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RESUMEN

En el presente trabajo el gen que codifica para la a-amilasa AmiJ33, de Bacillus
amyloliquefaciens JJC33M, se aislg, clond y expresd heterologamente en Escherichia coli.
El andlisis in silico de la secuencia peptidica de AmiJ33r predijo una proteina de 659
aminoacidos con un peso molecular de 72kDa (22kDa més que AmiJ33 nativa) y mostro
una estrecha relacion filogenética con a-amilasas de B. amyloliquefaciens sp., plantarum.
En comparacién con otras enzimas recombinantes AmiJ33r fue exportada al medio
extracelular y mostré caracteristicas bioquimicas distintas a AmiJ33 nativa. AmiJ33r sélo
fue capaz de hidrolizar almidén gelatinizado, mientras que AmiJ33 hidroliza tanto almidoén
nativo como gelatinizado. Se requiri6 una mayor concentracion de (NH4),SO, para
precipitar AmiJ33r (80%), en comparacion con el 60% usado para precipitar AmiJ33
debido a que la region extra del C-terminal es rica en aminoacidos hidrofilicos. Con
respecto al efecto del pH en la actividad, AmiJ33r mostr6 un perfil de actividad distinto al
de AmiJ33. AmiJ33r presenté un pH 6ptimo a 9, mientras que AmiJ33 tiene un pH éptimo
a 5. En cuanto a la estabilidad de la actividad con respecto al pH, AmiJ33r mostro su
maxima actividad a pH 5y 7 y mostré ser menos estable que AmiJ33 a pHs ligeramente
acidos (pH 4). Al evaluar el efecto de temperatura en la actividad AmiJ33r mostré un perfil
parecido al de AmiJ33, presentando una temperatura 6ptima a 80°C. Asimismo, AmiJ33r
presentd un perfil de termoestabilidad similar a AmiJ33, mostrando una vida media de 23h,
4.4h y 17.4min a 40, 50 y 60°C respectivamente. La actividad de AmiJ33r se increment6
22% con Mn** (5mM) y 18% con Ca’* (10mM). Sorprendentemente AmiJ33r mostro el
60% de actividad en presencia de SDS al 1% (v/v) mientras que, en las mismas
condiciones, la actividad de AmiJ33 se inhibid. La actividad de ambas enzimas se inhibio

en presencia de 1% (v/v) de B-mercaptoetanol.
La evidencia sugiere que los aminoacidos de la region extra del C-terminal de AmiJ33r

promueven que la enzima presente mayor actividad a pHs alcalinos y eliminan la capacidad

de AmiJ33r para hidrolizar almidon nativo.
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SUMMARY

In the present work, the gene encoding for a-amylase, AmiJ33, from Bacillus
amyloliquefaciens JJC33M, was isolated, cloned and expressed in Escherichia coli. The
peptide sequence of AmiJ33r was analized in silico. AmiJ33r is a protein of 659
aminoacids with a molecular weight of 72 kDa (22 kDa more than AmiJ33 native).
AmiJ33r have a close phylogenetic relationship with a-amylases from B. amyloliquefaciens
sp., plantarum. Compared to other recombinant enzymes, AmiJ33r was exported into the
extracellular medium and showed different biochemical characteristics to AmiJ33. AmiJ33r
only hydrolyze gelatinized starch, while AmiJ33 hydrolyzed both native starch and
gelatinized starch. A higher concentration of (NH4),SO, was required to precipitate
AmiJ33r (80%), compared with 60% used to precipitate AmiJ33. Regarding the effect of
pH on the activity, AmiJ33r showed a different profile from AmiJ33. AmiJ33r presented
optimum pH at 9 while AmiJ33 has an optimum pH at 5. As to the stability of the activity
at pH, AmiJ33r showed maximum activity at pH 5 and 7 and shown to be less stable at pH
slightly acidic (pH 4) than AmiJ33. To evaluate the effect of temperature on the activity,
AmiJ33r and AmiJ33 showed similar profile and presented an optimum temperature at
80°C. Also AmiJ33 presented a similar thermostability profile to AmiJ33r. Half-life of
AmiJ33 at 40, 50 and 60°C was 23h, 4.4h and 17.4min, respectively. AmiJ33r activity was
increased 22% with Mn?* (5mM) and 18% with Ca®* (10mM). Surprisingly, AmiJ33r
showed 60% of activity in the presence of 1% SDS (v/v) while, under the same conditions,
the AmiJ33 activity was inhibited. The activity of both enzymes were inhibited with 1%

(v/v) B-mercaptoethanol.
Evidence suggests that extra region from C-terminal of AmiJ33r is responsible for

biochemical differences observed between AmiJ33 and AmiJ33r, and probably is also

responsable for the capacity loss of AmiJ33r to hydrolyze native starch.
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INTRODUCCION

Las enzimas son catalizadores naturales de una gran variedad de reacciones quimicas
requeridas para la vida. Su habilidad para llevar a cabo transformaciones especificas
favorece su uso en diversos procesos industriales. Alrededor de 60 enzimas diferentes son
usadas en la industria, pero las mas importantes son las amilasas, proteasas, lipasas,
celulasas, xilanasas y catalasas (http://www.amfep.org/). De este grupo, las a-amilasas (EC
3.2.1.1) se consideran unas de las mas importantes porque tienen aplicacion en varias
industrias (Li y col., 2012) debido a sus amplios intervalos de temperatura (50-100°C), de
pH (5-11) (Sivaramakrishnan y col., 2006) y gran variedad de productos que generan.
Debido a que las o-amilasas hidrolizan el enlace glucosidico a-(1-4) del almidén,
glucégeno y otros polisacéridos, sus aplicaciones van desde la produccion de jarabes
fructosados hasta la produccién de ciclodextrinas para la industria farmacéutica.

