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RESUMEN

La adsorcion de las amilasas es frecuentemente considerada un prerrequisito
para la hidrélisis del almidén insoluble, para esta adsorcién las amilasas
requieren dominios auxiliares no cataliticos con capacidad para discriminar y
unirse especificamente al almidén. La o-amilasa de Lactobacillus amylovorus
(AmyA) posee dos dominios funcionales, el dominio catalitico (LzDC) y un
dominio de fijacién al almidén (LLaSBD) constituido por cinco médulos de
unién a carbohidrato (CBM) idénticos y contiguos. La adsorcion al almidon
nativo de AmyA, del LaSBD que la forma, asi como versiones deletadas de
este dominio (1, 2, 3 y 4 médulos) ha sido evaluada en estudios previos; el
comportamiento de adsorcion y los parametros de unién encontrados sugieren
que AmyA se adsorbe al almidén nativo con un nimero menor de CBMs a los
que posee en su estructura. En el presente trabajo se evalué la funcionalidad
de tres CBMs provenientes del LaSBD para adsorber las proteinas hrGFP y
LaDC a los granulos de almidén nativo, esta ultima con el objetivo adicional
de investigar si la fusién de tres CBMs restablece la actividad del LzDC sobre
almidon nativo. Los resultados muestran que tres modulos permiten la
inmovilizacién y purificacion de la proteina fusionada, asi como el
restablecimiento de la actividad amilolitica en I.zDC. El analisis de los datos de
adsorcion indica que no hay diferencia significativa entre los parametros de
uniéon de AmyA y LaDC-CBMX3. Sin embargo, los ensayos de actividad
enzimatica sugieren que AmyA es mas eficiente en la degradacion del sustrato
insoluble.



INTRODUCCION

Los carbohidratos son biomoléculas involucradas en diferentes procesos de la vida tales
como el metabolismo, soporte estructural, almacenamiento de energia, reconocimiento
inmunolégico, unidn selectiva, etc. Para hacer frente a esta multiplicidad de funciones,
diversas proteinas que tienen actividad sobre carbohidrato poseen moédulos no cataliticos que
interactian especificamente con mono, oligo y polisacaridos. En general, estos médulos de
unién a carbohidratos (CBM-Carbobydrate Binding Modules) son dominios auxiliares con
plegamiento auténomo y experto reconocimiento del carbohidrato blanco (Boraston e al.

2004).

Los CBMs han sido clasificados de acuerdo a la similitud de su secuencia primaria y
plegamiento en la base de datos de enzimas que tienen actividad sobre carbohidrato
http://www.cazy.com (Cantarel ez al 2009), la informacién contenida en este sitio se

actualiza y analiza continuamente, de tal manera que nuevas familias son afnadidas con

frecuencia. A la fecha hay 46,439 CBMs clasificados en 71 familias.

El elemento conformacional mas importante en la mayoria de los CBMs es la hoja beta,
los plegamientos y arquitecturas visualizadas por estas hojas beta han sido clasificadas en 7
familias en donde el B-sandwich es el plegamiento mas recurrente (Boraston ez a/. 2004). Los
residuos involucrados en los sitios de uniéon han sido identificados mediante estudios de
cristalografia de rayos X, resonancia magnética nuclear y mutagénesis sitio dirigida. En
general, es bien sabida la importancia de los residuos aromaticos implicados en los sitios de
unioén, especialmente el triptéfano y algunos residuos de tirosina altamente conservados, los
cuales establecen interacciones de van der Waals con el carbohidrato. Ademas, algunos
aminoacidos polares estabilizan la interaccion mediante la formaciéon de puentes de
hidrégeno con los grupo hidroxilo del mismo sustrato. Se ha sugerido que la orientacion de
los residuos aromaticos de los CBMs proporcionan las especificidades hacia los diferentes

ligandos.



En enzimas como las glucésido hidrolasas (proteinas que catalizan la hidrélisis de
enlaces glucosidicos) el papel principal de los CBMs es aproximar el sustrato hacia el sitio
catalitico mediante la unién especifica. Una funcién adicional que se ha observado en
algunos CBMs de glucoamilasas y celulasas es modificar la estructura de la superficie del
polisacarido (Goutlay ef al. 2012; Lee et al. 2000; Southall e /. 1999). ILa consecuencia

biolégica de estos eventos es el incremento de la hidrolisis de sustratos insolubles.

El dominio de fijaciéon al almidén de la a-amilasa de Lactobacillus amylovorus (LaSBD),
bacteria acido lactica Gram positiva aislada de una fermentacién de maiz, posee una
estructura completamente diferente a los SBDs comunes, ya que esta formado por cinco
unidades idénticas y contiguas de 91 aminoacidos (Rodriguez-Sanoja e al 2000). Se ha
establecido que cada unidad repetida corresponde a un médulo de unién a carbohidrato de la
familia veintiséis (CBM26). Estudios de mutagénesis dirigida en un CBM26 del LsSBD
sefialan un sitio de unién en el moédulo, asi también que la interaccion esta soportada por tres
residuos aromaticos siendo el triptéfano el mas importante. L.a mutaciéon de este residuo

abate por completo la capacidad de union al sustrato (Rodriguez-Sanoja ez a/. 2009).

Al evaluar la adsorcion de la o-amilasa nativa (AmyA), de los cinco CBMs que forman
el LaSBD y versiones deletadas del mismo (1, 2, 3 y 4 médulos) sobre almidon de maiz
insoluble. Resalta que AmyA presenta una constante de afinidad intermedia a 2 y 3 moédulos,
y no semejante a la de cinco médulos (Guillén e a/. 2007). Esta observacion sugiere que la o-
amilasa podria adsorbe al almidén con un niumero menor de médulos a los que posee en su
estructura. En este contexto y dadas las variadas aplicaciones biotecnolégicas que posee el
LaSBD, herramienta para inmovilizar antigenos sobre almidén insoluble y tallo de
purificacion para proteinas recombinantes (Guillén e 2/ 2013; Moreno-Mendieta e# al. 2014),
es importante evaluar la funcionalidad de un menor nimero de moédulos para adsorber

proteinas a los granulos de almidon.



ANTECEDENTES

Almidin

El almidén es el carbohidrato de reserva mas abundante en las plantas, es sintetizado en
forma de granulos insolubles densamente empaquetados (atin accesibles a enzimas
catabdlicas) en estructuras vegetales como hojas, tallos, raices, flores, frutos y semillas.
Representa la fuente de energfa en periodos de dormancia, estrés o reinicio del crecimiento.
Los granulos son producidos con variada morfologia (ovalado, esférico, poligonal, lenticular,
forma de disco/plato o irregular), tamafio (0.5-110 um de didmetro) y composicion. Estos
aspectos juegan un papel importante en las propiedades fisicas y funcionales del almidén

(Copeland ez al. 2009; Tester et al. 2004).

Los granulos tienen una estructura jerarquica que puede ser observada facilmente por
microscopia éptica y electronica. Multiples capas concéntricas amorfas y cristalinas forman
los anillos de crecimiento, alternan e incrementan el diametro desde el hilum el cual se cree
es el inicio de la biosintesis hacia la superficie de los granulos. Los anillos de crecimiento
poseen de 120 a 400 nm de espesor y son considerados para representar las fluctuaciones
diurnas en la deposiciéon de almidén en tejidos de almacenamiento, figura I-A (Copeland ez 4.

2009).

Ademas de componentes minoritarios como lipidos, minerales, fdsforo 'y
proteinas/enzimas, los granulos de almidén estin formados por dos polimeros de glucosa,

amilosa y amilopectina (BeMiller & Whistler, 2009).

La amilosa es un a-glucano predominantemente lineal unido por enlaces a-1,4
(Copeland ez al. 2009; Cura et al. 1995), tiene estructura helicoidal en donde se presentan 6
residuos de glucosa por vuelta, figura 1-B, la parte interna de la estructura contiene atomos
de hidrégeno y es de caracter hidrofébico lo que permite formar complejos con acidos

grasos, algunos alcoholes y yodo (Fennema, 1985).
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La capacidad del granulo de almidén para formar un gel después de ser calentado se
atribuye al alto contenido de amilosa, como sucede en el almidén de maiz, trigo y arroz. La
formacion de geles es el resultado de la reasociacion de polimeros de almidén solubilizados

después de calentar y ocurre rapidamente con el polimero lineal de amilosa (Copeland ez 4.

2009; Voet et al. 2000).

La amilopectina estd formada por residuos de glucosa unidos por enlaces a-1,4
dispuestos en una estructura altamente ramificada con enlaces a-1,6 cada 24 a 30 residuos de
glucosa en promedio (Figura I-C). Este polisacarido ramificado es el mayor componente del
granulo y es de mayor tamafio que la molécula de amilosa, posee un peso molecular elevado
en el orden de 10% y un grado de polimerizaciéon 6 GP (nimero de unidades de glucosa que
forman al polisacarido) que puede exceder un millén, lo que la convierte en una de las
moléculas mas grandes en la naturaleza (Copeland ez a/. 2009; Tester e al. 2004). La mayoria
de los almidones contienen 60-90% de amilopectina, incluso aquellos que se consideran con
alto contenido de amilosa, poseen al menos el 30% de amilopectina; en el otro extremo
encontramos a los almidones céreos que son al menos 95% amilopectina. Esta molécula
tiene alrededor del 5-6 % de sus glucosas en uniones a-1,6 que habla de un alto grado de
ramificaciéon asi como de una arquitectura molecular compleja que varfa sustancialmente

entre diferentes almidones, respecto a la ubicacién y longitud de las ramificaciones (Tester ez

al. 2004).

Los estudios respecto al tamafio de las cadenas de amilopectina sugieren una
distribucién bimodal, cadenas largas y cortas con longitudes promedio de 40-60 y 11-25
residuos de glucosa respectivamente. Esta configuracion contribuye a una disposicion

ordenada dentro del granulo de almidén y a la naturaleza cristalina de la amilopectina

(Bertolini, 2009).



Robin et al. 1974 propusieron el modelo de claster para explicar el arreglo de la
amilopectina en el granulo de almidén, basados en modelo sugerido previamente por Nikuni
y French (Nikuni, 1978). En este modelo los puntos de ramificacién en las moléculas de
amilopectina no estan distribuidos al azar, estan agrupados y se alinean perpendicularmente a

los anillos de crecimiento, figura I-D (BeMiller & Whistler, 2009).

Clusters, cadenas
de amilopectina

< CH:0H
Extremo D ;lmdﬂgl'cs 4
p2aR R -glucopiranosa
g\J\J\J\J\J\J\J\J\J\J\J\J\J\]ﬂ
) 6 unidades de glucosa
por vuelta,
" . / hidrofdbica
Extremo
\ reductor
H CH,OH ¢
0 0
[ H H/H H
: DINCR
2
o i ol T n

Figura I. A: Microscopia electronica de granulos de almidén, se observan anillos de crecimiento; B: cadena de amilosa;
C: amilopectina: enlace 0-1,6 en los puntos de ramificacion; D: Modelo de los c/usters de amilopectina (Tomado y
modificado de Tester ez al. 2004).

Las cadenas de amilopectina son las responsables de las regiones cristalinas dentro del
granulo, mientras que la regiéon amorfa del almidén granular es heterogénea, formada por

amilosa y puntos ramificaciéon de la amilopectina (Bertolini, 2009).
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Existe una gran variedad de enzimas que tienen actividad sobre almidén, basicamente
éstas pueden ser divididas en cuatro grupos: endoamilasas, exoamilasas, enzimas

desramificantes y transferasas (van der Maarel ez a/. 2002):

1. Endoamilasas: Hidrolizan enlaces internos a-1, 4 manteniendo la configuracién o del
carbono anomético,

2. Exoamilasas: Rompen enlaces a-1, 4 6 a-1, 6 de los residuos externos de glucosa en
el almidon con inversioén en la configuracion del carbono anomérico, pasandolo de la
configuracion alfa a la beta,

3. Enzimas desramificantes: Hidrolizan enlaces  0-1, 6 dejando exclusivamente
polisacaridos lineales , y

4. Transferasas: Escinden enlaces glucosidicos -1, 4 de la molécula donante y
transfieren parte de la molécula donante a un aceptor glucosidico, formando un
enlace glicosidico nuevo (Sivaramakrishnan ez a/. 20006).

a-amilasas

Las a-amilasas (E.C.3.2.1.1) pertenecen a la familia de las endo-amilasas que (i) catalizan la
hidrolisis y/o transglicosilacién en los enlaces glucosidicos o-1,4 y a-1,6; (i) actian
reteniendo la configuracion o del carbono anomérico; (iii) tienen cuatro regiones de
secuencias altamente conservadas que contienen residuos implicados en la catalisis y en la
unioén al sustrato; (iv) poseen los residuos Asp, Glu y Asp como aminoacidos cataliticos y (v)
un dominio catalitico (B/a)s o barril TIM. Los productos de la hidrolisis de las o-amilasas
son glucosa, maltosa y dextrinas (Horvathova e# a/. 2001). Lla mayoria de las a-amilasas son
enzimas dependientes de iones metalicos, principalmente iones divalentes como Ca?*, Mg?*,
Mn?*, Zn?* y Fe?* (Sivaramakrishnan ef a/. 2006). En el caso del i6n Ca?*, se ha demostrado

que es importante para la actividad, integridad estructural y estabilidad de la enzima (Sudha,

2012).



Las a-amilasas estin presentes en microorganismos, plantas y animales (Gupta ef al.
2003). Aquellas de origen microbiano son de gran importancia y demanda industrial (Pandey
et al. 2000) debido a su uso en procesos que requieren la transformacion del almidén
(Vengadaramana, 2013). Representan aproximadamente el 25% de la producciéon mundial de
enzimas y por esta razon existe un enorme interés en el desarrollo a-amilasas con mejores

propiedades, adecuadas para aplicaciones industriales y técnicas de produccion rentables

(Monteiro ez al. 2010).

