
o
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1.00 -

L. amylovorus
Ko = 0.5396

1UR
Koy = 0.1603

0.00 - ‘
0.00 2.00

4.00 6.00 8.00 10.00

Prot. libre (ug/1)

Grdfica 1. Qurvade ackorddn d dmiddn insoluldle, 1 UR (e ), 5 UR (o) y la&amilcsade L. amylovorus

completa(e ).
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En lagrdfica 1 se puede doservar que 5 UR sefijon mgor d sustrato que 1 URy alin que
laomilcsa completa Se confirmd & comportomiento de ackorddn de 1 UR redizondo un
segundo ensoyo por triplicodo, se obtuvieron vdores similares.

Pora comparar la adsorddn de Ics proteincs se adauld la pendente inidd de Ics aurves
obtenidcs, vdor conoddo como constonte de adsorddn. Paa T UR su K= 0.16 es tres
veass menor que lade laamilcsaentera, K= 0.53, y 8 veass menor queladelos 5 UR,
Ker 1, laaud es asu vez dos veoss mayor que la de la amilcsa Gooe senda que
auondo Ios 5 UR se adsorben completomente d grénulo hosta una concentraddn de 3
Mg/mg de dmiddn momento en que cparentemente se comienzaasaurar d sustrato lo
aud seidentificacomo un combio en lapendente de laaurvade acsordon.

37



DISCUSION

Andiisis de la estructura del gen AmyA de los Lactobaxilos

Entre Ics enzimos que degradon aarbohiaraios, dguncs contienen un sdlo dominio aon
adividad aarditicay ofrcs tienen mdlitiples dominios donde uno es & dominio de fijaddn
d palisacdrido. Ya se ha expicado que la estrudura generd de la region aarboxilo
tfermind en estos Lacfobadllus (L. planfarum, L. maonihofivorcs y L. amylovorus) es distinta
a la regportada paa d DFA de lcs amilcscs, ya que a dferenda de Ics otrcs, confiene
unidades repetidos muy grondes, dredics e idéntiacs. Hosta e momento, sdlo en ofraar-
amilosa la de Badllus sp. no. 195 se han encontrado dos seauendcs repetidcs de
oproximadomente 90 ocminodddos aadaunag, acsi idéntiacs y fambién responsddles de la
fijoddn y degradaddn add dmiddn insoluble (Sumitoni et d., 2000). Sin emloargo en ofros
sistemcs como & de gluacsilfronsfercscs de Strepfocoaaus (Lis et d., 1995), 1a B-14
duaoncsa de CHlulomoncs fimi Tomme et d., 1996) y xiloncscs de dostridum
themocalum Fernondes ef d., 1999) Ios unidodes repetids goarecen mMcs
frecuentemente y con d pood bien definido de fijoddn a un corbohicrdo vy en
oacsiones a dferentes sustratos, por gemplo en una xilencsa de Callulomoncs fimi se
enauentron dos dominios de fijaddn axilono, uno con dinidad axilono y ofro acdulosa
Simpson et d., 1999).

Andiisis de laestructurade 1 UR

Como se expliad, los dominios de fijoddn a aorbohicratos hon sido dasificodos de
couerdo asu estructuraprimeriaen 39 familics. En dos miemboros de lafamilia 20, se han
estddleddo 2 sitios de unidn amdtosaen bose aestudios de estrudurapor aistdograia
y resononda mognética nudear (Penninga et d., 1996; Sorimaahi ef d., 1996). En estos
sitios los residuos W543, W590, Y527 y Y556 intervienen drectomente en la fijoddn d
sustrato.
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Con d dgetivo de identifiaar si Ios sitios de unidn a acrbohicratos descaritos en los DFA
de ofrcs enzimas se enconfraoon presentes en la o-omilcsa de Lacfobadllus amylovorus,
se redizd un dinecmiento de la secuenda profeica de T UR con la de los dominios
mendonados y con los de los a-omiloscs filogenéticomente mds ceraoncs (B. subtilis —
AAF14358.1-y S. bovis -BBA24177.1-). En lafigura28 se oboservan Ics secuendcs aon os
ominodddos conservados somboreados, entre estos se enauentron dos de los residucs de
friptéfono (W) involuarados drectomente en lafijoddn d sustrato, & W(543) dd sifio de
fjodon 1y d W(B63) dd sitio 2, ademds de ofros una treonina T(626) y un &ddo
glutémico E(629) dd sitio 2 y IaN(©95) ad sitio 1.

Es probddle que los aminodddos de los sitios de unidn (1 y 2) encontrados en la UR
aungue incompletos se estén complementondo con unasegundaunidad, y que de esta
mManerase este dondo un efecto sinérgico en launidn d sustrato.