Aproximadamente el 60% de las a-amilasas registradas actualmente en la AMFEP
(http://www.amfep.org/) son producidas por los microorganismos nativos. Sin embargo, la
produccién proteica por las fuentes nativas en la mayoria de los casos presenta varios
inconvenientes, ya que éstas también secretan un gran nimero de enzimas hidroliticas en el
medio, incluyendo proteasas, que complican el proceso de recuperacion, el procesamiento y
la estabilidad de la enzima de interés (Simonen y Palva, 1993). El uso de la tecnologia del
ADN recombinante ha permitido incrementar los niveles de expresién de diversas enzimas,
incluyendo las a-amilasas. La expresion y produccion a nivel industrial de enzimas
recombinantes se lleva a cabo, generalmente, en bacterias Gram positivas como Bacillus
subtilis, B. stearothermophilus, B. licheniformis y B. amyloliquefaciens, las cuales son
consideradas como organismos GRAS por su baja cantidad de pirégenos, ademas de

presentar otros beneficios en la expresion de enzimas recombinantes (Lara y col., 2011).

Escherichia coli es otro modelo para la expresion de enzimas recombinantes que provee
grandes cantidades de enzima pura. Sin embargo, no todas las proteinas pueden ser
secretadas de forma eficiente, y en algunos casos la sobreexpresién puede llevar a la
formacion de cuerpos de inclusién lo cual también complica la recuperacion. Por estas

razones la produccion a gran escala usando este sistema de expresion no es comun para
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enzimas recombinantes (Yamabhai y col., 2008). Aunqgue, debido al conocimiento genético
y molecular que se tiene de E. coli, ésta sigue siendo un buen modelo para utilizarse a nivel

laboratorio y realizar estudios preliminares de la enzima blanco.

En este trabajo se presenta la caracterizacion molecular del gen amiJ33 que codifica para la
a-amilasa AmiJ33 de Bacillus amyloliquefaciens JJC33M que incluye el aislamiento, la
clonacion, la expresion heterdloga de la proteina en E. coli y el analisis de las secuencias
nucleotidica y de aminoacidos. También se presenta la caracterizacion bioquimica y

cinética de la AmiJ33 recombinante (AmiJ33r).
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CAPITULO |

1. Generalidades
1.1. Fuentes de a-amilasas

Las a-amilasas son enzimas producidas por plantas, animales y microorganismos, donde
juegan un papel importante en el metabolismo de los carbohidratos. Aunque las a-amilasas
se encuentran muy distribuidas en los organismos, solo las a-amilasas de fuentes
microbianas (hongos y bacterias) se producen industrialmente debido a ciertas ventajas
como la rentabilidad, menor tiempo y espacio necesario para la produccion y la facilidad de

optimizacion y modificacion de procesos (Burhan y col., 2003).

Las a-amilasas de bacterias del género Bacillus son de las més utilizadas para satisfacer las
necesidades industriales, siendo B. subtilis, B. stearothermophilus, B. licheniformis y B.
amyloliquefaciens las principales fuentes bacterianas productoras de estas enzimas.
También se ha reportado que B. velezensis, B. coagulans, B. acidocaldurius (Ben y col.,
1999), Microbacterium imperiale, y Streptomyces violaceoruber (http://www.amfep.org/)
son buenas productoras de a-amilasas. Por otro lado, algunos hongos filamentosos,
principalmente los pertenecientes a los géneros Aspergillus como A. oryzae y A. niger
(Sivaramakrishnan y col., 2006) y Trichoderma, como T. resei y T. longibrachiatum

(http://lwww.amfep.org/) también son explotados para la produccion de a-amilasas.

1.2. Las a-amilasas y sus aplicaciones

Las a-amilasas (EC 3.2.1.1) son enzimas extracelulares que pertenecen a la familia 13 de
las glucosilhidrolasas o clan GH-13. Se denominan endoenzimas porque catalizan la
hidrélisis de enlaces glucosidicos internos a-(1-4) presentes en el almiddn, glucégeno y
otros polisacéridos (Yang y col.,, 2012) y como resultado se obtienen productos o-

anoméricos (Sivaramakrishnan y col., 2006).