Estructuralmente, el dominio catalitico
de todos los miembros de la familia a-amilasa
adoptan estructura plegada de un barril (B/0)s
6 barril TIM, porque fue primero encontrada
en la enzima de pollo triosa fosfato isomerasa,
figura II. El barril (B/a)s consiste en ocho B-

plegadas alternadas con ocho a-hélices. Las -

plegadas estan colocadas paralelas entre sf

Figura II. Ejemplo ilustrativo del plegamiento
clasico del barril TIM 6 (B/a)s. Compuesto pot
ocho B-plegadas (1-8) que forman el interior del

como si estuvieran en un cilindro y las o -
hélices estan fuera del cilindro. Este barril : i

batril-B, rodeado por ocho a-hélices. Hay ocho
TIM contiene cuatro regiones altamente unidades (B-0) en un barril (B/a)s regular

(Horvathova ez al. 2001).
conservadas estrechamente relacionadas con
el sitio activo en todas las o amilasas: (i) primera region: extremo C-terminal de la tercera B-
plegada y el residuo de histidina el cual interactia con el residuo de glucosa del sustrato. (ii)
segunda region: cuarta B-plegada con un residuo Asp, que actia como el nucledfilo durante
la catalisis, (iii) tercera region: quinta B-plegada con un residuo de dcido glutimico actia
como donador de protones/aceptot, y (iv) cuarta region: séptima B-plegada con un residuo

de histidina y un residuo Asp que puede formar puentes de hidrégeno con los residuos de

glucosa del sustrato (Sivaramakrishnan ez a/. 2000).



Los loops que conectan a las B-plegadas con las a-hélices adyacentes en el dominio
catalitico de las a-amilasas son usualmente pequefios, sin embargo, el loop que protruye
entre la tercera P-plegada y la tercera a-hélice es lo suficientemente largo para ser
considerado un dominio distinto conocido como dominio B, este loop posee una estructura
irregular y varfa sustancialmente en longitud y secuencia. Ademas de contribuir con varios
residuos que funcionan como sitios de unién al sustrato, este dominio tiene un residuo Asp
invariable, en una region conservada cerca del C-terminal, que esta involucrado en la unién al
i6n Ca?*, aunque no todas las a-amilasas son proteinas que unen Ca?*. La funcién de este
dominio ha sido estudiado en varias 0-amilasas y se ha encontrado que puede determinar
propiedades de funcion y estabilidad, como estabilidad a bajos valores de pH (Horvathova ez

al. 2001).

La mayorfa de las a-amilasas contienen, adicional al dominio A catalitico y al B, un
tercer dominio denominado C, justo después del barril (B/a)s. Este dominio, formado por B-
plegadas antiparalelas, puede proteger del disolvente a los residuos hidrofébicos del barril
(B/w)s, contribuyendo de esta forma a la estabilidad. Algunas a-amilasas cuentan con un
dominio adicional denominado E que tiene la funcién de reconocer y unirse al almidén por
lo que se ha denominado dominio de fijacién al almidén 6 SBD. El dominio D se ha descrito
en ciclodextrin-glucanotransferasas-CGTasas (Horvathova ez 2/ 2001), sin embargo atn no

se le ha asignado una funcién especifica.

El mecanismo catalitico de las proteinas de la familia de las o amilasas consiste en un
doble desplazamiento con retenciéon de la configuraciéon o del carbono anomérico. Este
proceso requiere dos residuos cataliticos en el sitio activo de la enzima, un Glu como
acido/base y un Asp como nucleéfilo, figura III. El mecanismo involucra cinco pasos: (i)
Una vez que el sustrato ha sido unido al sitio activo, el acido glutamico dona un protén al
oxigeno del enlace glucosidico entre los subsitios -1 y + 1, mientras que el aspartato
nucleofilo ataca al C1 de la glucosa en el subsitio -1. (ii) Se establece un estado de transicion

seguido por la formacién de un intermediario covalentemente unido. (iii) El residuo de
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glucosa protonado en el subsitio +1 abandona el sitio activo, mientras que una molécula de
agua (hidroélisis) o una nueva glucosa (transglucosilacioén) ataca la unién covalente entre la
glucosa del subsitio -1 y el aspartato. (iv) Un nuevo estado de transicion es formado. (v) El
glutamato acepta un hidrégeno proveniente de la molécula de agua entrante o de la nueva
glucosa en el subsitio +1 y el oxigeno perteneciente a la nueva molécula remplaza la unién
oxigeno-carbono existente entre la molécula de glucosa en el subsitio -1 y el aspartato,
formando un nuevo grupo hidroxilo en el C1 de la glucosa del subsitio -1 (hidrélisis) o un

nuevo enlace glucosidico entre las glucosas de los subsitios -1 y +1, transglucosilacién (van

der Maarel ez al. 2002).

o/<Asp oJ\Asp OXAsp
o
/&L\g transition state OH ? transition state OH ¥
HO =\ O —
. ; Qﬂ\-k:.—o% o b \H,\ . HO A
}A_-_o-" o "% wo Z APY oo Nor }o' o M
s
P /G A >»&u 8 " >c§ &

u

Figura III. Mecanismo de doble desplazamiento y formacién de un intermediario covalente por el cual las
glucésido hidrolasas actian (van der Maarel ez a/. 2002).

Médulos de Union a Carbobidrato

La degradacién enzimatica de polisacaridos insolubles es de amplia importancia en la
naturaleza, para ello, las enzimas que degradan este tipo de sustratos deben ser capaces de
reconocer y unirse especificamente al carbohidrato blanco. Se ha establecido que los

encargados de satisfacer esta funcién son los médulos de unién a carbohidrato (Boraston et al.

2004).

Los moédulos de unién a carbohidrato 6 CBMs (Carbohydrate Binding Modules) son
secuencias de aminoacidos que poseen plegamiento auténomo, se encuentran como
proteinas aisladas o formando parte de una proteina que tiene actividad sobre carbohidrato,

tienen la capacidad de reconocer entre los diferentes arreglos heterogéneos y complejos de
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los carbohidratos haciendo la unién al aztcar reversible. Pueden actuar como moédulos de
anclaje en enzimas multimodulares como las glucésido-hidrolasas y las glucosil-transferasas,

también en proteinas no cataliticas como en la proteina CBP21 de Serratia marcescens y en la

proteina E7 y E8 de Thermobifida fusca (Cantarel et al. 2009; Guillén ez /. 2010).

En enzimas que tienen actividad sobre carbohidrato como las glucésido hidrolasas, los
CBMs pueden estar localizados en el N-terminal o C-terminal (Abe e al 2004; Juge et al.
2002), entre dos modulos cataliticos, como una sola unidad o en un arreglo en taindem.
Frecuentemente estas enzimas contienen multiples CBMs que pueden estar en tandem o

separados por otros moédulos, a menudos son de la misma familia pero no es necesario

(Boraston e# al. 2002).

El papel principal de los CBMs es reconocer y unirse especificamente a carbohidratos,
la consecuencia biolégica de este evento es el incremento de la hidrolisis de sustratos
insolubles, haciendo que el dominio catalitico se encuentre mas proximo al sustrato. Ademas,
algunos CBMs han mostrado participaciéon en el acceso al sustrato, mediante la

desestabilizacion de estructuras cristalinas (McCartney e al. 2004).

El elemento conformacional mas importante de la mayotia de los CBMs es la lamina-f3
(Boraston ez al. 2004). Las caracteristicas que permiten el reconocimiento, ya sea promiscuo o
especifico, han generado un importante nimero de estudios, en especial impulsados por las
aplicaciones potenciales de estos dominios. Los residuos involucrados en los sitios de unién
han sido identificados mediante datos estructurales de cristalografia de rayos X, magnética
nuclear y mutagénesis dirigida (Boraston ez a/. 2006; Najmudin ez a/. 2006, Rodriguez-Sanoja
et al. 2009, Sorimachi et al. 1996). Los analisis indican que los CBMs de diferentes familias
son estructuralmente similares y que la capacidad para unir carbohidratos puede ser atribuida,

al menos en parte, a varios aminoacidos aromaticos cuyos anillos empalman con los anillos

del azucar (Shoseyov e# al. 2000).
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Ademas, los residuos del lado polar de la cadena pueden formar puentes de hidréogeno
con el ligando, contribuyendo a estabilizar la interaccién. Varios estudios sugieren que la

orientacion de los residuos aromaticos es responsable de la especificidad a diferentes

ligandos de las familias de CBMs (Guillén ez a/. 2010).

La ausencia de CBMs en el 60% de las celulasas ha sido explicado en sistemas con bajas
cantidades de agua en donde se incrementa la probabilidad de que la enzima interaccione con
el sustrato. A bajas concentraciones del sustrato los CBMs son muy importantes para la
catalisis, dado que los CBMs incrementan la afinidad de las enzimas por su sustrato (Varnai ez

al. 2013),

Dominio de fijacion al almidon

Si bien la especificidad de los CBMs es variada, de acuerdo a la clasificacion de CAZY
(http:/ /www.cazy.com) los dominios de unién al almidén 6 SBD (Starch Binding Domain)
pertenecen a once familias diferentes de médulos de unién a carbohidrato: 20, 21, 25, 26, 34,

41,45, 48,53, 58 y 69.

El SBD ha sido identificado en a-amilasas, [-amilasas, maltotetrahidrolasas,
maltopentahidrolasas, proteina cinasa activada por AMP, pululanasa, ciclodextrin
glucanotransferasas (CGTasa), almidon sintasa, acarviosa transferasas y glucoamilasas; en
enzimas amiloliticas microbianas, en particular aquellas de hongos filamentosos, bacterias

Gram positivas, proteobacterias de la subdivision 7y, actinomicetos y arqueas (Cantarel e 4.

2009; Rodriguez-Sanoja ¢ al. 2005a).

El SBD (CBM20) de la glucoamilasa de Aspergillus niger fue la primera estructura en ser
dilucidada y se ha tomado como un SBD representativo. Este dominio consiste en ocho f3

plegadas que forman dos laminas-P: la primera limina contiene cinco P plegadas antiparalelas
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y la segunda incluye una P plegada paralela y un par
de cadenas antiparalelas. Este ensamble genera una
estructura de barril-f abierto por un lado, con un
puente disulfuro entre el N-terminal y el bucle
formado por la séptima y octava B plegada. La
estructura tridimensional muestra la presencia de dos
sitios de unién a sustrato, figura IV (Sorimachi e# al.
1996). A la fecha, las estructuras cristalograficas de
diversas o-amilasas se ha resuelto y se observa que a
pesar del bajo porcentaje de identidad en secuencia
primaria, las estructuras tridimensionales son muy

parecidas. Por ejemplo, el SBD de la CGTasa de

Bacillus circulans muestra 37% de identidad en secuencia de aminoacidos con la glucoamilasa
de A. miger. Sin embargo, las estructuras tridimensionales son muy similares en las
caractetisticas de sus laminas § asi como en la posicion y la longitud de las B plegadas. A

pesar de que el puente disulfuro esta ausente en la CGTasa, esta condicion no afecta la union

al sustrato (Rodriguez-Sanoja e al. 2005a).

En amilasas, los SBD tienen tres papeles conocidos: permiten la interacciéon entre el
sustrato insoluble y la enzima en solucion, acerca el sustrato al sitio activo de la enzima en
dominio catalitico y en algunos casos puede tener una funcién desestabilizadora en la

superficie del granulo de almidén. En diversas amilasas, la adsorciéon de la enzima es un

Figura IV. Estructura del SBD de la
glucoamilasa de  Aspergillus  niger en
complejo con ciclodextrina. Se presentan
dos sitios de union al sustrato. PDBID:
1ACO (Sotimachi ez al. 1996).

prerrequisito para la hidrolisis del almidén nativo (Rodriguez-Sanoja ez a/. 2005a).
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a-amilasa de Lactobacillus amylovorus

La a-amilasa de Lactobacillus amylovorus (AmyA) es una proteina de 105 kDa constituida por
953 aminoacidos y dos dominios funcionales, cinco unidades repetidas de 91 aminoacidos en
el C-terminal y un dominio catalitico (GH13) en el N-terminal (Giraud & Cuny, 1997) figura
V.

Unidades Unidades
Dominio abundantes abundantes
catalitico enSyT CBM26 enSyT

/

Figura V. Arquitectura de la a-amilasa de Lactobacillus amylovorns GenBank: U62096.1. AAC45781.1.

En reportes previos se ha mostrado que la alfa amilasa trunca (AmyAA) que carece de
la regiéon carboxilo, regiéon de las unidades repetidas, es incapaz de unirse e hidrolizar
almidén insoluble, mientras que la actividad especifica de ambas enzimas (AmyA y AmyAA)
sobre sustratos solubles es similar, fue entonces cuando se establecio el papel de las unidades
repetidas como dominio de fijaciéon al almidon (Rodriguez-Sanoja ez /. 2000). En base a la
secuencia primaria de las unidades repetidas, éstas han sido incluidas en la familia 26 de
moédulos de unién a carbohidrato 6 CBM26 (Rodriguez-Sanoja e al. 2009). Sélo en las
familias de CBMs 26 y 34 se tiene registrado la presencia de SBDs de enzimas de
lactobacilos (Cantarel ez a/. 2009).