526 529 543 563
T E W W
UR: 8 ITTIT**KKVYFEKPSS GSRVYAYVYNKITNKAI**TS PGKKMTAL-—-GN-————————————— 71

OBs: 563 ————- QTKTIGYQNPNHW-SQVNAYIYKHDGGRAIELTGSWPGKPMTKN-ADGIYTLTLPADTDTTNA 621

aSb: 560 ————————— IYFONPDNW-SEVYAYMYSAKDNK-LLG--AWPGTKMTKE-ASGRYSITVPASYAEEGV 613
CGTBc: 587 ALBONVYLTGSVSELGNWDPAK-AIGPMYN@VVYQYPN--lYYDVSV--PA-GKTIEFKEFLKKQGST— 657
glAn: 526 IYLVGSISQLGDWETSDGIALSA-DKMTSSDPL-—-WYVIV-T-LPA-GESFEYKFIRIESDDS 587
595
UR: 72 AVIFTDGTK-QTP EAGFTETADATYDQONGV 103
OBs: 622 KVIFNNGSA-QVPGONQOPGEDYVONGLYNDSGL 653
oSb: 614 KVIFINNQGSQYPQO-NE-GEFDFKAEGLYSKAGLM 645
CGTBc: 658 -VIWNEGGS H-—-TFTAPSS—-—-—--GTATINVNWOP 686
gAn: 588 —-VEWESDP REY-TVPQACGIS—--—-TATVIDTHR 614

Fig. 28 Alinecmiento la secuenda e la proteina de 1 UR con & dominio de fijoddn d dmiddén de o-
amilcsa de Badillus subtilis (aBs - AAF14358.1-), a-amilcsa de Strepfocoaaus bovis (aSb - BBA24177.1-),
ddodextrin gluacsiltronsfercsa de Badllus draulons (GST Be CAAS5023.1-), gdlucoamilcsa de Aspergillus
niger (glAn -AAPO4499.1-). Los ndmeros 1y 2 representan los sitios de fijoddn d sustraio propuestos por
Sorimachi, ef d., 1996 paa la glucoomilcsa de Aspargillus niger. Los lefrcs en negrifcs indicon los
ominodddos conservados aue pertenecen alos sitios de fijaddn.

Ensayos de fijacion d susirato

Al sestudiar la copaddad de acsorddn de los péptidos donados confrala amilcsa entera
se encontrdé que 1 UR es aopaz de adkorbarse d grédnulo de dmiddn insoluble. Al
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comparar con laadsorddn de la amilcsa enterase olserva aue esta dlfima presentauna
Ko Tres veoss mayor, indaondo que conforme aumenta d ndmero de UR también
aumenta su acopoddad de adkorddon. Ademés, si comparamos estcs dos contra la
ackorddn de lcs 5 UR oloservomos aque en Ios efgocs iniddes s 5 UR se fijon por
completo d substrato obteniéndose una Ky de 1, vdor mayor que & oloservado parala
omilcsaenteray una 1 UR. Estos resultodos muestron que la proteina formadapor 5 UR
aonstituye aun auténtico dominio de fijoddn con funddn y plegamiento autdnomo.

En este punto hdoria que resdtar que lcs 5 UR que corresponden d DFA de laa-omilcsa
de L. amylovorus y la misma omilcsa enfero, no se adsorben igud d grédnulo La
explicoddn mdés inmedictala encontromos en la presenda od dominio aatditico, d aud
pudera esta provocondo un impedmento esté&rico enfre d DFA y la moléaula de
dmiddn, evitondo que se acsorba maoyor aontidad de proteina Ya que bgo Ics
condidones en que se redizala asorddn la a-omilcsano es adhiva, por 1o que d efedo
observado No s una desviadon aousada por lahidrdlisis dd sustrao (Rodriguez-Songja
et d., 2000).

Se aoservd aque 1 UR se asorbe en menor medida que Ics 5 UR, lo que sugiere que
juntcs tienen un efecto sinérgico o sumdorio que idedmente optimizalafijaddn, como
en d aoso dd dominio de fijiaddn a quitina (DFQ) de una quitincsa extracdular de
Aeromoncs hydrophila Jo101 en donde se enconfraron fres dominios en adddn d
dominio aatditico, implicados en lafijoddn de auitinainsoluble y con efectos sinérgicos
en aquitinacoloidd (Wu ef d., 2001).

Reladiones filogenéticcs del gen AmyA de Lactobadilos

Los a-omilcscs de Ladfobadllus amylovorus, L. plontaumyy L. manihotivorans comparten
una dfa identidad, o que podria indaar que tienen un antecssor coman, hosta &
nomento se saoe que la amilcsamds ceraona es la a-omilosa de Badllus subtilis ya que
compaten un 65% de identidad y un 59% con |la amilcsa de Strgotocoaaus bovis
(Morlon-Guyot et d., 2000). En cuonto alaidentidad de secuenda de laproteinacon 1
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UR vy los demds secuendcs de amiloscs es de 30% para Badllus subtilis, 34% para
Streptocoaaus bovis, 11% paa  gluaosilironsfercsa de Badllus araulans  y 12% paa
olucoomilosa de Aspergillus niger, estos poraentges se obtuvieron dd dinecmiento que
sepresentaen lafigura28.

Es proboddle que entre los genes de los tres Ladfobaallus hayon oaurrido sulbsecuentes
recombinadones, duplicadones, 0 mutadones, permitiendo que aoumularon seauendcs
repetidos y, como se oloservd aon 1os resultados obtenidos en este estudio, la assorddn
d sustrao de estcs secuendcs repetidcs tienen un efecto sumctorio o sinérgico, por 1o
qQue probddemente Ics duplicadones les confieren una ventga adoptativa d degradar
mgor & dmiddn insoluble. Este tipo de eventos (mutadones, recombinadones) porece
ser tombién & origen de unidades repetides en otrcs profeincs con dominios de fijoddn
a abohicraos como es & acso en gluaosiliresfercscs de Sfrepfoaoaaus sp'y en Toxincs
de Jostridum diffidle, en los audes estcs unidadkes repetidcs tombién se encuentron en
d extremo aaboxilo fermind y comparten derta similitud (Wren, 1991; von Eichd-
Streiber ef d., 1992).