Debido al amplio intervalo de operacion (temperatura y pH) de las a-amilasas microbianas,
éstas son altamente demandadas por diversas industrias, principalmente las del sector
alimentario. Por ejemplo, son usadas para generar jarabes de glucosa, fructosa y maltosa,
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para clarificar jugos y disminuir la viscosidad (Li y col., 2012). En la industria panadera
son usadas para degradar el almidon de las harinas y controlar el volumen, el sabor general
y la textura del pan, asi como para retrasar su endurecimiento (retrogradacion). Las o-
amilasas se comercializan en forma de mezclas enzimaticas (Bakezyme®P, Bakezyme®H,
Bakezyme®PS/Bakezyme PFP, Bakezyme®AG) que facilitan la manufactura del pan en
sus diferentes presentaciones y para productos especificos como masas con alto contenido
de proteinas o fibra (http://dsm.ingredientsnetwork.com).

La industria de alimentacion animal usa a-amilasas para predigerir el almidén presente en
los granos (Li y col., 2012) con la finalidad de que los cerdos y aves de corral mejoren la
digestion y absorcion de nutrientes, logrando reducir los costos de alimentacién

(http://www.amfep.org/).

El campo de aplicacion técnica de las a-amilasas también es muy variado: en la industria
textil se usan en el proceso de desencolado para desalmidonar telas, reduciendo la
necesidad de productos quimicos agresivos. Ademas favorece la conservacion de la
resistencia de la tela y la disminucion del impacto ambiental. En los detergentes se usan a-
amilasas para degradar las manchas de almiddn en la ropa. Finalmente, en la produccion de
biocombustibles, son esenciales para degradar el material amiloideo a glucosa

(http://www.amfep.org/).

En cuanto al posicionamiento de las a-amilasas en el sector econémico, tan solo en el afio
2013 la AMFEP registré una produccion mundial de 100 toneladas métricas de a-amilasas
nativas y recombinantes. En ese mismo afio, Novozymes incrementé 3% las ventas de
amilasas con respecto al afio 2012, contribuyendo en el crecimiento econémico de la
empresa (http://www.report2013.novozymes.com/strategy--performance/sales-and-
markets). Por otro lado, se espera que la venta mundial de o-amilasas incremente
significativamente en este afio (2015) debido a la demanda que se tiene de la enzima en el
sector  de alimentacion animal (http://www.frost.com/sublib/display-market-
insight.do?id=115387658). Asi mismo, la creciente demanda de combustibles alternativos
como el bioetanol ha favorecido la produccion y venta de a-amilasas

(http://lwww.amfep.org/content/technical). Se estima que las ventas de enzimas para la
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produccion de bioetanol seran de $1.5 billones de ddlares en el presente afio (2015) y que

las a-amilasas serén las enzimas mas demandadas (Li y col., 2012).

1.3. Organizacion estructural de las a-amilasas

Las a-amilasas bacterianas del género Bacillus presentan pesos moleculares muy variados
de entre 27 y 77kDa (Abdu y col., 2011; Quintero y col., 2010). Sin embargo, las mas
comunes tienen pesos moleculares entre 48 y 58kDa y tienen en promedio 500
aminoacidos. A partir del analisis de la estructura primaria de éstas Ultimas se observan tres
regiones: el péptido sefial, el dominio A que contiene un dominio interno denominado

dominio B, y el dominio C o dominio C-terminal (fig. 1).

N-terminal C-terminal
] Dominio A Dominio C
Péptido
sefial
28-3laa \L \L
387-389aa 56-58aa

Figura 1. Representacion grafica de las a-amilasas de peso molecular promedio.

No todas las a-amilasas poseen las regiones descritas, por ejemplo, las o-amilasas
producidas por B. cereus, que son las de menor peso molecular (27kDa) reportadas hasta el
momento, no poseen péptido sefial, ni dominio C. Aunque estas a-amilasas si cuentan con
un dominio transmembranal de 22 amino&cidos ubicado en el C-terminal, y un dominio A

de 269 aminoécidos.

Las a-amilasas de peso molecular promedio (48-58kDa) asi como las de alto peso
molecular (>70kDa), cuentan con un péptido sefial de entre 28 y 33 aminoacidos que esta
altamente conservado entre especies. Las a-amilasas de alto peso molecular poseen ademas
una region de division (region-P) (Salimi y col., 2012) que se ubica entre el péptido sefial y
el dominio A. La region-P puede tener longitudes muy variadas y sirve para indicar el
inicio de la enzima madura (Olivares, 2003).
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El dominio A de las a-amilasas de peso molecular promedio tiene entre 387 y 407
amino&cidos y esta altamente conservado, contiene al dominio B que varia sustancialmente
en tamafio entre a-amilasas (Nielsen y col., 2000). Ademas, en el dominio A se localizan

los aminoéacidos responsables de la hidrolisis enzimatica.

El dominio C de las a-amilasas esta implicado en la unidn a almidon ya que posee regiones
de aminoacidos muy conservados denominados SBD que permiten la unién de la enzima al

almidon nativo o al insoluble.
Tridimensionalmente se observa que el dominio A presenta un plegamiento de barril (0/f)s

0 “TIM-barrel”, el dominio B se destaca entre la hoja B3 y la o hélices, y el dominio C

consiste en un arreglo de hojas B unidas al dominio A (fig. 2) (Nielsen y col., 2000).

