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1. Resumen

Cada afio aproximadamente 600 mil toneladas de hojas de Agave tequilana Weber
var. Azul, ricas en agavina, son generadas como desechos en la produccién de
tequila. La agavina es un polimero complejo compuesto por unidades de fructosa y
una unidad de glucosa por molécula, unidas por enlaces §-(2-1) y B-(2-6) que se
puede utilizar para producir otros compuestos de valor agregado como lo son los

fructooligosacéridos (FOS), jarabes de fructosa y bioetanol, entre otros.

Por otro lado, se han aislado diversos microorganismos con capacidad de utilizar a
la agavina como Unica fuente de carbono. En este proyecto se comprobd que
Bacillus amyloliquefaciens 12GeP, aislado a partir de la descomposicion del bagazo
de agave, es capaz de producir al menos tres fructosilhidrolasas que en conjunto
son capaces de hidrolizar a la agavina. Dichas enzimas corresponden a una
inulinasa, una levanasa y una levansacarasa, las cuales fueron producidas de
manera recombinante, permitiendo su purificacion (a excepciébn de la
levansacarasa) y caracterizacion parcial frente a cuatro sustratos diferentes:
sacarosa, levana, inulina de achicoria y agavina. En esta investigacién de concluye
gue la hidrélisis de agavina es realizada por la inulinasa, probablemente en sinergia

con la levanasa y levansacarasa.



2. Marco teérico

2.1. Elagave

El género Agave agrupa a un gran numero de plantas suculentas, xerdfitas,
perennes, en su mayoria monocarpicas, que alcanzan la madurez entre los 4 y los
25 afos, que se reproducen tanto de manera sexual como asexual y que realizan
metabolismo fotosintético tipo CAM (metabolismo acido de las crasulaceas)
(Dominguez, et al., 2008). Sus caracteristicas morfologicas y fisiolégicas varian con
la especie. En general, tienen entre 5 y 200 hojas por planta que se disponen en
espiral formando rosetas alrededor del tallo (cominmente conocido como pifia), su
influorescencia suele ser desproporcionada en relacion con el tamarfo de la planta

y su fruto es una capsula trilocular seca que contiene semillas negras aplanadas
(Fig. 1).

Fig 1. Agave tequilana Weber var. Azul

La resistencia de estas plantas a las condiciones aridas desfavorables se debe a
las modificaciones en la estructura basica de la planta que le permiten limitar la
pérdida de agua por transpiracion (Ritsema y Smeekens, 2003). El género Agave
es endémico de América, se encuentra ampliamente distribuido, abarcando desde
el sur de los Estados Unidos hasta Colombia y Venezuela, incluyendo las islas del

Caribe. En México, se encuentra ampliamente distribuido abarcando el 75% de



territorio. De las 207 taxa o 166 especies de agave, 161 taxa y 125 especies (el

75%) son endémicas de México (Fig. 2) (Garcia y Galvan, 1995).

Fig 2. Distribucion de la familia Agavaceae. Tomado de Garcia y Galvan, 1995.

2.1.1. Usos y aplicaciones del Agave

Desde épocas precolombinas, el agave ha sido fuente de muchos productos
derivados, principalmente de la savia, llamada comunmente “aguamiel”’, que
contiene una alta concentracion de azucares fermentables (Santos, et al., 2012).
También, es un recurso importante desde el punto de vista agroecoldgico y
socioeconémico debido a la gran variedad de usos que se le da, dependiendo de la
region donde se ubique, que van desde su empleo como lefia, hasta ornamental y
gastrondémico (Garcia, et al., 2010). Algunos de los usos mas importantes que se le
da son: gastrondémico (azucares, extraccion de gusanos de maguey, preparacion de
mixiote, etc.), bebidas alcohdlicas (mezcal, pulque y tequila), agricola (evita erosiéon
del suelo, equilibra pH, abono organico), medicinal (FOS, y saponinas,
antiinflamatorios), cosmético (produccién de shampoos, jabones y cremas), entre

otros.

Ademas de fructosa y otros azucares fermentables, el agave contiene otros

compuestos con propiedades benéficas para la salud, como lo son los



fructooligosacéridos (FOS) que funcionan como prebidticos o como materia prima
para la produccién de jarabes de alta fructosa, que tienen la caracteristica de ser
mas dulces que la sacarosa (hasta 1.5 veces mas dulce) o como fuente de azucares
fermentables para la produccién de bioetanol y bebidas alcohdlicas como el pulque,

el mezcal y el tequila (Santos, et al.,2012).

2.1.2. El Agave tequilana Weber var. Azul y su composicion.

Es de especial interés el género A. tequilana Weber ya que se utiliza para la
produccion de uno de los aguardientes mas famosos a nivel mundial, el tequila. Tan
solo en el 2019 se produjeron 351,700,000 L de tequila (tequila y tequila 100%) y
las exportaciones superaron los 246,700,000 L de tequila (tequila y tequila 100%)
(Consejo Regulador del Tequila, 2020).

Debido a que la Unica variedad que esta permitida para la produccion de tequila es
el género A. tequilana Weber var. Azul, su cultivo es de gran importancia economica,
cultivandose principalmente en las regiones altas de Jalisco. La region en donde se
produce el tequila se encuentra bajo el estado de proteccion geografica,
comprendido en la Declaracion General de Proteccién a la Denominacién de Origen
“Tequila” (DOT), una categoria que identifica a un producto como originario de un
territorio, regién o localidad particular en donde las caracteristicas de calidad son
atribuibles al origen geografico. Solamente en esta region se puede utilizar al A.

tequilana Weber var. Azul para producir tequila (Castro y Guerrero, 2013).

Esta variedad de agave cuenta con hojas color azul-verdoso, delgadas y casi
planas; miden aproximadamente 1.25 m de largo y 10 cm de ancho y tienen una

espina terminal de color rojo oscuro de 2 cm (Fig. 3) (Bautista et al., 2001).



El peso himedo promedio de las cabezas es de 49 kg correspondiendo a un 54%
del peso total de la planta y el resto por las hojas (46% del peso). Los andlisis
fisicoquimicos del A. Tequilana Weber var. Azul muestran que su composicion
general es: humedad 60 %, carbohidratos 25 %, fibra y médula 10 %, sales
minerales 2.5 % y 2.5 % de otros componentes, por ejemplo, proteinas. La inulina
ocupa el 85 — 90 % de los carbohidratos (Huerta et al., 2014). Las tablas 2 y 3

resumen la composicion de la planta de agave tequilero.

Fig. 3. A. tequilana Weber var. Azul.

Tabla 1. Integracién de los azUcares reductores totales contenidos en las diferentes fracciones de
la planta de A. tequilana Weber var. azul.

Componente (% en base seca)

Fraccion
ARD FOS Inulina ART
Punta de la hoja 17.81 6.24 2.25 26.30
Base de la hoja 18.18 13.66 24.52 56.36
Cabeza 12.00 24.96 43.24 80.20

ARD: Azlcares reductores directos, FOS: Fructooligosacéaridos, ART: AzUcares reductores totales.

Fuente: Montafiez, et al., 2011.




Tabla 2. Contenido de fructosa y glucosa, grado de polimerizacion (GPP) y peso molecular promedio
(PMP) de los fructanos contenidos en las diferentes fracciones del A. tequilana Weber var. azul.

Carbohidrato Fraccion Fructosa (%) | Glucosa (%) GPP PMP (g/mol)

Punta de la hoja 14.83 2.98

Base de la hoja 15.09 3.09 1 180
ARD Cabeza 9.94 2.06

Punta de la hoja 5.26 0.99 6.33 1026

Base de la hoja 11.58 2.08 6.60 1070

FOS Cabeza 21.03 3.93 6.35 1029

Punta de la hoja 2.12 0.13 17.26 2796

Base de la hoja 23.18 1.34 18.34 2971

nulina Cabeza 41.56 1.68 25.75 4171

Fuente: Montafiez, et al., 2011.

2.2. Los Fructanos

Los fructanos son polimeros solubles compuestos por largas cadenas de glacidos,

cuyas unidades monomeéricas son la fructosa y que pueden contener 0 no una

molécula de glucosa por molécula de fructano. Cada mondmero esta unido

mediante enlaces glucosidicos —(2,1) y/o —(2,6) (Olvera et al., 2007).

La inulina y la levana son los dos fructanos mas abundantes en la naturaleza. El

ndmero y naturaleza de los enlaces presentes en cada fructano establece

importantes diferencias en sus propiedades. Cuando se tiene entre 3y 10 moléculas

de fructosa en la cadena hablamos de fructooligosacaridos (FOS), mientras que un

fructano es un polisacarido con mas de 10 moléculas de fructosa. De acuerdo con

el tipo de enlace, la disposicion de las unidades de fructosa y la localizacién del

residuo de glucosa dentro de la cadena (Fig. 4), se puede clasificar a los fructanos

en seis tipos diferentes:
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a) Inulina: El residuo de glucosa se encuentra en posiciéon terminal y las unidades

de fructosa se unen mediante enlaces f—(2,1).

b) Levana: El residuo de glucosa se encuentra en posicion terminal y las

unidades de fructosa se unen mediante enlaces —(2,6).

c) Neoinulina: El residuo de glucosa se encuentra en posicion central y las

unidades de fructosa se unen mediante enlaces —(2,1).

d) Neolevana: El residuo de glucosa se encuentra en posicion central y las

unidades de fructosa se unen mediante enlaces —(2,6).

e) Graminanos: El residuo de glucosa se encuentra en posicion terminal y

contienen ambos tipos de enlace —(2,1) y S—(2,6), generando moléculas

ramificadas.

f) Agavina: El residuo de glucosa se encuentra en posicion central y contiene

ambos tipos de enlace —(2,1) y —(2,6) generando moléculas ramificadas
(Mancillay Lépez, 2006).
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Fig 4. Estructura quimica de los fructanos. a) inulina, b) levana, c) neoinulina, d) neolevana, e) graminano, f) agavina.
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Los fructanos son sintetizados por aproximadamente el 15% de las plantas con
capacidad para florecer, asi como por bacterias y hongos. Se almacenan
generalmente en drganos especializados y en el agave, son sintetizados y
almacenados principalmente en la pifia. De acuerdo al andlisis realizado a la pifia
del agave por MALDI-TOF-MS (espectrometria de masas de tiempo de vuelo
acoplado a ionizacion por laser asistida por matriz), la composicion de carbohidratos
presentes en el agave es una mezcla de fructanos con un peso molecular de entre
527 — 4739 Da, que corresponden a inulina, levana, neoinulina y agavinas (fructano
encontrado exclusivamente en el agave). La composicion de fructanos varia de

acuerdo a la edad y a la especie de agave (Huazano y Lopez, 2018).

2.3. Potencial biotecnolégico del A. tequilana Weber var. Azul.

En el 2019, la industria tequilera utiliz6 1,342,600 ton de A. tequilana Weber var.
Azul para la produccién de tequila y tequila 100% (elaborado exclusivamente con
fructanos provenientes de la pifia del agave), actividad que también genera una gran
cantidad de hojas de esta planta como desechos (Consejo Regulador del Tequila,
2020). Una vez utilizada la pifia para la produccién de tequila, el bagazo resultante
es desechado junto con las hojas generadas en la jima del agave, lo cual
corresponde a un 46 % de la planta que no es utilizada. Los subproductos
generalmente son quemados o vertidos en basureros, generando contaminacion
(Figura 5).

Fig 5. Desechos agroindustriales producidos por la industria tequilera.
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Del 46 % de la planta que no es utilizada, el 9.4 % corresponde a azucares
reductores totales extraibles en base humeda (lfiiguez, et al., 2001). Considerando
gue en el 2019 se utilizaron 1,342,600 ton de A. tequilana Weber var. azul, en ese
mismo afo se generaron aproximadamente 617, 596 ton de hojas de agave. Estas
ultimas contienen alrededor de 25 % de inulina, lo cual significa que en el 2019 se
podrian haber generado aproximadamente 160, 000 ton de inulina que no fue
aprovechada para la produccion de subproductos de valor agregado (Montafiez, et
al., 2011).

Como se puede observar en la tabla 4, el contenido de inulina en la cabeza de la
planta es similar al que contiene la achicoria, principal fuente de fructanos para la

obtencion de subproductos derivados de estos.

Tabla 3. Alimentos fuente de inulina

Fuente de inulina Parte de la | Contenido de inulina
planta (g/ 1009)

Yacon_(Sr_naIIanthus Raiz 35

sonchifolius)

Ajo (Allium sativium) Bulbo 14 - 23

Cebada (Hordeum vulgare) Grano 18 - 20

Achicoria (Chicorium .

intybus) Raiz 11-20

Petaca (Helianthus Tubérculo 12 -19

tuberosus)

Espéarrago (Asparagus sp.) Raiz 15

Agave (Agave sp.) Tallo 12 -15

Dlgn.te de ledn (Taraxacum Raiz 12 - 15

officinale)

Dalia (Dahlia pifiata cav.) Tubérculo 10-12

Ginseng brasileiro (Pftalia Raiz 11

glomerate)

Cebolla (Allium cepa) Bulbo 5-9

Fuente: Quitral, et al. 2018.
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Debido a la composicion del A. tequilana Weber var. azul se podria utilizar para la
produccion de algunos productos, logrando un aprovechamiento integral de la
planta. Algunos de ellos son: fructanos puros, jarabes de alta fructosa, fructosa
cristalina, FOS (utilizados como prebi6ticos), fibra dietética soluble, edulcorantes de
bajo aporte caldrico, fermentacion para la obtencion de acido citrico, sorbitol, acido

gluconico, acido lactico y bioetanol (Montafiez et al., 2011).

Los diferentes tipos de fructanos comparten propiedades que los hacen tiles para
diversas aplicaciones en la industria de los cosmeéticos, alimentos y farmacéutica.
Tienen una utilidad muy variada que incluyen su uso como expansor de volumen
sanguineo, endulzantes, emulsificantes, estabilizador de formulaciones,
espesantes, agentes de encapsulacion e incluso como parte de la formulacion de
medicamentos con distintas acciones terapéuticas. Ademas, han demostrado
ejercer un efecto favorable sobre la proliferacion celular, hidratante y alivio de la piel
irritada en productos cosméticos y farmacéuticos (Abdel et al., 2012 y Esawy et al.,
2011).

De hecho, la presencia de ciertas cantidades de fructanos o FOS en la formulacién
de un producto alimenticio es una condicion suficiente para que dicho producto sea
considerado como “alimento funcional’”, mismos que son adicionados
principalmente en bebidas y productos lacteos como prebioticos (Huerta et al.,
2014).

Por otro lado, a partir de muestras de bagazo de agave azul se han aislado una gran
cantidad de microorganismos productores de enzimas de interés industrial, algunas
de ellas son: pectinasas, inulinasas, xilanasas y celulasas utilizadas para la
bioconversion de carbohidratos complejos a azucares fermentables (Huitron et al.,
2008).

Se han identificado una gran variedad de microorganismos capaces de utilizar a la
agavina como Unica fuente de carbono a través de la produccion de enzimas

hidroliticas como lo son las exo- y endo inulinasas, exo- y endolevanasas,
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inulosacarasas y levansacarasas. Algunos de los microorganismos identificados
son: Kluyveromyces spp, Saccharomyces spp, Issatchenkia spp, Bacillus spp,

Aspergillus spp y Penicillium spp. (Garcia, 2013).

2.4. Glicosil-hidrolasas. Clan GH-J: Familias GH32 y GH68

Las glicosilhidrolasas (GH) (glicosidasas, O-glicosil hidrolasas, EC 3.2.1.x) son las
enzimas responsables de la hidrélisis de carbohidratos mediante la ruptura de los
enlaces glicosidicos entre dos monosacaridos o entre un carbohidrato y un residuo
de aglicona. A la fecha, las GH se dividen en 112 familias y en funcion de su
estructura terciaria se dividen en 14 clanes. La familia GH32 comprende invertasas
acidas (de tipo vacuolar y de pared celular en plantas), exo-inulinasas bacterianas
y micoéticas, levanasas, fructan-exo-hidrolasas de plantas, enzimas fructan
biosintéticas de plantas y algunas otras S-fructofuranosidasas bacterianas. Por otro
lado, la GH68 incluye levansacarasas bacterianas, inulosacarasas y algunas -
fructofuranosidasas, todas ellas agrupadas dentro del clan GH-J debido a la similitud

de sus estructuras terciarias.

Las enzimas de la familia 32 son hidrolasas capaces de romper los enlaces $-(2,1)
o 3-(2,6) de los fructanos liberando fructosa y, dependiendo del sitio de corte en el
fructano, también glucosa. Algunos ejemplos de estas son las exoinulinasas (EC
3.2.1.80), las exolevanasas (EC 3.2.1.154) y las p-(2,6)-fructan 6-
levanbiohidrolasas (EC 3.2.1.64). Las exo-hidrolasas liberan una fructosa terminal
a la vez, de una cadena de fructano donadora utilizando al agua como un aceptor
de fructosa. Las fructosil hidrolasas también incluyen a las endoinulinasas (EC
3.2.1.7), las cuales hidrolizan especificamente los enlaces internos $-(2,1) de la
inulina y las endolevanasas (EC 3.2.1.65) que hidrolizan especificamente los

enlaces internos £-(2.6) de la levana.

Por otro lado, las enzimas de la familia 68 son fructosiltransferasas capaces de
sintetizar fructanos utilizando sacarosa, FOS u otros fructanos como donadores de

fructosa. Las fructosiltransferasas mas comunes son la levansacarasa (EC 2.4.1.10)
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y la inulosacarasa (EC 2.4.1.9) capaces de sintetizar levana e inulina,

respectivamente.

Las enzimas del clan GH-J poseen un dominio catalitico g-propela comdn. La
propela cuenta con cinco laminas S repetidas, cada una consiste de cuatro hebras
B antiparalelas con una topologia clasica en “W” alrededor del eje central,
encerrando la cavidad cargada negativamente del sitio activo. En contraste con los
miembros de la familia GH68, la familia GH-32 contiene ademas un dominio extra
en el extremo C-terminal. Este dominio C-terminal consiste en dos laminas f
compuestas por 6 hebras g antiparalelas, con plegamiento tipo sandwich (Lammens
et al., 2009). Aunque la funcion exacta de este modulo aun no es clara, estudios
previos han demostrado que es esencial para la estabilidad de la proteina en
general. Entre los dos dominios mencionados, se observa una hendidura. Se ha
propuesto que dicha hendidura juega un rol en el reconocimiento de sustratos con

un grado de polimerizacién elevado.

Los alineamientos multiples de las secuencias de miembros del clan GH-J revelaron
tres residuos conservados en el dominio B-propela N-terminal. Especificamente los
motivos WMNDPNGL, RDP y EC, que contienen un residuo acido en una posicién
equivalente en todas las enzimas (aminoacidos resaltados). Se ha demostrado que
estos residuos, dos aspartatos y un glutamato, también referidos como la “triada
catalitica”, son indispensables para la union y la catalisis. EI Asp (del motivo
WMNDPNG) es el nucledfilo y el Glu (del motivo EC) es el catalizador acido/base.
El otro aspartato (del motivo RDP) parece no estar involucrado directamente en el
mecanismo de catdlisis y probablemente actia como estabilizador del estado de
transicion. Este residuo establece puentes de hidrégeno con los hidroxilos en los
carbonos C3y C4 de la fructosa, jugando un papel clave en la unién y estabilizacion

del sustrato. La figura 6 muestra la estructura terciaria de las GH32 y GH68.
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Fig 6. Levansacarasa (GH68) de Bacillus subtilis (PDB: 1PT2) y fructosilhidrolasa de la familia GH32 de Bifidobacterium
adolescentis (PDB: 6NUN), respectivamente. En rojo se encuentran sefialados los aminoacidos de la triada catalitica
(DVWDSWP, RDP, IERAN 6 WMNDPNG, RDP, EC, respectivamente), en morado se encuentra destacado el dominio -
propela y en verde se encuentra destacado el dominio g-sandwich.

Los miembros de las familias GH32 y GH68 operan por mecanismo de doble
desplazamiento, utilizando un intermediario enzima-sustrato, realizando la hidrolisis
entre los subsitios +1 y -1 del carbohidrato. En el primer paso, un ataque nucleofilico
es realizado en el carbono anomérico del azucar por el carboxilato del nucledfilo,
formando un intermediario covalente fructosa-enzima. El catalizador acido/base
actiia como un &cido donando un protén al grupo glicosilo saliente. En el segundo
paso, el catalizador acido/ base actia como base, removiendo un proton del
fructosilo aceptor entrante (agua o un carbohidrato aceptor apropiado en el caso de
las invertasas/ exo-hidrolasas o levansacarasa/ inulosacarasa, respectivamente),
gue hidroliza al intermediario fructosa-enzima. La figura 7 muestra el mecanismo de

reaccion realizado por estas enzimas (Lammens et al., 2009).
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Fig 7. Mecanismo de reaccion de las glicosilhidrolasas de la familia GH32 y GH68. Cuando el aceptor es agua, la reaccion
llevada a cabo corresponde a la hidrolisis. Por otro lado, cuando el aceptor es sacarosa o un FOS, la reaccion llevada a cabo
es la correspondiente a la transfructosilacién. Tomado de Singh et al, 2017. Fig. 2 in Lammens et al., 2008

2.4.1. Inulinasas

Las inulinasas (EC. 3.2.1.7) son enzimas que hidrolizan los enlaces -(2,1) de la
inulina para producir FOS, sacarosa o fructosa. Son producidas por diversos
microorganismos, los mas estudiados son las levaduras del género Kluyveromyces,
y el hongo filamentoso Aspergillus spp. ya que se pueden encontrar en ambientes
diversos, son termoestables, tienen una alta tasa de crecimiento, producen enzima
con alto rendimiento (con mas de 3000 U/mL), pueden crecer hasta 52 °C (en el
caso de Kluyveromyces), no son peligrosas para el humano y sus inulinasas son
inducibles y extracelulares (Huerta et al.,2014). Sin embargo, también hay algunas
bacterias productoras de inulinasas, como lo son los géneros Bacillus sp.,
Pseudomonas sp. y Streptomyces sp. los cuales también presentan altos
rendimientos de produccion (Tabla 4) (Vargas, 2015). El 63 % de las inulinasas

provienen de hongos y el 37% provienen de bacterias (Singh et al., 2017).
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Tabla 4. Bacterias productoras de inulinasas y sus caracteristicas.

Peso Estructura To éptima Actividad Unidades de
Bacteria Fuente Enzima Sustrato Producto molecular cuaternaria pl pH éptimo (fé) enzimatica Actividad Referencias
(kDa) enzimética
Cafa de Inulina, Sacarosa, Angel, et al
Achromobacter sp. azucar Exo-inulinasa sacarosa glucosa, 45.0 NE ND 5.0 35.0 0.3 Ul/ mL 2012,
fructosa
Tubérculos
Raices de Exo-inulinasa/ de dalia, FOS, Elyachioui et
Arthrobacter sp. achicoria Endo-inulinasa® Inulina, fructosa, 75.0 NE ND 6.0 50.0 NE ND al., 1992. Kang
rafinosa, glucosa et al., 1998.
sacarosa
. . _— . Fructosa, Haraguchi et al.
A. globiformis NE Exo-inulinasa Inulina glucosa 100.0 NE 4.8 6.5 40.0 755.0 Ul/ mg 1087.
Extracto de
Fuente NE/ Exo- tubérculos de Uzunova et al.,
Bacillus sp. termal inulin achicoria, NE NE NE ND ™ 60* 8.9* Ul/ mL 2002. Gavrailov
ermal ulinasa Inulina, et al. 2016.
sacarosa
Cafia de
Angel, et al.
azucar/ Extracto de . !
B. subtilis Vernonia Exo-inulinasa/  |tubérculos de Salelz\(r;;séa, 45.0 NE ND 5.0 35.0 0.025, 42.36/ |UI/ mL/ UIL, 20;2' l/;gl)lf et
: herbacea, NR Dalia, inulina, ?ructosa{ ) : : 47, 47 000 Ul/ mg, Zhe;;abtsov- et
diente de sacarosa al. 2002
ledn, dalia ” :
B. licheniformis NE NDA ND ND ND NE ND ND ND ND NE Azr‘zaorl%t al,
Almidén/
Raices de Exo-inulinasa/ inulina, Fructosa 37.50/ 134 Ul/ mL - Ul/ Zherebtsov et
B. polymyxa achicoria NR Ieyana Glucosa 58.0 NE NE 7.0 35.0 000 mg al., 2002. Kwon
rafinosa, et al., 2003.
sacarosa
Ex}racto de FOS,
. Raices de - tubérculos de sacarosa, Singh et al
B. safensis % Endo-inulinasa Dalia, ' NE NE NE 7 37* 12.56, 28.67 Ul/ mL o
esparrago Inulina. fructosa, 2013.
y glucosa
sacarosa
Inulina, saie?riéa 135.2/
B. smithii Suelo Endo-inulinasa sacarosa, fructosa, 47.5 NE NE 45 70.0 1105.40 Ul/ mg Gao et al. 2009.
rafinosa
glucosa
B. stearothermophilus Suelo / Exoinuinasa | shemtoos sz‘cceg’osza 54/ 64-84 NE 50 | 6165 | 60/65 9211.25, ulm 1959, Belami
: p remolacha N ? melobiosa, : ! ! 4000 9 Ny
rafinosa et al.1994.
glucosa
Bifidobacterium Heces Inuling, Maramatsu et
adolescentis humanas NE sacarosa, 1- NE 74.0 Monomérica | 4.5 6.1 37.0 101.0 Ul/ mg al., 1993,
kestosa
FOS Jedrzejczak-
B. animalis NE NE ! NE ND ND ND 6.2% 37* <1* U/ mL Krzepkowska et
sacarosa
al., 2011.
Inulina,
raftiling,
Raftilosa,
Heces de - fructofuranos Glucosa, Ryan et al.,
B. breve lactante Exo-inulinasa iinistosa, fructosa 60.0 ND ND 6.0 37.0 ND ND 2005.
sacarosa, 1-
kestosa,
nistosa
B. infantis Hecesde | g inlinasa FOS, NE 72.0 NE 43 6.0 37.0 580.0 Ul mg Warchol etal.,
infante sacarosa 2002.
Levana, Sacarosa, Janer et al
B. lactis NE Exo-inulinasa FOS, glucosa, 60.0 NE 4.7 6* 37* NE NE 2004 -
sacarosa fructosa .
Levana,
inulina, FOS,
1-kestosa,
nistosa, Jedrzejczak-
B. longum NE Exo-inulinasa | fafinosa, Fructosa, 67.0 Monomérica | g 6.0 50, 37-45 106.1 Uimg  |Krzepkowska et
maltosa, glucosa (In-silico)
al., 2011.
lactosa,
sacarosa,
fructosa,
glucosa
Extracto de Fructosa,
Clostridium Remolacha/ o tubérculos de glucosa, N . 02-18/ Efstathiou et al.,
N cascaras de Exo-inulinasa Dalia, inulina, FOS en NE ND ND 4.6*/ 5.6 30% 47 Ul/mg/U/L [1986. Looten et
acetobutylicum L . 436
achicoria sacarosa, tiempos al., 1987.
rafinosa cortos de rx.
. Tubérculos ) - Drent et al.,
C. thermoautotrophicum de Dali NE Inulina NE ND ND ND 7.0 60.0 aprox. 140 U/ ginu*L 1001,
Flavob_acterlum Variedad de Exo-inulinasa Inulina, NE ND ND ND 5.0 30% 979.0 Ul g células Allais et al.,
multivorum suelos sacarosa 1986.
Geobacillus NE Exo-inulinasa® NE NE 54.0 NE ND 6.0 6.0 133.0 Uimg  |Tsuimotoetal,
stearothermophilus 2003.
Cafia de Sacarosa, Angel, et al.,
Lactobacillus casei Exo-inulinasa” Inulina glucosa, 45/ 139 ND 4.7 5.0 35.0 0.22-0.33 Ul/ mL 2012. Kuzuwa
azucar
fructosa et al., 2012.
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Levana,

. Extracto de _— S Fructosa, Miiller et al.,
L. paracasei fleo (planta) Exo-inulinasa inulina, Glucosa 42.0 ND 4.6 4.1-48 ND 177.1 Ul/ mg 1995,
sacarosa
Inulina,
levana, 1-
kestosa, o
Pescado ! - ul/ mL, Ui/ Paludan-Mdiller
L. pentosus fermentado NE sacarosa, ND 126.0 Monomérica ND 55 25.0 260.9 mg et al., 2002.
melecitosa,
rafinosa,
estaquiosa,
Marinimicrobium sp. Sedlm_ento Exo-inulinasa Inulina Fructosa, ND ND ND 9.0 55.0 14.6 Ul/ mL Lietal., 2012.
marino glucosa
Nocardiopsis sp. Sedimento | & invlinasa Inulina Fructosa, Nd ND ND 8.0 60.0 25.1 Ul mL Lu et al., 2014.
marino glucosa
Paenibacillus polymyxa Ralges Fie Exo-inulinasa® Inulina, Fructosa, 56.0 Monomérica ND 6.0 25.0 185 Ul/ mg Gaoetal,
achicoria sacarosa glucosa 2014.
= Sacarosa,
Pseudomonas Cafa de - . ' Angel, et al.
aeruginosa azucar Exo-inulinasa Inulina gf;lucosa, 45.0 NE NE 5.0 35.0 0.22-0.33 ul/mL 2012.
ructosa
Inulina,
. - N sacarosa, Fructosa, - Kwon et al.,
P. mucidolens Suelo Exo-inulinasa’ levana, glucosa 55.0 Monomérica | ND 6.0 55.0 9 400 Ul/ mg 2000.
rafinosa
Inulina,
levana,
Sphingobacterium sp. Heces de Exo-inulinasa” raflno_sa, Fructosa, 56.0 ND ND 7.0 40.0 290.9 Ul/ mg Zhou et al.,
grulla estaquiosa, glucosa 2014.
sacarosa,
almidon
Inulina,
levana, FOS,
: Rocas de _— sacarosa, Fructosa, Zhou et al.,
Sphingomonas sp. fosfato Exo-inulinasa rafinosa, glucosa 55.0 ND ND 55 55.0 73.7 Ul/ mg 2014.
estaquiosa,
almidon
Inulina,
Staphylococcus sp. NE NE salvado de NE ND ND ND 6.5 37.0 618.0 UL Se';“;‘g;“ et
trigo " )
Pressmud Laowklom et al.,
Extracto d'e 2012. Reddy et
) Exo-inulinasa/ . FOS/ . al., 2016.
Streptomyces sp. Raices [.je Endo-inulinasa/ tubergulo_s, de Fructosa, 70.8 ND ND 6.0 55.0 89, 0.5247 Ul/mg/UllL | Sharmaetal.,
achicoria achicoria, 290.20/ 321
NE Aio. inulina glucosa 2006.
10, ! Dilipkumar et al.
sacarosa 2011,
S. grisenus Suelo Exo-inulinasa Inulina NE 140.0 NE ND 7.0 40.0 6.9 Ul mg Toha;r&))/ﬁet al,
S. rochei Suelo Endo-inulinasa Inulina FOS ND ND ND 6.2 40 1.0 Ui/ mL Y“ig‘;gt al.
. Fructosa,
Inulina, lucosa Liebl et al
Thermotoga maritima Barro marino | Exo-inulinasa® levanana, gul ’ 50.0 Monomérica | 5.1 55 90-95 NE NE v
rafinosa, 1998.
sacarosa
sacarosa.
Céscara de
Xanthomonas Endo-inulinasa/ f.:ebolla, Naidoo et al.,
campestris pv phaseoli NE NE cascara de FOS ND ND ND ™ 37* 4.3 Ul/ mL Ayyachamy et
P pvp ajo, inulina, al., 2009.
sacarosa
_— " Choetal.,
X. oryzae NE Endo-inulinasa Inulina FOS 139.0 ND ND 75 50.0 1372 Ul/ mg 2002

*Actividad enzimatica determinada solo a esas condiciones de pH y temperatura;  enzimas producidas por sistemas de expresion heter6loga.