La similitud en secuencia entre los modulos de la a-amilasa de Lactobacillus amylovorus y
el CBM26 de la o-amilasa formadora de maltohexaosa (6 glucosas unidas por enlaces a-1, 4)
de Bacillus halodurans, dnica estructura resuelta a la fecha, es muy bajo. Sin embargo, algunos
residuos aromaticos relacionados con la funciéon de unidon estan bien conservados
(Rodriguez-Sanoja et al. 2009). En este analisis estructura-funcion se determiné que la uniéon

del CBM26 se establece con los residuos aromaticos W36, Y23 y Y25. Los anillos aromaticos
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de W36 y Y25 se empalman con los anillos de piranosa de los dos residuos de azucar.
Mientras que los residuos Y23, E77, G76 y Q71 contribuyen estabilizando la unién mediante
puentes de hidrégeno, figura VI (Boraston ez al. 20006).

= 77 G76
O
HOHO H
ﬂ/ Figura VI. Interacciones del CBM26 de
o la o -amilasa de Bacillus halodurans con
maltosa (Boraston ez al. 2000).

Y25 Ho )
OH Y23 W36

i

Para tratar de explicar el reconocimiento de polisacaridos por el dominio de fijacién al
almidén de la a-amilasa de Lactobacillus amylovorns (LaSBD), se investigd la relevancia de
residuos aromaticos conservados en uno de los cinco CBM26. Tres aminoacidos fueron
identificados como esenciales para la unién, dos tirosinas y un triptéfano. Los resultados
mostraron, en contraste con la unica estructura resuelta de la familia CBM26 (Boraston ez al.
2000), que la mutacién de solo un residuo aromatico (W32) en el CBM26 de L. amylovorus
puede eliminar la habilidad de unién. Considerando las redes de multiple interaccion entre el
carbohidrato y el dominio de unién, es de resaltar que la mutaciéon en un solo residuo W32

resulta en el abatimiento de la unién (Rodriguez-Sanoja ez a/. 2009).

Guillén ez al. (2007) establecieron la funcionalidad de los cinco CBMs presentes en la o-
amilasa de Lactobacillus amylovorus. Para ello, se generaron las proteinas correspondientes a 1,
2, 3, 4 y 5 médulos, y se evalué la capacidad de adsorciéon de cada una sobre almidén
insoluble (Figura VII). Se observé que cada médulo que constituye al LaSBD es capaz de
adsorberse al almidén de manera independiente, y conforme se aumentan el nimero de

moédulos en la proteina hay un incremento en la afinidad de manera sinérgica. En la figura
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VII se pueden observar dos comportamientos de adsorcion, el primero formado por 1, 2
moédulos y AmyA, y el segundo formado por 3, 4 y 5 médulos. Cinco CBMs (LaSBD) se
adsorben completamente al granulo hasta una concentracion aproximada de 3 pumol de
proteina mg-! de almidon, a partir del cual se aprecia un cambio en la pendiente de la curva
de adsorcion. En el caso de tres modulos, estos se adsorben completamente hasta una
concentraciéon de 2.5 pmol de proteina mg! de almidon, a partir del cual también se aprecia
un cambio en la pendiente de la curva. El cambio en la pendiente hacia la formaciéon de una

meseta indica la saturacion del sustrato.

Gmax (pmol
Protein Kp (pM) protein/mg K value Kspp/Kmoa SB
starch)
1-Mod 0.21 = 0.011 7.08
2-Mod 029 £0.011 528 0.69

3-Mod 3.38 £ 0.001 6.02+0.002 0.89+0.047 172 141
4-Mod 8.20 £ 0.005 3.27 = 0.002 1.06 = 0.07 144  1.68
SBD 90.9 + 0.015 2.71 = 0.0005 1.53 = 0.06 1 243

a-Amylase 1.28 + 0.004 1.20 + 0.004 041002  3.73

= 81

£
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Figura VII. Isotermas de adsorcion de las diferentes proteinas construidas a partir del LaSBD. Curvas de
unién considerando la proteina libre después del equilibrio; 0, 1-Mod; O, 2-Mod; ¢, 3-Mod; =, 4-Mod; 4,
LaSBD intacto; A, a-amilasa de Lactobacillus amylovorns. En la tabla se presentan las constantes de afinidad
establecidas para cada proteina (Guillén ez 2/ 2007).

Por otra parte, la unién de 1 y 2 médulos presenta una tendencia lineal en donde no se
aprecia saturacion del sustrato incluso a 20 pM de proteina afiadida. Esto puede deberse a

una interacciéon débil con el almidén que podria permitir mayor intercambio molecular

(Guillén et al, 2007).
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Las constantes de afinidad K, (Figura VII) muestran que al incrementar el nimero de
moédulos se obtiene un efecto sinérgico, este fenémeno ha sido observado en celulasas y
xilanasas con dos y tres médulos de unién a carbohidrato (Bolam ef @/ 2001; Boraston ez al.
20006; Linder ez al. 1997). Un aspecto a resaltar es el valor de la constante de afinidad K, de
AmyA que es intermedio a los valores encontrados para 2 y 3 moédulos. Esta evidencia
sugiere que la amilasa interacciona en el proceso de adsorciéon al almidén nativo con un
numero menor de médulos a los presentes en el LaSBD. Quizas una disminucién de los

mismos permitirfa conservar la funcionalidad de la proteina en el proceso de adsorcion.

Estudios adicionales han explorado posibles aplicaciones biotecnoldgicas y biomédicas
del LaSBD. Pérez en el 2008 demostrd la capacidad de union al almidén del LaSBD puede
ser transferida a otra protefna no relacionada. En dicho estudio se fusioné hrGFP (ver
anexo) al LaSBD y se observé que la presencia de este dominio no interfiere con el

plegamiento funcional de la proteina ademas de mantener la capacidad de union al almidon.

En un trabajo reciente se utiliz6 el SBD de la a-amilasa de Lactobacillus amylovorus como
un tallo de afinidad para la purificacion de proteinas. Proteinas de diferentes fuentes se
fusionaron al LaSBD y se purificaron por cromatografia de afinidad sobre granulos crudos
de almidon. Con fines comparativos las mismas proteinas se purificaron con el sistema Hisg
y se observo que en todos los casos la purificaciéon con el SBDy, siempre fue mas eficaz que
aquella llevada a cabo por el Hiswg en tres niveles: el grado de recuperacion de proteinas, la

minima presencia de proteinas co-purificadas, y en los costos de purificaciéon asociados con

cada proceso (Guillén e al. 2013).

La influencia de los CBMs en la degradacion de sustratos insolubles es clara. Gilkes ez
al. (1992) mostraron que remover el CBM2a de la xilanasa 10A de Cellulomonas fimi reduce la
actividad hidrolitica en la enzima sobre celulosa microcristalina bacteriana, indicando que la

presencia del CBM mejora la funcién de la enzima.
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En el caso especifico de la AmyA, la presencia de un moédulo adicional respecto a
Lactobacillus plantarum la convierte en una enzima 10 veces mas eficiente en la hidrélisis de

almidén insoluble, con soélo una pequena diferencia en las capacidades de adsorcion

(Rodriguez-Sanoja ez al. 2005b; Santiago et al. 2005).



JUSTIFICACIC)N

Estudios previos, en donde se evalu6 la adsorcion del LaSBD vy versiones deletadas del mismo (1, 2,
3 y 4 CBMs) sobre almidén nativo, revelan que al incrementar el numero de CBMs en una proteina,
la afinidad de la misma por el sustrato insoluble aumenta de manera sinérgica. Asi también, se
encontr6 que la constante de afinidad calculada para AmyA es intermedia a la de las proteinas
conformadas por dos y tres CBMs, este hallazgo sugiere que AmyA se adsorbe al sustrato insoluble
con un numero menor de moédulos a los que posee en su estructura. Si el cambio en el
comportamiento de adsorcion es a partir de tres CBMs, es posible que este nimero de moédulos
permita adsorber proteinas a los granulos de almidon. Asi, el presente estudio contribuye a entender
la presencia de multiples CBMs en glucésido hidrolasas, al mismo tiempo que beneficia las
aplicaciones biotecnolégicas que se desarrollan en torno al LaSBD.

OB]ETIVOS

General

Determinar la funcionalidad de tres CBM26 del LsSBD para adsorber proteinas a los
granulos de almidon.

Especificos

~ Investigar si la fusiéon de tres CBMs al dominio catalitico de la a-amilasa de
Lactobacillus amylovorns (LaDC-CBM26X3) permite la unién y restablecimiento de la
actividad amilolitica sobre el sustrato insoluble.

~ Comparar la adsorcién y actividad amilolitica de la proteina LzZDC—-CBM26X3 sobre
almidon nativo, respecto a AmyA.

~ Construir y determinar si la proteina de fusiéon proteina verde fluorescente-tres
moédulos de unioén al almidén (hrGFP-CBM26X3) es capaz de adsorberse al almidon

nativo.

HIPC)TESIS

Si tres CBM26, en una proteina de fusion, confieren la afinidad suficiente para adsorber proteinas
sobre almidén nativo, entonces la fusién de estos moédulos al ILaDC restablecera la actividad
amilolitica del sustrato insoluble y, por su parte, la fusiéon a hrGFP permitira la inmovilizacién de la

proteina en el granulo y su consecuente fluorescencia.
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MATERIALES Y METODOS

Estrategia General

Proteina ILaDC- Proteina hrGFP-
CBM26x3 CBM26x3
Amplificacién y Clonacion del gen
clonacién del LaDC CBM26x3
[ I
I

Subclonacion del gen
hrGFP en el vector
LaDCy CBM26x3 CBM26x3 pQE-31

Fusion de los genes

Expresion y
purificacion de las
proteinas

Actividad amilolitica (LaDC-
CBM26x3 y AmyA).

Ensayos de adsorcién (ambas
proteinas).

El presente esquema indica la estrategia general empleada en este estudio, la proteina L.aDC-CBM26X3 fue construida en
el vector pET-15b mientras que la proteina hrGFP-CBM26X%3 en el vector pQE-31, esto fue a través de la ligacion de los
genes correspondientes. Los genes LaDC y CBM26X3 fueron obtenidos por PCR a partir del gen AmyA y hrGFP a
partir del vector pIRES-hrGFP-1? (Pérez, 2008) ver anexo. La adsorcién de las proteinas sobre almidén insoluble fue
determinada mediante ensayos cualitativos e isotermas de adsorcion. La actividad amilolitica de LaDC-CBM26X%3 y
AmyA fue evaluada mediante el método DNS.



Plismidos

El mapa de los vectores utilizados para la clonacion, construccion y expresion de las fusiones

se ilustran a continuacion:

Figura VIII. El vector pJET 1.2 Thermo Scientific fue empleado para clonar el producto de PCR del LaDC. eco47IR:
gen letal que permite la seleccion positiva de plasmidos recombinantes. P, uvs: promotor la€UV5. Sitio de clonacién
multiple. Pr7: promotor de la T7 RNA polimerasa. bla (ApR): gen B-lactamasa que confiere resistencia a ampicilina.
rep(pMB1): replicon del plasmido pMB1, responsable de la replicacién del pJET1.2.

pQE30 —-
PQE31 AC
pQE32 -G
.\s
‘E
£ pQE-30, pQE-31,
pQE-32
3.4kb
Col E
pQE-31
Small
Eco RI/RBS 6xHis BamHl Sphl Sacl  Kpnl ch | Sall Pst | Hind IIl
[ ATGAGAGGATCT I AC [GGATCCGCATGCGAGCTCGGTACCCCGGGTCGACCIGCAGCCAAGCTTIAATTAGCTGAG I:l

RGS-His epitope

Figura IX. Vector pQE-31 QIAGEN. Empleado para la expresion de la proteina hrGFP-CBM26X3. 6XHis-tag en el
N-terminal. PT5: promotor T5. lac O: 2 operadores lac. RBS: sitio de unién a ribosoma. ATG: codén de inicio de la

traduccién. MCS: Sitio de clonacién multiple. Col E1: Origen de replicacién, pBR322. Ampicillin: gen B- lactamasa que
otorga resistencia a ampicilina.
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Bsa 1(4774)
Ahd 1(4713)

PET-15b

AlWN 1(4236) (57080p)

BspLU11 1(3820)
Sap 1(3704)
Bst1107 1(3591)

Acc 1(3590)

BsaA 1(3572)

Tth111 1(3565)

Bpu10 I(2926)
4 Msc I(2791)

Figura X. Vector pET-15b (Novagen). Empleado para la produccién de la proteina LLsDC-CBM26X3. T7: promotor
T7. Sitio de clonacion multiple (Ndel-BamHI). Terminador T7. Jacl: gen del represor lacl, ori: origen de replicacion

pBR322. Ap: gen de la B- lactamasa que otorga resistencia a ampicilina.

Proteina 1.aDC-CBM26 X3

Construccion del plasmido LaDC-pET22b

El gen AmyA esta contenido en el vector pLPCR 2-3, a partir del cual se amplifico el
dominio catalitico (LaDC) con sitios BazHI flanqueantes (Figura XI). Se probé afadir a la
reaccion diferentes concentraciones de MgSOy4 (1, 1.5, 2 y 2.5 mM), DNA molde (100, 10 y 1
ng) asi como diferentes temperaturas de alineamiento. La mezcla de reaccién en la que se
obtuvo mayor cantidad de fragmento amplificado se muestra en la tabla I, los
oligonucleétidos empleados y el ciclo de amplificacién se muestran en la figura XI. Se analizé
el producto de PCR por electroforesis en gel de agarosa al 1% y la banda correspondiente en
peso al LaDC fue purificada por columna de fibra de vidrio, el DNA fue resuspendido en
agua libre de nucleasas y ligado al vector pJET 1.2 (Thermo Fisher Scientific).
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Tabla I. Mezcla de reaccién para la amplificacién del LaDC.