Se haregportado que en Strgotocoaaus es posible que oaurra conjugaddn de eementos
aomosomdes Yy fronsposiddn en la aue los fronsposones son  frosferidos  por
aonjugaddn (Horaud ef d., 1991; Tribu-cuot et d., 1991) lo que muestra que en
baderics |ddics e fadl que oaurron eventos de recombinaddn  genética por
Qonjugadon y seaestad origen de lacoumuladdn de unidades repetidcs en & gen que
codificaparalaomilosa de estos tres lactobadlos.
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CONCLUSION

& Los 91 aminodddos que formon 1 UR son aopacss de acsorberse d grénulo de
dmiddn.

& Los 5 UR constituyen un dominio de fijoddn d dmiddn (DFA) con una nueva
estrudura coracterizodapor unidades repetiocs en tondem.

& Por lo quese postulaque
La a-cmilcsa de Ladfobadllus amylovorus no contiene un solo dominio de fijaddn d
dmiddn constituido por 5 UR, sino que acoda unidad repetida corresponde aun dominio

indgpendente que puede estar aduondo de monera sumdioria o sinérgica en la
ackorddn, lo que no se haotservado en audauier ofraamilcsa
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APENDICES
. vectores de expresion.

LA. pGEMB5 vedior derivado dd p-GEMIT-Ecsy (Promega), en & que se dond 1 unidad

repetida dd gen de la a-amilcsa de Lactobadlllus amylovorus previomente amplificodo
por POR (Rodriguez-Sonoja, 2001) (Fig. 29).

T
by EcoRI

e

pGEM-B5
3200pb ]
UR

BamHI

Fig.29. p GEMBS5 vedor derivado ad vector pCEMT-Ecsy en & que se encuentradonada 1 UR.

IB. pLPCRR-3. En esta figura 30 se observan & mapa dd pldsmido y los sitios de
restricdon utilizodos paraobtener sdlo & dominio de fijaddn d dmiddn.

4663.75 b

ampicilina
5 BamH]I

HindIIl

e
pLPCR2-3
® 12350 pb
23945 b 3614.25 b
\ -
LBt 1677.5b \ Hind1ll

Fig. 30. Vedior derivado dd pLlPOR2  en d que fue donado & gen de la a-amilcsa de Ladfobadllus
amylovorus.
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Il. Medios de cultivo

ILA. Medo LuriaBertoni (Samtorook et d., 1998).

Triptona 10 g/L
Extrado delevadura 5 g/L
Nad 10 g/L
Aga 1.5%(oaramedio sdlido) 15 g/L

I1.B. SOC (Samlorook ef d., 1998).

Triptona 20 /L
Extrado delevadura 5 g/L
Nad 0.5845g/L
Ka 0.185 g/L
Mgd,: 6H,O 203 g/L
MgSO, 7H,O 246 g/L
Guoosa 360 g/L

ILC. MRS De Mon et d., 1960), Se utilizd para aecer Ladfobadllus amylovorus, este

nmedo estd adidonado con dmiddn paraindudr laexpresion delao-omilcsa

Peptona ponaedticade acseina 10 /L
Extrocto de aorne 5 gL
Extradto delevadura 5 g/L
Almiddn 20 a/L
Qirato de amonio dibdsico 217 g/L
Acstao de sodio 5 g/L
Sulfaro de magnesio heptohioratodo 0207 g/L
Sulfato de mongoneso hidraiado 0.056 g/L
Fosfato dibésico de potasio onhidro 262 g/L
lll. Protocolos para ADN

lLA. Extraocion  de plésmido apequena esoda por lisis dodina

Protocolo.

1. Setfronsfiere d medo de aultivo atubos de 1.5 ml y se centrifuga a 12000 rpm por
5min aunatemperaurade 4°C

2. El sobrenadonte se refiray se resuspende d botdn odulor en 100 ul de lasoluddn |,
en seguida se adidonon 200 ul de soluddn I, se mezdon bien 'y se agregon 150 ul de
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soluddn I, fodo € tiempo se debe fradogar en hido. La mezda se centrifuga a 12000
rompor 15 min a4°Cy d sobrenadonte se fransfiere aun tubo nuevo.

3. Al sobrenadonte se le adidonon 2 volimenes de etondl dosoluto, se mezday se dga
a-20°Cpor 30 min y se centrifuga a 12000 rpom por 15 min a4°C

4. El sobrenadonte se refira y se limpia d botdn con 1 volumen de efondl d 70%,
adespués se centrifugar a 12000 rom por 15 min a4°C

5. Seretirad sobrenadonte y se dgjaseaar d botdn a37°C, por Ultimo se resuspende
otdn en 10 ul soluddn de TE (EH 8.0), conteniendo RNAcsa (20 pg/ml), y seinaubaa
55°C30 min.

Soludon | Soludon 1l Soludon Il
50mM glucosa 0.2N NcOH S5M Acetato de pofcsio 60 %
25mM Tris.d (oH 8) 1% SDS Addo oéficogladd  11.5%
10MM EDTA (oH 8)

lll.B. Extraccion de plésmido agron escda

Protocolo

1. Se acdlocon 250 ml de medio de aultivo en unabotdlade centrifugay se centrifugon
a 10000 rpm 10 min a 4°C El sobrenadonte (medio) se retira, y & botdn oduler se
maontiene en hido.