NE: No Especificado. ND No determinado. Fuente: Singh, et al., 2017.

2.4.2. Levanasas

Las levanasas son enzimas que hidrolizan los enlaces (-(2,6) de la levana para

producir FOS, sacarosa o fructosa. Existen cuatro tipos de levanasa: endolevanasas
(EC 3.2.1.65), exolevanasas (EC 3.2.1.154), p-(2,6)-fructan 6-levanbiohidrolasas
(LF2asa, EC 3.2.1.64) y levan fructotransferasa (LFTasa, EC 4.2.2.16), cada una

producida por diferentes microorganismos, generando diferentes compuestos

(Tabla 5). Las endolevanasas hidrolizan levana en FOS con diferentes grados de

polimerizacién variando de 2 a 10 unidades de fructosa, mientras que las
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exolevanasas hidrolizan levana en sus extremos, generando fructosa. La LF2asa

produce

levanobiosa como principal

producto de hidrolisis 'y

la LFTasa

predominantemente convierte la levana en anhidrido de difructosa IV (DFA 1V)

(Zhang et al, 2019). Murakami y colaboradores clasificaron la levanasas secretadas

por los microorganismos en:

1. Levanasas tipo I: Aquellas que producen solamente fructosa.

2. Levanasas tipo Il: Aquellas que producen principalmente levanbiosa.

3. Levanasas tipo Il

levantriosa.

Levanasas tipo IV: Aquellas que producen DFA IV.

Aquellas que producen principalmente levanbiosa y

5. Levanasas tipo V: Aquellas que producen FOS con un grado de polimerizacion

de entre 5-9 mondémeros de fructosa.

6. Levanasas tipo VI: Aquellas que producen diversos tipos de FOS (Zhang et al,
2019).

Tabla 5. Microorganismos productores de levanasas

Peso To Unidades
Bacteria Fuente Enzima Sustrato Producto molecular Estructura pl _PH optima ACF'V'qfad de Referencias
cuaternaria 6ptimo o enzimética Actividad
(kDa) (°c) i
enzimatica
Levana,
Streptococcus Placa inulina, Tanaka et al
salivarius KTA-19 dental Exolevanasa rafinosa, Fructosa 100 ND 5 6.5 40-50 810 Ul/ mg 1083,
humana sacarosa,
melecitosa.
. Levana, Murakami et
Bacillus sp. 71 Suelo Endolevanasa fleina Levanheptosa 135 ND 4.7 6 40 21.7 Ul/ mg al., 1992,

. Endolevanasa Levana, Fructosa, Miasnikov et
Bacillus sp. L7 Suelo N fleina FOS 86 ND ND 55 50 128 Ul/ mg al., 1997.
Pseudomonas K- Kang et al.,

Suelo NR Levana Levanoctaosa 38 ND 4.8 7 35 39.2 Ul/ mg 1998
Bacillus subtilis NE Endole/\\/anasa Levana FOS 62 ND ND 6-6.5 20 3 Ul mg Jensz%rlgt al.,
Streptomyces sp. Suelo Exolevanasa Levana Levanheptosa 78 Monomérica 4.1 7 40 4309 Ul/ mg L'ngt;l"
Paciente
Actinomyces humano |qarashi et
viscosus ATCC con NR Levana FOS 89 ND ND 6 45 851 Ul/ mg gl 1087
19246 actinomi ” ’
cosis
Extracto de
Treponema Rumen pasto, Kasperowicz
Zioleckii de oveja Endolevanasa Ii%ﬁ:;i, FOS,Fructosa 60 ND ND 6 40 15.75 Ul/ mg et al., 2010.
sacarosa
Levana,
inulina, 1- .
Gluconacetobacter ! Menéndez et
diazotrophicus NE Exolevanasa® kestosa, Fructosa 57 ND ND 6 30 58 Ul/ mg al., 2004,
rafinosa,
sacarosa
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Levana,
) inulina, -
”Cr?:‘rfi'f'(')‘:;is NE Endolevanasa f%}i:%%aa FOS 56 ND ND 6 35 18 Ul mg Doﬁ%g;g}i et
6-kestosa
Leva_na, Levanbiosa, .
Strepto;r_lg/ces SPp- Suelo Exolevanasa le\i'ﬁgl?r':;sa’ levantriosa, 54 ND 4.7 6.5 40 626 Ul/ mg M;Taligg\(l).et
sacaros’a fructosa !
PSEUdOT:,? nas sp. Suelo Exolevanasa Levana Levanbiosa 36 ND 5.7 7 40 30.5 Ul/ mg Kagg;élal.,
" enzimas producidas por sistemas de expresion heteréloga. NE: No Especificado. ND No determinado. Fuente: Zhang et al., 2019.
2.4.3. Levansacarasas
Finalmente, las levansacarasas e inulosacarasas son fructosiltransferasas
pertenecientes a la familia 68 de las glicosilhidrolasas que forman cadenas de
fructanos. Ademas de la sacarosa, la rafinosa y la estaquiosa han sido utilizados
exitosamente como donadores de fructosa como analogos de la sacarosa en la
reaccion de transfructosilacion llevada a cabo por la levansacarasa (Tian y
Karboune, 2012).
Se han aislado microorganismos de diversas fuentes, capaces de producir fructosil-
transferasas. Entre ellos destacan las bacterias Gram positivas, por ejemplo: B.
subtilis, B. circulans, B. polymyxa, B. amyloliquefaciens o Lactobacillus reuteri, las
bacterias Gram negativas, como Zymomonas mobilis, Erwinia herbicola,
Pseudomonas syringae pv glycinea, P. syringae pv phaseolicola y Acetobacter
diazotrophicus y géneros de mohos, tales como Aspergillus, Aureobasidium,
Calviceps, Fusarium, Penicillium, Phytophthora, Scopulariopsis o Saccharomyces
(Olvera et al., 2007). La tabla 6 enlista algunas bacterias productoras de
fructosiltransferasas y sus caracteristicas.
Tabla 6. Bacterias productoras de fructosil-transferasas.
Bacteria Fuente Enzima Donador Receptor Producto mgl(%;glar isélrgrcn[::; pl pH dptimo T ?Eclima e,:gxiédleilcda ?g?ﬁgg\i ¢ Referencias
oo M L T R R s w | ss | oso | ar e N | e
Actinomyces viscosus :}::l%:: Levansacarasa Sacarosa Sr:(;;rg::’ Levana 220 Trimérica 4.2 75 37 90.0 umol/min/mg Pablsg‘;;. al,
Bacillus subtilis NE Levansacarasa® Sacarosa Sacarosa Levana 53 ND ND 55 30 195.6 Ul/ mg I%;;.zle;gae.t
Kesosa, 6
B. megaterium NE Levansacarasa® Sacarosa Sacarosa l;el:!'g:: 52 ND ND 6.6 45 NE NE H‘;Ty”;ggg_e‘
blastosa,
neokestosa
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Erwinia amylovora NE Levansacarasa® Sacarosa NE Levana 46 ND 4.0 ND ND 34.0 U/ mL Gefgrg‘;' al,
Gluconacetobacter Cafia de FOS, 1- Hernandez et
N - . Levansacarasa Sacarosa Sacarosa kestosa, 60 ND ND ND ND ND ND
diazotrophicus azlcar " al., 2000.
nistosa
Levana, 1-
Lactobacillus kestosa, Tieking et al.
: . NE Levansacarasa® Sacarosa Sacarosa sacarosa, 73 ND ND 5.4 40 ND ND ”
sanfranciscensis 2005.
fructosa,
glucosa
Sacarosa, Van Hijum et
A ,
L. reuteri NE Levansacarasa’ rafinosa Sacarosa Levana 84 ND ND 45 50 177.0 Ul/ mg al., 2004,
Inulina, 1- Van Hijum et
L. reuteri NE Inulosacarasa® Sacarosa Sacarosa kestosa, 1- 85 ND 4.5 5.0 50 103.7 UI/ mg al 2“302
nistosa - .
Sacarosa,
Leuconostoc citreum Pozol Inulosacarasa® maltosa, Sacarosa Inulina 165 ND 5.0 6.5 45 NE NE Czlv;rezglgga
lactosa " i
Levana, 1-
L. mesenteroides NE Levansacarasa® Sacarosa Sacarosa l;els:gss: 103 Dimérica ND 6.2 30 100.0 Ul mg Kag%[‘f; al.,
kestopentosa
Paenibacillus polymyxa NE Levansacarasa® Sacarosa Sacarosa Li\é:?:s’a\l- ND ND ND ND ND ND ND Bez;i‘:lte et
Pseudomc_mas S NE Levansacarasa Sacarosa Sacarosa Levana 45 ND 35 6.2 20 298.0 Ul/ mg Hettwer et al.,
phaseolicola . - . 2000.
Xilosa,
arabinosa,
lactosa, Ohtsuka et
Rahnella aquetilis NE Levansacarasa Sacarosa maltosa, Levana 120 Dimérica ND 6.0 60 731.0 Ul/ mg al.. 1992
maltotriosa, . .
celobiosa,
melibiosa
Streptococcus mutans NE Inulosacarasa® Sacarosa Sacarosa Inulina ND ND ND ND ND ND ND Sgl""fgg; et
Streptococcus N Sacarosa, Song et al.,
salivarius NE Levansacarasa’ Sacarosa rafinosa Levana 125 ND ND 6.0 37 58.0 UI/ mg 1999.
e Levana, 1- Yanase et al.,
Zymomonas mobilis NE Levansacarasa Sacarosa Sacarosa Kestosa 56 ND 2.6 5.0 50 NE NE 1092.

N enzimas producidas por sistemas de expresion heteréloga. NE: No Especificado. ND No determinado. Fuente: Velazquez et al, 2009.

Las fructosiltransferasas bacterianas son capaces de catalizar por lo menos tres

reacciones: hidrélisis de sacarosa, polimerizacion de fructosa derivada de la

sacarosa e hidrolisis de fructanos (Abdel et al., 2012). Mdltiples microorganismos

han demostrado su capacidad para producir una o varias fructosilhidrolasas, en la

tabla 7 se enlistan algunas bacterias capaces de producir estas enzimas:

Tabla 7. Bacterias productoras de GH32 y GH68.

Enzima

Bacterias productoras

Inulosacarasa

Bacterias acido-lacticas

Acetobacter sp., Actinomyces sp., Bacillus amyloliquefaciens*, Bacillus sp.,
Burkholderia sp., Erwinia sp., Gluconobacter sp., Lactobacillus sp.

Levansacarasa Leuconostoc sp., Paenobacillus sp., Pseudomonas sp., Rahnella sp.,
Sphingomonas sp., Streptococcus sp., Zymomonas sp.
Achromobacter sp., Arthrobacter sp., Bacillus amyloliquefaciens*, Bacillus
sp., Bifidobacterium sp., Clostridium sp., Flavobacterium sp., Geobacillus sp.,
Inulinasa Lactobacillus sp., Marinimicrobium sp., Nocardiopsis sp., Paenibacillus sp.,

Pseudomonas sp., Sphingobacterium sp., Staphylococcus sp., Streptomyces
sp., Thermatoga sp., Xanthomonas sp.
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Arthrobacter sp., Actinomyces sp., Bacillus amyloliquefaciens*, Bacillus sp.,
Levanasa Gluconacetobacter sp., Microbacterium sp., Pseudomonas sp., Streptococcus
sp., Streptomyces sp.

*Microorganismo reportado en este trabajo. El analisis bioinformético de la cepa demuestra la presencia de genes codificantes
para estas enzimas, también reportado por Chen, et al., 2018
Fuentes: Zhang et al., 2019, Singh et al., 2017, Olvera et al., 2007 y Chen, et al., 2018.

2.5. Bacillus amyloliquefaciens 12GeP

En nuestro grupo de trabajo se aislo una cepa de B. amyloliquefaciens (denominada
por nosotros como B. amyloliquefaciens 12GeP) a partir de un muestreo de bagazo
de agave realizado en Jalisco, el cual demostré poseer actividad hidrolitica frente a

la inulina de agave (Pérez, 2016 y Gonzélez, 2018).

B. amyloliquefaciens es una de las bacterias mas empleadas para la produccion
potencial de enzimas y posee el reconocimiento GRAS (Generally Recognized As
Safe). Se ha comprobado que al ser cultivada en medios que contienen sacarosa

es capaz de producir enzimas extracelulares (Tian et al., 2011).

B. amyloliquefaciens es el principal productor industrial de a-amilasa y proteasa en
el mundo. Se encuentra estrechamente relacionado con Bacillus subtilis y las otras
dos especies que componen el grupo B. subtilis; Bacillus licheniformis y Bacillus
pumilus. Se diferencia metabdlicamente y su DNA comparte menos del 25, 13y 5
% de homologia con el DNA de B. subtilis, B. licheniformis y B. pumilus,
respectivamente. Las cuatro especies pueden ser diferenciadas a través de técnicas
moleculares, utilizando cromatografia de  gas-liquido por  pirdlisis,
espectrofotometria de masas por pirélisis, pruebas bioquimicas y mediante la

separacion eletroforética de sus enzimas (Priest et al., 1987).

B. amyloliguefaciens es un bacilo Gram positivo, de entre 0.7 a 0.9 por 1.8 a 3 um,
regularmente forma cadenas, presentan motilidad con flagelos peritricos y forman
esporas centrales o periféricas de entre 0.6 a 0.8 por 1 a 1.4 um (Fig 8). Su
temperatura optima de crecimiento es de entre 30 a 40 °C y no crecen por debajo
de 15 °C o por encima de 50 °C (Priest et al., 1987).
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FYtCant 2 [ G
Fig 8. Microscopia electronica de barrido (SEM) de B. amyloliquefaciens 12GeP observada a 5 000X y 20 000X,
respectivamente (tomado de Pérez, 2016)

Recientemente se ha propuesto que B. amyloliquefaciens comprende dos
subespecies: la subespecie asociada a plantas B. amyloliquefaciens subsp.
plantarum, y la no asociada a plantas B. amyloliquefaciens subsp.
amyloliquefaciens, basandose en un andlisis filogenético y su caracterizacion
fisiol6gica, esta ultima como la habilidad para la colonizaciéon de las raices y la
produccién de hormonas y antibiéticos que influyen en el crecimiento de las plantas.
Las diferencias genéticas entre estas dos subespecies consisten en la presencia de
algunos genes en la subespecie plantarum que la subespecie amyloliquefaciens no
posee, como lo son algunas glucanasas, xilanasas, isomerasas, xilosidasas,
amilasas y algunos transportadores de aminoacidos y otros metabolitos (Zhang et
al, 2016).

Ademas, se realiz6 un analisis genomico en el que se comparé el genoma de 24
cepas diferentes de B. amyloliquefaciens verificando la presencia de genes que
codifican para glicosil-hidrolasas (Zhang, et al. 2016). También se demostré que B.
amyloliquefaciens subsp. plantarum es una cepa con potencial para su uso en la
degradacion de biomasa lignocelulésica y fructanos como la inulina, levana y

agavina a través de la secrecién de glicosil-hidrolasas (Tabla 8).
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Tabla 8. Enzimas putativas de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum relacionadas con la
degradacion de biomasa lignocelulésica y fructanos.

Sustrato de
relaciéon

Enzima

GH5 (endo-1,4-8-glucanasa EC 3.2.1.4)

GH30 (glucan endo-1,6-#-glucosidasa EC 3.2.1.-)

GH4 (6-fosfo-B-glucosidasa EC 3.2.1.86)

GH4 (6-fosfo-a-glucosidasa EC 3.2.1.-)

GH1 (6-fosfo-B-galactosidasa EC 3.2.1.85)

GH16 (B8-glucanasa EC 3.2.1.-)

GH32 (sacarosa-6-fosfato hidrolasa EC 2.4.1.-)

GH32 (sacarosa-6-fosfato hidrolasa EC 2.4.1.-)

GH32 (levanasa EC3.2.1.65)

GH13 (a-glucosidasa EC 3.2.1.20)

Celulosa

PL1 (pectato liasa EC 4.2.2.-)

PL1 (pectato lasa EC 4.2.2.-)

PL9 (pectato liasa EC 4.2.2.2)

GH11 (endo-1,4-B-xilanasa EC 3.2.1.8)

GH26 (8-manosidasa EC 3.2.1.78)

GHA43 (arabin endo-1,5-a-L-arabinosidasa EC 3.2.1.-)

GHA43 (arabin endo-1,5-a-L-arabinosidasa EC 3.2.1.-)

GHA43 (arabinxilan arabinofuranohidrolasa EC 3.2.1.-)

GHA43 (1,4-B-xilanosidasa EC 3.2.1.37) (excepto la cepa 9912D)

GH51 (a-N-arabinofuranosidasa EC 3.2.1.55)

GH51 (a-N-arabinofuranosidasa EC 3.2.1.55)

GH30 (glucoronoxilanasa EC 3.2.1.-)

Hemicelulosa

CEY7 (acetilxilan esterasa EC 3.1.1.72)

CE3 (acetilxilan esterasa EC 3.1.1.72)

GH53 (arabinogalactan endo-1,4--galactosidasa EC 3.2.1.89)

Fuente: Chen et al, 2018.
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3. Justificacion

El estudio del genoma de B. amyloliquefaciens realizado por nuestro grupo de
investigacion concuerda con lo descrito por Zhang y colaboradores, revelando la
presencia de al menos tres glicosilhidrolasas que podrian estar implicadas en la
degradacion de agavina, estas son: la inulinasa, la levanasa y la levansacarasa
(Zhang, et al. 2016). Sin embargo, de acuerdo con los resultados obtenidos
previamente en nuestro grupo de investigacion no son concluyentes, ya que
reportan por lo menos dos proteinas; una de 32 kDa y otra de entre 110 y 220 kDa,
y con una actividad enzimatica de 7 o 10 U/ mg proteina, por lo que no queda claro
si la hidrdlisis de agavina es debida a la accion de una de ellas o al conjunto de
ellas. Asi, la presente investigacion permitira: i) verificar la presencia de los genes
gue codifican para la inulinasa, la levanasa y la levansacarasa dentro del genoma
de B. amyloliquefaciens 12GeP, ii) evaluar su actividad frente a sacarosa, levana,
inulina y agavina vy iii) concluir si la hidrélisis de agavina es realizada por una de

estas enzimas o el conjunto de ellas.

4. Hipotesis

Si Bacillus amyloliguefaciens 12GeP es capaz de utilizar inulina de agave como
unica fuente de carbono, entonces esto se debe ala accidén de una fructosilhidrolasa

o al conjunto de fructosilhidrolasas producidas por esta bacteria.

5. Objetivos
5.1. Objetivo general

Evaluar la actividad de las fructosilhidrolasas de B. amyloliquefaciens 12GeP

recombinantes frente a la agavina, inulina, Objetivos particulares

e Estudiar el genoma de B. amyloliquefaciens reportado en las bases de datos

para identificar las posibles fructosilhidrolasas que produce.
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e Conocer la secuencia exacta de los genes codificantes de fructosilhidrolasas

mediante su clonacion y secuenciacion en pGEM-t easy vector.

e Evaluar la especificidad de las fructosilhidrolasas de B. amyloliquefaciens
12GeP hacia los sustratos mencionados mediante su produccion de manera

recombinante.

e Concluir sila actividad hidrolitica frente a la agavina es debida a una sola enzima

0 a un conjunto de ellas.
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6. Metodologia

= Enzays de DNS

= Cromatografle en capa fina (TLE)

= Cuantficacidn de proteing total
peor &l méteds de Bradford

=« S0S-PAGE

= Purficacidn de banda
= Ligado a pGEM-t aasy vactar
= Transeformacion de E. colf DHS«

= Extracciin de plésmido

= Reaccidn de restriccidn

= Ebectroforesss en gel de agarcaa al 1%
« Purficacidn de banda

= Ligade a pET28b(+)

= Transformacidn de E. coll BL21(DEZ)

= Sonicacidn

= Enzayo de DNS

= Cuantificacidn de proteing par el
método de Bradford

= 505-PAGE

= Cromategrafia en cepa  fine
(TLE)

Evaluacién de la
viabilidad y pureza de la
cepa B.
amyloliguefaciens 12
GaP

l

Comprobacién de la
actividad enzimdtica

Amplificacién de los
genes de interés

l

Clonacién de los genes
de interés en pGEM-t
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}

Secuenciacion

l
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genes de interés en
PET28b{+)

l

Expresion de los genes
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|

Comprobacion de la
actividad enzimaitica

Fig 9. Estrategia experimental desarrollada durante esta investigacion.

= Pre-inoculacidn en madic minemo
= Tincsdn da Gram
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= Extraccitn da DMA

=PCR

= Electroforesss an gel de agarose 1 %

» Saleccidn de colonias transformantes
= Extraccién de pldsmido

= Reaccidn de resfriccidn

= Electroforesss en gel de agarosa 1 %
= Analisis in-slico

» Saleccidn de colonias transfoemantes
= Extraccitn de pléamido

= Reaccion de resiriccidn

= Electroforesss en gel de agarosa 1 %
= Induccidn de la exprasion
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Materiales

Todos los reactivos, a excepcion de la agavina, la cual fue purificada en nuestro
laboratorio, fueron adquiridos en Sigma Aldrich y JT Baker.

6.1. Viabilidad y pureza de la cepa B. amyloliquefaciens 12GeP

Para verificar que la cepa de B. amyloliquefaciens 12GeP fuera viable, una muestra
conservada en glicerol bajo ultracongelacion a —-72 °C, fue descongelada
lentamente en un bafio de hielo para evitar la lisis celular. Se tomaron 100 uL del
microorganismo conservado y se afiadieron a 10 mL de medio de cultivo minimo
suplementado con agavina al 0.5 % (m/v) estéril para reactivar metabélicamente a
la cepa e inducir la expresion de los genes de interés. La composicion del medio de

cultivo se describe en la tabla 9.

Tabla 4. Composicién del medio de cultivo minimo.

Reactivo Concentracion % (m/v)
Extracto de levadura 0.5
Fosfato dipotasico 0.1
Sulfato de Magnesio 0.05
Cloruro de potasio 0.05
Sulfato de amonio 0.1
Agavina 0.5

El pre-inéculo fue incubado a 37 °C por 12 h con una agitacion de 200 rpm y se
tomaron 5 asadas de él para realizar la tincion de Gram, distribuyendo las asadas
de manera uniforme sobre un portaobjetos limpio y desengrasado. Se observo la
preparacién al microscopio para verificar la pureza del cultivo y la morfologia

colonial.
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6.2. Actividad enzimética de Bacillus amyloliquefaciens 12GeP

6.2.1. Obtencion de la fraccién enzimatica

En condiciones de esterilidad, se transfirieron los 10 mL del preindculo a 100 mL de
medio de cultivo minimo suplementado con agavina al 0.5 % (m/v) y se incubaron a
37 °C con una agitacién constante de 250 rpm por 24 h. El cultivo se centrifug6 a 10
000 rpm, a una temperatura de 4 °C durante 10 min. Debido a que las enzimas de
interés son extracelulares, la fraccion insoluble (pellet celular) fue desechada y el
sobrenadante se sometié a ultracongelacion por 24 h. Posteriormente, el
sobrenadante se liofiliz6 para su conservacion. El extracto crudo liofilizado fue
concentrado 20 veces al ser resuspendido en 5 mL de amortiguador de fosfatos 50

mM pH 8 para ser analizado.

6.2.2. Cuantificacion de azucares reductores por el método de &cido
dinitrosalicilico (DNS)

Se montaron sistemas de reaccion por triplicado en un volumen total de 1 mL, los
cuales contenian: 100 uL de sustrato (sacarosa, inulina de achicoria, levana o
agavina) al 1 % (concentracion final 0.1 %), 100 uL de proteina (extracto crudo) y
completando el volumen final a 1 mL con amortiguador de fosfatos 50 mM pH 8
debido a que fue el pH éptimo reportado por estudios previos de nuestro laboratorio
(Pérez, 2016). Para el ensayo de transfructosilacion, se montaron sistemas de
reaccion en un volumen total de 1 mL, los cuales contenian: sacarosa 1 M, 100 uL
de proteina (extracto crudo) y completando el volumen final a 1 mL con
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 8. Ademas de los sistemas de reaccion, se
montaron controles de sustrato y de enzima, los cuales carecian de extracto crudo
o de sustrato respectivamente, y se sustituyeron por volimenes equivalentes de
agua MiliQ. Cada sistema fue incubado a 35 °C, 500 rpm por 20 min y finalmente se

inactivd colocando cada sistema en un bafio de glicerina a 100 °C por 10 min.

El método del &cido dinitrosalicilico (DNS) (Ghose, 1987) se realiz6 mezclando en

tubos de ensayo, 600 uL de reactivo DNS, 200 uL de amortiguador de fosfatos 50
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mM pH 8 y 100 uL de reaccién enzimatica. En seguida, los tubos se sometieron a
calentamiento a 90 °C en un bafio de glicerina por 5 min para favorecer la reacciéon
de o6xido-reduccién ya que es una reaccion endotérmica y posteriormente se
colocaron en un bafio de hielo por 20 min para detener la reaccion. Finalmente se
agregaron 4 mL de agua MiliQ a cada tubo y se realizé la medicidn de la absorbancia
a una longitud de onda de 540 nm. La concentracion de azucares reductores se
determiné mediante la interpolacion de los datos obtenidos en una curva patrén de

fructosa con intervalos de concentracion de 0 a 2 mg/ mL.

6.2.3. Determinacion de los productos de la hidrélisis de fructanos y
sacarosa por cromatografia en capa fina (TLC)

Se tomaron 2 ulL de estandar de fructosa, glucosa, sacarosa, inulina, levana o
agavina al 1 % o de cada sistema de reaccion y se cargaron en una placa de silica
en aluminio de 5 x 10 cm como fase estacionaria. La separacion se realiz6 utilizando
una mezcla de butanol, metanol, agua (3:2:1) como fase mavil. Una vez que entro
en contacto el eluyente con la placa, se dej6 correr por hora y media. Las muestras
se revelaron con una solucion de H2SO4 al 5 % en metanol y orcinol a 10 mg/ mL,
utilizando un aspersor para rociar la solucién de revelado por toda la placa y

finalmente calentarla a 90 °C en una patrrilla hasta su revelado.

6.3. Cuantificaciéon de proteina total por el método de Bradford

El método de Bradford utiliza al colorante azul de Coomassie G250, el cual es capaz
de formar un complejo con las proteinas al interactuar con las cargas positivas de
la cadena polipeptidica cuando se encuentra en medio 4cido. Dicho complejo tiene
una coloracion azul con una absorbancia méaxima a 595 nm. Asi, la cantidad de
proteina puede ser estimada midiendo la absorbancia del colorante en su forma

i0nica azul a una longitud de onda de 595 nm.

El reactivo de Bradford se prepard diluyendo una parte del reactivo de Bradford

concentrado, con 4 partes de agua MiliQ de acuerdo al manual de Biorad. Se
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tomaron 100 uL de extracto crudo, se mezclaron con 5 mL de reactivo de Bradford
en un tubo de ensayo y se homogenizé utilizando un vortex. Tras 5 min de
incubacion a temperatura ambiente, se realiz6 la medicion de la absorbancia de la
muestra a una longitud de onda de 595 nm, ajustando previamente con un blanco
de reactivo. La concentracion de proteina total se determind mediante la
interpolacion de los datos obtenidos en una curva patrén de BSA con intervalos de

concentracion de 0 a 1 mg/ mL.

6.4. Obtencidn del patrén de proteinas del extracto crudo mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

El SDS-PAGE descrito por Laemmli consiste en un gel discontinuo, con un gel de
apilamiento superior y un gel de resolucion inferior, que tienen diferentes valores de
pH y concentraciones de poliacrilamida. El gel de apilamiento superior tiene un
porcentaje menor de poliacrilamida que permite que las proteinas se muevan
rapidamente y se "apilen" en una banda apretada antes de entrar en el gel de
resolucién de poliacrilamida de mayor porcentaje para la separacion. Son geles que
contienen agentes desnaturalizantes, por lo que permiten la separacion y

diferenciacion de proteinas en funcién de su peso molecular.

La electroforesis se llevo a cabo utilizando geles de poliacrilamida al 10 % de 1.5
mm de espesor, siguiendo la metodologia reportada por Laemmli (Laemmli, 1970).
La muestra fue preparada mezclando 50 uL de amortiguador de muestra 'y 50 uL de
extracto crudo (correspondiente a entre 50 y 100 pg de proteina) para
posteriormente calentar la mezcla a 95 °C por 10 min para desnhaturalizar las
proteinas presentes en el extracto crudo. El gel fue cargado con 30 uL de la mezcla
y la electroforesis fue llevada a cabo a un voltaje constante de 75 volts. El gel fue
tefiido con azul de Coomassie R-250 al 0.1 % en 50 % de metanol y 10 % de acido
acético durante 15 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se destifié con
una solucién de metanol, acido acético, agua (5:5:1) hasta lograr observar las
bandas con claridad. El peso molecular de cada banda fue estimado al compararlas

con un marcador de peso molecular.
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6.5. Busqueda de genes codificantes para fructosilhidrolasas en el
genoma de Bacillus amyloliqguefaciens 12GeP

6.5.1. Analisis bioinformético del genoma de B. amyloliquefaciens

Bajo la sospecha de que la hidrélisis de agavina es debida a la acciéon de un conjunto
de enzimas capaces de hidrolizar los enlaces —(2,1) y f—(2,6) de este sustrato, se
realizé el andlisis bioinformético del genoma de B. amyloliquefaciens reportado en
las bases de datos (GenBank) con el objetivo de localizar genes codificantes para
glicosilhidrolasas, especificamente aquellas capaces de hidrolizar fructanos, como

lo son las inulinasas, las levanasas y en menor grado, las levansacarasas.

Para ello, se buscaron los motivos conservados en los que se encuentra la triada
catalitica en los genomas de 15 cepas de B. amyloliquefaciens, localizando asi las
secuencias de nucleétidos de los genes que codifican para la inulinasa, la levanasa
y la levansacarasa. Posteriormente, se realizo el alineamiento de las secuencias de
cada uno de estos genes entre las 15 cepas. Se utilizd la herramienta CLUSTAL
OMEGA (EBI) para evaluar la variabilidad de las secuencias de nucleétidos entre
ellas, los resultados fueron tomados en cuenta para el disefio de los cebadores que
se utilizarian para la amplificaciéon de estos genes por PCR, afiadiendo en cada
extremo las secuencias de reconocimiento de las endonucleasas Ndel y Xhol para

su uso en los procedimientos de clonacion y subclonacion.