Ct
Agua libre de nucleasas Cbp 25 ml
Tampon 10X Pfu sin MgSOy4 1X
Tampon MgSO, 2.5 mM
dNTPs 10 mM 0.2mM
Primer Fw 25mM 0.8 mM
Primer Rev 0.8 mM
DNA molde 100 ng
Pfu DNA polimerasa (Thermo Scientific) 10

El LaDC fue subclonado BamHI/BamHI en el vector de expresion pET-22b
(Novagen), el sentido del inserto fue determinado mediante ensayos de restriccion,
obteniéndose LaDC-pET22b para verificar su expresion en el sistema Escherichia coli
BL21(DE3). La actividad amilolitica del dominio catalitico fue corroborada 7z sitn en un

zimograma.

57 ..TCTTTTGAAATTGTTCACTTGGCCAAGCTGCAGTTTCAATATTTTAATAA

AGGGGGCAGTAAAAAEAAAAAAAAGAAAAGTTTCTGGCTTGTTTCTTT...
810 g AT CClepNe A

TACAATTCAAGGACGTGAAGTTGTTGTTCTTTACGGEELVISSAACAAGCA
Rev ’

GCAGCAGTACAACAACAGAAACTAAAAAGGTTTATTTTGAAAAGCCTTCA.. 3~

25 ciclos
95°C 95°C
72°C 72°C
5:00 min | 0:30 min
59°C 2:00 min 15 min
1:00 min
4°C

Figura XI. Oligonucleétidos y ciclo de amplificacién para el LaDC.
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El zimograma se realizé mediante la tinciéon con solucién KI/T. Para renaturalizar a la
enzima el gel se lavo con agua destilada y con tampén citrato-fosfato 0.1M pH 5.0 (2 lavados
de 15 min), se adicioné tampoédn fresco y se dejé durante una noche a 4°C. A la manana
siguiente se incub6 2 h a temperatura ambiente con almidén soluble Prolabo al 1% en

tampon citrato-fosfato 0.1M pH 5.0. Finalmente el gel se tifi6 con KI/I- dilucién 1:8.

Construccion del plasmido LaDC-CBM26X3 pET15b

Para realizar la construccion LaDC-CBM26%3 en pET15b, primero el gen CBM26X3 se
obtuvo del plasmido CBM26%3 pQE-31 (Guillén ez al. 2007) y se subcloné en el vector pET-
15b en los sitios BazHI/Bpu1102. Se verifico la construccion por restriccidon y secuenciacion,

ademas de la expresion de la proteina CBM26X3 por Western Blot con un anticuerpo anti-

His (Roche).

Por otro lado, el LaDC fue obtenido por digestion BamHI1/BamHI del vector LaDC-
pET22b. Manteniendo la anatomfia de la amilasa nativa, el LaDC fue clonado hacia el 5’ de
las tres unidades repetidas, en el sitio BazHI. El sentido del inserto fue determinado
mediante digestion enzimatica, Beul y PsA. La proteina fue expresada en Escherichia coli

BL21(DED3) y la actividad amilolitica verificada en zimograma.

Expresion y purificacion: proteina LaDC-CBM26 X3

La produccion de la proteina se realiz6 a partir de 1L de cultivo de Escherichia coli BL21(DE3)
transformada con el plasmido LaDC-CBMZ26X3 pET-15b en un matraz Fernbach con medio
LB-amp 100pg mll. Este cultivo fue inducido a una DOg00=0.6-0.7 con 0.4mM de isopropil-
B-D-1-tiogalactopiranésido  (IPTG) a 29°C y 150 rpm (New Brunswick Scientific

Psycrotherm Edison N. J. USA Controlled environment incubator shaker) durante 12 h.
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La biomasa del cultivo fue obtenida mediante centrifugaciones sucesivas de 10 min a
11,000Xg y resuspendida 10 ml de tampoén de lisis, tampén citrato-fosfato 0.1M pH 5.0 con
10mM de B-mercaptoetanol y tritén X-100 al 1% mas lisozima 1 mgml! e inhibidor de
proteasas (Cocktail Sigma S8820 1X, 1:500). Las células fueron rotas por sonicaciéon (Vibra-
Cell Sonics & Materials Inc.) mediante 3 ciclos sucesivos de 15 y 20 seg a 60 Hz alternando
con 1 min de enfriamiento en hielo. El sobrenadante fue centrifugado a 4°C por 30 min a
38,000%g y fue filtrado por una membrana de 0.45 pm (Millipore), se adicioné maltosa a una

concentracion final de 20 mM.

Aprovechando la presencia de los tres CBM20, la proteina fue purificada usando el
sistema AKTA Prime GE Healthcare por cromatografia de afinidad a B-ciclodextrina en una
columna de Sefarosa 6B epoxi-activada (16X35mm). Después de lavar la columna con
tampon citrato-fosfato 0.1M pH 5.0 a flujo 1 mlminl, la proteina unida fue eluida con 9
mgml?! de B-ciclodextrina en tampén citrato-fosfato 0.1M pH 5.0. El flujo fue constante
durante el proceso, 1 mlmin-l. Las fracciones obtenidas fueron analizadas por SDS-PAGE y
dializadas empleando una membrana de 50 kDa y 4L de tampon citrato-fosfato 0.1M pH 5.0
en agitacion constante (muy ligera) a temperatura ambiente durante 6 h. La pureza y el estado
de la proteina después de dializar fue corroborada por SDS-PAGE y tincién con azul de

Coomasie.

La cuantificacién de la proteina pura fue por absorciéon a 280 nm, haciendo uso de la
ley de Lambert y Beer (Simonian, 2002), la cual se expresa como A= *C*/ donde A es la
absorbancia, ¢ es el coeficiente de molar de una especie dada, C es la concentracion de la

especie responsable de la absorcion y /es el camino 6ptico en cm.
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Adsorcion al almidin insoluble: proteina 1.aDC-CBM26 %3

Los ensayos de adsorciéon consisten en agregar a una cantidad constante de almidén
insoluble, diferentes cantidades de la proteina soluble, incubar a 4°C hasta el equilibrio y por
absorcion a 280nm cuantificar la proteina libre en el sobrenadante (Guillén ez a/. 2007,

Rodriguez-Sanoja e al. 2000).

1.- Preparacion de la suspension de almidon: 2g de almidén de maifz insoluble Sigma-
Aldrich (§4180-500G) fueron lavados 3 veces con 20 ml de tampén citrato—fosfato 0.1M pH
5.0 y finalmente resuspendidos en 100 ml del mismo tampoén (Guillén ez a/. 2007; Rodriguez-

Sanoja ez al. 2000).

2.- Las muestras se prepararon como se indica en la tabla I, en donde diferentes
volumenes de la proteina pura y dializada fueron adicionados a 30ul de la suspensiéon de
almidén y llevados a un volumen final de 60ul con tampén citrato-fosfato 0.1M pH 5.0.
Como control de la proteina total afiadida en cada tubo, igual nimero de muestras sin

almidén fueron preparadas.

3.- Se permiti6 la interacciéon durante 30 min a 4°C en agitacion suave. Finalmente la

muestra fue centrifugada para cuantificar a la proteina en el sobrenadante.

La concentracion de la proteina total y libre fue determinada por absorbancia a 280 nm
(Eppendorf BioPhotometer) , empleando el coeficiente de extincién molar teérico ()
obtenido en ExPASy (http://ca.expasy.otg/) ProtParam. La cantidad de proteina adsorbida
al granulo es la diferencia entre la proteina total y la libre. Los valores de € usados fueron los

siguientes: para AmyA 207680 M-' cmy para el LaDC-CBM26%3 167540 M1 cm-.
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Tabla II. Muestras preparadas para el ensayo de adsorcion, Ve=60 pl.

Muestras con almidén Muestras sin almidén
Tubo T. citrato- T. citrato-
Suspensién de  fosfato 0.1IM  Proteina  fosfato 0.1M Proteina
almidén 1% pH 5.0 pH 5.0 Abs280 = 1

ul pl pl o pl
1 30 30 0 60 0
2 30 28 2 58 2
3 30 26 4 56 4
4 30 24 6 54 6
5 30 22 8 52 8
6 30 20 10 50 10
7 30 18 12 48 12
8 30 16 14 46 14
9 30 14 16 44 16
10 30 12 18 42 18
11 30 10 20 40 20
12 30 8 22 38 22
13 30 6 24 36 24
14 30 4 26 34 26
15 30 2 28 32 28
16 30 0 30 30 30

La afinidad de la proteina por el almidéon fue analizada mediante isotermas de
adsorcién. El andlisis lineal de acuerdo a las mediciones de la relacion Michaelis/Langmuir,
este modelo es cominmente empleado para describir el fenémeno de adsorcién de las

glucosido hidrolasas (Guillén ez 2/ 2007):

qg[[/q :KD X q”mx/(l +I<p><q) ................................... (1)

en donde gad es la proteina adsorbida (umol de proteina mg! de almidén), ¢ es la proteina
libre en soluciéon (UM), K, es la constante de adsorcion de Langmuir y gua €s la maxima
cantidad de proteina adsorbida por el sustrato (Kyriacou & Neufeld, 1988; Su ez a/. 2012;
Yoshida ez a/. 2010). La ecuaciéon de Langmuir presume que la superficie de adsorcion es

homogénea y no hay interaccion entre las moléculas adsorbidas (Guillén e a/. 2007).
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Con el programa GraphPad Prism 1 ersion 4.0 se realizé un analisis de regresion no lineal

clasico, empleando la ecuacion:

Y =B X/ (Kt X) oo @)

que describe la unién de un ligando a su receptor (D Auria ez a/. 2009; Elloway ez al. 2004).
Bhax €s la maxima union especifica expresada en umol de proteina adsorbida mg-!' de almidén
y representa la unidn especifica extrapolada a muy altas concentraciones de proteina libre. Ky
es una constante de unién en el equilibrio que mide la fuerza de unién entre la proteina y el
ligando, refiere la concentracién de proteina libre requerida para lograr la mitad de la maxima
unién. El modelo empleado asume que todos los ligandos estan igual de accesibles a la
proteina, que la unién no altera al ligando 6 a la proteina, no permite mas de un estado de
afinidad o estados de parcial unién, y que la uniéon es reversible (Bagchi ez 2/ 2013; Motulsky

& Christopoulos, 20006).

a-amilasa de Lactobacillus amylovorus
Purificacion

La a-amilasa nativa (AmyA) se obtuvo directamente de un cultivo de Lactobacillus amylovorus
NRRL-B-4540 Agriculture Research Service culture collection, U.S. Department of
Agriculture Peoria. Bacteria aislada de una fermentacién de maiz en USA por Nakamura en
1981. L. amylovorus se preinocul6 al 5% en un volumen de 10 ml de medio MRS (ver anexo)
con almidén al 2% y se incubd a una temperatura de 29°C durante 24 h en el equipo New
Brunswick Scientific Psycrotherm Edison N. J. USA Controlled environment incubator
shaker. Los cultivos de este microorganismo se realizan en ausencia de agitacion. El segundo
cultivo fue a partir de este ultimo inoculando al 1% 10 ml de medio MRS, 12 h a 29°C. El
preinéculo de 12 h se adicioné a 1. de medio MRS mas almidén contenido en un matraz
Fernbach, y se incubé por 16 h a 29°C (Ramirez, 2010). El sobrenadante del cultivo fue

obtenido mediante centrifugacion a 11,000Xg durante 25 min, y filtrado usando una



membrana de 0.45 pm (Millipore). Al volumen filtrado se agregd inhibidor de proteasas
(cocktail Sigma S8820 1X, 1:500).

La proteina AmyA fue purificada del sobrenadante por cromatografia de afinidad como
se describe en el estudio de Rodriguez-Sanoja e 2/ (2000) usando una columna de Sepharosa
6B (16X35 mm) epoxi activada acoplada a B-ciclodextrina. El flujo se mantuvo constante
durante el proceso, 0.8 mlmin-!. Los lavados se realizaron con tampén citrato-fosfato pH5,
0.1 M y la eluciéon con 9 mgml! de B-ciclodextrina en citrato-fosfato pH5 0.1 M. Se

obtuvieron fracciones de 0.5 ml.

El analisis de las fracciones obtenidas se realiz6 en SDS-PAGE 10%, aquellas de mayor
pureza fueron mezcladas y dializadas. En la dialisis se emple6 una membrana de 50 kDa y 4L
de tampoén citrato-fosfato pH5, 0.1M. Posterior a la dialisis, se corroboré la estabilidad y

pureza de la enzima en SDS-PAGE 10%.

Alctividad amilolitica sobre almidon soluble por el método Y odo-Y oduro

Se midi6 la actividad amilolitica de AmyA y LaDC-CBM26%3 sobre almidén soluble por el
método Yodo-Yoduro (KI/I") en complejo con el almidén. El ién yoduro I- se intercala

entre las hélices de la amilosa generando una coloracién azul, la ausencia de color indica

mayor grado de hidrdlisis (Giraud ef a/. 1993).

Se construy6 una curva patréon con almidén soluble Prolabo, en concentraciones de 1-
12.5 mgml! (Tabla III). A cada muestra de la curva patrén se adicioné 2.4 ml de solucion

yodo-yoduro, después de homogeneizar se leyé en el espectrofotémetro a 620 nm.