2. El botdn se resuspende en 30 ml de soluddn |, addonando 250 pl de RNAcsa (10
mg/m), posteriormente se agregan 60 ml de soluddn [l se mezdabien y en seguidase
onaden 50 ml de soluddn Il Lamezdase centrifuga a 12000 rom 30 min a4°C

3. El sobrenadonte se recupera y se le chade un volumen de isoproponal para
predpitar € ADN, la musestrase dgaregoosar 30min atemperciura ambiente y después
se centrifuga a 12000 rpm 30 min a20°C

4. Se refira d soorenadonte, y posteriormente se lava d botdn en efonad d 70%, se
cenfrifuga a 12000 rpm 15 min a20°C, se dgaseaar d botdén a37°Cpor 30 min-1h.

5. El botdn seresuspende en 5 ml de tompdn MOPS 50mM pH 7, agregondo 80 Jl de
RNAcsa ponaedtiaa (10 mg/ml) dgdndolo reposar 1 hora a temperatura ombiente,
conseautivamente se adidonon 10 i de proteincsa K (20 mg/ml) v se inauba a 55°C
Thora (opdond).
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Limpiezade ADN con fenol-doroformo.

1.

Se aolooon 0.5 Ml de ADN en tubos eppendorf, addonaondo 0.5 ml de fenaol-
doroformo 1:1 alamuestray se agitahosta que se forme unasuspension.

2. Secentrifugad min a 13000 rpm, y posteriormente se reauperalafose couosa

3. El pso 1y 2 se repiten hosta que se hdla dimincdo € exasso de proteina que se

coumulaentrelcs dos foses.

Después se agregon 0.5 ml de doroformo-isoamilico 24:1, ogitondo para que se
forme lasuspension 'y se centrifuga3d min a 13000 rpm.

Lafcse couosase recuperay se le cnaden un dédmo de aostato de sodio 3M pH 5.2
y dos volimenes de efanadl dosoluto, se mezdaparahomogenizar.

Se dga predpitar & ADN a -20° C duronte 1 hora, a continuaddn se centrifiga a
13000 rpm durante 15 min y & sobrenadonte es diminado.

El botdn se resuspende en 0.25 ml de etanadl d 70%, ogitondo hasta que g botdn se
desprenda ad tubo gppendorf y se centrifuga 15 min a 13000 rpm vy se retira &
efondl.

Se dgaseaar d botdn a40° C30min 6 atemperatura ombiente todalanoche y por
altimo se resuspende lapcstilaen 0.20 ml de ogua estéril.

Soludon | Soludon Il Soludon il Soludon oe MOPS

5mM saoarosa 0.2N NcOH 3M acefdo de sodo pH | SOMMMOPS pH 7.0
10mMEDTA 1% SDS 48 750mM Nad
25mM Tris pH 8.0 2mMMEDTA

Il.C. Purificacion de plésmido Mini Kit (Qiogen)

Permite lapurificaddn de ADN uscndo columncs de gravedad donde la purificoddn adl
ADN plosmidico se lleva aodoo por infercomicio anidnico. Los propiedades da ADN
purificado son equivdentes o superiores alos que se otienen por gradente de Gd,

ademds de gue No se utilizon sustondcs 1oxiacs como & fenol, doroformo, bromuro de

efido y G&A. Este método sdlo se utilizd parapurificor € ADN que se seauendo.
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1. Sergoartelamuestra(ADN plosmidiao) en tulbos eppendorf de 1.5 ml y se centrifuga
10 segundos a 12000 rpm, después se guadaunadicuctade 50 Ul de musstraparasu
posterior ondlisis.

2. A continuaddn 4 fip (columna de gravedad) es equiiliborado con 1 ml de tampdn
QBT, y después se haoe posar por la columna la muestra de ADN plesmidico, una vez
auelamusstrayaposd se guardaunadicuotade 50 ul de musstra

3. Lacodumnaselava4 veass con 1 ml de tompdn QC (este se recuperay guadaen
Tubbos eppendor).

4. Sepone 0.8 m detompdn &F (incubado previomente a65° O) y sereacuperad ADN
duido en tubos gopendorf y se guadaunadiauctade 50 .

5. Sepredpitad ADN con 700 ul de isoproponol, dgdndolo reposar 30 min y después
se centfrifugaa 12000 rpm 15 min atemperaturaambiente,

6. El botdn se resuspende en 100 ul de Etondl 70% vy se centrifuga 15 min a 12000
rom.

7. El'botdn se dgar secar atemperaturacmbiente 6 a37°2 Cdurante Thoray por Uifimo
se resuspende acodabotdn en 20 ul de cguaulfrapuraestéril.

l.D. Electroforesis de Agarosa

En la dedroforesis se permite la migraddn de ADN (cuya aorga es negdiiva por la
presenda de grupos fosfato) através de un gd de agarosaque migra ddl polo negativo
d polo positivo como resulfado dd compo dédrico formado entre los dedrodos
sumergidos en d medo. El ADN migra con respecto a su peso moleaular y de esta
nmonerase puede identificar su estado y peso moleaular.