Dominio B

Dominio A

e !

A‘; >

Dominio C L (ﬁ\’)
"

Figura 2. Estructura 3D de una a-amilasa de peso molecular promedio: AmyK38. Protein Data Bank (PDB 1ud8).

Las a-amilasas contienen otras cuatro regiones altamente conservadas involucradas con la
actividad de la enzima. Tres de estas regiones se encuentran en el sitio activo. En modelos

3D, como el de AmyK38 (Nonaka y col., 2003), la primera region abarca el fin de la hoja
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B3. Dentro del tunel que forma el “TIM-barrel” se localizan la segunda, tercera y cuarta region,
en las que se encuentran los residuos cataliticos responsables de la actividad amilolitica que
generalmente son dos residuos de acido aspartico (Asp) y uno de &cido glutdmico (Glu)
(Nielsen y col., 2000). La segunda region que abarca parte de la hoja B4 contiene uno de los
residuos de Asp. La tercer region, que comprende parte de la hoja Bs y parte del “loop” que
une la hoja Bs con la a hélices, contiene el residuo de Glu. La cuarta region que consiste en
un “loop” que une la hoja B7 y la a hélice7, contiene un segundo residuo de Asp (fig. 3)
(Horvéathovay col., 2001).

N-terminal
Region |
al o2

Dominio B

Asp \

GIU\ / Asp
o8 o7 o6 o5 o4 o3 = Dom:)nIOA
“TIM-
barrel”
Region IV Region 111 Region 11
Dominio C
C-terminal

Figura 3. Regiones conservadas de las a-amilasas. Tomado de Nielsen y col., 2000.

La mayoria de las a-amilasas conocidas también contienen Ca** que contribuye a mantener
la estabilidad estructural, aunque otras a-amilasas suelen estabilizarse con otros iones como
Na* (Nonaka y col., 2003).
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1.3.1. El domino de union a almidon (SBD)

La region auxiliar no catalitica de las o-amilasas ubicada en dominio C, contiene una
secuencia de aminoacidos muy conservados que tienen afinidad por el almidén (SBD,
starch binding domain) (fig. 4). Esta region tiene como funcion principal incrementar la
eficiencia catalitica de las enzimas con los sustratos insolubles, ya que es mucho mas
complicado hidrolizar almidon nativo que almidon gelatinizado debido al tamafio de las
particulas, la insolubilidad y la estructura policristalina que varia segun la fuente del

almidon (Cantarel y col., 2009).

RGEASCENY-----
DGIALSADRYTSSOYT
QGPLLARN}

Figura 4. Multialineamiento del SBD de enzimas amiloliticas.

1: SBD de la a-amilasa de Streptomyces limosus M18244; 2: SBD de la p-amilasas de Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes
M22471; 3: SBD de la Glucoamilasa de Aspergillus niger X00712; 4: SBD de la a-amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus
M36539; 5: Consenso de aminoacidos conservados del SBD.

El SBD se une sobre los granulos de almidon por adsorcion directa (Garcia y col., 2012).
Las principales interacciones que establecen los aminoacidos que conforman el SBD son
puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas de residuos aromaticos (particularmente
tirosinas y triptéfanos) con los anillos de piranosa del almidén (Boraston y col., 2006). Se
ha visto que la eliminacion de este dominio reduce e incluso nulifica la actividad de las
enzimas sobre sustratos insolubles aunque la actividad sobre los sustratos solubles no es
afectada (Rodriguez y col., 2000). De forma contraria, la insercién de este dominio ha

aumentado la actividad de algunas enzimas (Juge y col., 2002).

Los SBD se encuentran en enzimas provenientes de bacterias, arqueas y eucariotas. Han
sido clasificados en la base de datos CAZy (http://www.cazy.org/) dentro de las familias
CBM. Actualmente existen diez de estas familias para el clan GH-13: CBM20, CBM21,
CBM25, CBM26, CBM34, CBM41, CBM45, CBM48, CBM58 y CMBG69. La
identificacion de los SBD indica que estos pueden encontrarse en el N o C-terminal de la

proteina (tabla 1).
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Tabla 1. Localizacion del SBD en algunas enzimas.

Familia Ubicacion del SBD Enzima, microorganismo
CBM20 C-terminal Glucoamilasa, Aspergillus niger
CBM21 N-terminal Glucoamilasa, Rhizopus oryzae
CBM25 C-terminal B-amilasa, Peanibacillus polymyxa
CBM26 C-terminal a-amilasa, Lactobacillus manihotivorans
CBM34 N-terminal a-amilasa, Thermoactinomyces vulgaris
CBM41 N-terminal Pululanasa, Thermotoga maritima
CBM45 N-terminal a-amilasa, Solanum tuberosum
CBM48 C-terminal Pululanasa, Bacillus subtilis
CBM58 C-terminal a-amilasa, Bacteroides thetaiotaomicron
CBM69 C-terminal a-amilasa, bacteria no cultivable

Cabe resaltar que la familia CBM48 se une a glucdgeno, molécula muy semejante a la
amilopectina pero con mayor grado de ramificacion, lo que sugiere que los miembros de

esta familia también pueden unirse al almidén.