En las pruebas de hidrdlisis de ambas enzimas, se incubaron 80ul de solucién de
almidén (12.5 mgml! en tampén Citrato-fosfato 0.1M pH 5.0) con 10ul de la enzima pura

correspondiente, se incubd a 63°C por 10 min y se detuvo la reacciéon con 10ul de solucion
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de acido sulfarico 2N, seguido del enfriamiento en hielo. A cada tubo, control y muestra, se
le agregaron 2.4 ml de solucién yodo-yoduro al 4%, los tubos se agitaron en voértex y se
leyeron en el espectrofotémetro a 620 nm. Los datos obtenidos de la hidrolisis enzimatica de

ambas proteinas se aplicaron a la relacion (1) de actividad amilolitica siguiente:

U/ml = (DO control- DO muestra)X(1/p) X3

Donde: U es la cantidad de enzima necesaria para hidrolizar 10 mg de almidén en 30 min.
1/p: es el inverso de la pendiente de la cutva patrén de almidén (p 6 m en la ecuacion
y=mx+b). DO control: densidad 6ptica del control con la amilasa y almidén sin hidrolizar.
DO muestra: densidad 6ptica de la muestra con la enzima y almidén hidrolizado. 3: Tiempo
teérico 30 min. Aproximadamente 7 unidades de enzima, calculadas a través del método

yodo-yoduro, fueron empleadas en las pruebas de aztcares reductores.

Tabla III. Curva estindar de almidén, determinacién de actividad amilolitica por método KI/I-.

Tubo Concentracién almidén Stock almidén (12.5 mg ml1) Citrato-fosfato 0.1M

mg ml! ul pH 5.0 ul
1 0 0 100
2 1 8 92
3 2 16 84
4 4 32 68
5 6 48 52
6 8 64 36
7 10 80 20
8 12.5 100 0

Tabla IV. Muestras preparadas para determinacién de actividad amilolitica por método KI/T-.

Blanco Muestra
Stock almidén 80 ul Stock almidén 80 ul
H,SO4 2N 10 pl Enzima 10 ul
Enzima 10 wl Incubar a 63°C durante 10 min 2 300 rpm. Enfriar en hielo.
Solucién Yodo—Yoduro 4% 2.4 ml H2S804 2N 10 ul
Solucién Yodo—Yoduro 4% 2.4 ml

El H,SO4 2N detiene la reaccion.
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Actividad amilolitica sobre almidon insoluble por el método del dcido 3 *-5 "-dinitrosalicilico

La actividad de AmyA y LaDC-CBM26X3 de Lactobacillus anmylovorus sobre almidén insoluble
fue determinada midiendo el aumento de azuicares reductores liberados por la hidrélisis
enzimatica de almidén de maiz a diferentes tiempos de incubacién, en condiciones 6ptimas
de pH y temperatura, 5 y 63°C respectivamente (Rodriguez-Sanoja e a/. 2000). Los aztcares
reductores se cuantificaron por el método del acido 3°-5"-dinitrosalicilico (DNS) empleando
glucosa como estandar (Miller, 1959, Rodriguez-Sanoja e# /. 2000). Las muestras de la tabla

V fueron preparadas para la obtencién de la curva estandar.

Se preparé un stock de almidoén insoluble con citrato-fosfato 0.1M pH 5.0 de 12.5 mg
ml'. La metodologia descrita a continuacién alterna con periodos de enfriamiento. La
reaccion se llevo a cabo de la siguiente manera: 40 pl stock almidén insoluble en presencia
de 5 ul de enzima L.aDC-CBM26X3, incubacién por 10, 15, 20, 30, 60, 90 y 120 min a 63°Cy
300 rpm en un Thermomixer comfort Eppendorf. La reaccién se detuvo con la adicién de
250 pl del reactivo DNS y 205 ul agua destilada esterilizada para inmediatamente hervir las
muestras por 10 min. Se llev6 a un volumen final de 2.5 ml con agua destilada y la lectura de

las muestras se realizé a 550 nm.

Tabla V. Curva estindar de glucosa, determinacion de actividad amilolitica por método DNS.

Tubo Glucosa [mol] Stock de glucosa (1 mg ml1) H,O Reactivo DNS
ul ul ul

1 0.1 25 225

2 0.2 50 200

3 0.4 100 150 250

4 0.6 150 100

5 0.8 200 50

6 1 250 -

*Hervir 10 min — enfriar — V¢ =2.5 ml con H,O — Lecturas 550 nm
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Proteina hrGFP-CBM26 X3

Construccion del plasmido hrGFP-CBM26X3 pQE-31

El gen de la proteina verde fluorescente del organismo marino Renilla reniformis (hrGFP) se
obtuvo por PCR a partir de vector pIRES-hrGFP-17 se adicionaron sitios de corte BazHI
flanqueantes que permitieron subclonarlo en el vector de expresion pQE31 (Pérez, 2008). El
gen hrGEP fue ligado hacia el 5° de los médulos en el vector CBM26%3 pQE-31 mediante el
sitio de corte BazzHI. El sentido de la inserciéon fue determinada por PCR empleando los
oligonucleétidos forward del vector pQE31 pQE-31 I1/1v
CGGATAACAATTTCACACAG (QIAGEN) 'y el reverse del gen /MrGEFP
CCTGCACGAGTGGGTGGATCC (Pérez, 2008). La construcciéon fue verificada por

restriccion y secuenciacion.

Expresion: Proteina hrGFP-CBM26X<3

La producciéon de la proteina hrGFP-CBM26X3 fue evaluada en diferentes cepas de
Escherichia coli (XL-10 Gold, BL21(DE3) y M15) y diferentes condiciones de cultivo debido a
la baja expresion de la proteina. En todos los casos se prepararon 5 ml de cultivo en medio
LB-amp 100 ugml'! en tubos de rosca de 15 ml. Los cultivos se indujeron a 0.6-0.7 de DOgo0
en presencia de diferentes concentraciones de inductor IPTG (0.2, 0.4, 0.5y 1 mM) a 29°Cy
25°C en agitacion constante, 150 rpm en el equipo New Brunswick Scientific Psycrotherm
Edison N. J. USA. Ademas, la produccién de la proteina fue monitoreada a diferentes

tiempos de incubacion 8, 12y 16 h.
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La condicién finalmente empleada para la produccion de esta proteina fue en la cepa
Escherichia coli X1.-10 Gold inducida con 0.4 mM IPTG a 29°C durante 8 h de induccion.
Para obtener mas proteina soluble, se prob6 la adicion del detergente i6nico Sarkosyl 1% y
glicerol al 1%. La adicién de glicerol al medio de cultivo es empleado para aumentar la
cantidad de proteina soluble ya que interactia formando una interfase anfifilica entre
residuos hidrofébicos de la proteina y el ambiente polar (Vagenende ez a/. 2009). En el caso
del Sarkosyl, este fue adicionado al tampén de lisis, su uso es comun en procedimientos que
implican prevencién e interrupcion de la formacion de coagregados por lisis, induce la
estabilidad de proteinas. Frankel ez a/ (1991) describe que estos métodos pueden ser utiles
para proteinas que se convierten en insolubles después de la expresiéon bacteriana. La

producciéon de la proteina fue analizada por el reconocimiento del anticuerpo anti-His

(Roche).

Aldsorcion al almidin insoluble: proteina hrGFP-CBM26X3

Las células de 1L de cultivo (en matraz Fernbach) de Escherichia coli X1.-10 Gold
transformada con el plasmido hrGFP-CBM26%3 pQE-31 en medio LB-amp 100 pugml,
inducido a 0.6-0.7 DOgoo con 0.4 mM de IPTG e incubado durante 8 h a 29°C y 150 rpm en
el equipo New Brunswick Scientific Psycrotherm Edison N. J. USA, fueron obtenidas por
centrifugacion a 21,000Xg durante 20 min y resuspendidas en 10 ml de tampén de lisis,
tampon citrato-fosfato 0.1M pH 5.0 con triton X-100 al 1% mas lisozima 1 mgml! e
inhibidor de proteasas (Cocktail Sigma S8820 1X, 1:500). La fraccién intracelular fue
obtenida mediante sonicacién en el equipo Vibra-Cell Sonics & Materials Inc., mediante 3
ciclos sucesivos de 15 y 20 seg a 60 Hz alternando con 1 min de enfriamiento en hielo. El
lisado obtenido fue filtrado por una membrana de 0.22 pm (Millipore) y empleado en las

posteriores pruebas cualitativas de adsorcion.
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Diferentes volumenes del lisado celular (50, 100 y 200 pl) fueron puestos en contacto
con 500 y 1000 pg de almidén de maiz insoluble Sigma-Aldrich (S4180-500G). Se permiti6 la
interacciéon durante una noche a 4°C en agitacion suave (Lab Line maxi rotator).
Transcurrido el tiempo de interaccion, la muestra fue centrifugada para eliminar el
sobrenadante con la proteina no adsorbida, se realizaron tres lavados con 1 ml tampdn
citrato-fosfato 0.1M pH 7.0 al botén de almidén obtenido. La proteina adsorbida al granulo
de almidén fue eluida con 30 pl de solucién de B-ciclodextrina 9 mgml'en tampén citrato-
fosfato 0.1M pH 7 (Aguilera, 2012). Las fracciones eluidas fueron analizadas por SDS-PAGE

y Western Blot con un anticuerpo anti-His (Roche).

Para visualizar la adsorciéon de esta proteina al granulo de almidén, éstos fueron
observados en el microscopio de fluorescencia. La siguiente metodologia se realizod
protegiendo al cultivo y el lisado celular de la luz. Se prepararon 100 ml de cultivo de
Escherichia coli transformada con el plasmido hirGFP-CBM26%3 pQFE-31 en medio LB-amp
100 pgml! inducido a 0.6-0.7 DOgoo con 0.4 mM de IPTG e incubado a durante 8 ha 29°Cy
150 rpm (New Brunswick Scientific Psycrotherm Edison N. J. USA). Las células fueron
obtenidas por centrifugacién a 21,000Xg y resuspendidas en 5 ml de tampoén de lisis, tampon
citrato-fosfato 0.1M pH 5.0 con triton X-100 al 1% mas lisozima 1 mgml! e inhibidor de
proteasas (Cocktail Sigma S8820 1X, 1:500), para obtener la fracciéon intracelular por
sonicacion en el equipo Vibra-Cell Sonics & Materials Inc., mediante 3 ciclos sucesivos de 15
y 20 seg a 60 Hz alternando con 1 min de enfriamiento en hielo. El lisado obtenido fue
filtrado por una membrana de 0.22 pum (Millipore) y puesto en contacto con 50 mg de
almidén de maiz insoluble. Después de la interaccion, el almidén fue lavado 3 veces con 1 ml
tampon  citrato-fosfato  0.1IM pH 7.0 para eliminar cualquier proteina adsorbida
inespecificamente (Pérez, 2008). Finalmente, los granulos de almidén con la proteina
adsorbida fueron observados al microscopio de fluorescencia Olympus modelo BX-51
utilizando un filtro FITC (Filtro de Isotiocianato) con una Camara Olympus DP70 10 Mpx.

Como control se empled el mismo tratamiento con la proteina hrGFP sin CBMs fusionados.
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Produccion proteina hrGFP

Se realiz6 un cultivo de 100 ml de Escherichia coli X1.-10 Gold transformada con el plasmido
hrGFP-pQE-31 en medio LB-amp 100 ugml-! inducido a 0.6-0.7 DOgoo con 0.4 mM de IPTG
e incubado a durante 8 h a 29°C y 150 rpm (New Brunswick Scientific Psycrotherm Edison
N. J. USA). Las células fueron obtenidas por centrifugacion a 21,000Xg y resuspendidas en 5
ml de tampon de lisis, tampon citrato-fosfato 0.1M pH 5.0 con tritén X-100 al 1% mas
lisozima 1 mgml! e inhibidor de proteasas (Cocktail Sigma S8820 1X, 1:500), para obtener la
fraccion intracelular por sonicaciéon en el equipo Vibra-Cell Sonics & Materials Inc.,
mediante 3 ciclos sucesivos de 15 y 20 seg a 60 Hz alternando con 1 min de enfriamiento en
hielo. El lisado obtenido fue filtrado por una membrana de 0.22 pm (Millipore) y puesto en
contacto con 50 mg de almidén de maiz insoluble. Después de la interacciéon el almidén fue
lavado 3 veces con 1 ml tampén citrato-fosfato 0.1M pH 7.0 para eliminar cualquier proteina
adsorbida inespecificamente (Pérez, 2008). Los granulos de almidén tratados con esta

proteina fueron observados al microscopio de fluorescencia descrito con anterioridad.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura XII-A se observa el fragmento amplificado por PCR de aproximadamente 1,500
pb correspondiente al dominio catalitico (LaDC). Aun cuando se partié de un DNA molde
purificado y se probaron diferentes condiciones de amplificacion, el LzDC no fue obtenido
con alta especificidad. El fragmento de DNA amplificado fue clonado en el vector pET-22b
(Novagen) y expresado en Escherichia coli BL21(DE3). La proteina recombinante fue
identificada mediante Western Blot con un anticuerpo anti-His (Roche), se observa en la
figura XII-B. El LzDC tienen un peso molecular de 58.1 kDa y migra entre las bandas de 53
y 78 kDa del marcador pretenido Broad-Range (Bio-Rad).