Protocolo

1. Se pregpara una saluddn de agaosa 0.8% en d buffer TAE, la soluddn se adienta
para que se dsudva, sin dgar agregados suspenddos, posteriormente se addona &
boromuro de efido aunaconcentraddn find de (0.5 ug/m).

2. Se cdoaalasduddn en lacdmarade dedroforesis y se dgaque solidfique.

3. Lamusstrade ADN se mezda con tampdn de aorga auna concentraddn find 1X,y
estaes colocodaen € gd.
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4. Ladedroforesis sellevaaadoo aé voltios/am hastaque d pigmento hayamigrado a
% partes alo lago dd gd vy después se puede observar en d fronsluminador de UV,
paraexominar lamigraddn de frogmentos de ADN 'y su peso moleaular.

Readtivos:

*Agarosa *Tampdn de TAE 50X (Tris.costaos-EDTA)
*Tampdn de argadX Tipo lll: 245 g/L Tris bcse

0.25% czul de bromofenol 57.1 ml/L &ddo aético gladd

0.25% donal FF dexileno 42 C 100 mi/L EDTA0.5M (pH 8.0)

30% glicerol en agua

llL.E. Produccion de célulcs de Escherichia coli eledrocompetentes

La utilizaddn de la dedroporaddn para la fronsformaoddn de agocs de E. coli permite
inaementa la infroducddn de pldsmidos a la baderia La dedroporaddn o
dedrotrosformaddn es un procsso en d aue los adulcs son sometidcs a un compPo
dédrico que Ics haoe permeddles d ADN. Se postula que en 1os compos dédricos de
bga infensidad, lcs memtoroncs de los adlulcs se polarizon y que los combios de compo
inducen a un potendd de memiborona de 200400 mValts, a patir de drecs de
desorgonizaddn reversible que se von aprodudr. Larupturatronsitoriade memboroncs la
fornapermeddle amaléaulcs y maaomaoléaulcs (Chassy ef d., 1998).

Preoaradon ae Caulcs.

1. Seinoaula 400 ml de medo LB d 1% con un preaultivo de E. adli. Los cdulcs se
inculbon a372 Coon agitaddn continuapor 3 h. hcstaobtener unaAB3y de 0.5 a0.7.
2. Lcs AAulcs se aosechan, por centrifugaddn a 10000 rom por 15 min a4 C

3. Seretirad sobrenadonte (Mmedo) v se resuspende d botdn en un volumen de ogua
mega puraestéil y frio, después se centrifugacomo en & pcso 2.

4. El sobrenadonte se retira y resuspende en 2 dd volumen origind dd aultivo en
cguamegapuraestéil y se centrifuga a 10000 rpm a4 Cor 15min.,

5. Se refira sobrenadonte vy se resuspende d botdn en 8 ml de dglicerd 10% frid e
inmeddomente se centrifugaa 10000 rpom a4° Cpor 15min.
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6. Por ulfimo se refirad solorenadonte y & botdn se resuspende en un volumen igud d
volumen cdular de dgliceral 10% frio, se dicuota la muestra en fulbos gppendorf con 50
M, dmacendndolos a-70° C

Electro-Transformaaon.

1. A 50 ul de AAulcs competentes se les adidonade 1-2 Jul de pldsmido vy se inculbaen
hidopor 1 min.

2. Lamezdade ADN y cdulcs se colooon en una aubeta de dedroporaddn de 0.1 an
fria

3. Laaubetase degpositaen d deciroporador, & cud produae una constonte de tiempo
de4-5 msegy 12.5 kV/am, y sele daun pulso de 1.25V. Inmediatamente sele addonan
950 Il medio SOC (ver goéndce 1.0 y, répidamente se resuspenden los odulcs con una
nmicropipeta

4, Se tronsfieren Ics cdulcs a un tubo de 15 ml y se incubon a 372 C en ogitaddn
continua por Thr y después se placuea la muestra en medio LB con d onfibidtico
naracoor ad pldsmido y/o laaspa

IV. Protocolos para proteincs

IVA. Geles SDSPAGE.

La dedroforesis es usoda para sepaa mezdos complgics de proteincs, identificar
subunidades vy verificar la homogenaidad de muestres profeiacs. En la edroforesis en
gdles de poliailomida, Ios proteincs migran en respuesta aun aompo dédrico através
de poros en la mdriz dd gd; é tomono de los poros dsminuye con dtcs
concentradones de ailomida La combinaddn dd tamnano dd poro ad gd v la carga
Celaproteina, tamano, y forma determinan € tipo de migraddn delaproteina

SDSPAGE es un sisterna onidnico debido aque d SDS esta aorgado negativomente. En
este sistema Ios proteincs tienen aorga negativa lo que hace que migren dd polo
negativo que se enauentraen lasuperfide dd fampdn d polo positivo sujefo alaparte
inferior od sistema
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Protocolo:

g Preparadon od gel:

1. Se ensambon Ics plaocs de vidrio paa fooma & gd, con los sgparadores v se
compruetba de que No haoya fugcs.

2. Seprepaad gd de arilomida d poraentge deseado (gd de sgparaddn) y se vada
dentfro delos plaacs, oroxinadamente doaraondo 5 an de dfura

3. Paaevita que hoya poaa uniformidod en la superfide od gd se puede coloaar un
OO de agua destiladal

4. Después delapolimerizaddn, se remueve d ogua destiloda de los plaacs y se coloan
los paines que don lugar alaformaoddn delos pozos.