También, utilizando la herramienta Clustal Omega (EBI), se alinearon las
secuencias de aminoacidos para comprobar si todas las enzimas de las cepas
analizadas poseian los motivos conservados. Finalmente, utilizando la herramienta
Swiss-Model (ExPASy) y utilizando como referencia la inulinasa de Thermotoga
maritima y la levanasa y levansacarasa de Bacillus subtilis, se realizé el modelado
por homologia de la estructura terciaria de cada enzima, utilizando aquella
secuencia de aminoacidos de mayor identidad con respecto a la enzima utilizada
como referencia, para evaluar si la posible estructura terciaria concuerda con la

estructura terciaria conocida de las GH-J.
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6.5.2. Extraccion de DNA

Para obtener el DNA, se realiz6 un cultivo de toda la noche a 37 °C y 200 rpm,
inoculando 50 uL de la cepa conservada en 5 mL de medio LB estéril.
Posteriormente, se centrifugé el cultivo a 10 000 rpm por 10 min a temperatura
ambiente, se resuspendi6 el boton celular en 500 uL de buffer de lisis (TRIS-HCI 20
mM pH 7.4, EDTA 0.5 mM pH 8, lisozima 0.2 % (m/v)) y se incub6 a 37 °C por 1 h.
En seguida, se afiadieron 100 uL de SDS al 10 % mezclando suavemente por
inversion y se incubd a 50 °C por 15 min. Después, se afiadieron 100 ulL de
proteinasa K (10 U/ mL), mezclando suavemente por inversion y se incub6 a 37 °C
por 1 h. Se afadieron 100 uL de CTAB/ NaCl 5:2 mezclando suavemente por

inversion y se incubd a 50 °C por 1 h.

Se afiadieron 800 uL de cloroformo y se mezcl6 suavemente. Se centrifug6é a 10
000 rpm por 10 min a temperatura ambiente y se recuperd el sobrenadante. Se
afiadieron 800 uL de fenol-cloroformo 1:1 pH 8, se mezclé por inversidén suave y se
centrifug6é a 10 000 rpm por 10 min a temperatura ambiente, recuperando la fase
acuosa en un microtubo de 1.5 mL estéril. Después se afiadieron 300 ulL de
cloroformo y se mezclé suavemente. Se centrifugé a 10 000 rpm por 10 min a
temperatura ambiente y se recupero la fase acuosa en un microtubo de 1.5 mL
estéril. Se afiadieron 750 uL de isopropanol frio y se dej6é incubar a temperatura
ambiente por 1 h. Posteriormente, se centrifugé a 10 000 rpm por 15 mina 4 °Cy
se descarto el sobrenadante. Se resuspendi6 el pellet en 100 uL de buffer TE (TRIS-
HCl 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM) mas 10 uL/ mL de RNAsa y se incubo a

temperatura ambiente por 15 min.

Se afadieron 10 uL de acetato de sodio 3 My 250 uL de isopropanol frio y se incub6
en un bafio de hielo por 15 min. Se centrifug6 a 10 000 rpm por 15 min a4 °C y se
descarto el sobrenadante. En seguida, se lavo el boton celular 3 veces con 200 uL
de etanol frio, centrifugando a 10 000 rpm por 2 min. Por ultimo, se removio
cuidadosamente el sobrenadante y se dejo secar por evaporacion a temperatura

ambiente. Una vez seco, se resuspendié en 50 uL de agua MiliQ estéril. La solucion
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de DNA fue cuantificada en un NanoDrop utilizando 1 uL de solucién y realizando la

determinacion por triplicado.

6.5.3. Electroforesis en gel de agarosa al 1 %.

La evaluacion de la integridad del DNA se realiz6 por medio de una electroforesis
en gel de agarosa al 1 %, realizando geles de 4 mm de espesor como se describe

enseguida.

Se disolvieron 300 mg de agarosa en amortiguador TB 1X pH 8 con calentamiento
suave por 40 segundos con ayuda de un microondas. El volumen desplazado por
evaporacion fue regenerado afiadiendo agua MiliQ. La agarosa fundida fue vertida
en el soporte del gel de la camara de electroforesis, utilizandolo como molde y se
afiadio 1 uL de bromuro de etidio, distribuyéndolo en toda la matriz del gel con ayuda

de una micropipeta.

Una vez formado el gel, se colocdé en una camara de electroforesis y se cubrio
completamente con amortiguador TB 1X pH 8 frio hasta alcanzar una altura de 2
mm por encima del gel. Las muestras se prepararon mezclando 1 ulL del
amortiguador goTaq Flexi 5X y entre 3 a 5 uL de muestra (dependiendo de la
concentracion de DNA de la muestra). Finalmente, las muestras se colocaron en los
pozos del gel y la electroforesis se realiz6 a 75 V por 1.5 h. El gel fue revelado

mediante su exposicion a luz UV en un transiluminador.

6.5.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion de PCR se realizé mezclando los reactivos correspondientes en
microtubos de 200 uL como se describe en la tabla 10, trabajando siempre en un

bafio de hielo para evitar la degradacion de los acidos nucléicos.
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Tabla 5. Contenido de los sistemas de reaccién para PCR

Reactivo Cantidad (uL)
Agua MiliQ estéril 8.5
Buffer goTaq Flexi 5X 2
MgClz 25 mM 2
dNTPs 2 mM 2
Oligonucledtido sentido 5 mM 2
Oligonucleodtido antisentido 5 mM 2
gDNA 1
Taq Polimerasa 5 U/ uL 0.5

Posteriormente, los tubos fueron introducidos en un termociclador donde se llevé a

cabo la PCR bajo las condiciones que se enlistan en la tabla 11.

Tabla 6. Condiciones de reaccion de la PCR

Parametro Condicién
Desnaturalizacion. Inicial 95 °C/ 3 min
Desnaturalizacion 95 °C/ 30 seg

Temperatura de alineamiento

T © en funcion de los
oligonucledtidos/ 30 seg

Temperatura de elongacion 72 °C/ 2 min
Temperatura de elongacion final 72°C/ 7 min
Estabilizacion 4°C/
Numero de ciclos 30

Una vez terminada la reaccion de PCR, se retiraron los tubos del termociclador y se

conservaron a -20 °C. La amplificacion fue corroborada por medio de una

electroforesis en gel de agarosa al 1 % como se describio anteriormente.

6.6. Clonacién de los genes de interés en pGEM-t easy vector

6.6.1. Purificacion de DNA

Una vez verificada la amplificacion de los genes de interés, se realizaron 5

reacciones mas de PCR para cada gen, con la finalidad de obtener mayor cantidad




de amplicones. Estos productos de reaccion de PCR fueron recuperados y
purificados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1 % como se describid
anteriormente. Las bandas correspondientes a los genes de interés se cortaron del
gel teniendo cuidado del tiempo de exposicion a luz UV para evitar la generacion de
mutaciones. La purificacion se llevd a cabo utilizando el kit de purificacion DNA
QIAquick extraction de Qiagen de acuerdo con las especificaciones del proveedor.
Los productos de PCR purificados fueron cuantificados utilizando un NanoDrop

(Thermo Fisher Scientific), realizando mediciones por triplicado.

6.6.2. Ligado de los genes de interés en pGEM-t easy vector

Esta parte del experimento se realizé mediante la reaccion de ligacion entre el gen
de interés previamente amplificado (inserto) y purificado, con el vector pGEM-t easy
vector mezclando los reactivos correspondientes en un microtubo de 200 uL, como

se especifica en la tabla 12.

Tabla 7. Contenido de los sistemas de reaccién para la ligacién entre los genes de interés y el
vector.

Reactivo Cantidad (uL)
Rapid Ligation Buffer 2X, DNA Ligase T4 5
pGEM-t easy vector (50 nQ) 1
Inserto X*
DNA Ligasa T4 (3 U/ uL) 1
Agua MiliQ estéril A completar 1fi?1§|L de volumen

*La cantidad de inserto se colocé de tal forma que la proporcién fuera 3:1 inserto:vector con el objetivo de favorecer la reaccién

Los tubos de reaccién fueron incubados a 4 °C por 12 h maximo.

6.6.3. Transformacion de E. coli DH5a

Para propagar y conservar los genes de interés se transformaron células de E. coli
DH5« con las construcciones resultantes de las reacciones de ligacion previas. Para
ello, se mezclaron 10 uL de reaccién de ligacion con 100 uL de amortiguador KCM
(KCI 100 mM, CaCl2 30 mM y MgCl2 50 mM). Se descongelaron lentamente 200 uL
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de células competentes de E. coli DH5« contenidas en microtubos de 1.5 mL en un
bafio de hielo, se tomaron 100 uL de reaccion de ligacion en amortiguador KCM y
se mezclaron cuidadosamente con las células competentes dejando incubar en un
bafio de hielo por 30 min. Posteriormente se realiz6 la transformacion de las células
competentes mediante un choque térmico, colocando los tubos en un termomixer a
42 °C por 90 s sin agitacion e inmediatamente después se colocaron en un bafio de

hielo por 2 min.

En condiciones de esterilidad, se afiadieron 400 uL de medio LB estéril y se
incubaron a 37 °C por 1 h con una agitacion constante de 300 rpm. Se centrifugaron
los tubos y en condiciones de esterilidad se descartaron 2/3 partes del
sobrenadante. Las células se resuspendieron cuidadosamente en la tercera parte
del sobrenadante. Finalmente, se plaqueé con ayuda de una punta de micropipeta
ajustada en forma de “V” en una placa de medio LB sélido suplementado con
ampicilina (100 ug/ mL), X-Gal (1 mg/ mL) e IPTG (0.1 mM). La placa fue incubada
a 37 °C por 24 h y luego incubada a 4 °C por 24 h para favorecer el desarrollo de
color en las colonias transformantes. La eficiencia de transformacion se calculo

utilizando las siguientes formulas:

(No.de colonias)(Coeficiente de dilucion)(Vol.original de transformacion)

UFC transformadas =
f Volumen empleado en la placa

UFC transformadas
DNA de plasmido (ug)

}Eficiencia de transformacion =

6.7. Secuenciacion de los genes de interés

6.7.1. Seleccion de colonias transformantes y extraccién de pDNA

Para verificar que el inserto corresponda a los genes de interés, conocer la
secuencia exacta de estos genes y para descartar posibles mutaciones, se
secuenciaron los plasmidos resultantes. Para ello, se seleccionaron 5 colonias,
tomando Unicamente aquellas colonias blancas con un didmetro entre 1 y 2 mm

aproximadamente. Cada colonia fue re-suspendida en 5 mL de medio LB
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suplementado con ampicilina (100 ug/ mL) e incubada a 37 °C con agitacion
constante de 200 rpm durante no mas de 16 h. Se separaron 1.5 mL de cada cultivo
para su conservacion, afladiendo 0.5 mL de cultivo y 0.5 mL de glicerol grado
biologia molecular estéril, en 3 microtubos estériles. Los cultivos fueron
centrifugados a 10 000 rpm por 10 min y se descarté el sobrenadante. EI DNA
plasmidico fue obtenido y purificado utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep de
QIAGEN de acuerdo con las especificaciones del proveedor. La concentracion del

pDNA fue determinada espectrofotomeétricamente utilizando un NanoDrop.

6.7.2. Analisis del pDNA extraido

Para verificar que el pDNA obtenido contuviera un inserto de tamafo esperado, se
realizaron reacciones de restriccion utilizando las endonucleasas Ndel y Xhol, asi
como los reactivos de New England Byolabs, colocando en un microtubo de 200 uL

los reactivos correspondientes como se muestra en la tabla 13.

Tabla 8. Contenido de los sistemas de reaccién de restriccion de pDNA

Reactivo Cantidad
pDNA 1 ug*
Amortiguador de reaccion 1ul
Endonucleada Ndel 0.5uL
Endonucleasa Xhol 0.5uL
Agua MiliQ estéril Para completar_lo uL de
volumen final

*La cantidad en uL de pDNA estuvo en funcién de la concentracién que se tuvo de cada construccién, se colocaron los ulL
necesarios para alcanzar 1 ug de pDNA.

Los tubos fueron incubados a 37 °C por una h y luego a 65 °C por 20 min para
inactivar a las endonucleasas utilizadas. Finalmente se realiz6 una electroforesis en
gel de agarosa al 1 % como se describié anteriormente para corroborar la presencia

del inserto.

40



6.7.3. Secuenciacion y analisis in-silico

Una vez corroborada la presencia de un inserto del tamafio esperado, las muestras
de pDNA extraidas y purificadas, fueron enviadas al laboratorio Laragen Inc.
(Estados Unidos) para su secuenciacion. Para discernir aquellos nucleétidos
reportados como “N”, los electroferogramas fueron visualizados y analizados
utilizando el programa 4peaks de Nucleobytes, analizando base por base para

discernir la secuencia completa del gen.

Una vez obtenida la secuencia completa de los genes de interés, se realiz6 su
traduccion a secuencia de aminoéacidos utilizando la herramienta Translate
(ExPASY), verificando que no hubiera codones de paro prematuros y descartando
aqguellas colonias que no poseyeran un inserto apto para la expresion. Después, las
secuencias ahora conocidas de los genes de levanasa, inulinasa y levansacarasa,
fueron alineados utilizando BLASTp con el objetivo de comparar su similitud con
otras proteinas reportadas. También se identifico si la proteina cuenta con una
secuencia de aminoacidos correspondiente al péptido sefal implicado en el
transporte de la proteina hacia la membrana plasmatica o su excrecibn como

proteina extracelular, utilizando la herramienta SignalP-5.0 (CBS).

6.8. Subclonacién de los genes de interés en pET28b(+)

Una vez que se confirm¢é cual de las colonias transformantes contenia el gen de
interés apto para su expresion, el inserto fue subclonado en el vector pET28b(+)
para la expresion de la proteina. El procedimiento fue realizado conforme a lo
descrito anteriormente en el apartado 7.4, realizando la correspondiente reaccién
de restriccion del plasmido pET28b(+) y de la construccion en pGEM-t, purificando
las bandas correspondientes al inserto y al plasmido pET28b(+) linealizado,
realizando las correspondientes reacciones de ligacion utilizando la DNA ligasa T4
de Novagen y transformando células de E. coli BL21(DE3) sustituyendo el

antibiotico por kanamicina a una concentracion final de 30 ug/ mL.
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6.9. Expresion de los genes de interés en E. coli BL21(DE3)

6.9.1. Seleccion de las colonias 6ptimas para la expresion

Tras la incubacion, se selecciond una colonia transformante de aproximadamente 1
— 2 mm de didmetro, se resuspendié en 5 mL de medio LB suplementado con
kanamicina (30 ug/ mL) y se incubd por 12 h maximo a una temperatura de 37 °C
con agitacion constante a 200 rpm. Del cultivo se separdé 1.5 mL y se conservo
afiadiendo 0.5 mL de cultivo y 0.5 mL de glicerol grado biologia molecular estéril en
microtubos de 1.5 mL estéril. El cultivo restante se centrifugd a 10 000 rpm por 10
min y se descarto el sobranadante. EI pDNA se extrajo, purifico, cuantifico y digirié
con las endonucleasas Ndel y Xhol como se describié anteriormente. Mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1 % se verificé la presencia del plasmido e inserto

en cada colonia, descartando aquellas que no contuvieran el inserto adecuado.

6.9.2. Induccidn de la expresion

Se selecciond una colonia transformante adecuada para la expresion conforme a lo
descrito anteriormente en los apartados 7.5.1y 7.5.2 y se realizé un pre-inoculo de
toda la noche a 37 °C y 200 rpm en 10 mL de medio LB suplementado con
kanamicina (30 ug/ mL). Una vez cumplido el tiempo de incubacion, el pre-indculo
fue transferido a 200 mL de medio de cultivo LB suplementado con kanamicina (30
ug/ mL) y se incub6 a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar una O.D.s00 de 0.6. Una vez
alcanzada la densidad 6ptica, el cultivo fue transferido a un bafio de hielo por 20
min. La induccion fue realizada bajo condiciones suaves de induccion afiadiendo
IPTG a una concentracion final de 0.1 mM e incubando a 20 °C por 4 h. Finalmente,
el cultivo de induccién fue centrifugado a 9 500 rpm por 15 min a 4 °C, se descarto

el sobrenadante y el botdn celular fue conservado en refrigeracién a — 20 °C.

6.9.3. Comprobacién de lainduccion y disrupcién celular

Previo a la centrifugaciéon del cultivo de induccién, se tomé una muestra de 1.5 mL

del cultivo y se centrifugd a 10 000 rpm por 10 min. El sobrenadante fue descartado
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y el botdn celular fue resuspendido en 500 uL de buffer de carga y calentado en un
bafio de agua en ebulliciébn por 10 min para ser corrido en una SDS-PAGE siguiendo

el protocolo descrito anteriormente.

Una vez comprobada la expresion de la proteina de interés, el boton celular del
cultivo de induccion fue resuspendido en 10 mL de amortiguador de lisis
(amortiguador de fosfatos 50 mM pH 8, inhibidor de proteasas 1 uL/ mL (Thermo
Scientific), lisozima 0.2 % (m/v)) y sometido a un proceso de sonicacién dentro de
un bafo de hielo, que consistié en 30 pulsos de 10 s a 45 % de Amplitud y 10 s de
descanso, agitando suavemente entre cada pulso para evitar el calentamiento
excesivo de la muestra. El extracto celular fue conservado en un bafio de hielo y
posteriormente fue centrifugado a 9 500 rpm por 15 min a 4 °C para evitar la
degradacién de la enzima inducida y separarlo de los restos celulares. El boton
celular fue descartado y el sobrenadante fue conservado en un bafo de hielo para

los estudios de actividad enzimatica.

6.10. Comprobacion de la actividad enzimatica del extracto crudo
recombinante.

El extracto crudo recombinante se utilizé para realizar una SDS-PAGE vy verificar la
presencia de la proteina en él y se cuantificé la cantidad de proteina total mediante
el método de Bradford como se describié anteriormente en los apartados 7.2.4 y
7.2.5. La comprobacion de la actividad enzimatica de las enzimas recombinantes
fue realizada mediante la reaccién entre el extracto crudo (sobrenadante) y
sacarosa, inulina de achicoria, levana y agavina como sustratos con la misma
metodologia descrita anteriormente en el apartado 7.2., con la Unica diferencia de
gue se realizaron las reacciones a pH 5 y pH 8 para cada enzima debido a que otros
autores reportan, en su mayoria, esos pH’s optimos (ver tablas 5, 6 y 7). Posterior
a la reaccion enzimatica, se cuantificé la concentracion de azucares reductores
mediante el método de DNS y se determinaron los productos de la hidrdlisis
mediante cromatografia en capa fina (TLC) conforme a lo descrito en el apartado
7.22y7.23.
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6.11. Purificaciéon de las enzimas recombinantes

Una vez comprobada la actividad enzimatica del extracto crudo recombinante, este
fue filtrado con una membrana de polipropileno Millipore de 0.45 um de diametro
estéril. Las enzimas recombinantes fueron purificadas mediante cromatografia de
afinidad a iones de niquel inmovilizados (IMAC), utilizando la columna HisTrap HP
de GeneralElectric de acuerdo a las especificaciones del proveedor, utilizando una
concentracion de imidazol 50 mM para la unién de la proteina a la columna y un
solo gradiente de elusion de imidazol 1 M. Se determiné la pureza de la enzima
recombinante mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) como se especific6 en el apartado 6.4. y

posteriormente fue cuantificada utilizando el método de Bradford.
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7. Resultados y analisis de resultados
7.1. Viabilidad y pureza de la cepa de B. amyloliquefaciens 12GeP

Tras la incubacion por 12 horas del medio de cultivo minimo, suplementado con
agavina pura al 0.5 % (m/v) inoculado con la cepa conservada de B.
amyloliquefaciens 12GeP se observo turbidez en él, lo cual demuestra la viabilidad
de la bacteria (Fig 10).

Fig 10. Desarrollo de la turbidez del medio de cultivo minimo suplementado con agavina pura al 0.5 % tras su incubacién a
37 °C por 24 horas.

Por otro lado, la tincion de Gram realizada a este cultivo revela la presencia de un
solo tipo de morfologia celular, el cual corresponde a bacilos Gram positivos
agrupados en cadenas (estreptobacilos) (Fig 11). Dicho crecimiento corresponde a
la morfologia reportada de B. amyloliquefaciens, lo cual nos permite asegurar que
la cepa conservada de B. amyloliquefaciens 12 GeP con la que se realiz6 este

estudio se encuentra viable y pura.
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Fig 11. Tincién de Gram de la cepa B. amyloliquefaciens 12GeP.
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7.2. Actividad enziméatica

7.2.1. Cuantificacion de proteina por el método de Bradford y SDS-PAGE.

La concentracion resultante de proteina en el extracto crudo fue de 0.71 mg/ mL.
Dicho resultado fue obtenido utilizando una curva patrén de albiminay extrapolando

la absorbancia resultante de la muestra (extracto crudo) (ver anexo 1).

De acuerdo alo reportado en las bases de datos bioinforméticas (como se describira
mas adelante), el peso molecular aproximado para las 3 enzimas de interés se
encuentra entre 50 y 60 kDa. La SDS-PAGE realizada a partir de una muestra del
cultivo anterior, muestra una banda de un tamafo similar al reportado, por lo que

podemos pensar que corresponden a las enzimas de interés (Fig 12).

100 kDa
75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

Fig 12. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% del extracto crudo nativo del cultivo de B.
amyloliquefaciens 12GeP. Se observa el corrimiento del estandar de peso molecular (MP), 10, 20 y 30 uL de extracto crudo
nativo (I, Il y Ill) a 75 volts por una 1.5 h.

7.2.2. Determinacién de la actividad inulinolitica de B. amyloliquefaciens
12GeP por el método de DNS

El objetivo de la determinacion de azucares reductores mediante el método de acido
dinitrosalicilico (DNS) es confirmar la actividad hidrolitica del extracto crudo frente a
diferentes fructanos, ya que una vez que la(s) enzima(s) lo hidrolizan, se genera
fructosa y/o FOS, dependiendo si se trata de una exo- o una endoenzima. La
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reaccion frente a sacarosa podria revelar dos tipos de reaccién: una reaccion de
hidrélisis que generaria glucosa y fructosa libre, y una reacciobn de
transfructosilacion, que generaria FOS (Huazano y Lépez, 2018 y Lammens et al.,
2009). El método de DNS permite asi, verificar que se haya llevado a cabo la
reaccion de hidrolisis, mediante la deteccion de azucares reductores libres (glucosa
y fructosa) que al reaccionar con el 4cido dinitrosalicilico genera una coloracion
naranja-café y finalmente se puede calcular la actividad enzimatica mediante la
medicién de la absorbancia de cada sistema a una longitud de onda de 545 nm
empleando una curva patron de fructosa (Anexo 2 y Tabla 9). La actividad
enzimatica se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para producir un umol

de fructosa en un minuto.

Tabla 9. Concentracidn de azucares reductores liberados enzimaticamente y actividad enzimatica.

Concentracioén
SUSTRATO de azdcares ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/ mL)
reductores
(umol/ mL)
Sacarosa 4.39 3.09 £ 0.07
Levana 2.65 1.87 +£0.08
Inulina 3.77 2.65+0.18
Agavina 2.58 1.82+£0.16

Los célculos se realizaron tomando en cuenta la concentracién de proteina (0.71 mg/ mL) como se especifica mas adelante.

El objetivo de esta parte del estudio es Unicamente comprobar la hidrélisis de
sacarosa, levana, inulina y agavina por la o las enzimas presentes en el extracto
crudo nativo. Como se puede observar en la tabla 9, la o las enzimas presentes en
el extracto crudo nativo son capaces de hidrolizar todos los sustratos probados, lo
cual concuerda con los trabajos previos realizados en nuestro laboratorio (Pérez,
2016 y Gonzélez, 2018), siendo la sacarosa el sustrato por el que tiene mayor
actividad, seguido de la inulina de achicoria, la levana y finalmente la agavina. Esto
establece una relacion en la cual a mayor complejidad del sustrato, menor es la
actividad de la o las enzimas presentes en el sobrenadante. La reaccién de hidrolisis
de la agavina probablemente se debe a una inulinasa presente en el sobrenadante

capaz de hidrolizar tanto los enlaces $-(2,1) como los enlaces £-(2,6) del fructano
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y finalmente, la sacarosa liberada probablemente es hidrolizada por una

levansacarasa, generando glucosa y fructosa libres.

Es importante sefialar que la actividad obtenida para cada sustrato es muy baja
comparada con la que se obtiene con las inulinasas de K. marxianus con las que

cuenta nuestro laboratorio (maximo 1.4 U/ mg proteina) (ver tabla 4).

7.2.3. Determinacion de los productos de la hidrdélisis de fructanos y
sacarosa por cromatografia en capa fina (TLC)

Para determinar que el patron de productos que se generaron de la hidrélisis de
cada sustrato, se realiz6 una cromatografia en capa fina (TLC). Como se menciono,
la hidrélisis de los fructanos puede generar como productos fructosa (si se trata de
una exoenzima) o FOS (si se trata de una endoenzima), mismos que se evidencian
al realizar una TLC (Fig 13).

b - - L4 .
. » 4 -
F S EcS A EcA I Ecl L EcL

Fig 13. TLC de las reacciones entre el extracto crudo contra los distintos sustratos a 37 °C y 500 rpm por 20 minutos. (F)
fructosa al 1 %, (S) sacarosa al 1 %, (EcS) reaccion entre el extracto crudo y sacarosa, (A) agavina al 1 %, (EcA) reaccion
entre el extracto crudo y agavina, (I) inulina al 1 %, (Ecl) reaccién entre el extracto crudo e inulina, (L) levana al 1 % y (EcL)
reaccion entre el extracto crudo y levana.

Como se puede observar en la cromatoplaca, al comparar las sefiales de las
reacciones del extracto crudo con cada sustrato, se observa Unicamente una sefal

comparable a la de la fructosa, es decir, los Unicos productos de reaccion
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corresponden a fructosa y/o glucosa. Ademas, la reaccién con sacarosa no da
evidencia de la formacién de FOS, por lo cual concluimos que no se esta llevando
a cabo una reaccién de transfructosilacion bajo estas condiciones. Estos resultados
confirman los resultados obtenidos anteriormente por nuestro grupo de
investigacion en los que se comprueba que esta bacteria es capaz de utilizar a la
agavina como unica fuente de carbono a través de la secrecion de una o varias
fructosilhidrolasas. También, como podemos observar en las tablas 5 y 6, para el
género Bacillus, la inulinasa corresponde a una exo-inulinasa (a excepcion de las
endo-inulinasas de B. safensis si B. smithii), en las que al utilizar a la inulina como
sustrato, los unicos productos de reaccion son fructosa y glucosa. Por otro lado, las
levanasas del género Bacillus estan reportadas como endo-levanasas que generan
FOS de 7 residuos de fructosa cuando se utiliza levana e inulina como sustrato.
Esto nos lleva a pensar que la degradacion de agavina es debida a la accion
conjunta de estas tres enzimas; la exo-inulinasa hidrolizando los enlaces $-(2,1) en
los extremos no reductores de la molécula, la endo-levanasa hidrolizando los
enlaces B-(2,6) en el interior de la molécula y finalmente la levansacarasa
hidrolizando los puntos de ramificacion y la sacarosa generada por la accion de las

otras enzimas.

7.3. Busqueda de genes codificantes para fructosilhidrolasas en el
genoma de Bacillus amyloliquefaciens 12GeP

7.3.1. Analisis bioinforméatico del genoma de B. amyloliquefaciens

El andlisis bioinformatico del genoma de B. amyloliquefaciens reportado en las
bases de datos (GenBank y Uniprot), demostrd que este microorganismo posee los
genes que codifican para una inulinasa (1470 pb), una levanasa (1545 pb) y una
levansacarasa (1422 pb). Ademas, el alineamiento entre las secuencias de
nucledtidos de estos genes muestra una alta variabilidad aleatoria entre cepay cepa
y regiones con secuencias bien conservadas (Anexos 1 a 3). Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Chen y colaboradores, quienes analizaron los
genomas de 24 cepas de B. velezensis para identificar a los genes implicados en la

produccion de enzimas lignoceluldsicas. Ellos identificaron un gran namero de
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glicosil-hidrolasas de diferentes familias y por lo menos tres glicosil-hidrolasas de la
familia GH32, aunque no mencionan a la levansacarasa perteneciente a la familia
GHG68 y cuya caracterizacidbn completa ya se encuentra reportada en las bases de
datos. Esto coincide con el hecho de que las bacterias pertenecientes al grupo
operativo “B. amyloliquefaciens” (véase mas adelante) son capaces de producir
enzimas que podrian ser las responsables de la degradacion de agavina; estas son

la inulinasa, la levanasa y la levansacarasa.

Los alineamientos de nuclebtidos realizados permitieron disefiar los
oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de estos genes. Debido a la alta
variabilidad de las secuencias, se disefiaron oligonucleétidos degenerados para
aumentar la probabilidad de amplificacién, verificando que cada uno tuviera por lo
menos 18 nucledtidos de longitud, una Tm de entre 50 y 65 °C y no forman

estructuras secundarias entre ellos (Tabla 10).

Tabla 10. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion de los genes de interés y sus
caracteristicas.

Gen

Oligonucleétido sentido

Oligonucleétido antisentido

Tamafio

% GC

Tm (°C)

Levanasa

5" CATATG GYAGCAAAATGGCCC

5’ CTCGAG CTAAGYATGAATCGAAC

21/23

48/43

55

Inulinasa

5 CATATG GATAGAATTCAGCAG

5 CTCGAG TCAGCTTCTTTTCCAA

21/22

36/43

55

Levansacarasa

5" CATATG AACATCAAAAAAWTTGC

5" CTCGAG TTAGTTGTTAACCGTAA

23/23

26/44

55

En negritas se resaltan las secuencias de reconocimiento para las endonucleasas Ndel (CATATG) y Xhol (CTCGAG).

Las secuencias de aminoacidos de estas enzimas reportadas en las bases de datos,
tienen un tamano de 489 aa para la inulinasa, 514 aa para la levanasa y 473 aa
para la levansacarasa. Utilizando la herramienta CLUSTAL OMEGA, se observo
gue los motivos que contienen a la triada catalitica se encuentran conservados en
las 3 enzimas (inulinasa, levanasa y levansacarasa) de las 15 cepas de B.
amyloliquefaciens analizadas (Anexo 4, 5y 6). Ademas, el modelado por homologia
automatico realizado mediante el programa Swiss-Model (EXPASy), muestra que
las secuencias de aminoacidos correspondientes a la inulinasa y la levanasa
podrian tener una estructura terciaria caracteristica de la familia GH32,
observandose un dominio g -propela y un domino g-sandwich. Por otro lado, la

secuencia de aminoacidos correspondiente a la levansacarasa predice una
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estructura terciaria caracteristica de la familia GH68, observandose Unicamente un

dominio S -propela (Fig 14).