Actividad

pb  Amplificacién kDa Expresion kDa  amilolitica
10000 —5 Lo 2 209 — 200
-~ 124
3000 — - ! ,
2000 — » T
1500 —pm 8 -
49
1000 N o e
- 45
500 . 28 —
250 20—
—
A B c

D

MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAMDIGINSDPSKMKKKKSFWLVSFLVIVASVFFISF
GFSNHSKQVAQAASDTTSTDHSSNDTADSVSDGVILHAWCWSFNTIKNNLKQIHDAGYTA [, .
VQTSPVNEVKVGNSGSKSLNNWYWLYQPTKYSIGNYYLGTEAEFKSMCAAAKEYNIRIIV S
DATLNDTTSDYSAISDEIKSIPNWTHGNKQISNWSDREDVTQNSLLGLYDWNTQNSQVQT  Aminoacidos: 528
YLKNYLERLISDGASGFRYDAAKHIELPSQYDGSYGSNFWPNITDNGSEFQYGEVLQDSI  Peso molecular: 58.1 kDa
SKESDYANYMSVTASNYGNTIRNALKNRDFTASTLQNFNISVPASKLVTWVESHDNYAND  pI: 5.45
DQVSTWMNNSDIKLGWAVVASRSGSVPLFFDRPVDGGNGTRFPGSSEIGDAGSSLYYDKA
VVAVNKFHNAMAGQSEYISNPNGNTKIFENERGSKGVVFANASDSSYSLNVKTSLADGTY
ENKAGSDEFTVKNGYLTGTIQGREVVVLYGDPNSSSVDKLAAALEHHHHHH

Figura XII. A: Amplificacién del LaDC por PCR, electroforesis en gel de agarosa al 1%; carril 1: Marcador de
peso molecular 1 kb (Thermo Scientific); carril 2: LaDC amplificado. B: Identificacion de la expresién de la proteina
LaDC en Escherichia coli BL21(DE3) mediante el reconocimiento con un anticuerpo anti-His (Roche) C: Ensayo de
actividad amilolitica en zimograma empleando almidén soluble al 1% como sustrato. D: Datos tedricos (ExPASy) y
estructura primaria de la proteina L.zDC, en color rojo se observa el tallo de histidinas incluido por el vector hacia el
carboxilo.



La actividad amilolitica fue comprobada en un zimograma usando almidén soluble
como sustrato, en la figura XII-C se aprecia la banda traslicida correspondiente. Se presenta
ademas la estructura primaria de la proteilna [asDC obtenida en ExPASy
(http:/ /web.expasy.org/), el tallo de histidinas propotcionado por el vector se localiza en el
C-terminal y se encuentra indicado en rojo, figura XII-D. Estos resultados fueron el

antecedente para la obtencion de la proteina recombinante LaDC-CBM26X3.

En la figura XIII-A se muestra la construccion LaDC-CBM26x3 pET-15b digerida
con BamHI que libera el fragmento del LaDC ~1,500 pb, mientras que el fragmento de
~06,700 pb es el gen que codifica a los tres CBM26 mas 5,708 pb del vector pET-15b. La

construccion fue verificada por restriccion y secuenciacion.

La expresion de la proteina LaDC-CBM26X3 no fue detectada mediante Western Blot
usando un anticuerpo anti-His (Roche). A menudo la baja o nula deteccién de la proteina por
Western Blot es atribuida a errores en la metodologia y el uso de reactivos, el uso de un
control positivo puede descartar este tipo de aspectos; de igual forma, la disposicion del
epitopo en una proteina puede influir en la unién de anticuerpos (Jensen, 2012; Alegria-
Schaffer ez al. 2009). Es probable que el tallo de histidinas en la proteina LaDC-CBM26%3
no esté expuesto para ser reconocido por el anticuerpo. Asi, el zimograma fue una
herramienta importante para verificar la expresion de esta proteina, como se puede apreciar
en la figura XIII-B, la proteina L.aDC-CBM26X3 migra a la altura de 100 kDa del marcador
de peso molecular Broad Range (Bio-Rad). En la misma figura se aprecian los valores

teéricos obtenidos en ExPASy y la estructura primaria de la proteina, XIII-D.
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Proteina [.ZDC-CBM26X3
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MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLEDPSKMKKKKSFWLVSFLVIVASVFFISFGFSNHSKQ
VAQAASDTTSTDHSSNDTADSVSDGVILHAWCWSEFNTIKNNLKQIHDAGYTAVQTSPVNE
VKVGNSGSKSLNNWYWLYQPTKYSIGNYYLGTEAEFKSMCAAAKEYNIRIIVDATLNDTT
SDYSAISDEIKSIPNWTHGNKQISNWSDREDVTQNSLLGLYDWNTQNSQVQTYLKNYLER
LISDGASGFRYDAAKHIELPSQYDGSYGSNFWPNITDNGSEFQYGEVLQDSISKESDYAN
YMSVTASNYGNTIRNALKNRDFTASTLQNFNISVPASKLVIWVESHDNYANDDQVSTWM  Proteina: [.«DC- CBM26%3
NNSDIKLGWAVVASRSGSVPLFFDRPVDGGNGTRFPGSSEIGDAGSSLYYDKAVVAVNKFH  Aminoacidos: 819
NAMAGQSEYISNPNGNTKIFENERGSKGVVFANASDSSYSLNVKTSLADGTYENKAGSDE Peso molecular: 90.429 kDa
FIVENGYLTGTIQGREVVVLYGDPTSSSSTTTETKKVYFEKPSSWGSRVYAYVYNKNTNK pl: 5.1
AITSAWPGKKMTALGNDEYELDLDTDEDDSDLAVIFTDGTKQTPAANEAGFTFTADATYD
QNGVVKKVYFEKPSSWGSRVYAYVYNKNTNKAITSAWPGKKMTALGNDKYELDLDTDED
DSDLAVIFTDGTKQTPAANEAGFTFTADATYDQNGVVKKVYFERTSDSSSTSKKVYFEKPS
SWGSRVYAYVYNKNTNKAITSAWPGKKMTALGNDEYELDLDTDEDDSDLAVIFTDGTKQT
PAANEAGFTFTADATYDQNGVVKKVYFERTSDSSSTSSNS

Figura XIII. Proteina LaDC-CBM26x%3. A: Electroforesis en gel de agarosa al 1%, digestion BamHI de la
construccion LaDC-CBM26X3 pET-15b y liberaciéon del fragmento correspondiente al LaDC~1500 pb. B: Zimograma
empleando almidén soluble al 1% como sustrato para la identificacién de actividad amilolitica de la proteina LaDC-
CBM26X3. C: Datos teéricos (ExPASy) y estructura primaria de la proteina. En rojo se presenta el tallo de histidinas
proporcionado por el vector hacia el N-terminal, en verde la fracciéon correspondiente al LzDC y en azul a los tres
CBM26.

La afinidad por el almidéon que le confieren tres médulos a la proteina LaDC-
CBM26X3 permiten una unién lo suficientemente estable para purificar a la proteina de
fusién por cromatografia de afinidad a B-ciclodextrina en una columna de Sefarosa 6B epoxi-
activada (16X35 mm) usando el sistema AKTA Prime GE Healthcare. La figura XIV-A
muestra el andlisis de las fracciones eluidas en la purificacion de la proteina LaDC-
CBM26X3, los lavados durante este proceso fueron extendidos a 2 h manteniendo un flujo
constante de 1 mlmin!. En la figura XIV-B se evalaa a la proteina después de dializar, se

observa la integridad y pureza para el uso posterior en experimentos de adsorcion.
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Figura XIV. A: Anilisis de las fracciones obtenidas en la purificaciéon de la proteina LaDC-CBM26X3 por

cromatografia de afinidad a B-ciclodextrina, SDS-PAGE 10%. B: Anilisis de la proteina después de dializar en tampé6n
citrato-fosfato 0.1M pH 5, SDS-PAGE 10%.

Aldsorcion al almidin nativo: proteina LaDC-CBM26X%3

Los ensayos de adsorciéon al almidén insoluble se realizaron utilizando concentraciones
crecientes de la proteina en una suspensiéon de almidén de maiz. La cantidad de proteina
unida al almidén fue determinada por la diferencia entre la proteina total anadida y la
proteina libre en solucion (qua=qu - ¢). En la tabla VI se presentan los valores de proteina

total afiadida (¢uwi), proteina libre (¢) y proteina adsorbida por mg de almidén (gua).
Para determinar la constante de unién entre la proteina y el ligando, se linealizé (ver
anexo) la ecuaciéon tipo Michaelis-Langmuir (1) descrita en materiales y métodos,

obteniéndose la ecuacién (3). La isoterma fue linealizada graficando ¢/q. contra ¢. El

coeficiente de correlacion es mayor a 0.9 (figura XV).

G/ Gad = (1/ Gmax) g1/ Ko ™* Gurace v evnveeiiinnn. 3)
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Tabla VI. Datos obtenidos de los ensayos de adsorcion de la proteina LaDC-CBM26X3 sobre almidéon de maiz
insoluble. ¢,,,= proteina total (UM), 4 = proteina libre (UM), ¢,,~ proteina adsorbida al granulo de almidén (umolmg! de
almidén), ¢/¢,~proteina libre/proteina adsorbida al almidén. Se muestran los promedios de dos experimentos por
triplicado.

Groal q Ged 9/ 4ua
uM pM pmol
proteina/mg
almidén
0.545 0.221 0.541 0.409
0.779 0.526 0.421 1.250
1.012 0.621 0.652 0.953
Experimento 1 1.216 0.741 0.790 0.938
1.419 0.803 1.026 0.782
1.679 1.198 0.801 1.495
1.899 1.358 0.901 1.507
2.131 1.559 0.954 1.634
2.332 1.625 1.177 1.381
2.612 2.037 0.958 2.126
2.858 2.217 1.068 2.077
3.048 2.467 0.968 2.548
3.315 2.599 1.193 2.179
0.549 0.325 0.374 0.870
0.759 0.426 0.555 0.767
0.964 0.554 0.684 0.810
1.163 0.702 0.768 0.915
1.305 0.887 0.697 1.271
Experimento 2 1.524 0.992 0.886 1.119
1.825 1.147 1.120 1.024
1.905 1.317 0.980 1.344
2.073 1.505 0.947 1.589
2.250 1.694 0.927 1.826
2.482 1.901 0.969 1.962
2.776 2.011 1.270 1.583
2.967 2.247 1.201 1.871

Los valores de K, y gumax fueron calculados ajustando los datos de las isotermas a la
ecuacion 3 (Kyriacou & Neufeld, 1988). El valor de K, (WM) para la proteina que comprende
tres CBM26 es 3.378 £ 0.001, mientras que LaDC-CBM26%3 presenta una K, de 1.53 + 0.27
y AmyA de 1.282 * 0.004. De acuerdo a esta constante que mide la afinidad de la enzima por
el sustrato, CBM26%3 es la proteina mas afin al almidén de las tres comparadas, y

sorprendentemente la adsorcion de las proteinas LaDC-CBM26%X3 y AmyA es semejante.
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Respecto a los valores de proteina maxima adsorbida 6 gmax (Tabla VII), expresados en
umoles de proteina adsorbidos por mg de almidén, parecen estar ligados a tamafio de la
proteina, tomando en cuenta que la cantidad de proteina unida es directamente proporcional
a la superficie disponible en el granulo de almidén. Es decir, la proteina mas pequefia de las
evaluadas (CBM26%3) logra unir mayor cantidad de moles en una superficie constante de
almidén que proteinas de mayor tamafio como LaDC-CBM26X3 y AmyA. Los valores de

gmaxy Ky se resumen en la tabla VII.

y = 0.7648x + 0.4216  y = 0.6784x + 0.5301 y = 0.8334x + 0.6502 y = 0.166x + 0.0491
R?=0.908 R?*=10.928 R?=0.979 R?=10.992

LaDC-CBM26%3 Exp. 1
LaDC-CBM26%3 Exp. 2
CBM26%3

¢ > B ©

Am yf\

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0
g (M)

Figura XV. Analisis lineal de la adsorcién al almidén de la proteina LaDC-CBM26X3 (azul y rojo); y proteinas
AmyA (morado) y CBM26X3 (verde). Se presenta el grifico de proteina libte 6 ¢ (UM) contra proteina libre/pumoles de
proteina adsorbida por mg de almidén (7 /¢,

Tabla VII. Paraimetros de unién obtenidos ajustando los datos de las isotermas a la ecuacién (3). Proteinas
CBM26X3, AmyA y LaDC-CBM26X3.

K, Grax
Proteina uM umol proteina mg-!
almidén
CBM26x3 3.378 £0.001 6.020£0.002
LaDC-CBM26xX3 1.53 + 0.27 1.40 + 0.09
AmyA 1.282 £0.004 1.20 £0.004
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En la figura XVI se muestra el comportamiento de adsorcion no lineal de las proteinas
LaDC-CBM26%3, AmyA y CBM26X3. El grafico se construyé tomando en cuenta la
concentraciéon de protefna libre o no adsorbida en el equilibrio (WM) como variable
independiente y la cantidad de proteina adsorbida por mg de almidén como wvariable
dependiente. El cambio en la pendiente de la curva hacia la formacién de una meseta indica
la saturacion del sustrato, esto en funcién del aumento en la concentraciéon de proteina
afiadida. La Ky (2) calculada representa la concentraciéon de proteina libre a la que se tiene la
mitad de la maxima adsorcién, expresada en términos de la variable independiente. De tal
forma que, mientras mayor sea la afinidad de la proteina por el sustrato, existe menor

concentracién de proteina libre en el equilibrio y menor es el valor de K.

7_
6_
‘0
=]
“Q
= 5+
£
<
(]
e}
& 4 o CBM26x3
= e L[aDC-CBM26x3
~E ] AmyA
3
3
(=W
(]
e}
=] 4
g 2
=
[ ] 9
14 g =

T

T T T T T T T T T T T 1
000 025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 3.00 3.25
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Figura XVI. Isotermas de adsorcién considerando a la proteina libre después del equilibrio. Los valores de K,
(UM) obtenidos son: ™ o-amilasa de Lactobacillus amylovorus (AmyA) K, = 0.86£0.01; ® LaDC-CBM26X3 K, = 0.66+0.07;
" CBM26X%3 K, = 0.4310.04. Datos ctudos de CBM26X3 y AmyA tomados de Guillén ez 2/ 2007.
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Como se puede observar en la figura XVI, las proteinas AmyA y LaDC-CBM26 X3
presentan un comportamiento de adsorcion semejante entre ellas y notoriamente diferente al
de tres médulos (CBM26X3). El valor de Ks obtenido para la proteina L.aDC-CBM26X3 es
0.66£0.07, mientras que para CBM26X3 es de 0.43%£0.04 y AmyA de 0.86%0.16. Los
coeficientes de correlacion en todos los casos son mayores a 0.9. El valor mas bajo de Ky es
de la proteina formada por tres médulos (CBM26X3), de acuerdo a este analisis es la

proteina mas afin al almidén de las tres comparadas.