Aunque los SBD estan muy conservados y se encuentran distribuidos en bacterias, arqueas
y eucariotas, no estan presentes en todas las glucosilhidrolasas. Sin embargo, se ha
demostrado que las secuencias de los SBD de las enzimas amiloliticas tienen mas relacion

con su origen filogenético (fungico o bacteriano) que con su funcionalidad.

1.4. Mecanismo de reaccion de las a-amilasas

Todas las o-amilasas tienen en comun la hidrolisis de enlaces glucosidicos a-(1-4),
produciendo unidades a-anoméricas u oligosacaridos. EI mecanismo catalitico consiste en
un doble desplazamiento con retencion de la configuracion a (Van der Maarel y col., 2002)
que se lleva a cabo mediante dos residuos de Asp y uno de Glu (Nielsen y col., 2000)
localizados en las regiones conservadas Il, 111 y IV. Durante este proceso, el residuo de Asp
ubicado en la region 11, realiza un ataque nucleofilico al carbono anomérico (carbono a) del
sustrato, formandose de manera transitoria un enlace covalente entre la enzima y el
glucésido. Posteriormente, el residuo de Glu de la region Il actia como &cido/base y
sustrae un proton de una molécula de agua que escinde el enlace covalente transitorio y
regenera a la enzima (Polaina, 2004), liberandose asi la molécula hidrolizada (fig. 5). El

residuo de Asp de la regién IV no juega un papel importante en el mecanismo catalitico
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pero se sabe que es importante para la catalisis (Coutinho y Henrissat, 1999). Se ha
propuesto que este residuo eleva el pKa del residuo de Glu de la region 11l por medio de
interacciones electrostaticas (Knegtel y col., 1995) y también se ha demostrado que esta

implicado en la union y distorsion del sustrato (Uitdehaag y col., 1999).

Glu —> Glu —>
Region 111 Region
1
Glu ——>
<—— Ay Region
Region 11 \ It
Asp
Reqion 11
Gl ——> Glu ———>
Regioén Regioén <— Asp
1] 1] Regién
I
<—— A < Asp
Region Region

Figura 5. Mecanismo de hidrélisis de las a-amilasas.

1.5. La e-amilasa AmiJ33 de Bacillus amyloliquefaciens JJC33M

B. amyloliquefaciens JJC33M es una bacteria Gram positiva que fue aislada en trabajos
anteriores (Montor y col., 2014) a partir de suelos cultivados con cafia de azlcar en la
region Cuenca del Papaloapan. B. amyloliquefaciens JJC33M produce una a-amilasa
(AmiJ33) de 50kDa, la cual fue purificada parcialmente por precipitacion con sulfato de

amonio (60% de saturacién) (Montor y col., 2014).

Al evaluar el efecto del pH y T en la actividad enzimatica de AmiJ33, los valores mas altos

se observan a pH 6.0 y 80°C respectivamente. En condiciones ligeramente acidas (pH 4.0 y
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5.0), AmiJ33 mantiene el 72% de su actividad y es estable por 3 h a 40°C, y por 30 min a
45 y 50°C, conservando el 88 y 82% de actividad respectivamente. A 60°C, la actividad
disminuye al 62%. La actividad de AmiJ33 se inhibe con SDS al 10% (p/v) y se favorece
por B-mercaptoetanol al 10% (v/v) (Montor y col., 2014).

Por otra parte, la presencia de iones como el Zn*?, Fe*? Ca** y Na* incrementan
significativamente la actividad de AmiJ33. Sin embargo AmiJ33, a diferencia de las a-
amilasas producidas por otras cepas de B. amyloliquefaciens, no es una metaloenzima ya
que el EDTA no tiene efecto en su actividad por lo que la presencia de iones Zn*?, Fe*?,
Ca*?y Na* solo la estabilizan estructuralmente (Montor y col., 2014).

Las caracteristicas bioquimicas de AmiJ33 tienen aplicacion algunos sectores industriales
como de panificacion y produccién de jarabes fructosados previa sacarificacion del
almidon. Sin embargo, la presencia de proteinas contaminantes en el extracto crudo y sobre
todo, la baja expresion de la enzima (ya que es necesario concentrarla 100 veces a partir del
extracto crudo), aunadas a las caracteristicas bioquimicas que presenta hacen que AmiJ33
sea una buena candidata para ser sobreexpresada en E. coli. Esto con la finalidad de
determinar su uso potencial en alguno de los sectores mencionados y estudiar el gen que la

codifica.

1.6. Produccion de proteinas recombinantes en Escherichia coli

La produccion de proteinas recombinantes es una de las aportaciones mas importantes de la
biotecnologia moderna. El uso de estas proteinas se remonta a 30 afios atras por la
necesidad de proveer proteinas de uso terapeltico con un abasto asegurado y calidad
constantes (Lara y col., 2011). Desde entonces la clonacion de genes se ha realizado y en el
camino se han optimizado cada uno de los elementos involucrados en la sobreexpresion de

proteinas, por ejemplo, los promotores, vectores y cepas hospederas.