Fig 14. Modelado por homologia realizado con la herramienta bioinformatica Swiss-Model (ExPASy). Se utilizaron como
referencia las estructuras cristalograficas de (a) la inulinasa de T. maritima con una identidad del 35.58 %, ( b) la levanasa de
B. subtilis con una identidad del 43.63 % y (c) la levansacarasa de B. subtilis con una identidad del 89.62 %

Finalmente, utilizando el programa PyMol, se realiz6 el solapamiento de estas
estructuras para corroborar la similitud estructural entre ellas y con la estructura de
las familias GH32 y GH68. Como se observa en la figura 15, todas las estructuras
comparten los dominios B-propela y a excepcion de la levansacarasa, también

comparten el dominio g-sandwich de las familias GH32 y GH68.

Fig 15. Superposicion de las estructuras predichas por homologia de la inulinasa (verde), levanasa (morado) y levansacarasa
(rosa) de B. amyloliquefaciens 12GeP.
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7.3.2. Extraccion de gDNA y amplificacion de los genes de interés
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La extraccion de DNA gendmico se realizé mediante el método de fenol-cloroformo,
obteniendo una concentracion de 137.96 ng/ uL con una pureza aceptable de 1.75
(relacion 260/ 280). Tanto los productos de reaccion de PCR como el gDNA fueron

evaluados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1 % (Fig 15).
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Fig 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1 %. Se muestra marcador de peso molecular (MP), gDNA(1), amplificacion del

gen de levanasa (2), amplificacién del gen de inulinasa (3) y amplificacion del gen de levansacarasa (4).

Como se puede observar en el carril | de la figura 14, el DNA gendémico se observa
como una sola banda de muy alto peso molecular sin corrimiento o la presencia de
otras bandas de menor peso molecular, lo cual nos indica que el gDNA se encuentra
integro y puro. La amplificacion de los genes fue exitosa bajo las condiciones
establecidas, observandose en los carriles Il, Il 'y IV el corrimiento de la
amplificacion de los genes de levanasa (1545 pb), inulinasa (1470 pb) y
levansacarasa (1422 pb), respectivamente. Se observan como una sola banda bien
definida que al compararlas con el marcador de peso molecular (MP), corresponden

al tamafio esperado.
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7.4. Clonacion de los genes de interés en pGEMt-easy vector

La transformacion de E. coli DH5« con las construcciones pGEMt::LeV, pGEMt::InU
y pGEMt::.LvVS tuvieron una eficiencia de 4.8x107, 1.15x107 y 1.23x10’ células
transformadas por ug de pDNA, respectivamente. La electroforesis en gel de
agarosa al 1 % de la digestion enzimatica de los plasmidos extraidos y purificados
de las 5 colonias transformantes seleccionadas para la construccion pGEMt::LeV
muestra una banda de un tamafio aproximado de 1545 pb correspondiente al gen
de la levanasa y una banda de un tamafio aproximado de 3000 pb correspondiente
al vector pGEMt.

Del mismo modo, la electroforesis en gel de agarosa al 1 % de la digestion
enzimatica de los plasmidos extraidos y purificados de las 5 colonias transformantes
seleccionadas para las construcciones pGEMt::InU y pGEMt::.LvS, muestran en
ambos casos, que unicamente 4 de las 5 colonias contienen un inserto del tamafio
esperado al observarse bandas de un tamafo aproximado de 1470 pb y 1422 pb
correspondientes a los genes de la inulinasa y levansacarasa, respectivamente

ademas de las bandas de 3000 pb correspondientes al vector pGEMt.

Estos resultados sugieren que las 5 colonias transformantes seleccionadas con la
construccién pGEMt::LeV y 4 de las 5 colonias transformantes seleccionadas con
las construcciones pGEMt::InU o pGEMt::LvS son candidatas para la extraccion de

plasmido para su secuenciacion (Fig 16).
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Fig 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % de la digestiéon enzimatica de las construcciones (1, 2, 3, 4 y 5) pGEMt::LeV,
(6,7,8,9y10) pGEMt:InU y (11, 12, 13, 14 y 15) pGEMt::LvS. Se observa una migracion caracteristica de topoisémeros de
los plasmidos debido a la digestiéon incompleta de estos.

7.5. Secuenciacion y analisis bioinformatico.

La secuenciacion de las construcciones realizadas mostré que solamente una de
las colonias seleccionadas de cada construccibn contenia el inserto
correspondiente al gen de interés. Cada resultado de secuenciacion fue
minuciosamente evaluado mediante el andlisis del electroferograma reportado por
el proveedor para discriminar aquellos nucleétidos reportados como “N” (Fig 17).
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Fig 17. Seccion del electroferograma de la secuenciacién del gen de inulinasa reportado por el proveedor. Se observa una
sefial “N” (columna en rojo) que no fue discriminada correctamente, la cual corresponde a una sefial de adenina (A).

Las secuencias de nucleédtidos resultantes son las siguientes. Para el gen de

levanasa:

ATGGCAGCAAAATGGCCCGTTGTAATATTGATCTTTTTGGGTGCGTTCCTGTTTGTCGGCTTAC
TGCCGAACAAAAACCACAATTCCTCTGACACAAACACGGAGCATAAGAAGGATTACCGGGCGG
CGTATCATTTTACGACCCCGGACAAATGGAAAAACGACCCTCAAAAGCCCATTTTTTTCGAGGG
GAAATATCATTACTACTATCTTTATAATCGGGATTACCCGAACGGCAACGGCACAGAATGGCGG
CACGCCGTATCAGAGGACTTGGTGCACTGGACGGACGAAGGCACGGCTATTCCGAAATACAC
CAACGAAAACGGCGATATCTGGTCCGGTTCTGTCGTCATTGATAAACACAACACCGCGGGCTT
CGGCAAAAACGCGCTGGTCGCCGTCACGACGCAGCCGACAGCCAAAACAAAAGCCCAGGAAC
AATATTTATGGTACAGCACGGATAAAGGAAAAACGTTTACTTCCTATAGTGATCAGCCCGTGAT
GAAAAATCCGGGAACTAAGGATTTCCGGGACCCGAAAGTGATCTGGGATGAACAGGATGACAA
ATGGGTGATGGCCATGGCCGAAGGCGAAAAAATCGGTTTTTATGAATCACCCGATTTAAAAAAT
TGGACATACACGGGCGGTTTTATCACTCAGCAGATCGGCCTCGTCGAATGCCCCGACCTTTAT
ATGATGCGTGCAGATGACGGAACAGCCAAGTGGGTTCTGGGCGTAAGCGCAAACGGCAAACC
CGCAGGCAAACCGAATACGTACGCGTATTGGACCGGAAACTTTGACGGGAAAGAATTTACCGC
CGATCAAGAAGAACCGCAATGGCTCGATTACGGCTTTGACTGGTACGGCGGCGTCACATTTGA
AGACGGTAATAGCGAAGATCCGCTGACAAAACGCTATGCGCTGGCATGGATGAACAATTGGGA
TTATCCGAATGAAACACCGACACTAAAAAACGGCTTTAACGGCACGGATTCTATCGTCCGGGA
AATCCGCCTTCAGCAGCAGGACGGCGGCACATACAGCCTTGTGTCAGAGCCGGTTGAAGCAT
TGAACCAATTAACCTCTTCAACTGACAGCATAGAACACAAACAGGTGAACAGTTCAGAGACACT
GCCGATCAAAGGTGATACATATCAGCTTGATATGGATATCGCTTGGTCAGATATCAAAAATGCA
GGCGTCAGACTCAGAGAATCAGCAGACCAAAGTCGGCATATTGATGTCGGTATTTCAGCAGAA
GACGGCTATGCCTATGTGAACAGATCGTTTACAGACCAGCCTGATAAAACCGGCGCATACGCC
GAAAGCAAAGCCCCATTTGACGGAAACAAAGGGCGCGTCCATCTGAAAATTCTCGTGGACAAA
ACAAGTATTGAAGTATTTGCAGACGACGGAAAAACCGTTCTGACAAATGAAGTGTTCCCAAAAC
ACGAAGATCAGGGAATCACGCTCTTTTCTGAAGGCGGCTCCGCTGACTTTCAGCATATTGAGA
TGAAGCATCTCGGTTCGATTCATGCTTAG
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Para el gen de inulinasa:

ATGGATAGAATTCAGCAGGCGGAAGAAGCTTTGAAGGAAGCCGAGGGTAAAGTGAAACAAAG
ATATCGATTGGGGTACCATATTATGCCCCGGGCGAATTGGATCAATGATCCGAACGGGCTTAT
TCAGTTTAAAGGAGAATACCACGTCTTTTTTCAGCATCATCCGTATGATGAGCATTGGGGGCCG
ATGCATTGGGGACATGTAAAAAGTAAAGATCTCATTCATTGGGAGCACCTGCCGGTTGCCTTA
GCTCCGGGCGATGCATTCGACCAAAGCGGCTGTTTTTCGGGAAGCGCGGTCGATGATCATGG
AAGATTAGCCCTCATCTATACAGGCCATAATATAATTGATCAAGAGAAAGACCTATTCTATCAAA
CTCAAAATATCGCTGTCAGCCAAGATGGAACCGTGTTTGAAAAGCTTCAGAAAAACCCTGTTAT
TGCGGAACCGCCGGAAGACAGCGCCCGTCATTTCCGCGATCCGAAAGTATGGAAGCATCGCG
ATGTTTGGTATATGGTCATCGGCAACTCTTCAAAAGAAAACGTCGGACGGGTCGTTTTATACCG
TTCACCTGATTTGCGTGATTGGGAATACGCGGGGGTTCTCGCCCAAAGTGACGGTAATCTCGG
CTATATGTGGGAATGTCCTGATTTCTTTGAATTAGGCGGCAAGCATGTCCTGCTGATTTCGCCC
CAGGGGATCGAGGCGGACGGTGATTCCTATCAAAATTTACATCAAACCGGCTATTTAATCGGT
GACTATCATGATGAAACAAACAAATTTACACACGGCGCTTTTAAAGAACTGGATCACGGCCATG
ACTTTTACGCCGTGCAAACATTATTAGATGATAAAGGACGCAGAATTGCTATCGGGTGGATGGA
TATGTGGGAATCTGAGATGCCGACAAAAGCGGACGGATGGTGCGGTGCACTGACTTTGCCGC
GAGAACTGACTTTGCGTGATGATCATAAACTTTTGATGAATCCCGTGGAAGAAACCAAGCAGCT
GCGGAAAATGGAGTATCGGGAATGTGCCGGACGATCGGTTTCAGGGAGTTACTTGACAAAGA
CATCCGAAGACCTGCTTGAAGTCCGAGTCGTGTTTGATATAAACGATTCTGATGCCGAAACGG
CAGGTTTTAAGATTCGCGGCCTTGACGAAGAAGAACTTGTGCTGACATACAATCTAACGGATAA
AAAGCTGACACTTGATTGCACCAAGATGGGGAAAGCGAAAGACGGTGTGAGAAGGGTGCAGA
CGGATACAAACGGCAAGCTGGCGCTGCGTATCTTTATTGACAGATCCTCGATTGAAGTATTCG
CCAATCATGGAGAAACAACGATGACAAGCCGTATCTATCCGAATGAAGGCAGATTGGGGATTG
AGCTGTTTTCTGAGAAAGGCGCCGTAAAGGTTGAGGAATTCACCTATTGGACGTTAAAGGACA
TTTGGAAAAGAAGCTGA

Para el gen de levansacarasa:

ATGAACATCAAAAAAATTGCAAAACGAGCCACAGTTCTAACTTTTACGACTGCACTTCTGGCAG
GAGGAGCGACTCAAGCCTTCGCGAAAGAAAATACCCAAAAACCTTACAAAGAAACGTACGGCG
TCTCTCACATCACACGCCATGATATGCTGCAGATCCCTAAACAGCAGCAAAGTGAAAAATACCA
AGTGCCTCAATTCGACCAATCAACAATTAAAAATATCGAGTCCGCAAAAGGACTGGATGTATGG
GACAGCTGGCCGCTCCAAAACGCTGACGGAACAGTAGCTGAATACAACGGCTATCACGTTGT
GTTTGCTCTTGCCGGAAGCCCGAAAGACGCTGATGACACATCCATCTACATGTTTTATCAAAAA
GTCGGCGACAACTCGATCGACAGCTGGAAAAACGCGGGCCGTGTCTTTAAAGACAGCGATAA
GTTCAACGCCAACGATGAAATCCTGAAAGAACAGACACAAGAATGGTCCGGTTCTGCAACCTT
TACATCTGACGGAAAAATCCGTTTATTCTACACTGACTTTTCCGGTAAACATTACGGCAAACAAA
GCCTGACAACGGCGCAGGTAAATGTGTCAAAATCTGATGACACGTTCAAGATCAACGGAGTGG
AAGATCATAAAACGATTTTTGACGGCGACGGAAAAACATATCAAAACGTTCAGCAGTTTATCGA
TGAAGGGAACTATACATCCGGCGACAACCATACGCTGAGAGACCCTCACTACGTTGAAGACAA
AGGCCATAAATACCTTGTATTCGAAGCCAACACGGGAACAGAAAACGGATACCAAGGCGAAGA
ATCTTTATTTAACAAAGCGTACTACGGCGGCAGCACAAACTTCTTCCGTAAAGAAAGTCAGAAG
CTTCAGCAAAGCGCTAAAAAACGCGATGCTGAATTAGCGAACGGCGCCCTCGGTATGGTAGA
GTTAAACGATGATTACACATTGAAAAAAGTCATGAAGCCGCTGATTACTTCAAATACGGTAACA
GATGAAATCGAGCGCGCGAATGTTTTCAAAATGAACGGCAAATGGTACCTGTTCACTGATTCAC
GCGGTTCAAAAATGACGATCGACGGTATTAACTCAAACGATATTTACATGCTTGGTTATGTATC
AAACTCTTTAACAGGTCCTTACAAGCCGCTGAACAAAACTGGTCTTGTACTGCAAATGGGTCTT
GATCCTAACGATGTAACGTTCACTTACTCTCACTTCGCAGTGCCGCAAGCCAAAGGCAACAAT
GTCGTGATCACAAGCTACATGACAAACAGAGGCTTCTTTGAGGATAAAAAGGCAACATTTGCG
CCAAGCTTCTTAATGAACATCAAAGGCAAGAAAACATCCGTTGTTAAAAACAGCATCCTTGAAC
AAGGACAGCTTACGGTTAACAACTAA
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Cada secuencia fue alineada utilizando Blastn, dando como resultado que las
secuencias de los genes de levanasa, inulinasa y levansacarasa poseen la mayor
identidad (del 99 %) con secuencias reportadas Unicamente como glicosilhidrolasas
de B. velezensis AL7, B. velezensis S4 y B. velezensis LPLO61, respectivamente
(Anexo 7,8y 9).

Por un lado, de acuerdo a lo reportado por Zhang y colaboradores en su estudio
sobre la variabilidad genémica entre las mismas especies de géneros bacterianos
aislados de diferentes nichos, el género B. amyloliquefaciens comprende dos
subespecies; B. amyloliquefaciens subsp. plantarum asociado a plantas y B.
amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens no asociado a plantas. Estas
subespecies se diferencian por sus caracteristicas fisiologicas como: la habilidad de
colonizacion de las raices y la produccion de hormonas, antibioticos y enzimas que
ayudan al crecimiento de la planta y a la relacion simbidtica entre ellos (Zhang, et
al,. 2016). Por otro lado, B. amyloliquefaciens es considerado como una unidad
taxondmica por encima del nivel de especie, designado como “grupo operativo B.
amyloliquefaciens” que consiste en B. amyloliquefaciens del suelo y B. siamensis y
B. velezensis, ambas asociadas a plantas. Los miembros de este grupo operativo
estan estrechamente relacionados y poseen cambios muy sutiles a nivel gendémico
entre uno y otro debido a las diferencias en el sitio donde se desarrollan (Fan, et al.,
2017). De acuerdo a estos resultados, es probable que debido a la alta similitud
entre los genomas de B. amyloliquefaciens subsp. plantarum y B. velezensis, la
identificacion de nuestra cepa de trabajo haya sido confundida y en realidad sea

una cepa de B. velezensis y no de B. amyloliquefaciens.

Cada secuencia de nucleétidos fue traducida a secuencia de aminoécidos utilizando
la herramienta Translate (ExPASY), verificando que no existe corrimiento del marco
de lectura ni codones de paro prematuros que impidan su uso para la expresion de
las proteinas de interés (dato no mostrado). El alineamiento de la secuencia de
aminoacidos revel6 que la levanasa de B. amyloliquefaciens 12GeP posee una
identidad del 99 % con respecto a una proteina que contiene el dominio C-terminal

de las GH32 (no especificada cudl) de una cepa de B. amyloliquefaciens.
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Finalmente, se identificd la secuencia del péptido sefial de la levanasa, el cual
corresponde a MAAKWPVVILIFLGAFLFVGLLPNKNHNS. Cabe mencionar que
dentro de la secuencia del péptido sefal, se encuentra la secuencia
WPWVILIFLGAFLFVGLLP, descrita por Venturi como un dominio a-hélice
transmembrana, por lo que es probable que la proteina quede anclada a la
membrana celular y su extraccion y purificacion requieran de pasos adicionales
(Venturi, 2016) (Fig 18).

GH32 C-terminal domain-containing protein [Bacillus amyloliquefaciens]
Sequence ID: WP_174737723.1 Length: 518 Number of Matches: 1
See 5 more title(s) v See all Identical Proteins{IPG)

Range 1: 5 to 518 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
1060 bits(2740) 0.0 Compositional matrix adjust. 510/514(99%) 511/514(99%) 0/514(0%)

Query 1 MAARWPVVILIFLGAFLFVGLLPNENHNSSDTNTEHEKDYRAAYHFTTPDEWENDPQKPI| 60
sbjct 5 I T DR D 64

Query 61 FFEGKYHYYYLYNRDYPNGNGTEWRHAVSEDLVHWIDEGTAIPKYTNENGDIWSGSVVID 120
] o 5 124

Query 121 EKHNTAGFGKNALVAVTTQPTAKTKAQEQYLWYSTDKGKTFTSYSDQPVMEKNPGTKDYRDE, 180
] o 5 ...|] 184

Query 181 EVIWDEQDDEWVMAMAEGEKIGFYESPDLENWTYTGGFITQQIGL DLYHMRADDGT 240
0 o 5 N P 244

Query 241 AKWVLGVSANGEPAGKPNTYAYWTGNFDGEEFTADQEEPQWLDYGFDWYGGVTFEDGNSE 300
Sbjct 245 ...... A it ittt ettt taa s e st et 304

Query 301 DPLTERYALAWMNNWDYPNETPTLENGFNGTDSIVREIRLQQOQDGGTYSLVSEPVEALNQ 360
0 o e A 364

Query 361 LTSSTDSIEHKQVNSSETLPIKGDTYQLDMDIAWSDIKNAGVRLRESADQSRHIDVGISA 420
Sbjct 365 ....iiiiiiiaann Buienetioennanasesnssanasanssssssnansnsnnnssss 424

Query 421 EDGYAYVNRSFTDQPDETGAYAESKAPFDGNKGRVHLKILVDETSIEVFADDGETVLTNE 480
=] o o T B 484

Query 481 VFPEHEDQGITLFSEGGSADFQHIEMEHLGSIHA 514
Sbject 485 ...ttt ettt 5 518

Fig 18. Alineamiento de la secuencia de amino&cidos de la levanasa de B. amyloliquefaciens 12GeP y B. amyloliquefaciens.
En los recuadros verdes se resaltan los motivos conservados caracteristicos de las GH32, los cuales contienen los
aminoécidos de la triada catalitica responsables de la catalisis: D, D, E. En el recuadro azul se resalta la secuencia del péptido
sefial.

El alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la inulinasa de B.
amyloliquefaciens 12GeP posee una identidad del 99 % con respecto a una
sacarosa-6-fosfato hidrolasa de B. amyloliquefaciens, cuya funcion es la eliminacion

del residuo B-D-fructofurandsido no reductor de los B-D-fructofurandsidos, incluida
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la sacarosa. Las secuencias de aminoacidos alineadas en Blastp para esta proteina
han resultado ser muy variables entre ellas (dato no mostrado), por lo que los dos
aminoacidos que no coinciden podrian tratarse de variaciones existentes de manera
natural entre cepa y cepa. Finalmente, no se identificé péptido sefial para esta
proteina, por lo que se espera que la proteina quede alojada dentro de la célula (Fig

19).
sucrose-6-phosphate hydrolase [Bacillus amyloliquefaciens]
Sequence ID: WP_174737102.1 Length: 489 Number of Matches: 1
See 5 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 1 to 489 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps

1016 bits(2627) 0.0 Compositional matrix adjust. 487/489(99%) 487/489(99%) 0/489(0%)
Query 1 MDRIQQAEEATKEAREGEVEQRYRLGYHIMPRANWINDPNGLIDFKGEYHVFFQHHPYDEH 60
Sbhjoct 1 i e e i s st st ——— e ke e e e 60

Query 61l WGPMHWGHVESKDLIHWEHLPVALAPGDAFDQSGCFSGSAVDDHGRLALIYTGHNIIDQE 120
Sbject 6l L..cieiciicsccnsescacntarannas Eivierennnnenssssnsnssnnnsanansna 120

Query 121 KDLFYQTQONIAVSQDGTVFEKLQKENFPVIAEPPEDSARHFRDPEVWEHRDVWYMVIGNSSK 180
Sbjoet 121 ...ttt iiiiaa st R 180

Query 181 ENVGRVVLYRSPDLRDWEYAGVLAQSDGNLGY DFFELGGKHVLLISPQGIEADGD 240
Sbjot 181 ....usssssssasssssssssnsssassssssclamalbiossssaststanasssssssnns 240

Query 241 SYQNLHQTGYLIGDYHDETNKFTHGAFEELDHGHDFYAVQTLLDDKGRRIAIGWMDMWES 300
Sbjot 241 ... isesssstasasassasataasasaatastaa it asasatttanassasasnnnn 300

Query 301 EMPTKADGWCGALTLPRELTLRDDHELLMNPVEETKQLREMEYRECAGRSVSGSYLTKTS 360
£ & & o T 1 360

Query 361 EDLLEVRVVFDINDSDAETAGFKIRGLDEEELVLTYNLTDEKLTLDCTEMGEKAKDGVRRV 420
£ & L A 1 - 420

Query 421 QTDTNGKLALRIFIDRSSIEVFANHGETTMTSRIYPNEGRLGIELFSEKGAVEVEEFTYW 480
£ & L - . 480

Query 481 TLEDIWKRS 489
Sbject 481 ......... 489

Fig 19. Alineamiento de la secuencia de aminoéacidos de la inulinasa de B. amyloliquefaciens 12GeP y B. amyloliquefaciens.
En los recuadros verdes se resaltan los motivos conservados caracteristicos de las GH32, los cuales contienen los
aminoacidos de la triada catalitica responsables de la catalisis: D, D, E.

Por ultimo, el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la levansacarasa de
B. amyloliquefaciens 12GeP posee una identidad del 99 % con respecto a una
glicosilhidrolasa de la familia GH68 (no especificada cual) de una bacteria del grupo
de B. amyloliquefaciens. Finalmente, se identificd la secuencia del péptido sefial, la
cual corresponde a MNIKKIAKRATVLTFTTALLAGGATQAFA, por lo que es

probable que la proteina sea extracelular (Fig 20).
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MULTISPECIES: glycoside hydrolase family 68 protein [Bacillus amyloliquefaciens group]
Sequence ID: WP_025650097.1 Length: 473 MNumber of Matches: 1
See 5 more title(s) ¥ See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 1 to 473 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
970 bits(2508 iti i i 70/473(99%) 471/473(99%) 0/473(0%)

Query 1 MNIKKIAKRATVLTFTTALLAGGATQAFNKENTOKPYKETYGVSHITRHDMLOIPKQQQS 60
Sbjct 1 | ..... Faseeereracaaeaeeeesecedieeeeeeeeeeeeeeeeeasananaacnnns 60

Query 61 EKYQVPQFDQSTIKNIESAKGLDVWDSWELONADGTVAEYNGYHVVFALAGSPKDADDTS 120
] i o 120

Query 121 IYMFYQEVGDNSIDSWENAGRVFEKDSDEFNANDEILKEQTQEWSGSATFTSDGKIRLFYT 180
Sbjct 121 ... ciiiiiii it iiet et Devivrnnncnanensssasnsnansnsnsna 180

Query 181 DFSGEHYGEQSLTTAQVNVSKSDDTFEINGVEDHKTIFDGDGEKTYQNVQQFIDEGNYTSG 240
Sbjct 18l ...ciciiiiiininanasannnnn Liuwiirosronnnsnssssssanansnsnsnnnan 240

Query 241 DNHTLRDPHYVEDKGHEYLVFEANTGTENGYQGEESLFNKAYYGGSTNFFREKESQKLQQS 300
] i e O O 300

Query 301 AKERDAELANGALGMVELNDDYTLEEVMEPLITSNTVTREIERANYFEMNGEWYLFTDSR 360
=] i e T O T T 360

Query 361 GSEMTIDGINSNDIYMLGYVSNSLTGPYKPLNKTGLVLOMGLDPNDVTFTYSHFAVPQAK 420
] i e e 420

Query 421 GNNVVITSYMTNRGFFEDEKATFAPSFLMNIKGKKTSVVENSILEQGQLTVNN 473
Sbhjct 421 i assssssssasaasatas s saaaatat s b sEa s AT a s kR aEE s 473

Fig 20. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la levansacarasa de B. amyloliquefaciens 12GeP y una bacteria del
grupo B. amyloliquefaciens. En los recuadros verdes se resaltan los motivos conservados caracteristicos de las GH68, los
cuales contienen los aminoéacidos de la triada catalitica responsables de la catalisis: D, D, E. En el recuadro azul se resalta la
secuencia del péptido sefial.

7.6. Subclonacién de los genes de interés en pET28b(+)

La transformacion de E. coli DH5a con las construcciones pET28b:LeV,
pET28b::InUy pET28b::LvS resulté en un crecimiento incontable de colonias por ug
de pDNA. La electroforesis en gel de agarosa al 1 % de la digestion enzimatica del
plasmido extraido y purificado de la colonia transformante seleccionada para la
construccién pET28b::LeV muestra una banda de un tamafio aproximado de 1545
pb correspondiente al gen de la levanasa y una banda de un tamafio aproximado
de 5368 pb correspondiente al vector pET28b(+). Del mismo modo, la electroforesis
en gel de agarosa al 1 % de la digestion enzimatica del plasmido extraido y
purificado de la colonia transformante seleccionada para las construcciones
pET28b::InU y pET28b::LvS, muestran en ambos casos que las colonias contienen
el inserto esperado al observarse bandas de un tamafio aproximado de 1470 pb y

1422 pb correspondientes a los genes de la inulinasa y levansacarasa,
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respectivamente y las bandas de 5368 pb correspondientes al vector pET28b(+).
Estos resultados sugieren que las colonias transformantes seleccionadas con las
construcciones pET28::LeV, pET28::InU y pET28::LvS son viables para la expresion
(Fig 21).

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

MP1 2 3 4 5 6 7

6000 pb 5000 pb
4000 pb 4000 pb —
3000 pbfi" ) 3000 pb i
2000 pb 000 pb 3000 pb
1500 pb
TR 2000 pb
1500 pb
1000 pb
1000 pb
850 p L 1000 pb
650 pb 850 pb
650 p
500 pb 650 pb
ol 400 pb 500 pb
400 p 400 pb

Fig 21. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % del proceso de amplificacién, clonacién y subclonacién de los genes de interés.
Se muestra la amplificacion del gen de levanasa (1), construccion pGEMt::LeV (2), construccion pGEMt::LeV linealizada (3),
digestion de la construccién pGEMt::LeV (4), construccion pET28b(+)::LeV (5), construccion pET28b(+)::LeV linealizada (6),
digestion de la construccién pET28b(+)::LeV (7), amplificacién del gen de inulinasa (8), construccion pGEMt:InU (9),
construccion pGEMt:InU linealizada (10), digestion de la construccion pGEMt::InU (11), construccion pET28b(+)::InU (12),
construccién pET28b(+)::InU linealizada (13), digestion de la construccion pET28b(+)::InU (14), amplificacién del gen de
levansacarasa (15), construccion pGEMt::LvS (16), construccion pGEMt::LvS linealizada (17), digestion de la construccion
pGEMLt::LvS (18), construccion pET28b(+)::LvS (19), construccion pET28b(+):LvS linealizada (20), digestiéon de la
construccion pET28b(+)::LvS (21).

7.7. Induccion de la expresién y comprobacion de la actividad
enzimética
Una vez que se comprobd que las colonias aisladas contenian la construccion
Optima para la expresion, esta se llevo a cabo bajo las condiciones descritas en el
apartado 7.7.2, resultando en un aumento de la densidad éptica O.D.soo a 0.841,
0.907 y 0.950 para la induccion de los genes de levanasa, inulinasa y
levansacarasa, respectivamente. Se realizaron SDS-PAGE de la proteina celular
total, del sobrenadante del cultivo, del boton de restos celulares y de los extractos

crudos recombinantes obtenidos tras la disrupcién celular mediante el proceso de
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sonicacién para comprobar que la induccion de la proteina de interés fue exitosa,
ademés de la proteina recombinante purificada mediante IMAC (excepto la

levansacarasa) (Fig 22).
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Fig 22. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% de la induccion de los genes de inulinasa, levanasa y
levansacarasa (concentracion de proteina: 50-100 pg). La imagen muestra la migracion del marcador de peso molecular (MP),
la proteina celular total de un cultivo sin induccién del gen de inulinasa (1), proteina celular total de un cultivo con induccién
del gen de inulinasa (2), sobrenadante del cultivo de induccién del gen de inulinasa (3), boton de restos celulares post-lisis de
la induccion del gen de inulinasa (4), extracto crudo recombinante de la induccién del gen de inulinasa (5), inulinasa pura (6),
proteina celular total de un cultivo sin induccién del gen de levanasa (7), proteina celular total de un cultivo con induccién del
gen de levanasa (8), sobrenadante del cultivo de induccion del gen de levanasa (9), pellet de restos celulares post-lisis de la
induccién del gen de levanasa (10), extracto crudo recombinante de la induccién del gen de levanasa (11), levanasa pura (12)
proteina celular total de un cultivo sin induccién del gen de levansacarasa (13), proteina celular total de un cultivo con 4 horas
de induccion del gen de levansacarasa (14), sobrenadante del cultivo de induccion del gen de levansacarasa (15), boton de
restos celulares post-lisis de la induccién del gen de levansacarasa (16), extracto crudo recombinante de la induccién del gen

de levansacarasa (17).

Como se puede observar en la figura 22, la induccion de las tres proteinas,
inulinasa, levanasa y levansacarasa, fueron exitosas observandose una banda de
mayor densidad para los cultivos inducidos al compararlos con el control sin

inducciéon. Cabe mencionar que a pesar de que tanto la levanasa como la
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levansacarasa poseen secuencia de péptido sefial, estas parecen estar retenidas

en el interior de la célula y no son exportadas.

De acuerdo con lo observado en el gel, cada proteina inducida posee un tamafio
aproximado al esperado: la inulinasa posee un tamafo aproximado de 56 kDa, la
levanasa de 58 kDa y la levansacarasa de 45 — 48 kDa. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por otros autores para el género Bacillus, habiendo
evidencia de inulinasas de pesos moleculares que varian entre 45 — 58 kDa, siendo
la de B. polymyxa la mas cercana con 58 kDa (Kato et al., 1999; Belamri et al., 1994;
Zherebtsov et al., 2002 y Kwon et al., 2003).