5. Posteariormente se vada en |los plaoss d gd de concentraddn, evitondo que se
formen burbujcs denfro Ics segparadones y entre un gd y ofro. Después de la
palimerizaddn, los gdles estdn listos paraladediroforesis.

6. Seprecorren los gdes 15 min @20 mA, después dd tiempo fransaurrido  se coloaon
los muestrcs.

b) Preparadon de los muestres:

1. Se cdlocalcs muestres (en este aoso & botdn adular) en tulbos egpendorf, Ics adlulcs
se dsugven en tompdn de muestra a una concentraddn find de 2X y se hierven
duronte 5 min. Se aoloaon en higo, mientrcs son aargadcs en & gdl.

@ Conddones ce migradon para2 gdes de aailamida

Los geles se corren 20 mA por gd, duronte 1.5 h, en unaadmara de dedroforesis para
proteincs (Bio-Rad) con tompdn de migraddn 1X.

Gdles ce agilamiaa 30%/Bis

Composidon Gel de Concentradion Gel de Separadion
4% 8% 12%

Aailomida/Bis 30% 0.667 ml 2.700 ml 4000 ml
TrisHA 0.5M, pH 6.8 1250 ml — —
TrisHQ 1.5M,pH 8.8 — 2500 ml 2500 ml
SDS 10% 0.050 ml 0.100 ml 0.100 ml
Agua destiloda 2973 ml 3.280 ml 4613 ml
Temed 0010 ml 0.020 ml 6020 ml
Persulfato de omonio 10% 0050 ml 0.100mi 0.100 ml
Totd 5000 ml 1000 ml 1000 ml
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Tampdn ce muestra4x: [H20 destilada |
TrisHA 0.5M, pH 6.8 Tampon de migradon SDSPAGE, pH 8.3

Glicerol Comyposiddn Contiod
SDS 10% Tribcse 125 M 15 g/L
2-G meragptoetanol Glidna 72 g/L
Azul de lbromofenal SDS 5¢g/L

d) Los gdles se revdaon tinendo los gales de poliailomida con ceul de Coomesie:

Soluddn Stock | 0.2 % Azul de Coomcsie
90 % Etonal

Soludén Stodk I 20% Addo aéfico

Pcsos ae findon

1. Fijoddn Etonal 40%
Addo axéfico gladd 10% 30 min

2. Tinddén Stock | 50 % 20 min
Stock |l 50 %

3. Destenir | Soluddn defijadon 30 seg.

4. Destenir Il Etcnol 20 % Inspecddn visud
Addo aético gladd 10%

IV.B. W estern Blot

En d Western biot, la proteina es tronsferida a una memborana de un gl de agilomica
(SDSPAGE) después de su separaddn segun su tdla La inmunodoadizaddn permite
osegura laidentidad de la proteina expresoda con un tdlo de histidncs y confirmar su
tdla por la compaaddn con & morcador de peso moleaular que contienen bxHis (bx
Ladder) vy la defecddn de dgunos producios de degradaddn que puderon estar
presentes.

Tompdn de Tronsferenda 10X: 144 g/L de Glidnay 30 gr/L de Trisocse
Tompdn de Inmunoloadizaddn PBS 10X (Tampdn de fosfatos: 0.01VH+ Nod 0.15M)
Anti-His ROCHE odt. No. 1922416,

Anti-Mouse IgG (Goadh), AP-Ldoded NEF821 PerkinElmer.

Tronsferenda

1. Sepreparad tompdn de fransferendamezdando 100 mil adl buffer 10Xy 100 ml de
metonol, sedforaa 1 L.

2. Se adiva la membrona sumergiéndola en mefonol, mienfres que los demds
componentes dd séndwich se deloen humedecar con & tampdn de fransferenda
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3. El séndwich se ensombla de lasiguiente forma

| | Carga +

L I Fibra Scottch-Bride

‘ | Papel filtro
Membrana

[ ! Gel SDS-PAGE

‘ ' Papel Filtro

Fibra Scottch-Bride

I Carga -

Si d coloaxr lamemboronasoore d ga SDSPAGE se formon burbujcs, estes deboen ser diminadcs
hadendo rodar unapipetapauster sobre lasuperfide de lamembrona

4. Unavez que d séndwich estalisto, se sumerge en d tonque add goarato de Western,
d aud debe contener sufidente tompdn de transferendapara auborir € ensomble.

5. Se conecta d equipo Y se rediza la tronsferenda a 60V durante 1-1.5 h, Para evitar
aque aumente la temperatura la fronsferenda deoe redizarse d un auato frid o
enfriar d equipo con higlo.

6. Después ad tiempo tronsaurrido se refiralamemboronaly se dgiasecar sobre popd. El
secado se puede redizar a temperaiura ambiente duronte 3 h, 1 h a 372 C o se
puede guardar durante dgunos dics.

Reconodmiento con Anfi-His

1.En aos0 de que no se auente con maraodor de peso moleaular con tdlo de histidinase
sumerge lamembranaen metonol paraoloservar Ics proteincs transferidcs, recortondo la
region donde se enauentra d maraodor de peso moleaular paraser revelado con ceul
de bromofenal u ofratémicasimilar.

2.Se prepara d fampdn donde se sumeargird la membrona d aud debe tenar [os
siguientes componentes: Tampdn PBS Tx, Tween 20 0.05% y Leche desaemada 3%.