Se han desarrollado sistemas de expresion basados en promotores que Se necesitan para
casos muy concretos, o bien, que resuelven las limitaciones econémicas y técnicas de los

sistemas convencionales. En este contexto, un promotor ideal tiene que ser fuertemente
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regulado y debe poder inducirse mediante pequefios ajustes de las condiciones de
fermentacion. Uno de los promotores més estudiados es el promotor del gen araB del
operon de la arabinosa de Salmonella typhimurium. Este promotor esta sometido a un
triplete de regulacion con una represidn/activacion por la proteina AraC y una represion
catabolica por glucosa con la proteina CRP. En ausencia de arabinosa, la proteina AraC
actla como un represor y en presencia del azlcar, la proteina AraC actla como un
activador. La activacion del promotor depende de la presencia del complejo cCAMP-CRP,

como con P, (Perera y col., 2002).

En cuanto a los vectores, los plasmidos pUC18 y pUC19 se prepararon especificamente
para la clonacion y expresion de genes procariotas en E. coli. Contienen un origen de
replicacion activo en E. coli y un el gen ampr que confiere resistencia a ampicilina.
Algunos vectores de expresion no contienen ningun gen de resistencia a antibidtico, por lo
cual las bacterias transformadas se seleccionan ya sea por actividad enzimética o por

complementacion de una mutacion con la cepa huésped (Olempska y col., 2006).

En algunos casos, la estrategia de clonacion consiste en combinar fragmentos derivados de
dos 0 mas plasmidos, de tal forma que uno puede llevar el cassete de expresidn, mientras
que el otro lleva el marcador seleccionable (generalmente un gen de resistencia a
antibiético como ampr). Como resultado la célula huésped puede ser co-transformada con

dos 0 mas plasmidos (Richardson y col., 2002).

Debido a la gran demanda de las a-amilasas, se han desarrollado diversas metodologias
para clonar genes de diversas fuentes y para producir la enzima en grandes cantidades.
Ademas de los plasmidos mencionados, se han empleado otros con este fin, combinandolos
con cepas de E. coli para maximizar la produccion de la enzima (Sivaramakrishnan y col.,
2006) los cuales son comercializados en Kits que incluyen la bacteria huésped, el plasmido,
oligonuclettidos para amplificar el producto de ligacion, controles y algunos

amortiguadores.
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Cuando se esta formando una nueva proteina, la cadena polipeptidica sintetizada en la
traduccion no suele ser funcional, sino que requiere adoptar estructuras tridimensionales
complejas y algunas veces asociarse a otros polipéptidos para manifestar su actividad
normal. La adopcion de esta configuracion tridimensional es importante porque hace a la
proteina mucho mas resistente a las proteasas enddgenas celulares. Durante mucho tiempo
se crey0 que la propia secuencia de aminodcidos del péptido dirigia su plegamiento
mediante el establecimiento de distintos enlaces entre las cadenas laterales de sus residuos.
Hoy se sabe que la mayoria de estos procesos requiere de proteinas llamadas chaperonas
(Perera y col., 2002). E. coli como sistema de expresion ha sido muy usado, sobretodo en la
industria farmacéutica donde la produccién de proteinas recombinantes esta bien
establecida (Mergulhao y col., 2005). Sin embargo, en muchos casos las proteinas se
producen en el citoplasma en conglomerados proteicos llamados cuerpos de inclusion. Por
lo que la produccion de proteinas recombinantes implica purificacion y replegamiento de
estas estructuras (Kakeshita y col., 2012). Para resolver este problema se han realizado
numerosos estudios para la secrecion de proteinas por diversas vias (Rabhi y col., 2007) ya
que la produccion de proteinas recombinantes solubles es relativamente mas rentable y
consume menos tiempo. Ademas ofrece varias ventajas, por ejemplo, la facil purificacion
del producto, mayor rendimiento, producto sin agregados, formacion de puentes disulfuro,
y la posibilidad de produccion en cultivo continuo (Kakeshita y col., 2012).

Para explicar como se lleva a cabo la secrecion de proteinas en E. coli se han descrito
diversos mecanismos. Uno de ellos explica que el paso a través de la membrana interna
depende de los genes sec y requiere que la proteina haya sido sintetizada con determinada
secuencia de aminoacidos en su region N-terminal, denominada péptido sefial (Perera y
col., 2002). Un péptido sefial consta de una region cargada positivamente, una region
hidrofobica, y una regidn polar que contiene un sitio de escision especifico (Rabhi y col.,
2007). En bacterias Gram negativas y positivas, las proteinas extracelulares se sintetizan
inicialmente como pre-proteinas con un péptido sefial de entre 18 y 35 aminoacidos de
longitud (Simonen y Palva, 1993). El péptido sefial es reconocido por un complejo
multiproteico denominado SRP. El péptido sefial es removido después de pasar la

membrana citoplasmatica. La remocion del péptido sefial es catalizada por la enzima
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conocida como peptidasa sefial. Todas las proteinas que contienen un péptido sefial se
llaman pre-proteinas para distinguirlas de las pro-proteinas a las cuales les ha sido
removido la metionina de iniciacion. Algunas proteinas también son proteolizadas luego de
su secrecion por lo que se denominan pre-pro-proteinas

(http://themedicalbiochemistrypage.org/es/protein-modifications-sp.php).