De manera similar, las levanasas reportadas para el género Bacillus poseen un peso
molecular entre 56 y 135 kDa, siendo la de B. licheniformis la mas cercana con un

peso molecular de 56 kDa (Porras-Dominguez et al., 2014 y Jensen et al., 2016).

Finalmente, las levansacarasas del género Bacillus reportadas hasta el momento
poseen un peso molecular de 52 — 53 kDa, siendo un poco mas grandes que la que
se reporta en este estudio. Sin embargo, para otros géneros como lo son Erwinia 'y
Pseudomonas se han reportado levansacarasas de entre 45 — 46 kDa
respectivamente (Geier, et al., 1993; Hettwer et al., 1995; Euzenat, et al., 1998 y
Homann et al., 2007) (Tablas 4, 5y 6).

La comprobacion de la actividad enzimatica se realiz6 como se describe en el
apartado 7.7.4 mediante ensayo de DNS y TLC. Los ensayos de DNS permitieron
determinar la liberacién de azucares reductores (fructosa y glucosa) debido a la
hidrolisis de los sustratos, lo cual a su vez nos permitié calcular la actividad

enzimatica de cada enzima frente a cada sustrato (tabla 11).
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Tabla 11. Actividad enzimatica (U/ mg prot) de la levanasa, inulinasa y levansacarasa frente a los
cuatro sustratos probados.

Sacarosa Levana Inulina Agavina
Levanasa (pH 5) 0.13+0.07 0.12 + 0.06 0.12 £ 0.06 0.11 + 0.08
Inulinasa (pH 8) 0.9+0.08 0.06 £ 0.03 0.61+£0.11 0.49+0.19
Levansacarasa (pH 5) 1.36 £ 0.10 0.17+0.16 0.11 +0.05 0.13+0.11

Los resultados obtenidos mostraron que las tres enzimas tuvieron actividad frente a
los cuatro sustratos probados tanto a pH 5 como a pH 8. Sin embargo, la actividad
residual y la generacion de los productos de reaccion (fructosa y/o glucosa) de
algunas de estas reacciones fueron apenas detectables por el método de DNS y no
fueron detectadas mediante TLC (la tabla muestra las actividades al pH optimo de

cada enzima, pH 8 para la inulinasa y pH 5 para la levanasa y levansacarasa).

No hubo diferencia significativa en la actividad de la levanasa como exo-hidrolasa a
los valores de pH probados. Sin embargo, a pH 5 la reaccién frente a la levana como
sustrato generd0 como producto de reaccion FOS de diferente grado de
polimerizacion. Estos resultados sugieren que se trata de una endolevanasa, lo cual
concuerda con lo reportado por otros autores para el género Bacillus y cuyo valor

de pH 6ptimo varia entre 5.5y 6 (tabla 5) (Fig 23).
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Fig 23. TLC de los productos de las reacciones entre el extracto crudo recombinante de levanasa frente a los distintos
sustratos a pH 5 por 20 min de reaccion. Se observan las sefiales de fructosa al 1 % (F), sacarosa al 1 % (S), reaccién entre
el extracto crudo y sacarosa (LS), levana al 0.1% (L), reaccion entre el extracto crudo y levana (LL), inulina al 0.1% (l), reaccién

entre el extracto crudo e inulina (LI), agavina al 0.1% (A) y reaccién entre el extracto crudo y agavina (LA).

Por otro lado, la inulinasa mostro actividad tanto a pH 5 como a pH 8 (siendo mayor
su actividad a pH 8). Esta tuvo actividad frente a sacarosa, inulina de achicoria y
agavina, y solamente actividad residual frente a levana, sugiriendo una incapacidad
de hidrolizar los enlaces B-(2,6). Los productos de reaccion corresponden
Unicamente a glucosa y fructosa, sugiriendo que se trata de una exoinulinasa, al
hidrolizar la porcion terminal del fructano en su extremo no reductor (Fig 24). Esta
enzima, a diferencia de la mayoria de las inulinasas (tabla 5), posee mayor actividad
a pH alcalino (pH 8) que a pH &cido (pH 5), lo cual la hace una de las pocas
inulinasas bacterianas con esta caracteristica. Otras son las inulinasas de
Marinimicrobium sp. y Nocardiopsis sp. las cuales tienen un pH 6ptimo de 8 y 9,

respectivamente (tabla 4).
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Fig 24. TLC de los productos de las reacciones entre el extracto crudo recombinante de inulinasa frente a los distintos sustratos
a pH 8 por 20 min de reaccion. Se observan las sefiales de fructosa al 1 % (F), sacarosa al 0.1 % (S), reaccién entre el
extracto crudo y sacarosa (IS), levana al 0.1 % (L), reaccion entre el extracto crudo y levana (IL), inulina al 0.1 % (1), reaccion
entre el extracto crudo e inulina (Il), agavina al 0.1 % (A) y reaccion entre el extracto crudo y agavina (I1A).

La levansacarasa mostr6 actividad hidrolitica Gnicamente frente a la sacarosa como
sustrato a pH 5, generando glucosa y fructosa como productos de reaccion, también
mostré actividad residual con los otros sustratos probados y a pH 8. Finalmente, las
reacciones de transfructosilacion a las condiciones especificadas en el apartado
7.2.2. tanto del extracto crudo nativo de nuestra cepa de trabajo, B.
amyloliquefaciens 12GeP, como de el extracto crudo recombinante produjeron FOS
de diferentes grados de polimerizacion tanto a pH 5 como a pH 8, siendo

aparentemente mayor a pH 5 (Fig 25).
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Fig 25. TLC de los productos de reaccién de las reacciones entre el extracto crudo recombinante de levansacarasa y del
extracto crudo nativo de B. amyloliquefaciens 12GeP frente a los distintos sustratos. Se observan las sefales de a) fructosa
al 1 % (F), sacarosa al 0.1 % (S), reaccién entre el extracto crudo y sacarosa (LvS), levana al 0.1% (L), reaccioén entre el
extracto crudo y levana (LvL), inulina al 0.1% (l), reaccion entre el extracto crudo e inulina (Lvl), agavina al 0.1% (A) y reaccion
entre el extracto crudo y agavina (LvA). b) control de enzima nativa (Bam), control de enzima recombinante (LvS), fructosa al
1% (f), estandar de FOS al 1% (FOS), reaccién de la enzima nativa a pH 5 (Bam5), reaccién de la enzima nativa a pH 8
(Bams8), reaccién de la enzima recombinante a pH 5 (LvS5), reaccion de la enzima recombinante a pH 8 (LvS8) y control de

medio de reaccion sin enzima (Ctrl).

Nuevamente, estos resultados concuerdan con lo especificado por otros autores
con respecto al género Bacillus, los cuales reportan un pH éptimo de entre 5.5y 6.5.
Cabe mencionar que este experimento se realizé con base en los estudios de Tian
y Karboune 2012, en los que realizaron reacciones de transfructosilacién con la
levansacarasa de B. amyloliquefaciens utilizando sacarosa a una concentracion de
1 My permitiendo que la reaccion se lleve a cabo inicamente por 20 min. Bajo estas
condiciones, ellos reportan la generacion de productos como 1-kestosa,
neokestosa, blastosa y 6-kestosa, por lo que podriamos esperar que los productos
obtenidos en este experimento sean los mismos o similares. Sin embargo, para
poder identificar los productos obtenidos por nuestra enzima, se requiere del uso de
otras técnicas de identificacion y cuantificacion como lo es el HPLC, ademas de
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realizar otros estudios en los que se determine el tiempo éptimo de reaccién, asi

como las condiciones de pH y temperatura 6ptimas (Tian y Karboune, 2012).

También hay que mencionar que debido a que se desconoce si el extracto crudo
nativo contiene solo una o las tres enzimas de interés, no es posible comparar la
actividad enzimética de este con respecto a las actividades enzimaticas de los
extractos crudos recombinantes, ya que en el extracto crudo nativo podrian estar
trabajando de manera conjunta dos o tres enzimas para degradar los sustratos

probados.

8. Conclusiones

El estudio del genoma de B. amyloliquefaciens permitié identificar tres genes que
estan implicados en la degradacion de agavina, permitiéndole utilizarla como Unica
fuente de carbono. Estos son los genes que codifican para una levanasa, una
inulinasa y una levansacarasa. Ademas, dicho estudio, asi como la rectificacion del
andlisis de la secuencia del rRNA 16S de la cepa de trabajo identificada como B.
amyloliquefaciens 12GeP (dato no mostrado en este trabajo), nos permitié concluir

gue la cepa de trabajo corresponde a B. velezensis y no a B. amyloliquefaciens.

Se logré conocer la secuencia exacta de los genes que codifican para la levanasa,
inulinasa y levansacarasa de nuestra cepa de trabajo, mediante su clonacion en
pGEMt easy vector y su secuenciacion. Se produjo de manera recombinante la
levanasa, la inulinasa y la levansacarasa y todas fueron analizadas para presentar
su actividad frente a sacarosa, levana, inulina y agavina. La levanasa posee
actividad endo- frente a la levana a pH 5, generando FOS de distintos grados de
polimerizacion. La inulinasa posee actividad a pH 8, siendo una de las pocas
inulinasas bacterias alcalinas reportadas hasta el momento. La inulinasa posee
actividad exo- frente a sacarosa, inulina y agavina, generando Unicamente fructosa,
glucosa y/o sacarosa como productos de reaccion. La levansacarasa posee tanto

actividad hidrolitica como fructosiltransferasa a pH 5, utilizando sacarosa como
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sustrato. La reaccion de transfructosilacion genera FOS de distintos grados de

polimerizacion.

Al comparar con los resultados obtenidos previamente por nuestro grupo de
investigacion, los cuales mostraron dos proteinas de diferentes pesos moleculares,
la proteina de menor peso molecular reportada previamente por nuestro grupo de
investigacion fue de 32 kDa la cual podria corresponder a la levansacarasa cuyo
peso molecular determinado en este trabajo corresponde a 45-48 kDa. La otra
proteina determinada previamente por nuestro laboratorio posee un peso molecular
de entre 110-220 kDa, la cual podria corresponder a una oligomerizacién de la

levansacarasa, la cual se ha reportado que tiene la capacidad de formar filamentos.

Con este estudio concluimos que la hidrolisis completa de la agavina se podria
deber a la accidon conjunta de las tres enzimas: La levanasa hidroliza los enlaces [3-
(2,6) que la inulinasa no puede hidrolizar, generando FOS de distintos grados de
polimerizacién. La inulinasa por otro lado, hidroliza los enlaces (-(2,1) de los
extremos no reductores de la molécula, generando glucosa, fructosa y/o sacarosa.

Finalmente, los residuos de sacarosa son hidrolizados por la levansacarasa.

9. Perspectivas

Purificar cada enzima para caracterizarlas, determinando las condiciones 6ptimas
de pH y temperatura de reaccion para cada una, asi como sus parametros cinéticos,

estabilidad y especificidad de sustrato.

Determinar las condiciones 6ptimas y tiempo de reaccion para la generacion de FOS
mediante las reacciones de transfructosilacién utilizando a la levansacarasa
obtenida, asi como la caracterizacion de los productos generados en dichas

reacciones para evaluar los posibles usos de estos.

Estudio de la actividad de estas enzimas aplicando mutagénesis dirigida para el

mejoramiento de su eficiencia catalitica.
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Anexo 1. Curva patron de BSA utilizada para la cuantificacion de proteina total por el método de Bradford.
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Anexo 2. Curva patron de fructosa.

Anexo 3. Equipos utilizados durante el proceso experimental.
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Reference sequence (1):

TmaritimaInulinase
Identities normalised by aligned length.

Colored by: identity
cov
1 TmaritimaInulinase 100.0%
2 Bamyld 99.7%
3 BamLS60 99.7%
4 BamLH1S5 99.7%
5 BamLM2303 99.6%
6 BamUCMBS5113 99.7%
7 BamWsS8 99.7%
8 BamNAUB3 99.7%
9 BamYAUB9601Y2 99.7%
10 BamB15 99.7%
11 BamUCMBS033 99.7%
12 Baml2GeP 99.7%
13 BamS141 99.7%
14 BamUCMBS036 99.7%
15 BamDSM7 99.7%
16 BamSRCM12101267 99.7%
17 BamMT45 99.7%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
cov
1 TmaritimaInulinase 100.0%
2 Bamyld 99.7%
3 BamLS&0 99.7%
4 BamLH15 99.7%
5 BamLMZ303 99.6%
6 BamUCMBES5113 99.7%
7 BamWsa 99.7%
8 BamNAUB3 99.7%
9 BamYAUB9601Y2 99.7%
10 BamB15 99.7%
11 BamUCMBS033 99.7%
12 Baml2GeP 99.7%
13 BamS141 99.7%
14 BamUCMB5036 99.7%
15 BamDSM7 99.7%
16 BamSRCM12101267 99.7%
17 BamMT45 99.7%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
cov
1 TmaritimaInulinase 100.0%
2 Bamyld 99.7%
3 BamLS60 99.7%
4 BamLHIS 99.7%
5 BamLM2303 99.6%
6 BamUCMB5113 99.7%
7 BamWsS8 99.7%
8 BamNAUB3 99.7%
9 BamYAUB9601Y2 99.7%
10 BamB15 99.7%
11 BamUCMB5033 99.7%
12 Baml2GeP 99.7%
13 BamS141 99.7%
14 BamUCMBS5036 99.7%
15 BamDSM7 99.7%
16 BamSRCM12101267 99.7%
17 BamMT45 99.7%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

pid
100.0%
27.5%
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TCAGCTTTTTTTCCAARATGTCTTTTARCGTCCAATAGGTGAATTCCTCAACCTTTACGGCGCCTTTCTCAGAAARCAGCT
TCAGCTTTTTTTCCAAATGTCCTTTAACGTCCAATAGGTGAATTCCTCAACCTTTACGGCGCCTTTCTCAGARARCAGCT
TCAGCTTTTTTTCCARATGTCCTTTARCGTCCAATAGGTGAATTCCTCAACCTTTACGGCGCCTTTCTCAGARRRCAGCT
TCAGCTTTTTTTCCAAATGTCCTTTARCGTCCAATAGGTGAATTCCTCAACCTTTACGGCGCCTTTCTCAGARRACAGCT
TCAGCTTTTTTTCCAAATGTCTITTAACGTCCAATAGGTGAATTCCTCAACCTTTACGGCGCCTTTCTCAGARAACAGCT
TCAGCTTCTTTTCCAAATGTCCTTTARCGTCCAATAGGTGAATTCCTCAACCTTTACGGCGCCTTTCTCAGARRACAGCT
TCAGCTTTTTTTCCAAATGTCCTTTARCGTCCAATAGGTGAATTCCTCAACCTTTACGGCGCCTTTCTCAGAARRCAGCT
TCAGCTTTTTTTCCAAATGTCCTTTAARCGTCCAATAGGTGAATTCCTCAACCTTTACGGCGCCTTTCTCAGARARCAGCT
TCAGCTTCTTTTCCARATGTCCTTTARCGTCCAATAGGTGAATTCCTCAACCTTTACGGCGCCTTTCTCAGARRRCAGCT
TCAGCTTCTTTTCCAAATGTCCTITTAACGTCCAATAGGTGAATTCCTCAACTTTTACGGCGCCTTTCTCAGARRACAGCT
TCAGCTTCTTTTCCAAATGTCCTITTAACGTCCAATAGGTGAATTCCTCAACCTTTACGGCGCCTTTCTCAGARAACAGCT
TCAGCTTTTTTTCCARATATCTTITTARCGTCCAATAGGTGAATTCCTCAACCTTTACGGCGCCTTTCTCAGARRRCAGCT
TCAGCTTTTTTTCCAAATATCTTITTARCGTCCAATAGGTGAATTCCTCAACCTTTACGGCGCCTTTCTCAGAARRCAGCT
TCAGCTTTTTTTCCAAATGTCTTTTARCGTCCAATAGGTGAATTCCTCAACCTTTACAGCGCCTTTCTCAGARARRCAGCT
TCAGCTTTTTTTCCARATGTCTTITTARCGTCCAATAGGTGAATTCCTCAACCTTTACAGCGCCTTTCTCAGARRRCAGCT
TCAGCTTCGTTTCCAAATGTCTITTAACGTCCAATAGGTARAATTCCTCAACCTTTACAGCGCCTTTCTCAGARAACAGCT

CAATCCCCAATCTGCCCTCATTCGGATAGATACGGCTTGTCATCGTTGTTTCTCCATGATTGGCGAATACTTCARTCGAG
CAATCCCCAATCTGCCTTCATTCGGATAGATACGGCTTGTCATCGTTGTTTCTCCATGATTGGCGAATACTTCARTCGAG
CAATCCCCAATCTGCCTTCATTCGGATAGATACGGCTTGTCATCGTTGTTTCTCCATGATTGGCGAATACTTCAATCGAG
CAATCCCCARTCTGCCTTCATTCGGATAGATACGGCTTGTCATCGTTGTTTCTCCATGATTGGCGAATACTTCAATCGAG
CAATCCCCAATCTGCCTTCATTCGGATAGATACGGCTTGTCATCGTTGTTTCTCCATGATTGGCGAATACTTCARTCGAG
CAATCCCCAATCTGCCTTCATTCGGATAGATACGGCTTGTCATCGTTGTTTCTCCATGATTGGCGAATACTTCARTCGAG
CAATCCCCAATCTGCCTTCATTCGGATAGATACGGCTTGTCATCGTTGTTTCTCCATGATTGGCGAATACTTCARTCGAG
CAATCCCCAATCTGCCTTCATTCGGATAGATACGGCTTGTCATCGTTGTTTCTCCATGATTGGCGAATACTTCAATCGAG
CAATCCCCARTCTGCCTTCATTCGGATAGATACGGCTTGTCATCGTTGTTTCTCCATGATTTGCGAATACTTCAATCGAG
CAATCCCCAATCTGCCTTCATTCGGATAGATACGGCTTGTCATCGTTGTTTCTCCATGATTGGCGAATACTTCARTCGAG
CAATCCCCAATCTGCCTTCATTCGGATAGATACGGCTTGTCATCGTTGTTTCTCCATGATTGGCGAATACTTCARTCGAG
CAATCCCCAATCTGCCTTCATTCGGATAGATACGGCTTGTCATCGTTGTTTCTCCATGATTGGCGAATACTTCAATCGAG
CAATCCCCAATCTGCCTTCATTCGGATAAATACGGCTTGTCATCGTTGTTTCTCCATGATTGGCGAATACTTCAATCGAG
CAAGCCCCARTCTGCCCTCTTTCGGATAGATACGGCTTGTCATCGTTGCTTCTCCATGATTGGCGAATACTTCAATCGAR
CAAGCCCCAATCTGCCCTCTTTCGGATAGATACGGCTTGTCATCGTTGCTTCTCCATGATTGGCGAATACTTCARTCGAR
CAATCCCCAATCTGCCCTCTTTCGGATAGATACGGCTTGTCATCGTTGCTTCTCCATGATTGGCGAATACTTCARTCGAR

Cii s cccCRREICTRCC < e < [CEERIA « Bl CEBCIIGHC AL CEITg < SrCHCCRGRI T - BCERRACEECRALICER «
CRATiccCCRREICTIBCC s [C [ C SO G i CEECLTIGHC AL CEIT I s CLCCREGRA | 66 CERR ACE T CRALCER «
CRACiccCCRRECTBCCTTICHLE I COER NG ACEECLEGHICHNCET G &I CICCALIGR: | GGCEAR: By C AR ICEAG

GATCTGTCAATAAAGATACGCAGCGCCAGCTTGCCGTTTGCATCCAGCCGCACCCTTCTCACACCGTCTTTCGCTTTCCC
GATCTGTCAATAAAGATACGCAGCGCCAGCTTGACGTTTGCATCCAGCCGCACCCTTCTCACACCGTCTTTCTCTTTCCC
GATCTGTCAATAAAGATACGCAGCGCCAGCTTGACGTTTGCATCCAGCCGCACCCTTCTCACACCGTCTTTCTCTTTCCC
GATCTGTCAATAAAGATACGCAGCGCCAGCTTGCCGTTTGCATCCAGCCGCACCCTTCTCACACCGTCTTTCTCTTTCCC
GATCTGTCAATAAAGATACGCAGCGCCAGCTTGCCGTTTGTATCCGTCTGCACCCTTCTTACACCGTCTTTCGCTTTCCC
GATCTGTCAATAAAGATACGCAGTGCCAGCTTGCCGTTTGTATCCGTCTGCACCCTTCTCACACCGTCTTTCGCTTTCCC
GATCTGTCAATAAAGATACGCAGCGCCAGCTTGCCGTTTGTATCCGTCTGCACCCTTCTCACACCGTCTTTCGCTTTCCC
GATCTGTCAATAAAGATACGCAGCGCCAGCTTGCCGTTTGTATCCGTCTGCACCCTTCTCACACCGTCTTTCGCTTTCCC
GATCTGTCAATAAAGATATGCAGCGCCAGCTTGCCGTTTGTATCCGTCTGCACCCTTCTCACACCGTCTTTCGCTTTCCC
GATCTGTCAATAAAGATACGCAGCGCCAGCTTGCCGTTTGTATCCGTCTGCACCCTTCTCACACCGTCTTTCGCTTTCCC
GATCTGTCAATAAAGATACGCAGCGCCAGCTTGCCGTTTGTATCCGTCTGCACCCTTCTCACACCGTCTTTCGCTTTCCC
GATCTGTCAATAAAGATACGCAGCGCCAGCTTGCCGTTTGTATCCGTCTGCACCCTTCTCACACCGTCTTTCGCTTTCCC
GATCTGTCAATAAAGATACGCAGCGCCAGCTTGCCGTTTGTATCCGTCTGCACCCTTCTCACACCGTCTTTCGCTTTCCC
GACCTGTCAATAAATATTCGCAGCGCCAGCTTGCCGCTTGCATCCATCCGCACTCTTCTCACACCGTCTTTCGCTTTCCC
GACCTGTCAATAAATATTCGCAGCGCCAGCTTGCCGCTTGCATCCATCCGCACTCTTCTCACACCGTCTTTCGCTTTCCC
GATCTGTCAATAAATATCCGCAGCGCCAGCTTGCCGCTTGCATCCATCCGCACTCTTCTCACACCGTCTTTCGCTTTTCC

88 - CIGECRRCINAR - - - BCHG - BCCRGC L - O < (8- ACC << BOAC~ CLicE - ACACCRCITIC - CII <
CBGCECCAgC

G C LG A AR < B = C 6 (EGCCEs s BrcCusCs BClics CHCECACRCCRTCITICs CLETcCe
BT CIECRAL [HcgcABcgccRfcBeC@iiE- Aiceulics §eliceciichcRicReciiciiiiceiTicee
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cov pid 241 1 . . . . 3 . .
1 TmaritimaTnulinase 100.0% 100.0% e e e o o o o o o o o o o et
2 Bamyl4 99.7% 27.5% CATCTTGGTGCAATCAAGTGTCAGCTTTTTATCCGTTAGATTGTATGTCAGCACARGTTICTTCTTCGTCAAGGCCGCGAA
3 BamLS60 99.7% 27.4% CATCTTGETGCAATCARGTGTCAGCTTTTTATCCGTTAGATTGTATGTCAGCACAAGTTCTTCTTCGTCAAGGCCGCGAR
4 BamLH15 89.7% 27.4% CATCTTGGTGCAATCARGTGTCAGCTTTTTATCCGTTAGATTGTATGTCAGCACARGTTCTTCTTCGTCAAGGCCGCGAR
5 BamLM2303 99.6% 27.3% CATCTTGGTGCAATCAAGTGTCAGCTTTTTATCCGTTAGATTGTATGCCAGCACAAGTICTTCTTCGTICAAGGCCGCGAA
6 BamUCMB5113 99.7% 27.6% CATCTTGETGCAATCARGCGTCAGCTTTTTATCCGTTAGATTGTATGTCAGCACAAGTTCTTCTTCATCAAGGCCGCGAR
7 BamWs8 89.7% 27.5% CATCTTGGAGCAATCARGTGTCAGCTTTTTATCCGTTAGATTGTATGTCAGCACARGTTCTTCTTCGTCAAGGCCGCGAA
8 BamNAUB3 99.7% 27.4% CATCTTGGTGCAATCAAGTGTCAGCTTTTTATCCGTCAGATTGTATGTCAGCACAAGTTICTTCTTCGTICAAGGCCGCGAA
9 BamYAUB9601Y2 99.7% 27.4% CATCTTGGTGCAATCARGTGTCAGCTTTTTATCCGTCAGATTGTATGTCAGCACAAGTTCTTCTTCGTCAAGGCCGCGAR
10 BamBl5 99.7% 27.4% CATCTTGGTGCAATCAAGTGTCAGCTTTTTATCCGTTAGATTATATGTCAGCACARGTTICTTCTTCGTCAAGGCCGCGAA
11 BamUCMB5033 99.7% 27.6% CATCTTGGTGCAATCARGTGTCAGCTTTTTATCCGTTAGATTGTATGTCAGCACAAGTTCTTCTTCGTCAAGGCCGCGAA
12 Baml2GeP 99.7% 27.4% CATCTTGGTGCAATCARGTGTCAGCTTTTTATCCGTTAGATTGTATGTCAGCACAAGTTCTTCTTCGTCAAGGCCGCGAR
13 BamsS141 99.7% 27.4% CATCTTGGTGCAATCAAGTGTCAGCTTTTTATCCGTTAGATTGTATGTCAGCACARGTTICTTCTTCATCAAGGCCGCGAA
14 BamUCMB5036 99.7% 27.6% CATCTTGGTGCAATCARGTGTCAGCTTTTTATCCGTTAGATTGTATGTCAGCACAAGTTCTTCTTCGTCAAGGCCGCGAA
15 BamDSM7 89.7% 27.4% CATCTTGGTGCAATCARGTGTCAATTTTTTATCCGTTAGATTGTACTTAAGCACARGTTCCTCTTCATCAAGGCCGCGAR
16 BamSRCM12101267 99.7% 27.4% CATCTTGGTGCAATCAAGTGTCAATTTTTTATCCGTTAGATTGTACTTAAGCACAAGTTCCTCTTCATCAAGGCCGCGAA
17 BamMT45 89.7% 27.5% CATCTTGGTGCAATCARGTGTCAATTTTTTATCCGTTAGATTGTACTTAAGCACARGTTCTTCTTCACCAAGGCCCCGTA
consensus/1008 000000 i il iieeisedtiacd e iaastsateta e e tiatitesattotattactstasabettotatistanans
consensus/90% CACEIE0 - SCAATICANG - BTCH . - AL O - NORT. [ - < s <BGCACRRGET - [CTEiCy s CRGBCe - BB
consensus/80% CAEC 66 GCRAL CARGI6,ICR - - (.5 OB MGALL G - - 5+ RECHCARG, £.CLE Ci.C [ICAAGBCC ECERN
consensus/70% B 6 OC AT ARG 6 CROC L e . CHAGGCCECEAN
cov pid 321 . . H . - . . 4
1 TmaritimaTnulinase 100.0% 100.0% o e o o o o o o o e B e
2 Bam¥1l4 99.7% 27.5% TTTTARARCCTGCCGTTTICGGCATCAGAATCGTTTACATCARACACGGCTCGGACTTCARGCAGGTCTTCGGACGTCTITT
3 BamLS&0 99.7% 27.4% TCTTAAAACCTGCCGTTICGGCATCAGAATCGTTTACATCAAACACGGCTCGGACTTCAAGCAGGTCTTCGGACGTCITT
4 BamLH1S 89.7% 27.4% TCTTARARCCTGCCGTTICGGCATCAGAATCGTTTACATCARACACGGCTCGGACTTCARGCAGGTCTTCGGACGTCTITT
5 BamLM2303 99.6% 27.3% TCTTAAAACCTGCCGTTICGGCATCAGAATCGTTTACATCAAACACGGCTCGGACTTCAAGCAGGTCTTCGGACGTCITT
6 BamUCMBS5113 89.7% 27.6% TCTTARARCCTGCCGTTICGGCATCAGAATCGTTCACATCARACACGGCCCGGACTTCARGCAGGTCTTCGGACGTCITT
7 BamWs8a 99.7% 27.5% TCTTAAARCCTGCCGTTICGGCATCAGAATCGTTTATATCAAACACGACTCGGACTTCAAGCAGGTCTTCCGACGTCITT
8 BamNAUB3 99.7% 27.4% TCTTAAARCCTGCCGTTTCGGCATCAGAATCGTTTATATCAAACACGACTCGGACTTCARGCAGGTCTTCGGACGTCTTT
9 BamYAUB9601Y2 99.7% 27.4% TCTTARARCCTGCCGTTICGGCATCAGAATCGTTTATATCAARACACGACTCGGACTTCAAGCAGGTCTTCGGACGTCTITT
10 BamB1l5 99.7% 27.4% TCTTAAAGCCTGCCGTTTCGGCATCAGAATCGTTTATATCAAACACGACTCGGACTTCARGCAGGTCTTCGGATGTCTITT
11 BamUCMBS033 99.7% 27.6% TCTTAAARCCTGCCGTTICGGCATCAGAATCGTTTATATCAAACACGACTCGGACTTCAAGCAGGTCTTCGGACGTCTITT
12 Baml2GeP 99.7% 27.4% TCTTARARCCTGCCGTTTICGGCATCAGAATCGTTTATATCARACACGACTCGGACTTCARGCAGGTCTTCGGATGTCITT
13 BamS5141 99.7% 27.4% TCTTAAARCCTGCCGTTICGGCATCGGAATCGTTCACATCAAACACGGCCCGGACTTCAAGCAGGTCTTCGGACGTCITT
14 BamUCMB5036 99.7% 27.6% TCTTARAGCCTGCTGTTTCGGCATCGGAATCGTTTACATCARACACGGCTCGGACTTCAAGCAGGTCTTCGGACGTCTTT
15 BamDSM7 99.7% 27.4% TTTTAATACCTGCCGTTICGGCATCGCAATCGTTTACATCATACACGACTTGGACTTCCAGCAGCTCTTCGGATGTCTITT
16 BamSRCM12101267 99.7% 27.4% TTTTAATACCTGCCGTTTCGGCATCGCAATCGTTTACATCATACACGACTTGGACTTCCAGCAGCTCTTCGGATGTCTTT
17 BamMT45 99.7% 27.5% TCTTARARCCTGCCGTTICGGCATCACAATCGTTGATATCARACACGACTCGAACTTCAAGCAGGTCTTCGGGCGTCTITT
consensus/100% 0000 Ll iesaessedteseanastesesieiacitetadnd sttt astaoisantatastatetattstisansatans
consensus/90% [ < 38R . CCTC - GEETICBECATIC: - BATICEET <N B CA= BCCH < < BB ic s BECAT- [CTc- B < BECy
consensus/80% 15 JAARR CCLBCCEI T ICEECA: (C 1 s BRLICEEY: s i < AL CRRACACE CICEEAC L CARGCAGE iCi 1 CEOR -G ciiy]
consensus/70% S CIEMARN CCT6CC B iC BECAL CRGAR @7 < - AL CRRACACE .C
cov pid 401 A . . . 1 . . .
1 PmaritimaTnulinase 100.0% 100.0% =  ————mmmmmmm e ——————————
2 Bamyld 99.7% 27.5% GCCAAGTAACTCCCTGARAACCGATCGTCCGGCACATTCCCGATATTCCATTTTCCGCAGCTGCTTGGTTTCTTICCACGGG
3 BamLS60 99.7% 27.4% GCCAAGTAACTCCCTGARACCGATCGTCCGGCACATTCCCGATATTCCATTTTCCGCAGCTGCTTGGTTTCTTCCACGGG
4 BamLH1S 99.7% 27.4% GCCAAGTAACTCCCTGARACCGATCGTCCGGCACATTCCCGATATTCCATTTTCCGCAGCTGCTTGGTTTCTTCCACGGG
5 BamLM2303 99.6% 27.3% GCCAAGTAACTCCCTGARACCGATCGTCCGGCACATTCCCGATATTCCATTTTCCGCAGCTGCTTGGTTTCTTCCACGGG
6 BamUCMB5113 99.7% 27.6% GCCAAGTAACTCCCTGARAGCGATCGTCCGGCACATTCCCGGTATTCCATTTTCCGCAGCTGCTTGGTTTCTTICCACGGG
7 BamWs 99.7% 27.5% GCCAAGTAACTCCCTGARAGCGATCGTCCGGCACATTCCCGATATTCTATTTTCCGCAGTTGCTTGGTTTCTTCCACGGG
& BamNAUB3 99.7% 27.4% GCCAAGTAACTCCCTGARACCGATCGTCCGGCACATTCCCGATATTCCATTTTCCGCAGCTGCTTGGTTTCTTICCACGGG
9 BamYAUB9601Y2 99.7% 27.4% GCCAAGTAACTCCCTGARACCGATCGTCCGGCACATTCCCGATATTCCATTTTCCGCAGCTGCTTGGTTTCTTICCACGEG
10 BamB1S 99.7% 27.4% GTCAAGTAACTCCCTGARACCGATCGTCCGGCACATTCCCGATATTCCATTTTCCGCAGCTGCTTGGTTTCTTICCACGGG
11 BamUCMB5033 99.7% 27.6% GCCAAGTAACTCCCTGARAGCGATCGTCCGGCACATTCCCGATATTCCATTTTCCGCAGCTGCTTGGTTTCTTCCACGGG
12 Baml2GeP 99.7% 27.4% GTCAAGTAACTCCCTGARAACCGATCGTCCGGCACATTCCCGATACTCCATTTTCCGCAGCTGCTTGGTTTCTTICCACGGG
13 BamS141 99.7% 27.4% GCCAAGTAACTCCCTGARACCGATCGTCCGGCACATTCCCGATACTCCATTTTCCGCAGCTGCTTGEGTTTCTTCCACGEG
14 BamUCMB5036 99.7% 27.6% GCCAAGTAACTCCCTGAAACCGATCGTCCGGCACATTCCCGATATTCCATTTTCCGCAGCTGCTTGGTTTCTICCACGGG
15 BamDSM7 99.7% 27.4% GCCAAGTAACTGCCTGARAACGGACCGGCCGGCACATTCCCGATATTICATTTTTCGCAGCTGCTTGGTTTCTTCCACGGG
16 BamSRCM12101267 99.7% 27.4% GCCAAGTAACTGCCTGARAACGGACCGGCCGGCACATTCCCGATATTICATTTTTCGCAGCTGCTTGGTTTCTTICCACGGG
17 BamMT45 99.7% 27.5% GCCAAGTAACTGCCTGARACGGACCGGCCGGCACATTCCCGATATTCCATTTTTCGCAGCTGCTTGEGTTTCTTCCACGEG
consensus/100%
consensus/90% - CARGLARCE - CCIGRRN - - 8K - CB-CCBBCHCRLLICCCE - - - KL - CBCRG - IOCTEBETEiCiTicCRCEos
consensus/80% BCCARGLRC - CCIGARN - - G - -CCBECHCALLICC CORTALYICCRLLLY, - CBCRBCBCIL 6 LT CLLicCACEEs
consensus/70% @ CCARG ARCZiCCC RRNC CBAIC 8 CCBBCACALICC (ALY ICCRLL L7 CCBCRBCLIOCIE 86,77 C L icCACEEa
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cov
TmaritimaInulinase 100.0%
Bamy1l4 99.7%
BamLS60 99.7%
BamLH15 99.7%
BamLM2303 99.6%
BamUCMB5113 99.7%
BamWws8 99.7%
BamNAUB3 99.7%
BamYAUB9601Y2 99.7%
BamB15 99.7%
BamUCMB5033 99.7%
Baml2GeP 99.7%
BamS141 99.7%
BamUCMB5036 99.7%
BamDSM7 99.7%
BamSRCM12101267 99.7%
BamMT45 99.7%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
TmaritimaInulinase 100.0%
Bamy1l4 99.7%
BamLS60 99.7%
BamLHLS 99.7%
BamLM2303 99.6%
BamUCMB5113 99.7%
BamWws8 99.7%
BamNAUB3 99.7%
BamYAUB9601Y2 99.7%
BamB15 99.7%
BamUCMB5033 99.7%
Baml2GeP 99.7%
BamS141 99.7%
BamUCMB5036 99.7%
BamDSM7 99.7%
BamSRCM12101267 99.7%
BamMT45 99.7%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
TmaritimaInulinase 100.0%
BamY14 99.7%
BamLS60 99.7%
BamLH15 99.7%
BamLM2303 99.6%
BamUCMBS113 99.7%
BamWsS8 99.7%
BamNAUB3 99.7%
BamYAUB9601Y2 99.7%
BamB15 99.7%
BamUCMBS033 99.7%
Baml2GeP 99.7%
Bam5141 99.7%
BamUCMB5036 99.7%
BamDSM7 99.7%
BamSRCM12101267 99.7%
BamMT45 99.7%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
TmaritimaInulinase 100.0%
Bamyld 99.7%
BamLS60 99.7%
BamLH1S 99.7%
BamLM2303 99.6%
BamUCMB5113 99.7%
BamWsa 99.7%
BamNAUB3 99.7%
BamYAUB9601Y2 99.7%
BamB15 99.7%
BamUCMB5033 99.7%
Baml2GeP 99.7%
BamS141 99.7%
BamUCMB5036 99.7%
BamDSM7 99.7%
BamSRCM12101267 99.7%
BamMT45 99.7%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