Es importante tomar en cuenta que los moles de proteina unida a una superficie
constante de almidén dependen del tamafio de la proteina, observandose asi un decremento
en el valor de B (Umol de proteina adsorbida mg! de almidén) con el incremento del peso
molecular. El valor de B calculado para cada proteina se presenta en la tabla VIII, en

donde se aprecia la relacion de los valores de B, con el tamafo de la proteina, asi el valor de

Bhax para LaDC-CBM26x%3 es intermedio al de CBM26x3 y AmyA.

Tabla VIII. Parimetros de unién obtenidos ajustando los datos de las isotermas a la ecuacién (2). Proteinas
CBM26%3, AmyA y LaDC-CBM26X3.

Ky Boax
Proteina uM pumol proteina mg-!
almidén
CBM26x%3 0.43%0.04 6.23%0.26
LaDC-CBM26X%3 0.66x0.07 1.38+0.09
AmyA 0.86x0.16 1.22+0.07

Para analizar las pequefias diferencias en la adsorciéon al almidén de las enzimas AmyA
y LaDC-CBM26X3, se realiz6 un analisis estadistico mediante la prueba “t- de student”de los
parametros de unién obtenidos. De acuerdo al analisis de este nimero de datos, se
determiné que no hay diferencia significativa entre el comportamiento de adsorciéon de

ambas proteinas.
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Si se observan las constantes K, y Ky obtenidas a partir de los modelos descritos con
anterioridad (Tabla VII y VIII), la proteina L.aDC-CBM26X3 no muestra valores de afinidad
iguales o altamente cercanos a los obtenidos para la proteina CBM26%3. Esto insintda (como
sucede en AmyA) que no todos los CBMs que forman a esta enzima interaccionan
simultaneamente con el almidén en el proceso de adsorciéon. De acuerdo con estas
constantes, la interacciéon de AmyA y LaDC-CBM26X3 con el almidén insoluble esta

soportada por menos de tres médulos.

Cuando se observé el comportamiento de adsorcion de la amilasa nativa (AmyA) en el
estudio de Guillén ez a/. 2007, surgieron dos hipétesis al respecto. Una de ellas es que los
cinco CBMs presentes en AmyA no interaccionan simultineamente en el fenémeno de
adsorcion debido a un impedimento estérico por parte del LaDC. La segunda hipotesis es
que parte de la estructura del LsSBD funge como un espaciador, ya que en glucoamilasas
(Shu-Chuan e al 2007) y celulasas (Beckham e 4/ 2010) se han observado regiones
espaciadoras de considerable movilidad que conectan al dominio catalitico con el CBM.
Estas regiones son importantes debido a que median la unién al sustrato (Williamson e# al.
1992) y son abundantes en cierto tipo de residuos (S, T y P). AmyA posee dos regiones ricas
en Sy T que flanquean al L.sSBD, no obstante, son pequenas para ser consideradas como
espaciadoras. Si alguno(s) de los CBM26 en AmyA fungiera(n) como un espaciador, se
esperaria que la constante que mide la afinidad de la proteina por el sustrato de LaDC-

CBM26X3 presentara un valor menor a la encontrada para AmyA.

Indudablemente la presencia de tandemes de CBMs en glucdsido hidrolasas es una
respuesta evolutiva que favorece el aprovechamiento de polisacaridos. La presencia de
multiples CBMs es frecuente en GHs de organismos que crecen en ambientes con altas
temperaturas, por lo que se ha propuesto que representa una respuesta evolutiva para
compensar la pérdida de afinidad debido a la temperatura; estudios en enzimas de
organismos termofilos muestran efectos sinérgicos en la adsorcion al sustrato, ademas de que

pueden conferir especificidad hacia otros sustratos.
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En el triplete de CBMG6 de la xilanasa de Clostridium stercorarium, que no son idénticos en
secuencia, se encontré que cada unidad puede otorgar diferente especificidad de unién y que
combinaciones en tandem de estos moédulos se unen cooperativamente a polisacaridos,
incrementando de 20 a 40 veces la afinidad de los médulos individuales (Boraston ez al.
2002). Algunos ejemplos de proteinas termoestables con mas de un CBM en sus estructura
son: la xilanasa de Rhodothernus marinus con dos CBM4 (Abou Hachem e7 a/. 2000), xilanasa
11A de Cellulomonas fimi con dos CBM2 (Bolam ez al. 2001), Acidothermus cellulolyticus 11B que
produce varias GHs putativas con CBMs en tandem (Barabote ¢z a/. 2009), entre otras. Asf, la
baja afinidad de los dominios individuales se ve aumentada varias veces debido a las

interacciones multivalentes de la proteina con el sustrato (Boraston ez a/. 2002).

Hidydlisis: proteina LaDC- CBM26%3

En este estudio, la capacidad hidrolitica de AmyA y la a-amilasa con tres médulos de unién a
carbohidrato (LzDC-CBM26X3) fue examinada en almidén soluble por el método yodo-
yoduroy en almidén insoluble por la liberacion de aztcares reductores a través del método
DNS. En ambas enzimas, la hidrélisis del almidén fue acompafiada de una rapida reduccion
en la capacidad de tincién con yodo y una correspondiente liberacion de azucares reductores.
Las actividades especificas encontradas sobre almidén de mafz soluble son: AmyA

3,900£100 Umg !, mientras que para LaDC-CBM26%3 es 2,900£200 Umg .

Con base en los resultados de DNS, AmyA libera en promedio 1.5 veces mas azuicares
reductores que la amilasa con tres médulos (Figura XVII), por lo que se sugiere que AmyA
es mas eficiente en la degradacion del sustrato insoluble. En el grafico de la figura XVII se
observa que la mayor diferencia en la actividad amilolitica de ambas enzimas podria
presentarse en los primeros cinco minutos de reaccion, si se observan las pendientes a partir
de este punto, la eficiencia no parece distante. Estudios de cinética enzimatica deben

fortalecer este aspecto del estudio.
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Rodriguez-Sanoja e al en el afo 2000 evalu6 la eficiencia de la a-amilasa de
Lactobacillus amylovorus y 1. plantarum para hidrolizar almidén insoluble, asf como la capacidad
de adsorcion al sustrato. Ambas enzimas poseen CBMs en tandem de la misma familia, cinco
y cuatro correspondientemente. La conclusion de este estudio es que la o-amilasa de L.
amylovorns es en promedio 10 veces mas eficiente que la enzima de L. plantarum para
hidrolizar el sustrato insoluble, mientras que solo existe una pequefia diferencia en la
capacidad de unién al sustrato. La ausencia de dos CBMs en la proteina I.zZDC-CBM26%3 no
afecta el comportamiento de adsorcion sobre almidén nativo, sin embargo, parece disminuir
la actividad amilolitica, respecto a AmyA. Es probable que presencia de multiples CBMs en

AmyA incida mayoritariamente en la actividad hidrolitica de la enzima.
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Figura XVII. Cuantificacién de azdcares reductores por el método DNS liberados por las proteinas AmyA y

LaDC-CBM26X3.
Proteina hrGFP-CBM26 X3

Para establecer si tres CBMs son suficientes para transferir la capacidad de adsorciéon al
almidén a una proteina no relacionada, se construy6 la proteina hrGFP-CBM26X3. La

proteina hrGFP-CBM26X3 se obtuvo en dos sistemas de expresion pQE-31 y pET-15b,
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debido a la baja produccién observada. En la figura XVIII se presenta la digestion BazHI de
ambas construcciones, en las que se libera el fragmento correspondiente a ArGEFP de
aproximadamente 750 pb. En la parte inferior de la misma figura XVIII se aprecia la
estructura primaria de la proteina hrGFP-CBM26 X3 construida en el vector pQE-31, en el
extremo amino se marca en color rojo el tallo de histidinas, seguido de hrGFP (verde) y los

residuos de los tres médulos CBM26 (azul).
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GSRVYAYVYNKNTNKAITSAWPGKKMTALGNDEYELDLDTDEDDSDLAVIFTDG
TKQTPAANEAGFTFTADATYDQNGVVKKVYFEKPSSWGSRVYAYVYNKNTNKAIT
SAWPGKKMTALGNDKYELDLDTDEDDSDLAVIFTDGTKQTPAANEAGFTFTADA
TYDQNGVVKKVYFERTSDSSSTSKKVYFEKPSSWGSRVYAYVYNKNTNKAITSAWP
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Proteina: hrGFP-CBM26X3
Aminoacidos: 571

Peso molecular: 63.8 kDa
pl: 5.27

Figura XVIII. A: Construccién hrGFP-CBM26%3 pQE31, digestion BamHI que libera al fragmento
correspondiente a hrGFP; B: hrGFP-CBM26%3 pET-15b, digestion BamHI. C: Expresion hrGFP-CBM26X%3, S-
fraccién soluble y I-fraccién insoluble. D: Estructura primaria de la proteina y datos teéricos (ExPASy). Hacia el amino

se marca en rojo el tallo de histidinas, seguido del gen hrGFP (verde) y los residuos de los tres médulos CBM26%3
(azul).

A pesar del uso de sefiales fuertes de transcripcion y traduccion, de la variacion de las
condiciones de expresion (tiempo y temperatura de induccién, concentracion del inductor y
cepa huésped) asi como la verificacion de integridad del promotor T5 en el plasmido hrGFP-

CBM26%x3 pQE31, la expresion de proteina fue baja, ademas de observarse



mayoritariamente en la fracciéon insoluble (Figura XVIII-C). La baja expresiéon de una
proteina es multifactorial, puede ser afectada por las condiciones de cultivo y el sistema de
expresion, asi como por la codificacion del gen recombinante diferente al de la célula

huésped y la inestabilidad del RNA mensajero (aspecto no evaluado).

La poca protefna soluble hrGFP-CBM26%3 fue empleada para realizar ensayos
cualitativos de adsorcién al almidon nativo. El primer ensayo consistié en incubar diferentes
volumenes de lisado celular en presencia de almidén de maiz nativo Sigma-Aldrich S4180-
500G (500 y 1000 pg). Las fracciones de proteina eluida y proteina no adsorbida (recuperada
después de incubar el lisado con el almidén) fueron analizadas mediante Western Blot
empleando un anticuerpo anti-His (Roche). En la imagen de la figura XIX se aprecia el

reconocimiento de la proteina en las fracciones eluidas, en un peso aproximado de 80 kDa.

kDa 500 ug de almidén 1000 pg de almidon
= |
209 —
NA A NA A NA A NA A NA A NA A ul de
124 — Lisado
50 100 200 50 100 200 Laigido
80 —
49 —
34—
28 —

20— (bg.o‘) CBM26X3

: C’ Almidén hrGFP

ot

Figura XIX. Ensayo cualitativo de adsorciéon de la proteina hrGFP-CBM26 %3 al almidén insoluble. Western Blot
empleando un anticuerpo anti-His (Roche). A: proteina adsorbida (fraccién eluida), NA: proteina no adsorbida
(sobrenadante). En la parte inferior se ilustra la adsorcion de la proteina hrGFP-CBM26 %3 al granulo de almidoén.



En el segundo ensayo, la presencia de la proteina hrGFP-CBM26X3 adsorbida al
granulo de almidén fue visualizada mediante microscopia de fluorescencia. En la figura XX
se presenta la micrografias de los granulos en contraste de fases y fluorescencia. El granulo
fluorescente prueba la adsorcién de la proteina hrGFP-CBM26X3 al granulo de almidén, a
causa de hrGFP. Como control negativo, se produjo a la proteina hrGFP (sin moédulos
CBM20) y se dispuso el mismo método que para la proteina hrGFP-CBM26X3; se puede

notar que la proteina hrGFP no se une por si sola al almidén, de manera que el granulo no

fluoresce.
Microscopia Altiidon nativo - ki GEP-CBMZ2653 Almidén nativo — heGFP
i Control negativo
Olympus BX-51
100X
Contraste
de Fases

'4
*Olympus BX-51
100X

Fluorescencia =

Grinulos de almidon Granulos de almidén

Figura XX. Microscopia de fluorescencia y contraste de fases. Observacion de los granulos de almidén de maiz
nativo Sigma-Aldrich (§4180-500G) con la proteina hrGFP-CBM26%3 adsorbida. El control negativo demuestra que
hrGFP no se une por sf sola al granulo de almidén.

Los ensayos cualitativos de adsorcion evidenciaron la funcionalidad de tres CBM26
para adsorber una proteina no relacionada al granulo de almidén, ademas de no interferir con

el plegamiento funcional de la misma.



CONCLUSIONES

[1 Estudios previos establecieron que el SBD de la a-amilasa de Lactobacillus anylovorus
confiere la capacidad a una proteina no relacionada de unirse al granulo de almidén
sin afectar la estructura de la proteina fusionada. En el presente trabajo se demostré la
funcionalidad de un SBD formado por tres CBM26 para inmovilizar y purificar a las
proteinas hrGFP y LaDC sobre almidén de maiz nativo, asimismo, se establecié que
la fusion de este numero de modulos al [LaDC habilita la hidrolisis del sustrato

insoluble.

[1 La ausencia de dos médulos de unién a carbohidrato en la proteina L.aDC-CBM26X3
no afecta la afinidad por el sustrato insoluble ya que no hay diferencia significativa
entre los parametros de uniéon de AmyA y LaDC-CBM26X3. El comportamiento de
adsorcion y las constantes calculadas sugieren que son menos de tres CBMs en las
enzimas AmyA y LaDC-CBM26X3 los que soportan la interacciéon con el sustrato

insoluble.