Los péptidos sefial de proteinas de bacterias del género Bacillus pueden ser reconocidos
por la maquinaria celular de E. coli (Yamabhai y col., 2008), exportando eficientemente las
proteinas al medio celular sin necesidad de algin elemento extra. Sin embargo, aunque aun
no se comprende lo que define el “estado competente” de una proteina para su exportacion,
se sospecha que tanto la estructura tridimensional (Perera y col., 2002) como el péptido
sefial tienen gran importancia en la excrecion de proteinas recombinantes en E. coli
(Yamabhai y col., 2008).

1.7. Modificaciones estructurales del almidon que favorecen la hidrélisis enzimatica

Probablemente el almidén es el polisacarido mas ampliamente utilizado por el hombre; su
uso se favorece por su abundancia en la naturaleza. El ser humano lo aprovecha como
fuente de energia proveniente de los alimentos y como materia prima en industrias como la
alimentaria, de pegamentos, de endulzantes y de etanol, entre muchas otras (Garcia y col.,
2012).

El almidén es un polimero de glucosa que se encuentra en forma de pequefios granulos
densos cuyo tamafio y morfologia varia dependiendo de su origen (fig. 6). Los granulos de
almidén mas grandes estan presentes en la papa (15 a 100um) (Lineback, 1984) y los mas
pequefios en el amaranto (0.8 a 2.5um) (Paredes y col., 1994).

Figura 6. Morfologia de los granulos de almidén de maiz (M) y trigo (T).
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Quimicamente el almiddn esta constituido por dos moléculas de amilosa, un polisacarido
lineal de glucosas unidas por enlaces a-(1,4) y por una molécula de amilopectina. Esta
ultima ademas de una estructura lineal tiene una estructura ramificada de glucosas unidas
por enlaces a-(1,6). Los granulos de almidén son insolubles en agua fria debido a que la
amilopectina y la amilosa estdn muy préximas y se encuentran organizadas en capas
alternas semicristalinas que forman anillos radiales de crecimiento (fig. 7) (Garcia y col.,
2012).

Granulo de almidén

Capas de amilosa
y amilopectina

amilopectina

amilosa

Figura 7. Estructura interna del granulo de almidén. Modificado de Tester y col., 2004.

Los granulos de almidén nativo muestran ser resistentes a la hidrélisis enzimética. Se ha
propuesto que la resistencia a la hidrdlisis enzimatica esta influenciada por factores como la
superficie lisa del granulo, el grado y tipo de cristalinidad. Los almidones nativos tienen
un intervalo de cristalinidad de entre 15 y 45% (Zobel, 1988). Cuando se analizan por
difraccién de rayos X producen tres tipos principales de patrones espectrales: A (almidones
de cereales), B (almidones de tubérculos) y C (almidones de leguminosas) (Imberty y Pérez
1988). En general, los almidones con patrones de difraccion de tipo B y C presentan mayor
resistencia a la hidrdlisis enzimatica debido al arreglo cristalino de las cadenas de

amilopectina (Betancur, 2001).
Algunos procedimientos como el aumento de temperatura o ajuste del pH pueden influir en

la pérdida de cristalinidad de los granulos de almidon, volviéndolos menos resistentes a la

hidrolisis enzimatica (Vaclavick, 2002).
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1.7.1. Gelatinizacion del almidon

Los granulos de almidon forman una suspension temporal cuando se agitan en agua y
pueden hincharse a mediada que la absorben, este proceso es reversible. Sin embargo, una
vez que el almiddn se cuece, el hinchamiento es irreversible. Cuando se calienta el almidon,
la incorporacion de agua se produce primero en las areas menos densas y posteriormente,
en las regiones mas cristalinas de la molécula de almiddn. A medida que el calentamiento
continta, los granulos de almidon captan mas agua y se rompen parcialmente. Como
resultado, algunas cadenas cortas de amilosa salen de los granulos dispersdndose en el seno
de la solucion. Este proceso es llamado gelatinizacion, durante el cual la estructura

cristalina del almidén se pierde (Vaclavick, 2002).

El intervalo de temperatura a la que los diversos almidones gelatinizan es especifico para
cada tipo, suele iniciar entre los 60 y 71°C y terminar entre los 88 y 95°C (Vaclavick,
2002).

Las endoenzimas como las a-amilasas actuan en cualquier punto del almidén (Vaclavick,
2002) pero les es mas facil hidrolizar almidon gelatinizado debido a que la amilosa est4

mas disponible.