pid
100.0%
27.5%

pid
100.0%
27.5%
27.4%
27.4%
27.3%
27.6%
27.5%
27.4%
27.4%
27.4%
27.6%
27.4%
27.4%
27.6%
27.4%
27.4%
27.5%
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801

ATTCATCAAARAGTTTATGATCATCACGCAAAGTCAGTTCTCGCGGCAAAGTCAGTGCACCGCACCATCCGTCTGCTTTTG
ATTCATCAARAGTTTATGATCATCACGCAAAGTCAGTTCCCGCGGCARAGTCAATGCACCGCACCATCCGTCCGCTTTTG
ATTCATCAAARAGTTTATGATCATCACGCAAAGTCAGTTCCCGCGGCARAGTCAATGCACCGCACCATCCGTCCGCTTTTG
ATTCATCAARAGTTTATGATCATCACGCAAGGTCAGTTCCCGCGGCARAGTCAGTGCACCGCACCATCCGTCCGCTTTTG
ATTCATCAARRAGTTTATGATCATCACGCAAAGTCAGTTCTCGCGGCARAGTCAATGCACCGCACCATCCGTCCGCTTTTG
ATTCATCAAARAGTTTATGATCATCACGCAAAGTCAGTTCTCGCGGCAAAGTCAGTGCACCGCACCATCCGTCCGCTTTTG
ATTCATCAAARAGTTTATGATCATCACGCAAAGTCAGTTCTCGCGGCAAAGTCAGTGCACCGCACCATCCGTCCGCTTTTG
ATTCATCAARAGTTTATGATCATCACGCAAAGTCAGTTCTCGCGGCARAGTCAGTGCACCGCACCATCCGTCCGCTTTTG
ATTCATCAAAAGTTTTTGATCATCACGCAAAGTCAGTTCTCGCGGCARAGTCAGTGCACCGCACCATCCGTCCGCTTTTG
ATTCATCAARAGTTTATGATCATCACGCAAAGTCAGTTCTCGCGGCARAGTCAGTGCACCGCACCATCCGTCCGCTTTTG
ATTCATCAARAGTTTATGATCATCACGCAAAGTCAGTTCTCGCGGCARAGTCAGTGCACCGCACCATCCGTCCGCTTTTG
ATTCATCAAARAGTTTATGATCATCACGCAAAGTCAGTTCTCGCGGCAAAGTCAGTGCACCGCACCATCCGTCCGCTTTTG
ATTCATCAARAGTTTATGATCATCACGCAAAGTCAGTTCTCGCGGCARAGTCAGTGCACCGCACCATCCGTCCGCTTTTG
ATTCATCAAARAGTTTATGATCATCACGCAATGTCAGTTCCCGCGGCAGTGTCARAGCACCGCACCATCCGTCCGCTTTTG
ATTCATCAARAGTTTATGATCATCACGCAATGTCAGTTCCCGCGGCAGTGTCAAAGCACCGCACCATCCGTCCGCTTTTG
ATTCATCAARARAGTTTATGATCATCACGCAATGTCAGTTCCCGCGGCARAGTCAATGCACCGCACCATCCGTCCGCTTTTG

B CATCRRRRGIT T s Mﬂﬂclﬁl‘:- BrcHGETICCRCEECHu s Brich s GCHCcCBCACCRECCRECs BCLIIT®
sCECEECHARAG

i [BcHCCECACCALCCELCCECIITE

mm CccBECARAG:icH GcAccBcAccRiccBiccRCIiig

MGECATGGCWC.HCITTMGCGCCGEGEGTA
EEARRGICATGCCCE BN (CCEBTTC TTTARAAGCGCCGIGHGTA)
M{;ECATGGCWC.HCTTTM{;CGCCGEGEGTA
EEARRGICATGECCEBR.cCEBTTC TTTARRAGCGCC GLGHEGTA)]
EEARRGECATGGCCEBRCCEBTTC TTTARRAGCGCCGLGEGTA)]
ERARRGICATGCCCE BN CCEBTTC TTTARAAGCGCCGGHGTA)
[ErERGICATGGCCEIGA /CCRETTCTTTARAAGCGCCGLGHGTA]
EEARRGECATGECCEBR cCEETTCTTTARRAGCGCCGLGHEGTA)]
EEARRGICATGGCCEIBR .cCEBTTCTTTARRAGCGCC GLGHGTA)]
EEARRGECATGGCCEBRCCEBTTC TTTARRAGCGCCGLGEGTA)]
ERARRGICATGCCCE BN CCEBTTC TTTARAAGCGCCGIGHGTA)
[ ERGICATGGCCEIBAICCEATTCTTTARAAGCGCCGLGHGTA]
ERARRGICATGECCEBRCCHATTCTTTARRAGCGCC GLGHGTA)]
EEARRGECATGGCCEBRCCEBTTC TTTARRAGCGCCGLGHGTA]
EEARRGICATGGCCEBRCCEBTTC TTTARRAGCGCCGLGHGTA)]
[ ERGIcATGGCCEIGA /cCEBCTCTTTARAAGCGCCGHGHGTA]
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GCCETBTETIRRRCT T FEeET = CHE- B BERGE e . ARl
CRRARG: CHE (GG CCELBALC G CBBTETIRRRC T T (G Cis A - MG c e c u KRR
IRARG?|CA; (GG CCfE 18R ic CRGEY Il T IRRRAG C{ECCS 87 e IRRRCY 1677 16\ CATICAT] < B RGE

ChcCERLTAR

LETE-- A CLCE T CORG, I B GAGGA AL CIi T
TRTGALGTARATTGTTATATGAATCGCCGTCCGCCTCGARCCCTCCGCCERAATCHcCHBENCRTGEEL
TRTGALMTARATTGTTATATGAATCGCCGTCCGCCTCGATNCCCTCCGCCERAATCHcC RN CRGEI T
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TETGALETARATTGTTATATGAATCGCCGTCCGCCTCGAZNCCL! CBRrATCHGCREERCE G
TRTGALGTARATTGTTATATGRAATCGCCGTCCGCCTCGATRCCCTCGGCCERAATCHcCRBENCRT LT
TRTGALMTARATTTTGATAGGAATCACCGTCCGCCTCGARCCCCTCCGCCERAATCHcCEEERCE G
TETGALETARATTTTGATAGGAATCACCGTCCGCCTCGARCCCCTCEGGCERAAT CHccHBENCR G
TRTGALMTARATTTTGATAGGAATCACCGTCCGCCTCGARCCCCTCCGCCERAATCcC BN CRTGEI T
TETGALETARATTTTGATAGGAATCACCGTCCGCCTCGARCCCCTCCGGCERAAT CHcCNEENCRTGIIT]
TRTGALBTARATTATGATAGGAATCACCGTCCGCCTCGARCCCCTCCGCCERAATCHcCEBRRCE G
TRTGAETARATTTTGATAGGAATCACCGTCCECCTCCARCCCCTCCGCCERAAT CHecHEERCE cc
TETGALETARATTTTGATAGGAATCACCGTCCGCCTCGARCCCCTCGGGCERAATCHccRBENCR G
TRTGALMTARATTTTGATAGGAATCACCGTCCGCCTCGARCCCCTCCGCCERAATCcCEBRNCE G
TETCAIETARATTTTGATAGGAATCACCGTCCGCCTCGARCCCCTCAGGCERAATCHecHEERCE e
TGTGALETARATTTTTATAGGAATCACCGTCGGCTTCAAGRCCCTCRGCCERAA TR NEENC R GEET
THTGAMTAAATTTTTATAGGAATCACCGTCGGCTTCAATNCCETGRGGCERAA T{IRGe HEGR CENGIT T
TRTGALETARATTTTTATAGGAATCACCGTCTGCTTCCALCCCTTGAGGCERAAT CHccHEENCR GEI T
5“555“ HSCSSSSSUSC.USSEIS SM
1 COBTTIGA G AT - < A - BT C cCic - Be<ic < A - CCC 8 - B CERART, - AOCAGEACATE - ]
CCOB AL AR - ;- B - BAALC. CCBC s §C C . A - CCCG  BCERARE C AGC ABGACALG s 1
BRGGAR: CACCBECCBCCTC AL < CCC/B0RGCERAR: CRGCAGEACALG - 1]
. . . : . . . 880
FCRCRRGA COBGACACECTRTFIC————— cecTeEmen
ceeceeTRARTCARAGRART CTEGRCHTICCCACATATAGCCGAGATACCG] icTiicBec@AcrEccececce R
GCCGCCTRA, 'I‘(‘.AIAGILECJ\‘IT CCACATATAACCGAGATHACCG rmmmcmgc“lﬂ
Pelalalel ol sy :¥ 'rcnlng.lgﬁ:'lm CCACATATAACCGAGATACCG rmmmcmccm
ceeceeTHARTCARAGRAR CABGRCETIICCCACATATARCCGAGATIACCG lcTicBcc@AcRETceccee BT
GCCGCCTRA, 'T'(‘.AIAGIAE:'IT CCACATATAGCCGAGATHACCG rmmmch“jﬂ
ceeceeTAANTCARAGRART CABGRCRTICCCACATATAGC CGAGAT icCCGRCRcTIcBccEBAcrREcceccae TR
Pelalalel ol sy 1:¥ 'rcnlng.lgﬁ:'lm CCACATATAGC CGAGATHACCG FTW{'G*CCL‘CGC“I‘H
ceeceeTRARTCARAGRART CABGRCHTICCCACATATAGCCGAGATACCG, icTiicBec@AcrEccecccce R
ceeceeTRATTCARAGHEARL CABBRCETECCCACATATAGCCGAGATRACCGECHC TIcRccERcAlicccecceBrliTh
Pelalulelalshiy |:¥ TCAIAGIAE:A-:IT CCACATATAGC CGAGATHRACCG, "TMRI‘.IECCGC“I‘E
ceeceeTRARTCARAGRAR CABGRCETIICCCACATATAGCCGAGATIACCG lcTicBec@AcrEcccccce AT
GCCGCCTRA, 'T'(‘.AIAGIAE:'IT CCACATATAGCCGAGATHACCG rmm*'rch“jﬂ
GCCGCCTAA, 'rcnlnglj;ﬁ:)\-‘_'l'r CCACATATAGCCGAGATHACCG leT *ICCCGC
GeecCCTRANTCARAGEARL CABBRCRT I CCCACATATAGCCGAGATGACCGRCHCTIGECCEBRAGARNCHCC TGCEIRT
ceeceeTRAfTcARAGEART cABBRCHTIcceACATATAGCCGAGATGACCGRCHc T cBecBRGARCHce TocER T
ceeceeTRARTCARARRAR  cAEBCCRTCCCACATATAGCCEAGRTTCCGRCHCTIcEccERcrEcceccec T
ssCsCC. sslsquECS-uCls,d‘_‘ssssss ...... ssssssssssiC] ssmslus-sslssctsscnsﬂ
Eccce IANTICARNA | RAALC« GEACALL cCCHCATAIN : CCEAGAT):  CCELCAC L BEECEREAN: < CC < BCEArL]
GccEec R TICRARGRRR, CREGAC AL cCCNCR I N . CCBAGA T CCECAC I L BEECEAGAAC < CCCECEIRT
Ecclicc AT CRRRGRART CREGHC A c cclcRN RGC CRAGH T icCETicACIIT BEeCERGRAC s cccBCEIiiy
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cov
TmaritimaInulinase 100.0%
Bamyl4 99.7%
BamLS60 99.7%
BamLH15 99.7%
BamLM2303 99.6%
BamUCMBES5113 89.7%
BamWs8 99.7%
BamNAUB3 89.7%
BamYAUB9601Y2 99.7%
BamB15 99.7%
BamUCMES5033 89.7%
Baml2GeP 99.7%
BamS141 89.7%
BamUCMES036 99.7%
BamDSM7 99.7%
BamSRCM12101267 89.7%
BamMT45 99.7%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
TmaritimaInulinase 100.0%
Bamy1l4 99.7%
BamLS60 99.7%
BamLH15 99.7%
BamLM2303 99.6%
BamUCMB5113 99.7%
BamWs8 99.7%
BamNAUB3 99.7%
BamYAUB9601¥2 99.7%
BamB15 99.7%
BamUCMB5033 99.7%
Baml2GeP 99.7%
BamS141 99.7%
BamUCMB5036 99.7%
BamDsSM7 99.7%
BamSRCM12101267 99.7%
BamMT45 99.7%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
TmaritimaInulinase 100.0%
Bamy1l4 99.7%
BamLS60 99.7%
BamLH15 99.7%
BamLM2303 99.6%
BamUCMB5113 99.7%
BamWs8 99.7%
BamNAUB3 99.7%
BamYAUB9601Y2 99.7%
BamB15 99.7%
BamUCMB5033 99.7%
Baml2GeP 99.7%
Bams141 99.7%
BamUCMB5036 99.7%
BamDSM7 99.7%
BamSRCM12101267 99.7%
BamMT45 99.7%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
TmaritimaInulinase 100.0%
Bamy1l4 99.7%
BamLS60 99.7%
BamLH15 99.7%
BamLM2303 99.6%
BamUCMB5113 99.7%
BamWs8 99.7%
BamNAUB3 99.7%
BamYAUB9601Y2 99.7%
BamB15 99.7%
BamUCMB5033 99.7%
Baml2GeP 99.7%
Bams141 99.7%
BamUCMB5036 99.7%
BamDSM7 99.7%
BamSRCM12101267 99.7%
BamMT45 99.7%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

pid
100.0%
27.5%
27.4%
27.4%
27.3%
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TmaritimaInulinase 100.

Bamy 14

BamLS60
BamLH15
BamLM2303
BamUCMB5113
BamWs8
BamNAUB3
BamYAUB9601¥2
BamB15
BamUCMB5033
Baml2GeP
BamS141
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BamDSM7
BamSRCM12101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
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cov

TmaritimaInulinase 100.0%

Bamyl4

BamLS60
BamLH15
BamLM2303
BamUCMB5113
BamWs8
BamNAUB3
BamYAUBS601Y2
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BamUCMB5033
Baml2GeP
BamS141
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BamDSM7
BamSRCM12101267
BamMT45
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consensus/80%
consensus/70%
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BamDSM7
BamSRCM12101267
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consensus/80%
consensus/70%
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99.7%
99.7%

pid
.0%
.5%
L4%
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.3%
.6%
.5%
L4%
L4%
4%
-6%
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-6%
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.5%
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e prre 2w cBccgcgIBECccCeRBCR
CGARTTICGE TTTTACATETCCCCRATG
CGARTTICGY TTTTACALETCCCCHATG
CGARITICGY TTTTACALETCCCCRATG
CGARTIGCGY GECARC TTTTACALETCCCCHAT-
ARG CRECECCCREACCRACECHRC (6 CROGLECTCCCRp TGRAT GAGALC TTTTACATBTCCCCRATG
ceariicAcccecBBRicciRAGECERC TTTTACALETCCCCRATG
coANTECRECC CC CRG A CECHNc (6 C RGGLECTC CCRp GRAT GAGALIC TTTTACATBTCCCCRATG
ceanficAcccecEBRcciRAGECERC TTTTACALETCCCCRATG
cannceATCHCCCBaReCIRACCAACCEECRBELECTCCORA JBRRTBAGALCTE TACITTTTACAJBTCCCCRATG
CANTICAECECCCRERCRACECAAC C§GCABECTCCCRA JGRRTGAGALIC L TACTTTTACAIBTCCCCAATG
ceanTcCRTCECCcEaAcCRACECHNc CE8CREELECTCCCRA TORAT GAGALC rrrTACATBTCCCCRATG
ceanlicAicccecBBRiccBacBcERc TTTTACAIETCCCCHATE
ceAricCRCECC TTTTACALETCCCCEATG
CAARTIGCGY TTTACALGCCCCCRATG
CAARTIGCGY TTTACALGCCCCCRATE
CGARTIGCGY TTTACALBCCCCCRATG
ssuSESCu ssssuﬂuﬂscﬂcc us .
Cullliis Cuf SEETRCATE: ceecc ATy
CA- C. [C- CCORRRGCRAGECARCC mmc < EACG: CCCCRRLE
CBAG - ¢ ¢ CCCRaAGCIARGECAACCEE CAGELECECCCRR BRR BAGA: C ST AC ZLy 7 ACK B CCCCRALE
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R A IR GARC ARG L £71C L CCRERRGRE CARRCCETicE
AR OIS L A BB G TR CECC A C oA B CCCREICR
A e E N N BBONC S IR e rimA Al T AREANCC CCREcH

jafccTen]
AGCTCA]
jAfcCTCA]
ALIGCTCA]
AlGCTCA]
AGCTCA]
jafccTCA]
AGCTCA]
jafccTea]
AGCTCA]
jAfccTen]
AjGCTCA]
AIGCTCA]
c@TcTCAR
c@rcTCAf
e e g CANAC BEAE A CCLERA KA RRCAC 68 G IR CECC T AARC TG ARECRGCCCRTCE
s@ssssshsssss R clGR uGu T s fees[Tis sfls suullisBusceETicE
uljs CLCALCH s BCEGR N, GC GRRANAR . KCEIGE AL CiCC [ AlA < [BARL < AG < CCEIICE

R OIS CLa A BB G TR CLCC A oA B CCOREIcR
AT AN GRS  CLIG A RBCHC G L CECC T ANICTCA B ANCC CCRECR
AR OIS L8 A BB oo R CECC A C oA B CCCREICR
CATA N G CLIGN BARBGRC G L CLCC T AARTTCA B ARCRCCELECE
AT AN G CIa B BBCHC G CECC T AMIC G ABSABCCCCRECR

T I
ERcrlicEiccRATTCECCCGGREECHTRRTALGGIMCCCCARTCGATRCCTTGTTTCACTITACCCTCGGCTTCCTTC
BRcrTicEccAATTCRCCCGCRECHTRRTALGA BCCCCAATCGATRTCTTGTTTCACTITACCCTCGGCTTCCTTC
ERcricRccRATTCECCCGCEECHTRRTALGR MCCCCARTCGATRTCTTGTTTCACTTITACCCTCGGCTTCCTTC
BEcrTicEicclaTTcBoccacBECH T ERTATGA MccCCAATCGATRT CI TG TTTCACTTTACCCTCGGCTTCCTTC
EEGcrTicEccAATTCRCCCGGRECHTRRTALEG B CCCARTCGATRT CTTGTTTCACTITACCCTCGGCTTCCTTC
BEcrTicEccRaTTCECCCGGREECRTRRTALGGBCCCCARTCGATRT CLTTGTTTCACTTITACCCTCGGCTTCCTTC
BEcrTicEicclarTcBoccocBBcHTERTAlEc M cCCAATCGATRT CTTGTTTCACTTTACCCTCGGCTTCCTTC
ERcrTicEccAATTCRCCCGGRECHTRRTALGG I BCCCCARTCGATRT CLTTGTTTCACTITACCCTCGECTTCCTTC
BEcrTicELccHATTCBCccaGEECHTRRTALGGBCCCCAATCGATRT CLTTGTTTCACTTTACCCTCGGCTTCCTTC
EEEcafcErccBaTTclcccecicETRRT A Glc CCCARTCGATRTCTTGTTTCACTTTACCCTCGGCTTCCTTC
BEcrTicEccHaTTCBCCCGGRBCRTRRTALECIBCCCCARTCGATRT CTTGTTTCACTITACCCTCGECTTCCTTC
BEcrTicEiccHATTCBCCccaGEECHTRRT AL MCCCCAATCGATRT CLTTGTTTCACTTTACCCTCGECTTCCTTC
EEEcaTicErcclaTTclcccecicETERTAfBGccCCAATCGATRTCTTGTTTCACTTTACCCTCGGCTTCCTTC
BRicrTicEccRATTCBCCCaGEECHTRRT AL MCcCcCCABCCGATRT CTTGTTTCACTTTACCCTCGECTTTCTTC
ERcrTicEicclarrcBoccccBBcHTERTAlGc I BccceaBeceATRT CrTGTTTCACTTTACCCTCEGECTTTCTTC
BEGcrTicEccArTTCRCCCGGRECHTRRTALGG B CCCABCCGATRT CTTGTTTCACTITACCCTCGGCTTTCTTC
ECUESECCIUSESISSSSE. -sumuasssl:uus SSUSISSE ............................
EAGCAeALC off - BGCATARTALG . JBiceCCRus mm*mxmm@

. 1280

. 1360

1440
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TmaritimaInulinase
Bam¥ 14

BamLS60
BamLH15
BamLM2303
BamUCMB5113
BamWs8
BamMNAUB3
BamYAUB9601Y2
BamB15
BamUCMBS5033
Baml2GeP
Bam5141
BamUCMEBS5036
BamDsSM7
BamSRCM12101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
100.0%
99.7%
99.7%
99.7%
99.6%
99.7%
99.7%
99.7%
99.7%
99.7%
99.7%
99.7%
99.7%
99.7%
99.7%
99.7%
99.7%

pid 1441
100.0%
27.5%
27.4%
27.4%
27.3%
27.6%
27.5%
27.4%
27.4%
27.4%
27.6%
27.4%
27.4%
27.6%
27.4%
27.4%
27.5%