[ Con base en la cantidad de aztcares reductores liberados por las enzimas y
cuantificados mediante la técnica DNS, se sugiere que AmyA es mas eficiente que
LaDC-CBM26X3 en la degradaciéon del sustrato insoluble. En este sentido, es
probable que la presencia de multiples CBMs en AmyA incida mayoritariamente en la

actividad hidrolitica de la enzima.

[1 Los hallazgos del presente estudio contribuyen a entender la manera en que la a-
amilasa de Lactobacillus amylovorus, enzima de estructura poco usual, interacciona con el
sustrato insoluble; al mismo tiempo que se benefician las aplicaciones biotecnolégicas

que se desarrollan en torno al LaSBD.
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PERSPECTIVAS

~ Obtener y comparar los parametros cinético-enzimaticos (Ker, Ky) de las

proteinas LaDC-CBM26X3 y AmyA.

~ Construir y evaluar la adsorciéon del LaDC unido a dos y cuatro CBM26 de la

a-amilasa de Lactobacillus amylovorus.
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A NEXO

I. Proteina verde fluorescente

Las
bioluminisentes

de

se han convertido en una herramienta

proteinas  verde  fluorescente organismos
importante en los campos de biologia celular y molecular para
monitorear la expresién y localizaciéon de proteinas. En el
medio natural, la proteina verde fluorescente absorbe la energfa
de emision primaria generada por la aequorina y luciferasa para
después emitir luz verde, que tiene un mayor alcance en el

ambiente marino (Miyawaki, 2002; Tsien, 1998).

La proteina verde fluorescente utilizada en el presente
trabajo, se amplific a partir del vector pIRES-hrGFP-1* (Pérez,
2008) y proviene del organismo marino Renilla reniformis. Esta
protefna es un mondémero con un peso aproximado de 30 kDa,
posee un coeficiente de extincién de 2.5 mayor que EGFP

(Enbanced Green Fluorescent protein) de Aequorea victoria, también

Figura. Crystal Structure of Monomeric
Kusabira-Orange (MKO), Orange-
Emitting GFP-like Protein, at pH 7.5.
DOI:10.2210/pdb3mgf/pdb

tiene mayor resistencia a cambios estructurales inducidos por el pH y es mads resistentes a solventes organicos,
detergentes y proteasas. Adicionalmente hay datos que indican que hrGFP es menos téxica que EGFP en

algunas lineas celulares. La hrGFP posee un pico de excitaciéon de 500 nm y un pico de emisién de 506 nm,

los cuales pueden detectarse con longitudes de onda igual a los utilizados con la EGFP (Stratagene, 2013).

La utilidad de GFP como un marcador biolégico deriva
del hecho que el gen de GFP contiene toda la informacién
necesaria para formacién postraduccional del cromoéforo, no
requiere enzimas especificas del organismo, es decir, la
fluorescencia de la protefna no requiere otro cofactor. El
fluoréforo formado a partir de la ciclacion de la cadena principal
del péptido. Esta caracteristica hace a la molécula virtualmente
un indicador no obstrusivo de la posicién de la proteina en las
células. En efecto, el uso de GFP como etiqueta sugiere que la
proteina no altera la funcién normal o localizacién de la proteina
fusionada. La permeabilizaciéon y fijaciéon del sustrato no son
necesarias para localizar a GFP, proteinas, organelos y células
marcadas con esta proteina pueden ser examinadas en tejido
vivo. Esta habilidad para examinar procesos en células vivas ha
permitido a los bidlogos estudiar las dinamicas celulares y

desarrollar procesos en tejidos intactos.

~55~

pIRES-hrGFP-1a
5.0 kb

ampicillinr

LoxP/K

1 oril

SV40 pA

Vector pIRES-hrGFP-1% A partir del cual
se amplificé el gen hrGFP.



II. Linealizacién de la ecuacion de Michaelis Langmuir (Kyriacou ez 2/. 1988)

Gad 9 =Ko X quac / (1 + Ky X g)
g/ qu=(1+ K, %q) /[ (K X G
g/ qua =(1/ KX Guac) + (Kp X g/ Kp X )
g/ 4 =(1/ Ky Guac )+ (q / Guay)
g/ qad =(1/ K quax ) + (q ] qnas)
g9/ qua=q/ 1X1/ Gux+ 1/ Ks Gax

y = x m + b
Kj):mb—f Grmax= !

II1. Medios de Cultivo
Luria-Bertani.

gLt
Triptona 10
Extracto de Levadura 5
NaCl 10
MRS con almidén

gLt

Peptona Pancreitica de caseina 10
Extracto de carne 5
Extracto de levadura 5
Citrato de amonio dibésico (CsH14N207) 2.17
Acetato de Sodio (CH COONa 3H20) 5
Sulfato de magnesio (MgSO4 7TH20) 0.207
Sulfato de manganeso (MnSO4 ‘H20) 0.056
Fosfato dibésico de potasio (IK2 HPO4) 2.62
Almidén soluble DIFCO 20
SOC

gLt
Triptona 20
Extracto de Levadura 5
NaCl 0.584
KCl 0.185
MgCl-6H>O 2.03
MgSO4-7TH2O 2.46
Glucosa 3.60
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IV. Protocolos en la manipulacién de DNA (Sambrook ez a/. 1989).

¢ Lisis alcalina para células de Escherichia coli

1. Inocularal 1% 5 mlde medio LB-amp (100 ug ml?) contenido un tubo de vidrio, crecer 12 h a 37°C
a 150 rpm.

2. Centrifugar 1.5 ml de cultivo a 16,100 X g durante 3 min.

3. Desechar el sobrenadante y resuspender el botén celular en 100uL. de la solucién 1, adicionar 200ul
de solucién 1I recién preparada y mezclar por inversion. Agregar 150ul solucion 11 y mezclar
perfectamente. Reposar 5 min a 4°C. Centrifugar 5 min a 16,100Xg.

4. Recuperar el sobrenadante y adicionar un volumen isopropanol y un décimo de volumen de NaCl 5
M, precipitar 30 min a temperatura ambiente. Centrifugar 15 minutos a 16,100g.

5. Eliminar el sobrenadante y agregar 1 volumen de etanol 70%. Centrifugar a 16,100 X g por 5 min.

6. Eliminar el etanol 70% y secar el precipitado a temperatura ambiente 6 unos minutos a 50°C.

7. Resuspender el DNA en agua destilada esterilizada pH 7. Agregar RN Asa (concentracién final 20 pug

ml 1) e incubar a 55°C por 1 h.

Solucién 1 Solucién II - Solucion 111

50mM Glucosa 0.2 NaOH 5M CH3COOK 60 ml
25mM Tris-HCI 1% SDS CH;COOH 11.5ml
pH 8 H,O 28.5 ml
10mM EDTA pH

8

% Limpieza DNA fenol-cloroformo

1. Adicionar 450 pl de fenol-cloroformo (1:1) a la muestra de DNA tratada con RNAsa, agitar hasta

formar una suspension.

2. Centrifugar 5 min a 16,100Xg, recuperar la fase acuosa.

3. Agregar 450pl de cloroformo-isoamilico (24:1), agitar y centrifugar 3 min a 16,100Xg.

Recuperar la fase acuosa, afiadir un décimo de volumen de NaCl 5M y 1 volumen de isopropanol,

mezclar para homogeneizar y precipitar 30 min a temperatura ambiente.
Centrifugar 15 min a 16,100Xg y se retirar el sobrenadante.
Lavar con 1 ml de etanol al 70% y centrifugar 5 min a 16,100 g.

S

Analizar el plasmido obtenido en electroforesis en gel de agarosa 0.8%.

Secar el botén a temperatura ambiente 6 a 50°C, resuspender en 25 pl de agua estéril pH 7.



1.
2.

% Células electrocompetentes

Inocular 500 ml de medio LB (en matraz Erlenmeyer de 2 L) con células E. co/i al 1% de un cultivo
fresco. Incubar a 37°C en agitacién constante (150 rpm) hasta obtener una DOgoo de 0.5-1.0.

Obtener las células por centrifugacion. 11,000Xg a 4°C durante 15 min.

Remover el sobrenadante y resuspender el botén celular en 500 ml de agua Milli-Q estéril frfa.
Centrifugar como en paso 2.

Eliminar el sobrenadante y resuspender en 250 ml de agua Milli-Q estéril fria. Centrifugar como en
el paso 2.

Resuspender el botén celular en 10 ml de glicerol al 10% frio. Centrifugar como en el paso 2.
Finalmente resuspender las células en 1 ml de glicerol frio al 10% frio. La suspensién debe ser
alicuotada (50pl) en hielo seco y guardada a -70°C. Las células son viables al menos 6 meses en estas

condiciones.

% Electro-trasformacién

Agregar a 50ul de células electrocompetentes 1 6 2 pg de plasmido y se incuba en hielo por 2 min.

La mezcla de DNA y células se colocan en una cubeta de electroporacién fria de 0.1cm. La cubeta se
deposita en el electroporador, el cual produce una constante de tiempo de 4-5ms y 12.5 kV cm.
Inmediatamente se adiciona 950 pl de medio SOC para resuspender las células.

Incubar a 37°C en agitacion constante durante 1h.

Plaquear la muestra en medio LB+ antibi6tico, marcador de resistencia. Seleccion positiva.

V. Protocolos para proteinas.

1.

s SDS-PAGE

Pre-migrar el geles durante 15 min a 20 mA.

Preparacién de las muestras:

1.

Las células de 1ml de cultivo fresco se resuspende en 35 pl de tampén Laemmli 4X. Calentar 5 min a

95°C. Entfriar y centrifugar, cargar 10 ul por carril del gel. Tampén de migracion 1X.

Geles de Bis-acrilamida 30%:

Reactivo Gel concentrador 4% Gel separador 10%
Acrilamida/Bis 30% 266 pl 3.32 ml
Tris-HCl 0.5M, pH 6.8 1.0 ml —
Tris-HCl 1.5M, pH 8.8 — 2.5 ml

SDS 10% 40 ul 100 wl

Agua destilada 2.42 ml 4 ml
Temed 4.4 1l 55ul
Persulfato de amonio 10% 22 ul 55wl
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Tampdn de muestra 4x: Tampdn de migracién SDS-PAGE 5x pH 8.3

H>O destilada 8.5 ml

Tris-HC1 0.5M, pH 6.8 2.5 ml Composicion gl
Glicerol 2 ml Tris-base 125 M 15
SDS 10% 4 ml Glicina 72
2-B mercaptoetanol 1 ml SDS 5
Azul de bromofenol 500 ul

Revelado de geles de poliacrilamida con azul de Coomasie:

Solucién Stock I 0.2 % Azul de Coomasie
90% Etanol
Solucién Stock 11 20% Acido acético

Pasos de tincion

1.Fijacién Etanol 40 %
Acido acético glacial 10 % 30 min.

2. Tincién Stock I 50 % 20 min.
Stock 11 50 %

3.Destefiir I Solucién de fijacion 30 seg.

4.Destefiir 11 Etanol 20 %  Inspeccion
Acido acético glacial 10 %  visual

% Western Blot
Transferencia

1. Tampén de transferencia: 100 ml del tampén 10x + 100 ml de metanol. Aforara 1 L.
2. Activar la membrana sumergiéndola en metanol, mientras que los demas componentes del sindwich
se deben humedecer previamente con tampén de transferencia.

3. Ensamblar el sindwich de la siguiente forma:

[ I Carga +
[ ] Fibra

[ ] Papel filtro
[

|

[

[

] Membrana PVDF
] Gel SDS-PAGE

I Papel filtro

] Fibra

I C:: -

4. Realizar la transferencia a 60V durante 1-1.5 h. En un ambiente frio, 4°C.
1. Una vez transcurrido el tiempo, secar la membrana sobre papel. El secado se puede realizar a

temperatura ambiente durante 3h, 1 h a 37°C 6 se puede guardar durante algunos dias.
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Reconocimiento con Anti-His

1. Preparar el tampon: PBS 1x, Tween 20- 0.05% y leche descremada al 3%.

1. Diluir el anticuerpo primario anti-His Roche cat. No. 1922416 (concentracién final, 0.2 ug mlt) en el
tampon anterior. Incubar a 15-20°C 1-1.5 h en agitacion ligera.
Realizar tres lavados de la membrana por 5 min con 10 ml de tampén PBS 1x/Tween 0.05%.

3. Preparar el anticuerpo secundario (anti-IgG) de la misma forma que el primario (concentracién final

0.2 pg ml?), incubar y lavar de manera previamente descrita.

Revelado: El revelado se realiza utilizando la actividad de fosfatasa alcalina, que se encuentra acoplada al

anticuerpo secundario.

1. Agregar 10 ml de BCIP/NBT, sustrato de la fosfatasa alcalina, (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato a
una concentracién 0.21g L1 y nitroazul de tetrazolio a una concentraciéon de 0.42 g L1 en una base

otganica/ Tris tampon) al 80%, y se deja actuar hasta que sean visibles las bandas.

2. Detener la reaccién con agua destilada.

Tampén de Transferencia 10x: 144g 11 de Glicina y 30g L1 de Tris base
Tampdn de inmunolocalizacion PBS 10x (Tampén de fosfatos:0.01M+ NaCl
0.15M).

Anti-His Roche cat. No. 1922416.

Anti-Mouse IgG (Goat), AP-Labeled NEF821 Perkin-Elmer

~60~



	Portada
	Contenido
	Introducción
	Antecedentes
	Justificación   Objetivos   Hipótesis
	Materiales y Métodos
	Resultados y Discusión
	Conclusiones
	Perspectivas
	Referencias
	Anexo