3.El primer anficuerpo (Anti-His) se dluye en d buffer onterior auna concentraddn find
0.2 pg/ml y se agrega la acontidod necsscria para aubrir lasuperfide de lamemiorana Se
incubaa 15-20°C 1-1.5 h con ogitaddn ligera

4.Lamembronaselavapor 5 min con 20 mil de tompdn PBS 1x/Tween 0.05% 3 vecss.
5.Se prepaa d segundo onficuerpo (OnfiHgG) de la misma forma aque d primero,
auedondo aunaconaentraddn find 0.2 ug/ml, seinaubay selavade igud monera
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Revelado

El revelado se redizé utilizondo la adfividad de fosfaosa dading, que chorase enauentra
coomplgadad antiauerpo que reconoce € tdlo de histidncs.

6. Se agrega 15 ml de BAP/NBT, sustrato de la fosfacsa dadina, (54oromo-4-doro-3-
inddlil-fosfafo aunaconaentraddn 0.21g/L y nitro czul de tetrosolio aunaconcentraddn
de 042 g/L en unabcse orgéniay Tris buffer) d 80%, y se dga adtuar hasta que sen
visibles Ics bandcs (Fig-31).

7. Lareanddn se detiene combiondo d sustrato por ogua destiloda

Color

Enzima conjugada
Anticuerpo secundario

Anticuerpo Anti-His

@

Proteina-6xHis

Fig. 31 Detfeaddn de proteincs fusionadcs atdlos de 6xHis.

IV.C. Purificacion de Proteinaen columnos de dfinided

La comatogrdia de dinidad inmoviliza moléaulcs que tienen dinidad por ligondos
espedficos. El aminodddo histidina presente en mudhcs proteincs forma complgios aon
iones metdlicos como & AU, Zn?*, Ni?*'y Fe™* ya que apH bdsico este cminodddo esta
aargodo negdiivamente y es estd audidad la que se utiliza pora purificar proteincs con
tdlo de histidncs.

La purificoddn de proteincs recombinantes fusionadcs a 6 histidnos consiste en auciro
pcsos: lisis adular, unidn delaproteinaalacolumna, lavados, y duddn (Fig. 32)
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Prepoaraddon ce la columnasefaosaniquelada

Pratein Purification with the
Ni-NTA Protein Purification System

1. Se agita & contenedor de la sefaosa para resuspender €
i gd, se toman 250 ul de sefaosa y se coloaon en un tubo

O Fes®  eppendorf, después se centrifugar 3 min A 2.3 rpm y se refira
vawe” N e sobrencoente,

Lyso ealls -"')
T ie™ i 2 seagegon 5 voldmenes de cgua destlania estérl, se cgita

Lo
Native conditions  Denaturing eonditions

hosta que se resuspenda, se centrifugaa 2.3 rpmpor 3 miny
siﬂa serefirad sobrenadonte.
i E or E 3. Se addona V2 volumen de NiSO4 0.1M cgitando por 5Smin,
Bt se centrifuga2.3 rpmpor 3 min, seretirad sobrenadonte,
/l\. 4., Se ogregan 5 volumenes de ogua destiladay se agitad min;
se centrifugar 2.3 rpm por 3 min y seretirad sobrenadonte,

/Hm\ 5. Serepite d pcso 8 y 9 dos vieass Mds.
%i@”} “;3:} 6. Por dltimo se resuspende la columna en 1 volumen de
Rure Bxistagged protein tonpdn de fosfados con 005M de  imidad
Fig.32 Esquemade purificcddn de
proteincs recombinontes fusionadcs
abxHis.

Rompimiento celcs cdlulcs

1. Duronte d proceso dd rompimiento adular se mentiene todo en higlo. El botdn de
50 ml de AAulcs induddos se resuspende en 300 ul de soluddn | G ul de cdctd de
inhibidor de protecscs, SIGMA pP2717 de uso genad y 995 Ul de tampdn de fosfatos
(20 mM de NopHPO4, 0.5M de Nod y 0.05M Imidcedl, pH 7.4%), la suspension que se
formaes sometida a sonicaddn de 3 pulsos 10 segundos por 1 min de reposo aon una
omplitud de 60 Hz y se centrifugaa8000 rpm en frid por 10 min.

2. El sobrenadonte se recupera en un tubo eopendorf, y se maontiene en hido,
parddomente se resuspende & botdon en 200 ul de sal. |, y se somete nuevomente a
sonicodon de 3 pulsos de 207/1 min de reposo.

3. Semezdad sobrenadonte que se recuperd con € sonicodo de 2 y se onade ritdn d
20%, hostauna concentraddn find dd 1%.
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4. El volumen se gustaa 1 ml con sdl. | y se dga en ogitaddn suave duronte 1 h,
posteriormente se centrifugaa 17000 rpm en frid por 15 min.,

5. Sefiltra d sobrenadonte en una memborana de 045 um y 4 filtrado se coloca con
sefarosaniqueada, en ogitaddn continuapor 5 min atemperauracmbiente,

6. Se sedmenta d gd por cenfrifugaddn a 2.3 rom por 5 min, d sobrenadonte
(oroteincs No adsorbidcs) se recupera y se guadon en un tubo gopendorf paa
ondizalo en un ga SDSPAGE.