ARAGCTTCTTCCGCCTGCTGAATTCTGTCCAT
AAAGCTTCTTCCGCCTGCTGAATTCTGTCCAT
AAAGCTTCTTCCGCCTGCTGAATTCTGTCCAT
AAAGCTTCTTCCGCCTGCTGAATTCTGTCCAT
AGAGCTTCTTCCGCCTGCTGAATTCTATCCAT
AAAGCTTCTTCCGCCTGCTGAATTCTATCCAT
AAAGCTTCTTCCGCCTGCTGAATTCTATCCAT
AAAGCTTCTTCCGCCTGCTGAATTCTATCCAT
AAAGCTTCTTCCGCATGCTGAATTCTATCCAT
AAAGCTTCTTCCGCCTGCTGAATTCTATCCAT
AAAGCTTCTTCCGCCTGCTGAATTCTATCCAT
AAAGCTTCTTCCGCCTGCTGAATTCTATCCAT
AAAGCTTCTTCCGCCTGCTGAATTCTATCCAT
AAGGCTTCTTCCGCCTGCTGAATTCTATCCAT
AAGGCTTCTTCCGCCTGCTGAATTCTATCCAT
AAAGCTTCCTCCGCCTGCTGAATTCTATCCAT

i e ek R ek
ARRGCTiciEicclcciBcBRRIT CLuicChE
RRRGCITicEicCECCBC BRI T CiRiCCRE

Anexo 4. Alineamiento entre las secuencias de nucleétidos del gen que codifica para la inulinasa de 15 cepas de Bacillus
amyloliquefaciens y Thermotoga maritima.
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Reference sequence (1): BsubtilisLevanase
Identities normalised by aligned length.
Colored by: identity

cov pid H . . . 80
1 BsubtilisLevanase 100.0% 100.0% CRcccliGciG LBRAC AL GEC
2 BamLM2303 72.4% 35.8% --coRRRATEGCCCGT cTRADATIERC TET I GGG TeC TR cc I TIcHCBe
3 Bamy14 72.4% 35.8% --coRRRATEGCCCGT cTRADATIERC TET I GGG TeC TR cc I TIcHCBe
4 BamLS60 72.4% 35.8% --coRRRATEGCCCGT cTRADATIERC TET I GGG TeC TR cc I TIcHCBe
5 BamLH15 72.4% 35.8% --cGRRRATEGCCCG cTRADATIERCTET I GGG TeC T cc I TIcHCBe
6 BamYAUB9601-Y2 72.2% 35.8% --CGREREATEGCCCR T GTRANATER (CT AT GCGTGCETNCCOBTTHGHCEG
7 BamBl5 72.2% 35.8% --ccERRATEcccCR T cTRANATIER cTiricecrcciric@rrichclc
§ BamNAUB3 72.2% 35.8% --ccRERRATEcccCE T cTRANATIER cTiriceerce@ricci@rricTclc
9 Baml2GeP 72.2% 35.9% --ccERRATEcCcceclTicTREANATIER cTiricecrceirfeciBrricTclc
10 BamWs-§ 72.2% 36.0% --ccRERRATEccccR T cTRANATIER cTiricecrce@ricci@rricTclc
11 BamUCMB5036 72.2% 35.9% --ccERRATEccceclficTRANATIER cTiricecrcefrfeciirricTclc
12 Bams141 72.2% 35.8% --CGERBATEGCCCG GTRANATIBR (CTRT I GGGTCCRTECCHBTTIGECEs
13 BamUCMB5113 72.2% 35.9% --cGERRATRGCCCG cTRANATIBR CTRT GGG TCCRTECcCBTTIcECBe
14 BamUCEM5033 72.2% 35.8% --cGERRATRGCCCG cTRANATIBR CTRT GGG TCCRTECcCBTTIcECBe
15 BamDSM7 72.2% 35.3% - -cGERRATEGCCCR T cCRANATIERIICTRTC T{eeT - jyTeTs -
16 BamSRCM101267 72.2% 35.3% - -cGERRATEGCCCR T cCRANATIERIICTRTC T{eeT - jyTeTs -
17 BamMT45 72.2% 35.3% - -cGERRATEGCCCR T cCRANATIERIICTRTC T{eeT - jyTeTs -
consensus/100% .. ssEARusBuCssuffissBulis sEBMECs fsshsussssBsiss s sEulsls
consensus/90% . o 6 - AR A C e caa
consensus/80%
consensus/70%
cov pid
1 BsubtilisLevanase 100.0% 100.0%
2 BamLM2303 72.4% 35.8% CEEACT@CCGAACAARAACCACARTTCCTCEBACACAR
3 BamY14 72.4% 35.8% CEEACTCCGAACARRAACCACAATTCCTCEBACACAA
4 BamLS60 72.4% 35.8% CEACTECCGAACAARRACCACARTTCCTCIBACACAR
5 BamLH15 72.4% 35.8% CEEACTCCGAACAARAACCACARTTCCTCEBACACAR
6 BamYAUB9601-¥2 72.2% 35.8% CEEACTCCGAACARRACCCACAATTCCTCEIBACACAA)
7 BamB15 72.2% 35.8% CEEACTECCGAACAARACCCACAATTCCTCIBACACAA]
8 BamNAUB3 72.2% 35.8% CEACTECCGAACAARACCCACAATTCCTCIIBACACAA]
9 Baml2GeP 72.2% 35.9% CEEACTCCGAACAARAACCACAATTCCTCEIBACACAA)
10 BamWs-8 72.2% 36.0% c[EAcTilicCGCACARAAGCCACAATTCCTCIBACACAA]
11 BamUCMB5036 72.2% 35.9% CEACT@CCGAACAARRACCACAATTCCTCIIBACACAR]
12 Bams141 72.2% 35.8% CEEACTCCGAACARRAGCCACAATTCCTCEBACACAA)
13 BamUCMB5113 72.2% 35.9% cACT@CCGAACAARAGCCACAATTCCTCIBACACAA)
14 BamUCBM5033 72.2% 35.8% CEACTECCGAACAARAGCCACARTTCCTCIBACACAA]
15 BamDSM7 72.2% 35.3% EEACTECCGGACARAAACCACAATTCCTCEBANACAR] (delelelelal THY
16 BamSRCM101267 72.2% 35.3% EEACTECCGGACARAAACCACAATTCCTCIEANACAA) jceccaelA)
17 BamMT45 72.2% 35.3% Encmlccmmmucmcumcc'rcﬂnlncu jceechccha
consensus/100% .. .slssssssshullsusuuBiiis Cls sCs s suIRNCHs
consensus/90% .. . CHCEE s uCATRRG . s . GA T Hccl s §cBEcE A TcA T
consensus/B0% . . . CHCGGRGCAIARGAR  GALNCCE - GCBOCOATCAL
consensus/70% CLERCTIEC CORACARAR | CCACRAZEIC CHCEGRCACARN . . . CHCEGAGC AL ARGARGEA. - ACCEEGCEECERICALL
cov pid 161 . . . 2 . . N . 240
1 BsubtilisLevanase 100.0% 100.0%
2 BamLM2303 T2.4% 35.8% T
3 Bam¥Yld T2.4% 35.8% T
4 BamLS60 T2.4% 35.8% by
5 BamLH15 T2.4% 35.8% T
6 BamYAUB9601-¥2 T2.2% 35.8% T
7 BamB15 72.2% 35.8% T
8 BamNAUB3 T2.2% 35.8% T
9 Baml2GeP T2.2% 35.9% T
10 BamWs-8 T2.2% 36.0% by
11 BamUCMB5036 T2.2% 35.9% T
12 BamS141 72.2% 35.8% T|
13 BamUCMB5113 T2.2% 35.9% T
14 BamUCBM5033 T2.2% 35.8% T
15 BamDsM7 T2.2% 35.3% T
16 BamSRCM101267 T2.2% 35.3% by
17 BamMT45 T2.2% 35.3% T
consensus/100% s
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
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cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamLM2303 72.4%
Bam¥14 72.4%
BamLS60 72.4%
BamLH15 72.4%
BamYAUB9601-¥2 72.2%
BamB15 72.2%
BamNAUB3 72.2%
Baml2GeP 72.2%
BamWs-8 72.2%
BamUCMB5036 72.2%
BamS141 72.2%
BamUCMB5113 72.2%
BamUCBM5033 72.2%
BamDsSM7 72.2%
BamSRCM101267 72.2%
BamMT45 72.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamILM2303 72.4%
Bamy14 T72.4%
BamLS60 72.4%
BamLH15 72.4%
BamYAUB9601-¥2 72.2%
BamB15 72.2%
BamNAUB3 72.2%
Baml2GeP 72.2%
BanWs-8 72.2%
BamUCMB5036 72.2%
BamS141 72.2%
BamUCMB5113 72.2%
BamUCBM5033 72.2%
BamDSM7 72.2%
BamSRCM101267 72.2%
BamMT45 72.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamILM2303 T2.4%
Bamy14 T2.4%
BamLS60 T2.4%
BamLH15 T2.4%
BamYAUB9601-Y2 T2.2%
BamB15 T2.2%
BamNAUB3 T2.2%
Baml2GeP T2.2%
BamWs-8 T2.2%
BamUCMB5036 T2.2%
BamS141 T2.2%
BamUCMB5113 T2.2%
BamUCBM5033 T2.2%
BamDSM7 T2.2%
BamSRCM101267 T2.2%
BamMT45 T2.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamILM2303 72.4%
Bamy14 T72.4%
BamLS60 72.4%
BamLH15 72.4%
BamYAUB9601-¥2 72.2%
BamB15 72.2%
BamNAUB3 72.2%
Baml2GeP 72.2%
BamWsS-8 72.2%
BamUCME5036 72.2%
BamS141 72.2%
BamUCMB5113 72.2%
BamUCBM5033 72.2%
BamDSM7 72.2%
BamSRCM101267 72.2%
BamMT45 72.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

241

321

401

H - - - 3 320
CRTCCR TR CRG 6606 CC AT C R 66666 A BC T CREC ARG 77 66,7 HCATB6GAR -
alficceeRrTACCCGABCGBeAACGGCHCAGEABECEECECBeCEATCACRCERCTIEE jcCACIBBACGGACGAAGG
ARcGGGRTTACCCGARCGECAACGGCACAGEABECEECACECCEIATCACRCERC TIEE cCACBEACGGACGAAGE
ARCCGGGRTTACCCGANCGECAACGGCHCAGEALBECEECHCBCCEIATCAGRCERC LIBE|cCACLBEACGGACGARGG
aRfcceelTTACCCGARCGECAACGECHCAGHALBECEBECECBCCE A TCAGRGERCIEIBE (cCACLBEACGEACGARGE
ARCGGGRTTACCCGARCGECAACGGCACAGEABECEECACECCE AT CACRCERC TIEE |cCACBEACGGACGAAGE
ARfcceelTTACCCGARCGECAACGECHCAGHABECBECECBCCE A TCAGRGERCIEIBE (cCACLBEACGEACGARGE
aRfcceelrTACCCGARCGECAACGECHCAGHAIBECEECECBCcE A TCAGRGERC I GG (cCACIBEACGEACGARGE
aRfcceGRTTACCCGARCGECARCGECHCAGRAIBECEECHCBCCE A TCAGRGERCIEIGEGCACIBEACGCACGARGE
aRfcceGRTTACCCGARCGECARCGGCHCAGRAIBECEBECHCBCCEiATCAGRGERC GG IcCACIBEACCCACGARGE
affcceGRTTACCCGARCGECARCGGCHCAGRABECEBECHCBCCEiATCAGRGERC GG (cCACIBEACGCACGARGE
ARCiccGGRTTACCCGARCGECARCGGCHCAGRABECEBECHCBCCE ATCAGRGERC I IGE (GCACBEACGCACGARGE
aRfcceGRTTACCCGARCGECARCGGCHCAGRAIBECEBECHCBCCEiATCAGRGERC GG IcCACIBEACCCACGARGE
aRfcceGRTTACCCGARCGECARCGGCHCAGRAIBECEBECHCBCCEiATCAGRGERC GG IcCACIBEACCCACGARGE
afficceelcTATCCGARCGECARCGGCHCAGHALBGCEECHCBCCE A TCAGRGERCII 6 (cCACBEACGCATGARGE
afficceelcTATCCGARCGECAACGGCHCAGHALBGCEECHCBCCE A TCAGRGERCII 6 (cCACBEACGCATGARGE
alficceelcraTcccAficcBeancceclcAcEABECEECACBeCcE ATCACRCERCTIEE jcCACIBBACGGATGARAGG
sEiCsusBssusCsssBssfsuusssClsus Bs[IB6sBECRsBCCEs s s s uBuBRs [T66 |s55s[BGusu. . ... . su
ALICEEGH A - C CERRCEGCAHCEECHCACARGGC G CACECCBLAL CROAGEAC L 166 GCACLIGGACEEH - GRAGE
BATCGOGH - A - CCOANCOECANCEOCACKOAA BECEECACECC AL C AGAGGAC - 66, GCAC GGACGOA - GRAGE
BATICEGGATY AcccEANCEECARCEECACAGRAL GECEGCACECCEIA I CACACGAC
4 400
CClEicCoBEC
CACGGCHAIEICC
caccGeamce
CACGGCHAZEICC
CACGGCHATTICC
caccGeamce
CACGGCHAZECC
CACGGCHAZECC
CACGGCHATTICC
CACGGCHAZEICC
CcAcGGCRATECe
CACGGCHATTICC
CACGGCHAZECC
CACGGCHAZEICC
CACGGCHATTICC
caccGeamce
CACGGCHATEICC
CssssCHuiEsC
. . 1 . . . 480
CRGGCARAGAGRAGCCEC T BGCCR YT K ACHCABEA - - &
cEccGCHARAR -C cEcBeccicacalBccCRBCCGACAGCCARRACHARAGCCCRGBARCRRTAD
cEicGGCHARAR -C cEjcBcccicAcARCCCRBCCGACAGCCARRRCHARAGCCCRGEARCRRTAT
cEicGGCHARAR -C GELicBcceicACARCCCRBCCGACAGCCARARCHARAGCCCRGEARCRRTAL
ciiceccHARAR - cEicBccciicacalcccABccoacacecAnnACEARAGCCCRGEAACRRTAT
cEiceGCHARAR -C cEcBeccicacaRBccCRBCCGACAGCCARARCHARAGCCCRGEARCRRTAL
cEicecclANAR - GELcBcccicacaliccclBccoacacccARRACHARAGCCCRGBARCRRATAL
cEccGCHARAR -C cEcBeccicacalBccCRBCCGACAGCCARRACHARAGCCCRGBARCRRTAD
cEicGGCHARAR -C cEjcBcccicAcGRCCCRBCCGACAGCCARRRCHARAGCCCRGEARCRRTAR
GELicBcceicACARCCCRBCCGACAGCCARARCHARAGCCCRGEARCRRTAL
cEicBccciicacalcccABccoacacecAnnACEARAGCCCRGEAACRRTAT
cEcBeccicacaRBccCRBCCGACAGCCARARCHARAGCCCRGEARCRRTAL
GELcBcccicacaliccclBccoacacccARRACHARAGCCCRGBARCRRATAL
cEcBcccicacARCcCRBCCGACAGCCARRACHARAGCCCRGEARCRRTAD
\GEcBcccrrcaARCRCRBCCGACTGCCARAACHCAAGCACHGEAACHRTAL
\GELcBcccarcARCACRABCCGACTGCCARAACECAAGCACHGEAACRARTAL
(GEcBccRTIrcaRcceRABCCGACTGCCARAACECAAGCACHGEAACRRTAT
sEssusus {111 PP s5Culy sﬂs CCuEssss Cuc.ss ...... ssuuuslsussssc ulsul'.‘-suﬁ
.3 BcuRicucACCENcs §cc RRRRCE - BRGC - C RGGRRCRAA,
- ACRRCECAGCCEAC - ECCRRRACH  ARGC - CHCCARCAN A,
cCBLiCACRACECAGCCEACHE CcARRACHARRAGCCCAGGANCHR AL
. 5 . . . . 1 . 560

L I I I I I I I I I I I I I |

CLAGCHACGACAARGGRRGAACK GGACGAAG AcGC BECAACCC B CRI.cCARNCCCRGE ARRRARGA
ATCCERCRGCHC CERTRRACERR A ilicclir TicT reciRTAcHgA T clccCCB T AT cA ERACCCEEE CTRRCER
RTGCINCHGCHCCERT ARAGEAR  RiccliT TRCT TCCRTACHGA T CRcCCCl T AcAn RRRCCCEEE AAC TRRGER
ATGOLMCRGCHCCERTARAGGRR  Aclir TicT reciiTACLEA T clccCC@ T AL cAA KRRCCCEEa Ho TR
ATGCEECRGCHC CERTRRACERR A ilicclir TicT recERTACHEA T clcCCCB T RTCA ERACCCEEE A CTRRCER
ATCCLBCRGCHCCERTARACEAR A ARl TRCT TCCERTACLEA T CRCCCCECALCA RRATCCEEE A ACTRACER
ATGCLECHGCHC CERTRRAGEAR A ilicclir TicT recERTACHEAT ClcCCCBNcRTCAR EARCCCEEE ACTRECER
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cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamILM2303 72.4%
Bamy14 72.4%
BamLS60 T72.4%
BamLH15 72.4%
BamYAUB9601-¥2 72.2%
BamB15 72.2%
BamNAUB3 72.2%
Baml2GeP 72.2%
BanWs-8 72.2%
BamUCMB5036 72.2%
BamS141 72.2%
BamUCMB5113 72.2%
BamUCBM5033 72.2%
BamDSM7 72.2%
BamSRCM101267 72.2%
BamMT45 72.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamLM2303 T2.4%
Bamyl14 T2.4%
BamLS60 T2.4%
BamLH15 T2.4%
BamYAUB9601-¥2 T72.2%
BamB15 T72.2%
BamNAUB3 T2.2%
Baml2GeP T2.2%
BamWs-8 T2.2%
BamUCMBS036 T2.2%
Bam§141 T72.2%
BamUCMB5113 T72.2%
BamUCBMS5033 T72.2%
BamDsSM7 T2.2%
BamSRCM101267 T2.2%
BamMT45 T2.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamLMZ303 T2.4%
Bamy 14 T2.4%
BamLS60 T2.4%
BamLH15 T2.4%
Bam¥YAUB9601-¥2 T2.2%
BamB15 T2.2%
BamNAUB3 T2.2%
Baml2GeP T2.2%
BamWs-8 T72.2%
BamUCMB5036 T72.2%
BamS141 T2.2%
BamUCMB5113 T2.2%
BamUCBM5033 T2.2%
BamDsSM7 T2.2%
BamSRCM101267 T2.2%
BamMT45 T72.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamLM2303 72.4%
Bamy 14 72.4%
BamLS60 72.4%
BamLH15 72.4%
BamYAUB9601-¥2 72.2%
BamB15 72.2%
BamNAUB3 72.2%
Baml2GeP 72.2%
BamWs-8 72.2%
BamUCMB5036 72.2%
BamS141 72.2%
BamUCMB5113 72.2%
BamUCBM5033 72.2%
BamDsM7 72.2%
BamSRCM101267 72.2%
BamMT45 72.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

pid 561
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CEGHECEE! C(jCEECREEATCAG - - B¢ - ABCRA AT 77 (& AEECEACII T A CaRN
cBBcannccecCABBCARBCCGARTACGTACGCCIMLIGGAC CRERARCIT T IGA CEE
CcBBcArACCCGCABBCARBCCGARTACGTACGCGIMTIGGAC CEEAARCITTGAC]
cBBcarnccecCABBCARBCCGARTACGTACGCGIMTIGGAC CEEAARCTTTIGA CEE
c@BcanaccecCABBCARBCCGARTACGTACGCGIETIGGAC CEEAARCTTTIGA G
c@BcanaccecCABBCARBCCGARTACGTACGCGIMTIGGAC CEEAARCITTGAC]
CEBCARACCCCCABBCARNCCGAATACGTACGCGLLIGGACCEEAARCIT T IGACEE:
CEBcARACCCCCABBCARNCCGAATACGTACGCCILIGGAC CEEAARCITTIGACEE:
c@BcannccecCABBCARBCCGARTACGTACGCGIRTIGGAC CEBANECIITIGACEGG
cBBcarnccecCABBCARBCCGARTACGTACGCGIMTIGGAC CEEAARCTTTIGA CEE

cBBcarnccecCABBCARBCCGARTACGTACGCGIMTIGGAC CEEAARCTTTIGA CEE
c@BcanaccecCABBCARBCCGARTACATACGCGITIGGAC CEEAARCITTGAC]

c@BcanaccecCABBCARBCCGARTACGTACGCGITIGGAC CEEAARCTTTIGA CEE
CEBCARACCCCCABBCARNCCGAATACGTACGCGLLIGGACCEEAARCIT T IGACEE:
CEBcarncCTCABEECAARCCGAATACGTACGCTIRLIGGACCEEAARCITTIGACEEG
cBBcannccTchBEECARBCCGARTACGTACGCTIRIGGAC CEBANECIITIGACEGG
c@BcannccechABEECARRCCGARTACGTACGCTIR T IGGACHEEA AECITTIGACEGG

AAGH

AAG)

AAG)

ﬁ.sususssssu.suulstuu ug. ESSESSMES“SE.\IW .u SWSEESES.SS. .
CBGCARRCC - - GECARACCERALAC :[CEC - AT GGAC - GORRAC. GACGGGAR GARLLY]-C- < CCBRIC . . .
CBGCRARCCC - C' GECARACCEAR ACE CEC A GGACCOORRAC,: GACGGGAR GAR L T AC- GCCRRC . . .
CBECRARCCCECAGECARACCEAR ACE ACECE AT GOACCOORRNCTT0AC o8

9 B . . . 1 .

Cff cCHARCRRNGTT CLiC G CEERL Y CEECRERRAC LT Al GCEECHEINCcrEe [ BRMCCR- - - fec
- ABGEAGiicCGCAATC TT RN C i 7T T Cco Bl CRECACATTTGAABNCGGRARTAGC GAAGAT
- - ABGEAGHNCCGCAATC T SRE C i T CcC B B R CACATTTAABNCGGEAATAGC GAAGAT
- - - AGRAGilicceean Jc TT RN Cic TTTEC oo B e CRECACATTTGAA BN CGGTAATAGC GAAGAT
- - AlGNAciliccceAnc TN c e TTTEc oo Bl CECACATTTCAA BN CGOEARTAGC GRAGAT
- aliciAciliccacanJilicTcERTNC e rrilicTcegicBeclic R cACATTTCAGRCCCTAARACCCAAGAT

--acEAGECcocAn FilicCRRcic TN Cc o B CACAZTTCACANCGGTAARAGCGARGAT
- - ABGAGfiliccceAAc TCRRENC e 7T c oo Bl CRECACATTTGAGRCGORAATAGC GAAGAT
- - ABGA GfiliccGCAAc TCRREAC i 7T T Cco BB CECACATTTGAABNCGGRARTAGC GAAGAT

- - aloEAGEccocan JiliccRTcic Tl cTcicficcicc BECACATrTGAABCGGTAATAGCGARGAT

-- aficlAGHcccean FlicTc R Tl crcoicicclicc B CACAZTTCAGENC GGIAATAGCGARGAT
- - aABcAcfiliccceanic oA C e TTTEc oo Bl CACATTToA G CGOTAATAGC GAAGAT
- - - AGEAGfilicceean JicTCRRENCic TTTEIC oo B clc CRECACATTTGA G CGGTAATAGC GAAGAT
- - AlicAcfilicceanic TN C e T c oo B lc CECACATTTGA R CGOTARTAGC GRAGAT
- -Alcx:m-ccammmcmc‘Twmcgsmcﬁcncnmwean-csmcmcmmr
- -ﬁngccammcwm=TTEEGWCECACETGAAICGMCMCMGAT

- AGENCCGCAABECTCEA L ACEECTT HecRcBcCcEGCEICACARTTGAABRCGGCAACAGCARAGAT
v sBussulilfls ssCs s [JB8s s sERLACEECs s SEACTs s lsBssBssBissCslsssssullsusssss. ... .. sss

. . 88 - REANcC . C BACGEC - GAT A CE8C T CAC 168 ACBECEECE CACALTI0A  GACEE- AN - ASC  KAGAT
. . . RRGRRGARCCECAALGEC - AL ACEEC L GAC 166 ACBECEOCE CACALL GA . ACOE AR - AEC ARGAT

. . RAGRAGARCCEC A BOCECOALLACEGC 5 - 1GAC 168 ACBECEECE, CHCALL CA . G CEG.AA - AGC GRAGA:,
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cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamLM2303 72.4%
Bamyl4 72.4%
BamLS60 72.4%
BamLH15 72.4%
BamYAUB9601-¥2 72.2%
BamB15 72.2%
BamNAUB3 72.2%
Baml2GeP 72.2%
BamWs-8 72.2%
BamUCMES036 72.2%
BamS141 72.2%
BamUCMES5113 72.2%
BamUCBM5033 72.2%
BamDSM7 72.2%
BamSRCM101267 72.2%
BamMT45 72.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamLMZ303 T2.4%
Bam¥14 T2.4%
BamLS60 T2.4%
BamLH15 T2.4%
BamYAUB9601-Y2 T2.2%
BamB15 T72.2%
BamNAUB3 T2.2%
Baml2GeP T2.2%
BamWs-8 T2.2%
BamUCMB5036 T2.2%
Bam5141 T2.2%
BamUCMB5113 T2.2%
BamUCBM5033 T2.2%
BamDSM7 T2.2%
BamSRCM101267 T2.2%
BamMT45 T72.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamLM2303 T2.4%
Bam¥14 T2.4%
BamLS60 T2.4%
BamLH15 T2.4%
BamYAUB9601-Y2 T72.2%
BamB15 T2.2%
BamNAUB3 T2.2%
Baml2GeP T2.2%
BamWs=8 T2.2%
BamUCMB5036 T72.2%
BamS141 T2.2%
BamUCMB5113 T2.2%
BamUCBM5033 T2.2%
BamDSM7 T2.2%
BamSRCM101267 T72.2%
BamMT45 T2.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamLM2303 72.4%
BamY14 72.4%
BamLS60 72.4%
BamLH15 72.4%
BamYAUB9601-¥2 72.2%
BamB15 72.2%
BamNAUB3 72.2%
Baml 2GeP 72.2%
BamWsS-8 72.2%
BamUCMB5036 72.2%
BamS141 72.2%
BamUCMB5113 72.2%
BamUCBMS5033 72.2%
BamDSM7 72.2%
BamSRCM101267 72.2%
BamMT45 72.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

100.
35.
35.
35.
35.

100.
35.

961

1041

1121

1201

CCGCTGRCARRAC
CCGCTGRCARAAC)
CCGCTGRCARRAC]
CCGCTGRCARRAC)
ceecTclCARRAC
CCGCTGRCARRAC]
ceccTelCARRAC
CcCGCTGRCARRAC)
CCGCTGRCARRAC)
ceccTelCARRAC
CCGCTGRCARRAC)
CCGCTGRCARRAC)
CcCGCTGRCARRAC)
CCGCTGRCARRAC
ceecTclCARRAC
CCGCTGRCARRAC]
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BsubtilisLevanase
BamLM2303

Bamy 14

BamLS6&0
BamLH1S
BamYAUB9601-Y2
BamB1l5
BamNAUB3
Baml2GeP
BamWs-8
BamUCMB5036
Bam5141
BamUCMBS113
BamUCBM5033
BamDSM7
BamSRCM101267
BamMT45
consensus/100%

consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

BsubtilisLevanase 100.

BamLM2303
Bamyl4

BamLS60
BamLH15
BamYAUB9601-Y2
BamB15
BamNAUB3

Baml 2GeP
BamWs-8
BamUCMB5036
BamS141
BamUCMB5113
BamUCBM5033
BamDSM7
BamSRCM101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

BsubtilisLevanase 100.

BamLM2303
Bamy1l4

BamLS60
BamLH15
BamYAUB9601-Y2
BamBl5
BamNAUB3
Baml2GeP
BamWsS~-8
BamUCMB5036
Bams141
BamUCMB5113
BamUCBMS033
BamDSM7
BamSRCM101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
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cov

BsubtilisLevanase 100.0%

BamLM2303
Bamyld

BamLS60
BamLH1S
BamYAUB9601-Y2
BamBl5
BamNAUB3
Baml2GeP
BamWs-8
BamUCMB5036
Bam5141
BamUCMB5113
BamUCBM5033
BamDSM7
BamSRCM101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

T2.4%
T2.4%
T2.4%
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cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamLM2303 T2.4%
Bam¥14 T2.4%
BamLS60 T2.4%
BamLH1S T2.4%
BamYAUB9601-y2 T2.2%
BamB15 T2.2%
BamNAUB3 T2.2%
Baml2GeP T2.2%
BamWs-8 T72.2%
BamUCMB5036 T2.2%
BamS141 T2.2%
BamUCMB5113 T2.2%
BamUCBM5033 T72.2%
BamDSM7 T72.2%
BamSRCM101267 T2.2%
BamMT45 T2.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamLM2303 72.4%
Bamyl4 72.4%
BamLS60 F2.4%
BamLH15 72.4%
BamYAUB9601-¥2 72.2%
BamB15 72.2%
BamNAUBE3 72.2%
Baml2GeP 72.2%
BamWS-8 72.2%
BamUCMES036 72.2%
BamS141 72.2%
BamUCMB5113 72.2%
BamUCBM5033 72.2%
BamDSM7 72.2%
BamSRCM101267 72.2%
BamMT45 72.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamLM2303 72.4%
Bam¥14 72.4%
BamLS60 72.4%
BamLH1S 72.4%
BamYAUB%601-¥2 72.2%
BamB15 72.2%
BamNAUB3 72.2%
Baml2GeP 72.2%
BamWs-8 72.2%
BamUCMBS036 72.2%
BamS141 72.2%
BamUCMB5113 72.2%
BamUCBME033 72.2%
BamDSM7 72.2%
BamSRCM101267 72.2%
BamMT45 72.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevanase 100.0%
BamLM2303 72.4%
Bam¥14 72.4%
BamLS60 72.4%
BamLH1S 72.4%
BamYAUB9601-Y2 72.2%
BamB1§ 72.2%
BamNAUB3 72.2%
Baml2GeP 72.2%
BamWs-8 72.2%
BamUCMBS036 72.2%
BamS141 72.2%
BamUCMB5113 72.2%
BamUCBME033 72.2%
BamDSM7 72.2%
BamSRCM101267 72.2%
BamMT45 72.2%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

pid 1601 . . . . : . . .
100.0%

100.0% IMMMWCI‘!—CM

35.
35.
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1680

1760

1840
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pid 1921

cov
1 BsubtilisLevanase 100.0% 100.0%
2 BamLM2303 T72.4% 35.8%
3 Bamy1ld 72.4% 35.8%
4 BamLSE0 T72.4% 35.8%
5 BamLH15 72.4% 35.8%
6 BamYAUB9601-Y2 T72.2% 35.8%
7 BamB15 72.2% 35.8%
8 BamMNAUB3 T72.2% 35.8%
9 Baml2GeP 72.2% 35.9%
10 BamWS-8 T2.2% 36.0%
11 BamUCMB5036 T72.2% 35.9%
12 BamS141 72.2% 35.8%
13 BamUCMB5113 T72.2% 35.9%
14 BamUCBM5033 72.2% 35.8%
15 BamDSM7 T72.2% 35.3%
16 BamSRCM101267 T72.2% 35.3%
17 BamMT45 T72.2% 35.3%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
cov pid
1 BsubtilisLevanase 100.0% 100.0%
2 BamLMZ303 T2.4% 35.8%
3 Bamyl4 T72.4% 35.8%
4 BamLS60 T2.4% 35.8%
5 BamLH15 T2.4% 35.8%
6 BamYAUB9601-¥2 72.2% 35.8%
7 BamBl5 T2.2% 35.8%
8 BamNAUB3 72.2% 35.8%
9 Baml2GeP T2.2% 35.9%
10 BamWs-8 T2.2% 36.0%
11 BamUCMB5036 T2.2% 35.9%
12 BamS141 T72.2% 35.8%
13 BamUCMB5113 T2.2% 35.9%
14 BamUCBM5033 T2.2% 35.8%
15 BamDSM7 T2.2% 35.3%
16 BamSRCM101267 T2.2% 35.3%
17 BamMT45 T72.2% 35.3%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
1 BsubtilisLevanase 1
2 BamLMZ303
3 Bam¥1l4
4 BamLS60
5 BamLH1S5
6 BamYAUB9601-Y2
7 BamBl5
8 BamMNAUB3
9 Baml2GeP
10 BamWs-8
11 BamUCMB5036
12 BamS141
13 BamUCMB5113
14 BamUCBMS5033
15 BamDsSM7
16 BamSRCM1012&7
17 BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus,/80%
consensus,/70%

Anexo 5. Alineamiento entre las secuencias de

cov
00.0%
T2.4%
T2.4%
T2.4%
T2.4%
T2.2%
T2.2%
T2.2%
T2.2%
T2.2%
T2.2%
T2.2%
T2.2%
T2.2%
T2.2%
T2.2%
T2.2%

amyloliquefaciens y Bacillus subtilis.

pid 2081
0%
.8%
.8%
.8%
.8%
.8%
.8%
.8%
.9%
0%
.9%
.8%
.9%
.8%
.3%
.3%
.3%

nucleétidos del gen que codifica para la levanasa de 15 cepas de Bacillus
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Reference sequence (1):

Identities normalised by aligned length.

Colored by: identity
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BsubtilisLevansucrase
BamNAUB3
Bam¥YAUB9601-Y2
Baml2GeP
BamLS&0
BamLH15

Bam¥14
BamLM2303
BamWs-8
BamUCMB5036
Bams5141
BamUCMB5113
BamUCBM5033
BamDSM7
BamSRCM101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

BsubtilisLevansucrase
BamNAUB3
BamYAUB9601-¥2
Baml2GeP
BamLS60
BamLH1S

Bam¥14
BamLMZ303
BamWs~-8
BamUCMB5036
BamsS141
BamUCMB5113
BamUCBM5033
BamDSM7
BamSRCM101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

BsubtilisLevansucrase
BamNAUB3
Bam¥YAUB9601-¥2
BamlZGeP
BamLS60
BamLH15

Bam¥14
BamLM2303
BamWs-8
BamUCMB5036
Bams5141
BamUCMB5113
BamUCBM5033
BamDSM7
BamSRCM101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

BsubtilisLevansucrase
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99.
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99.
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10
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13
14
15
16

cov
BsubtilisLevansucrase 100.0%
BamNAUB3 99.5%
BamYAUB9601-Y2 99.5%
Baml2GeP 99.5%
BamLS60 99.5%
BamLH15 99.5%
Bamy¥ 14 99.5%
BamLM2303 99.5%
BamWs-8 99.5%
BamUCMB5036 99.5%
Bam5141 99.5%
BamUCMB5113 99.5%
BamUCBM5033 99.5%
BamDSM7 99.5%
BamSRCM101267 99.5%
BamMT45 99.5%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevansucrase 100.0%
BamNAUB3 99.5%
Bam¥YAUB9601-¥2 99.5%
Baml2GeP 99.5%
BamLS60 99.5%
BamLH1S 99.5%
Bam¥14 99.5%
BamLMZ 303 99.5%
BamWs-8 99.5%
BamUCMBS036 99.5%
Bams5141 99.5%
BamUCMBS113 99.5%
BamUCBM5033 99.5%
BamDSM7 99.5%
BamSRCM101267 99.5%
BamMT45 99.5%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevansucrase 100.0%
BamNAUB3 99.5%
Bam¥YAUB9601-Y2 99.5%
Baml2GeP 99.5%
BamLS60 99.5%
BamLH15 99.5%
Bam¥ 14 99.5%
BamLMZ303 99.5%
BamWsS-8 99.5%
BamUCMES036 99.5%
Bam5141 99.5%
BamUCMES113 99.5%
BamUCBM5033 99.5%
BamDSM7 99.5%
BamSRCM101267 99.5%
BamMT45 99.5%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevansucrase 100.0%
BamNAUB3 99.5%
BamYAUB9601-Y2 99.5%
Baml2GeP 99.5%
BamLS60 99.5%
BamLH15 99.5%
Bam¥14 99.5%
BamLM2303 99.5%
BamWsS~-8 99.5%
BamUCMB5036 99.5%
BamS141 99.5%
BamUCMB5113 99.5%
BamUCBM5033 99.5%
BamDSM7 99.5%
BamSRCM101267 99.5%
BamMT45 99.5%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

pid 241
100.0%
82.3%
82.4%
83.0%
83.0%
83.0%
82.8%
83.0%
82.1%
82.4%
82.4%
82.2%
82.4%
82.0%
82.0%
82.0%

pid
100.0%
82.3%
B82.4%
83.0%
83.0%
83.0%
82.8%
83.0%
82.1%
82.4%
82.4%
82.2%
82.4%
82.0%
82.0%
82.0%
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cov
BsubtilisLevansucrase 100.0%
BamNAUB3 99.5%
BamYAUB9601-Y2 99.5%
Baml2GeP 99.5%
BamLS60 99.5%
BamLH15 99.5%
Bamy 14 99.5%
BamLM2303 99.5%
BamWs-8 99.5%
BamUCMB5036 99.5%
Bams141 99.5%
BamUCMB5113 99.5%
BamUCBM5033 99.5%
BamDSM7 99.5%
BamSRCM101267 99.5%
BamMT45 99.5%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevansucrase 100.0%
BamNAUB3 99.5%
BamYAUB9601-Y2 99.5%
Baml2GeP 99.5%
BamLS60 99.5%
BamLH15 99.5%
Bam¥1l4 99.5%
BamLM2303 99.5%
BamwWs-8 99.5%
BamUCMB5036 99.5%
Bam5141 99.5%
BamUCMB5113 99.5%
BamUCBM5033 99.5%
BamDSM7 99.5%
BamSRCM101267 99.5%
BamMT45 99.5%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevansucrase 100.0%
BamNAUB3 99.5%
BamYAUB9601-Y2 99.5%
Baml2GeP 99.5%
BamLS60 99.5%
BamLH15 99.5%
Bamy14 99.5%
BamLM2303 99.5%
BamWs-8 99.5%
BamUCMB5036 99.5%
BamS141 99.5%
BamUCMB5113 99.5%
BamUCBM5033 99.5%
BamDSM7 99.5%
BamSRCM101267 99.5%
BamMT45 99.5%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
BsubtilisLevansucrase 100.0%
BamNAUB3 99.5%
Bam¥YAUB9601-¥2 99.5%
BamlZGeP 99.5%
BamLS60 99.5%
BamLH15 99.5%
Bam¥14 99.5%
BamLM2303 99.5%
BamWs-8 99.5%
BamUCMBS036 99.5%
BamsS141 99.5%
BamUCMB5113 99.5%
BamUCBM5033 99.5%
BamDSM7 99.5%
BamSRCM101267 99.5%
BamMT45 99.5%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

100.0%
82.3%
82.4%
83.0%
83.0%
83.0%
82.8%
83.0%
82.1%
82.4%
82.4%
82.2%
82.4%
82.0%
82.0%
82.0%

pid
100.0%
82.3%
82.4%
83.0%
83.0%
83.0%
82.8%
83.0%
82.1%
82.4%
82.4%
82.2%
82.4%
82.0%
82.0%
82.0%

561 . . . 6 . . 640

A CAGCA CAGACAGC. C T GARCA CAACGG G-
R.CTEATCCACGC CARCALCARCEEA B
BECTATCACACCCCARCRLCARCERAELC
Rcr

EcTEATGACACGC
AcTEATGACACGCT

B &
A cTEATGACACGCT
EcTEATGACACGCT
BT i

Bcr g
AcTEATGACACGCT
usECs@lsuuCsCss

jeus s sEECITvC i
. STTCTT )

CRRRCIFICITiCCRn
CIEGGHRRCHGH - Al cEER, i ccRNGECERRGAR C 7 L ¢ Jis c RRRGCE i A cBECEECAGCRCARRCI I ICITicCEn
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BsubtilisLevansucrase
BamNAUB3
BamYAUB9601-Y2
Baml2GeP
BamLS60
BamLH15

Bam¥14
BamLM2303
BamWs-8
BamUCMB5036
BamsS141
BamUCMB5113
BamUCBM5033
BamDSM7
BamSRCM101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

cov
100.0%
99.5%
99.5%

cov

BsubtilisLevansucrase 100.0%

BamNAUB3
BamYAUB9601-¥2
Baml2GeP
BamLS60
BamLH1S

BamY14
BamLM2303
BamWs-8
BamUCMB5036
Bam5141
BamUCMB5113
BamUCBM5033
BamDSM7
BamSRCM101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%

cov

BsubtilisLevansucrase 100.0%

BamNAUB3
BamYAUB9601-Y2
Baml2GeP
BamLS60
BamLH15

BamY1l4
BamLM2303
BamWs-8
BamUCMB5036
BamS141
BamUCMB5113
BamUCBM5033
BamDSM7
BamSRCM101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
95.5%
99.5%
99.5%
99.5%

cov

BsubtilisLevansucrase 100.0%

BamNAUB3
BamYAUB9601-Y2
Baml2GeP
BamLS60
BamLH15

Bam¥14
BamLM2303
BamWsS-8
BamUCMB5036
Bams141
BamUCMB5113
BamUCBM5033
BamDSM7
BamSRCM101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

95.5%
99.5%
99.5%
95.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
95.5%
99.5%
99.5%
95.5%

pid
100.0%
82.3%
82.4%

100.0%
82.3%
82.4%
83.0%
83.0%
83.0%
82.8%
83.0%
82.1%
82.4%
82.4%
82.2%
82.4%
82.0%
82.0%
82.0%

881

961

pid 1041

100.0%
82.3%
82.4%
83.0%
83.0%
83.0%
82.8%
83.0%
82.1%
82.4%
82.4%
82.2%
82.4%
82.0%
82.0%
82.0%

1121

. 9 . . H .

6 TBAG AGCAACEECECricTCRa A BT GAGCT
C-TI_*GHTICWG“CIC m GLRGRGTE

icRcHEC

i i < § s CRARARRCc . < s §CGH LTRGC msfﬂs-sﬁsuus-uii
ARGANNG - CRGANGCLIICRGCH /i BCLIAANANACGCBAEC A [ AECERACEECECCCLCEE - -« [HGA. I
BARGANRG:CRAGANGCLLCAGCH /G- BCLIAANANACECOA EC GAN. { AECERACEECECC ORI « [RGA. I
BARGARAG! .CAGARGC]] (CAGCHRAG s GCLIARRARRACGCEALGC GAR, | AGCERACEECECCCLCEEIAL - GIRGA . (1]

. . . o . . . .

ARHCEALGAY A CACACCARARARGT GAl GRRACCECLIGAL (6L CLAACAC ARG ARCAGA GRAR. | GARCGCECEA
ARRCGAGA L ACACK T GARARARG, - KL IGAN CCECLIGALICACT SCARRCAC CEARC TR GRAR: |C A CECECEA

RAGCCHC BARC RN C GG LG
BACGA A L ACALGCLL GG A G (CRRRCLICLY § ARCAGGTCCTLACRAGCCEC GARCARRAC GGTC L GLAC
BRCEAL AL 7 CAL (GCLT G602 G (CARBCLICIE S RCAGE T CC TRCRAGCCEC G C RRNN C 6 TC 6 CCll
BRCERCHACS 7R CAEIGCTE6 G A AR CHCIE S R C A GG o T C ARG CCfE CIGAR C ARAR C [E6 T iC Cf
BRCER AL 7 RCAL (GCIT GG & I G A CARBCEICI & ARC AGG T CC T ACRRGCCECLIGANC ARNHCEETC i IE CCll
ERCEAHALS R CAEIGC TG 2 G A AR CICIEE JRC AGG T C RAG CCE CIGAN C RRAH C [E6 TC I C Cl
BT AR VR CRE (GCITGGE ¥ I G A (CARBCEICY ¢ JARC AGG T CC T ACRRGCCECLIGARC ARRN CEETC i 6 I Cly
ERCEAAT C LR CRLIGCLT G661 CARBCLICLI E RC /GG Tcc TRCRRGCCCCLGRAC RRNH C 6 TC 16l

BACEALAL|CACALGC GG G0 (iCARBCLICTy T ARCAGG T CCTLACRAGCCEC
BACEALAICACALBC L BGI G fiC CTLAC

960

1040
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cov pid 1201 . . . . 1 . . . 1280

1 BsubtilisLevansucrase 100.0% 100.03 AR GG /3G CC TR C R G A C A C T C I ACHC I CBC AT ic ARGC SARRGGRARCAR GriCl
2 BamNAUB3 99.5% 82.3% . RARREG0CC AL C C SARCERLGLICAC o RO HC TCAC T CBC G5 GCC GCRRGC RARGE C RCRALGLCY
3 BamYAUB9EOL-¥2 95.53 62.43 GCRRR GGG C_T G iCC IBACGA G AC i ACTTRCCTCACE CBCABioCCoCRRGC ARRGE  BACAA 6.1CS
4 Baml2GeP 99.5% 83.0%

5 BamLS60 99.5% 83.0%
6 BamLH1S 99.5% 83.0%
7 Bam¥1l4 99.5% 82.8%
8 BamLM2303 99.5% 83.0%
9 BamWsS-8 99.5% 82.1%

10 BamUCMB5036 99.5% 82.4%

11 BamsS141 99.5% 82.4%

12 BamUCMB5113 99.5% 82.2%

13 BamUCBM5033 99.5% 82.4%

14 BamDSM7 99.5% 82.0%

15 BamSRCM101267 99.5% 82.0%

16 BamMT45 99.5% 82.0%

consensus/100%

consensus/90%

consensus/80%

consensus/70%

cov pid 1281 . 3 . . . . H . 1360

1 BsubtilisLevansucrase 100.0% 100.0%
2 BamNAUB3 99.5% 82.3%
3 BamYAUB9601-¥2 99.5% 82.4%
4 Baml2GeP 99.5% 83.0%
5 BamLS60 99.5% 83.0%
6 BamLH15 99.5% 83.0%
7 Bam¥Y1l4 99.5% B82.8%
8 BamLM2303 99.5% 83.0%
9 BamWs-8 99.5% 82.1%

10 BamUCMB5036 99.5% 82.4%

11 BamsS141 99.5% B82.4%

12 BamUCMB5113 99.5% 82.2% TTEACEETRRANEccCRRCA TIBCcBCcCRREC T cTiirA IGRNCE C

13 BamUCBM5033 99.5% B82.4% TT.AG.T.A.GGC.CAEC.CC-CmC'Iﬁanmc

14 BamDsSM7 99.5% B82.0%

15 BamSRCM101267 99.5% 82.0%

16 BamMT45 99.5% 82.0%

consensus/100%

consensus/90%

consensus/80%

consensus/70%

cov pid 1361

1 BsubtilisLevansucrase 100.0% 100.0%
2 BamNAUB3 99.5% B2.3%
3 BamYAUB9601-Y2 99.5% B2.4%
4 Baml2GeP 99.5% 83.0%
5 BamLS60 99.5% 83.0%
6 BamLH15 99.5% B83.0%
7 Bam¥1l4 99.5% B82.8%
8 BamLM2303 99.5% 83.0%
9 BamWS-8 99.5% B82.1%

10 BamUCMBS5036 99.5% B2.4%

11 BamS141 99.5% B2.4%

12 BamUCMBS5113 99.5% 82.2%

13 BamUCBM5033 99.5% B2.4%

14 BamDSM7 99.5% B82.0%

15 BamSRCM101267 99.5% 82.0%

16 BamMT45 99.5% B82.0%

consensus/100%

consensus/90% C-EEC BR. CARGGACAGC]-Ac G -ANC-A- . .
consensus /803 R S - i NN i M i 8-
consensus /704 CGCL A COG IAC RACTAR

Anexo 6. Alineamiento entre las secuencias de nucleétidos del gen que codifica para la levansacarasa de 15 cepas de Bacillus
amyloliquefaciens y Bacillus subtilis.

99



Reference sequence (1):

TmaritimaInulinase
Identities normalised by aligned length.

Colered by: identity
cov
1 TmaritimaInulinase 100.0%
2 BamYld 99.5%
3 BamLS60 99.5%
4 BamLH1S 99.5%
5 BamLM2303 99.5%
6 BamB1l5 99.5%
7 BamUCMBS5113 99.5%
8 BamS141 99.5%
9 BamUCMBS036 99.5%
10 Baml2GeP 99.5%
11 BamNAUB3 99.5%
12 BamYAUBS601-Y2 99.5%
13 BamWs-8 99.5%
14 BamUCBMS033 99.5%
15 BamDSM7 99.5%
16 BamSRCM101267 99.5%
17 BamMT45 99.5%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
cov
1 TmaritimaInulinase 100.0%
2 Bamy1l4 99.5%
3 BamLS60 89.5%
4 BamLH15 99.5%
5 BamLM2303 99.5%
6 BamBl5 89.5%
7 BamUCMB5113 99.5%
8 BamS141 99.5%
9 BamUCMB5036 99.5%
10 Baml2GeP 89.5%
11 BamNAUB3 99.5%
12 BamYAUBY9601-¥2 99.5%
13 BamWs-8 89.5%
14 BamUCBMS5033 99.5%
15 BamDSM7 99.5%
16 BamSRCM101267 99.5%
17 BamMT45 99.5%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
cov
1 TmaritimaInulinase 100.0%
2 Bamyl4 99.5%
3 BamLS60 99.5%
4 BamLHI15 99.5%
5 BamLM2303 99.5%
6 BamB15 99.5%
7 BamUCMB5113 89.5%
8 BamS5141 99.5%
9 BamUCMB5036 99.5%
10 Baml2GeP 99.5%
11 BamNAUB3 99.5%
12 BamYAUB9601-¥2 99.5%
13 BamWsS-8 99.5%
14 BamUCBMS5033 89.5%
15 BamDSM7 89.5%
16 BamSRCM1012&7 89.5%
17 BamMT45 99.5%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
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10
11
12
13
14

16
17

cov

TmaritimaInulinase 100.0%

Bamy¥14
BamLS60
BamLH15
BamLM2303
BamB15
BamUCMB5113
BamS141
BamUCMB5036
Baml2GeP
BamNAUB3
BamYAUB9601-Y2
BamWs-8§
BamUCBM5033
BamDSM7
BamSRCM101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/B80%
consensus/70%

cov

TmaritimaInulinase 100.0%

Bamyl4
BamLS60
BamLH15
BamLM2303
BamBl5
BamUCMBS113
BamS141
BamUCMB5036
Baml2GeP
BamNAUB3
BamYRUBE9601-Y2
BamWs—8§
BamUCEM5033
BamDSM7
BamSRCM101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%

cov

TmaritimaInulinase 100.0%

Bamyld

BamLS60
BamLH1S
BamLM2303
BamBl5
BamUCMB5113
BamS141
BamUCMBS036
Baml2GeP
BamNAUB3
BamYAUB9601-¥2
BamWs-8
BamUCBM5033
BamDSM7
BamSRCM101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%
99.5%

pid 241
100.0%

pid 321
100.0%
32.6%
32.4%
32.4%
32.0%
32.2%
32.4%
32.6%
32.4%
32.4%
32.6%
32.6%
32.4%
32.6%
32.4%
32.4%
32.4%

pid 401
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cov pid 481 .] 491

1 TmaritimaInulinase 100.0% 100.0% | FE 'EN W ‘B
2 Bam¥1l4 99.5% 32.6% YWTHKDEIKKS
3 BamL560 99.5% 32.4% YWTHKDEIKKS
4 BamLH15 99.5% 32.4% YWTHKDEIKKS
5 BamLM2303 99.5% 32.0% YWTHKDEIKKS
6 BamB1l5 99.5% 32.2% YWTEKDEIKRS
7 BamUCMB5113 99.5% 32.4% YWTHKDEIKKS
8 BamS141 99.5% 32.6% YWTHKDEIKKS
9 BamUCMB5036 99.5% 32.4% YWTHKDEIKKS
10 Baml2GeP 99.5% 32.4% YWTEKDEIKRS
11 BamNAUB3 99.5% 32.6% YWTHKDEIKKS
12 BamYAUB9601-¥2 99.5% 32.6% YWTHKDEIKKS
13 BamWsS-8 99.5% 32.4% YWTHKDEIKRS
14 BamUCBM5033 99.5% 32.6% YWTHKDEIKRS
15 BamDSM7 99.5% 32.4% YWTHKDEIKKS
16 BamSRCM101267 99.5% 32.4% YWTHKDEIKKS
17 BamMT45 99.5% 32.4% YWTHKDEIKR-

consensus/100% hapllcsigh . .

consensus/90% YHT KD WES

consensus/80% YWT KD WKgS|

consensus/70% YWT KD WKgS|

Anexo 7. Alineamiento entre las secuencias de aminoacidos del gen que codifica para la levansacarasa de 15 cepas de
Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus subtilis.
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Reference sequence (1):

BsubtilisLevanase
Identities normalised by aligned length.

Colored by: identity
cov
1 BsubtilisLevanase 100.0%
2 BamNAUB3 73.6%
3 BamB15 73.6%
4 BamYAUB9601-Y2 73.6%
5 Bam¥ld 73.7%
6 BamLS60 73.7%
7 BamLH1S5 73.7%
8 BamLM2303 73.7%
9 BamUCMB5036 73.6%
10 BamWsS-8 73.6%
11 Baml2GeP 73.6%
12 BamS141 73.6%
13 BamUCMB5113 73.6%
14 BamUCBM5033 73.6%
15 BamDSM7 73.6%
16 BamSRCM101267 73.6%
17 BamMT45 73.6%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
cov
1 BsubtilisLevanase 100.0%
2 BamMAUB3 T3i.6%
3 BamB15 T3.6%
4 BamYAUB9601-¥2 T3.6%
5 BamYld4 73.7%
6 BamLS60 73.7%
7 BamLH1S T3.7%
8 BamLM2303 T3.7%
9 BamUCMBS5036 Ti.6%
10 BamWsS-8 T3i.6%
11 Baml2GeP T3i.6%
12 Bams5141 T3.6%
13 BamUCMB5113 T3.6%
14 BamUCBM5033 T3.6%
15 BamDSM7 T3.6%
16 BamSRCM101267 T3.6%
17 BamMT45 T3.6%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%
cov
1 BsubtilisLevanase 100.0%
2 BamNAUB3 73.6%
3 BamBlS 73.6%
4 BamYAUB9601-Y2 73.6%
5 BamY1ld4 73.7%
6 BamLS60 73.7%
7 BamLH15 73.7%
8 BamLM2303 73.7%
9 BamUCMB5036 73.6%
10 BamWs-8 T3.6%
11 Baml2GeP 73.6%
12 BamsS141l 73.6%
13 BamUCMBS113 73.6%
14 BamUCBEMS033 73.6%
15 BamDSM7 73.6%
16 BamSRCM101267 73.6%
17 BamMT45 73.6%
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

81

[ . . . .
KRR S0, 11 FIEE
BVRKWPEVILEFLGAFLFVGEEPNK THNSSDT-NTERKKNEA AT TPDE I KIEBOKP IFFERKEDY YHLENRDYPNG
BARKWPEVILEFLGAFLFVGEEPNK THNSSDT-NTERKKEEA A TPDE I KIEBOK P IFFERKEDY YHLENRDYPNG
BVRKWPEVILEFLGAFLFVGEEPNK THNSSDT-NTERKKEEA AT TPDE I KIEBOK P IFFERKEDY YHLENRDYPNG
BARKWPVVILEFLGAFLFVGEEPNKNHNSS DTNNTERKKEA A TPDK KT BOK P IF FERKEDY YHLENRDYPNG
BARKWPVVILEFLGAFLFVGEEPNKNHENSSDTNNTEHKKEOAATT G PR KIDBOK P IFFEEKEY YILENRDYPNG
BARKWPVVILEFLGAFLFVGEEPNKNHENSSDTNNTEHKKIEIOAATT g PR KIDBOK P IFFEEKEDY YHLENRDYPNG
BARKWPVVILEFLGAFLFVGENPNKNHNSSDTNNTEHKKEIAATTTE PR KIDBOK P IFFEEKEDY YILENRDYPNG
BARKWPVVILEFLGAFLFVGEEPNKNHNSSDT-NTERKKEA AT TPDE I KIEBOKP IFFERKEDY YHLENRDYPNG
BARKWPEVILEFLGAFLFVGEEPHK SHNSSDT-NTERKKEEA A TPDE I KIEBOKP IFFERKEDY YHLENRDYPNG
BAARWPVVILEFLGAFLFVGEEPNKNHNSSDT-NTERKK A A TPDE K BOK P IFFERKEDY YHLENRDYPNG
HBSREWPVVILEFLGAFLFVGENPNKSHNSSDT-NTEHKKITIAATTIE T PR KIDBOK P IFFEEKEY YALANRDY PNG
BARKWPVVILEFLGAFLFVGEEPNKSHNSSDT-NTEHKKIIOAATT g PR KIDBOK P IFFEEKEDY YHLENRDYPNG
BARKWPVVILEFLGAFLFVGEEPNKSHNSSDT-NTEHKKIEIOAATTT g PR KIDBOK P IFFEEKEY YHLENRDYPNG
BARKWPEATLEFLGAFLFVGENPDRKNHENSSET-NTAHKTIEAATTTE PR KIDBOK P IFFEFKEDY YILENRDYPNG
BARKWPEAILEFLGAFLFVGEEPDKNHNSSET-NTARKTEEA AT TPDE I KIBOKP IFFERKEDY YHLENRDYPNG
BARKWPEAILEFLGAFLFVGEEPDKNHNSSET-NTAPKACFA AT TPDK I KIEBOKP IFFERKEDY YHLENRDYPNG
B-t+..1.1nlhhs...... BE.phsasusts.so..ctsfstigns . sphIBpt . laatBcfihaf.Bp. .h.ph
Sk P P F |  MxHanssETNNTNKEDYR _YEFTD DKWKND_OK , FFE_KYRYYY 'YNRDY N
[ Brec B~ F |~ NKHaNSsSgTNNIWNKISDYR | YEFTT DKWKND_OK ) FFE_KYNTYY 'YNRDY N |
[ Ric U F T %~ NKSENSSDENNTERRKDYR *YHFTE DRWKND OK - FFE_ KYHYYY 'YNRDY N |

. . . . . : .
¥ -DEK T (FS-§'\\) \DKNNTS ‘FQT - KEK YTOREIDRE - HQ, /0S) ¢ ¥SNDK]}
NGTEJRIANED DEGTAIPKHT ) BrEEE v PR IEABEGKNAL - - - MRV TP TAKTKARER ¥ LW

WA TDEGTATPK WV A BHOKNAL. - - - BV TRE P TAR TR AT S LW T

EREMHITDEGTAIPK

VI (G R NAL -

NGTEJRIANEED DEGTAIPK|

RV R B NAL -

NGTEJRIANEED DEGTAIPK|

RV R B NAL -

ERENEITDEGTAIPK

VI T B CKNAL -

NGTEJRIANCED DEGTAIPK|

RV (A KA -

NGTEJRIANEED DEGTAIPK|

VI PV B NAL -

NGTEJRIANCET DEGTAIPK|

{5 s loxnaly Fe

NGTEJRIRNCET DEGTAIPK|

{5 sy loxnaly Fe

NGTE]

EREMHITDEGTAIPK

T A O~

NGTE]

EREMHITDEGTAIPK

RV G B CRNAL. -

DEGTAIPK|

NGTEJRIRNEE]

RV (A B CRNAL. -

NGTEJ EDENRITDEGTAIPK

ITNON

RV G B ENAL -

NGTEJRIANEED DEGTAIPK|

TNON|

NGTEJRIANEED DEGTAIPK|

sshetE cEMpIrc. . .s1sh

[ NEN|
ss . p|

N -TEWRH\ /SED 4 HWIDE - T'

KYT)

s

RV R B E VAL -
N5 sl foxivaly rieoes

=N D WS -5

DKHNT-F - i /8

WV R B NAL - -

~ERvTEEPTAKTRARER YL
- BRI TAKTRARER YL
-V TAKTRAER YL
~BVTEEPTAKTRARER YL
-V rAKTKARER YL
- ERVTEEP TAKTRARER YL
- BBVt rAKTRATER LI
~EBviEPrAKTRATER LI
~ERvTe TAKTRAREE YLV
~ERvTERPTAKTRARER YL
~ERvTEEPrAKTRARER YL
~ERvTEEPTAKTOARER YLV
- BRI TAKTOARER YL

BN P TAK TOARER Y LT
FELLEE. . s+pttf.§ . LhEE
floto_r_xaf osov wysto]

N TEWRH | /SED ", HWIDE ‘T ' | ;KYINEN D/ (WS 5.\ / (DKHNT.(“F - /N’ NN/ \ /P00 ' K}y 'QEQY "WYSTDK]

N -TEWRH\ /SED %, HWIDE - T

KYTNEN D, WS- S

DKHNT ' F KN

aee TTO T KIK 'QEQY ‘WYSTDK|

RIWIKY N .- KKDFRD -K| FWYEKEKKW, DR} # * (YISKN 'KOWEY', SEF - QDO - SH* ) WE| m

3 55 OB COETREN oo (M~ BB < Bor oM "o ro -0 THLVECHE™
BEr i sjsDoBEHF TBG T LI T [oFoon MR+ EE G Ko r e ST T GG 1 To - --0TELVECEETM
BrarfS[jS D oBN MK TBG T L B r (MR M A= G e K6 r e PG LT GG T To - -~ 0T ELVECEETM
BrEr S0 oBu MK [BG T LI [0 For (TR M EF G Eer s o KT 66T To - -~ 0TELTECEETM
[imaTev s W T RO FRD_K waE ik, (0 S v Es L T Sy e LI e s g
BrEr i SESDoBE MK [BG T L [0 Forr [EiMA 1 ERE e Eor e S o BT KT a6 T To - -~ 0T EL T ECEETM
<7 5 3 0B B TR « oo o o[ A=Gex Bor = SPo BTN KT GG T To - - -0 L {GCRIETH
B<5F 5 15 0B TR T IR  Toigo oM A=G e BoT = SPD BTN 63T To - - -0 L GCRI T
BKiF 55 00 TR - [ELLT  [o5o 00N~ e ge K ECFHES PO RENGTT GO§ 1 70 - - 01 LVECHIETM
e G ol DR CETLTMLY: oo o0 NN« Bor eS0T IEr o3 ro- -0 1LvEcR
BKF 5 s 0o« TR - [ELLTR  [o 5o 00N~ = ge K Ecr TS o lNIKEr gm0 - -~ 01 BLECHIE M
BKiiF 555 0ol TR - LT [o 5o o NG Bor TSP RENIKEr G g 1 To - -~ 0T BLVECHIE M
G i3S oM CETTNN - Jomo o0 SN §==x Bor G SeD MM roc3 7o - 1HLVICHRE
BEr i sjsDoBEHF TBG T LI T [oForn MR+ EE G EGr e ST fofir GG 1 To - -~ E1ELVECEIETM
BrarfS[jSDoBN MK BG T L [0 Forr (MR A= G K6 rin PG or GG To - -~ T ELVECEETM
BrEr S0 oBuMK [BG T L [0 For [EMA HEFE e Eer s oI TG ST To - -~ T ELVECEETM
B+ oo . - TR G- LM o -+ B oS Moo - - bl hECHDRe.
KTFTSYSDO -\ KN .- TKDFRD ;K| } WDEQDDKW, E-EK)(:FYES D 'K . plEGE 1 ZcBEEM
KTFTSYSDQ 1\ KN - TKDFRD_K, s WDEQDDKW, EEK.(-FYES D 'K pEGE | ZCEIEM
KTFTSYSDQ ./ KN - TKDFRD_K, ' WDEQDDKW, EEK.(-FYES D 'K . PEeN | ZeruM

80

103



- R ST IR R

o

10
11
12
13
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cov

BsubtilisLevanase 100.0%

BamNAUB3
BamB15
BamYAUB9601-Y2
Bam¥14

BamLS60
BamLH15
BamILM2303
BamUCMB5036
BamWs-8
Baml2GeP
BamS141
BamUCMB5113
BamUCEM5033
BamDSM7
BamSRCM101267
BamMT45
consensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

T3.6%
T3.6%
73.6%
73.7%
T3.7%
73.7%
73.7%

BsubtilisLevanase 100.0%

BamNAUB3
BamB15
BamYRUB9601-Y2
Bam¥14
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BamLM2303
BamUCMB5036
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BamS141
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BamSRCM101267
BamMT45
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consensus/90%
consensus/80%
consensus/70%

T3.6%
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consensus/70%

T3.6%
T3.6%
73.6%
73.7%
73.7%
73.7%
73.7%
73.6%
T73.6%
T73.6%
T73.6%
T73.6%
T3.6%
T3.6%
73.6%
73.6%

pid 241

0%
-7%
-7%
-9%
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Anexo 8. Alineamiento entre las secuencias de aminoéacidos del gen que codifica para la levansacarasa de 15 cepas de
Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus subtilis.
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Anexo 9. Alineamiento entre las secuencias de aminoacidos del gen que codifica para la levansacarasa de 15 cepas de
Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus subitilis.
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entre las secuencias de nucleétidos del gen que codifica para la levanasa de B. amyloliquefaciens
12GeP y B. velezensis AL7.
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Anexo 11. Alineamiento entre las secuencias de nucleétidos del gen que codifica para la inulinasa de B. amyloliquefaciens
12GeP y B. velezensis S4.
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Anexo 12. Alineamiento entre las secuencias de nucleétidos del gen que codifica para la levansucrase de B. amyloliquefaciens
12GeP y B. velezensis LPLO61.

Anexo 13. Célculo de la eficiencia de transformacion.

}UF C transformadas;,, =

(No.de colonias)(Coeficiente de dilucion)(Vol.original de transformacion)

Volumen empleado en la placa

|UF C transformadas;ey =

(360)(20,000)(200 uL)
200 ul

=7.2 x 10° (360, 86,92 Lev, Inu, Ivs)

UFC transformadas

ficiencia de transformaciony =

DNA de plasmido (ug)

7.2 x 106

ficiencia de transformacién,,y = ————= 4.8 x 10’

0.15 ug
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