* Bl pH segustacon éddo fosférico

Lovados de lacolumna

7. Se addonon 5 volumenes de tampdn de fosfaos con 0.05M de imidceol a la
sefarosay resuspende agitdndolo 5 min, después se centrifugaa2.3 rompor 3 min.

8. Sereauperad sobrenadontey se guardaparaondisis en un gel SDSPAGE.

9. El pcso de lavado se repite 9 veoss més (Quardondo & sobrenadonte en diferentes
fubos parasu posterior andlisis).

Eludon ocelacolumna

10. Se adidoncon 2 volimenes de tompdn de duddn 20mM de NgpHPO4, 0.5M de
Nad y 0.25M deImidaed, pH 7.4%), se agitapor 5 min y se centrifugaa2.3 rpom por 3
min.

11.  El sobrenadonte (poroteinapurificodd) se recuperaen un tulbo eppendor.

12. Se repite audiro veoss los posos 10 y 11(Quardondo coda duddn en un fubo
dferente parasu ondisis).

* El pH segustacon éddo fosférico

IV.D. Purificacion de la o-omilosa con -cidodextrina

CGomadfograia ce dinicad:
a Inmovilizadon ce la B-adocextrina
1. Seresuspenden 4 g de sefaosabB epoxy-activadaen 25 ml de aguadestilada (1h).
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2. Selavaen un voso con filiro No. 3 (1 h con 400 ml de ogua destiladd)

3. Se fransfiere d gd @25 ml de NaOH 0.1M conteniendo 0.3 mM de B-ddodexirina
Sigma. Agitar durente 19.5 h a45°C (evitondo la agitaddn mognétiad).

4. Parafindizar lareacddn: son blogueados los grupos adhivos restantes: fronsfiriendo €
gd atampdn efondominaHd pH 8. Dgondo a40-50 Ctodalanodhe.

5. Selavaocon cguadestilada 30 min.

6. Se bloguem los radicdes adtivos que no hayon reccdonado con 200 mil de soluddn
de gluaosad 2.5%, 30 min.

7. Se lava con ogua destilada 30 min y después se haoen tres lavodos suassivos con: 100
ml de tompdn de boratos 0.1M pH, Nod 0.5M y 100 mi de dddo acético 0.1M, Nad
0.5M.

8. El gd de B-ddodextrinasefarosa 6B se amortigua con tampdn diratos-fosfatos 0.1TM
pH 5.

9.Seaxgad gd en lacolumna

b) Equilibrar lacolumna

10. Una vez aue se coload la columnaen & FPLCy se hacen posar 100 mi de tompdn
atratosfosfatos 0.1TM pH 5.

11. Se posa por la aolumna € sobrenadante (fermentaddn obotenida de Lactfobadillus
amylovorus), previcmente filtrado por un filtro de @ 0.45 um.  Se lava la columna con
fampdn diratos-fosfatos 0.1M pH 5 hastagque laDO (280nm) de sdido seacero.

12. Paraduir laproteinase utilizd B-adodextrina8mivi

Nota todcs Ics soludones fueron filtradcs con un filiro de @0.45um, ademdés de
montenerlcs aunatemperaturade 4°C

IV.E. Ensayos de Adsorcion d sustrato.
1. Se lavon 2 gromos de dmiddn de mdz insoluble tres veoss con 10 ml de agua
destilada estéril, (se agitd duronte 10 min y se centrifuga a 4000 rpm); por dltimo &

dmiddn es resuspenddo en 10 ml de buffer de dtraofosfatos pH 5.0
2. Lcs muestros se preparon delasiguiente forma
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Muestres Muestres Bloncos (control)

Amidon  Tp CitPh Proteina Amidon  Tp Cit-Ph Proteina

Tubo () (V) (V) Tubo  (UD (V) (V)
Ta 30 0 30 b 0 30 30
2a 30 4 26 2b 0 34 26
3a 30 8 22 3b 0 38 22
4a 30 12 18 4b 0 42 18
5a 30 16 14 5b 0 46 14
6a 30 20 10 6b 0 50 10
7a 30 22 8 7b 0 52 8
8a 30 24 6 8b 0 54 6
9a 30 26 4 %b 0 56 4
10a 30 28 2 10b 0 58 2
11a 30 29 1 11b 0 59 1

3. Los musstras son inaubbarlcs 30 min a4°C con ligera ogitaddn (6 rpm), posteriormente
se cenfrifugon 5 min a4°Cy se reauperad sobrenadonte,

4. La aontidad de proteina acsorbida se obfiene d restar 1a dosorlboonda ootenida a
280nm dd tubo con dmiddn y proteina a  la obtenida en d tulbo blonco (contiene
proteina sin dmiddn). La concentraddn de Ios proteincs se obfuvo medionte [a
oplicaddn celaley de Lombert y Beer.
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Lista de cbreviaciones utilizadcs en el texto:
AmyA: amilcsa

amyA gen celao-omilcsa

o ominodddos

DFA: dominio defijoddn d dmiddn

DFC. dominio de fijoddn aagdulosa

DFQ: dominio de fijaddn aauitina

DFX dominio defijaddn axilono

GH: gluccsil-hidroloscs

IPTG: isopropilthio B-D-gdactdsido

K constonte de adsorddn

MFC. mddulos de fijoddn acarbohiaratos
UR: unidad (es) repetida(s)

6xHis: tdlo e histidncs
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