1.7.2. Hidrélisis acida del almiddn

La hidrolisis acida del almidon fue efectuada por primera vez en 1811 por el ruso Kirchoff
y se empezd a aplicar comercialmente en 1842. Los &cidos mas usados para la hidrélisis del
almidon son HCI, HNO3; o H3PO,4. La concentracion del acido, el pH, la temperatura y el
tiempo de hidrolisis son los parametros de los cuales depende el grado de degradacion.
Generalmente, mientras se lleva a cabo la hidrolisis debe mantenerse un pH de 1.5 y a una
temperatura entre 50 y 60°C. Antes de llevar a cabo la hidrolisis, el almidon debe ser
sometido a gelatinizacion o retrogradacion debido a que en estado nativo también posee

resistencia a acidos (http://www.cadenahortofruticola.org).
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Con el paso del tiempo la hidrolisis acida del almidon cayd en desuso debido a causas
técnicas indeseables como poco control de la reaccidn, baja especificidad de los productos
obtenidos, generacion de colores por subproductos de oxidacion y presencia de sabores
indeseables (Garcia y col.,, 2004). En 1940, un proceso dual acido-enzimatico fue
patentado, con el fin de solucionar los problemas técnicos de la hidrolisis acida. Consiste
basicamente en una prehidrolisis del almidén con HCI, posteriormente se ajusta el pH con
alcalis para que la enzima trabaje adecuadamente y lleve a cabo la licuefaccion (con a-

amilasas) y posteriormente la sacarificacion (con glucoamilasas) (Whistler y col., 1984).
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CAPITULO Il

2.1 JUSTIFICACION

Debido a la amplia aplicacion e importancia econdmica que tienen las a-amilasas, este
trabajo propone estudiar la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M usando E. coli como
sistema de expresion con la finalidad de profundizar en el conocimiento de su

comportamiento bioquimico, enzimético y molecular.

2.2 HIPOTESIS

El gen completo de la o-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M (amiJ33) puede ser

clonado y expresado en E. coli, demostrando su funcionalidad.

2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivo general

Aislar, clonar, analizar y expresar amiJ33 en E. coli y caracterizar bioquimica y

enzimaticamente la enzima recombinante.

2.3.2 Objetivos particulares

e Aislar el gen amiJ33 mediante dos estrategias moleculares: disefio de oligonucleétidos
degenerados y secuenciacién del ADN genomico de B. amyloliquefaciens JJC33M.

e Analizar molecularmente el gen amiJ33 y la estructura primaria de AmiJ33.

e Clonary expresar amiJ33 en E. coli.

e Estudiar los comportamientos bioquimico y enziméatico de AmiJ33r y compararlos con

los de la enzima nativa.
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CAPITULO 11l
3. METODOLOGIA

3.1. Material bioldgico

B. amyloliquefaciens JJC33M se obtuvo de una coleccion de cepas aisladas de suelos
cultivados con cafia de azucar (Montor y col., 2013).

E. coli TOP10 y E. coli BL21 fueron utilizadas para las clonaciones realizadas en este
estudio. Los genotipos respectivos de estas cepas son: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
©80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str")
endA1 X"y F- dem ompT hsdS(re- mg-) gal [malB*]k.12(15).

3.2. Medios y condiciones de cultivo

B. amyloliquefaciens JJC33M se crecié a 37°C, 180rpm, por 24h, en medio YENB (tabla
2).

Tabla 2. Composicién del medio YENB.

Componente Concentracion (g/l)
Extracto de levadura 75
Caldo nutritivo 8.0

E. coli TOP10 y E. coli BL21 se crecieron a 37°C, 180rpm, por 16h, en medio LB (tabla 3).
Al medio se le adicion6 100ug/ml de ampicilina para mantener los plasmidos. Se agreg6
1.4% de agar al medio para la preparacion de las cajas Petri. Las cepas se almacenaron a -
20°C en glicerol al 40% (v/v) diluyendo en proporcion 1:1 cultivo: glicerol al 80% (v/v)

respectivamente y se utilizaron como in6culos para las fermentaciones.
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Tabla 3. Composicion del medio LB.

Componente Concentracion (g/l)
Triptona 10
Extracto de levadura 5
NaCl 10

3.3. Estrategia para la obtencion del gen amiJ33

3.3.1 Disefio de oligonucledtidos degenerados

Con base en la relacion filogenética de B. amyloliquefaciens JJC33M (Montor y col.,
2014), se eligieron secuencias de genes de o-amilasas de la base de datos del NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov).  Mediante multialineamientos se crearon grupos de
secuencias y se eligieron aquellos con mayor nimero de secuencias y mejor alineadas
(tabla 4). Con estos grupos se obtuvieron diversos oligonucle6tidos degenerados mediante

el programa primers4clades (maya.ccg.unam.mx) (tabla 5).

Tabla 4. Fuentes de los genes de a-amilasas seleccionados.

GRUPO 1
Fuente Clave Longitud(n)
B. licheniformis AF438149.1 1539
B. licheniformis JX897677.1 1539
B. licheniformis AY630336.1 1539
B. licheniformis FJ556804.1 1539
B. licheniformis E01158.1 1536
B. amyloliquefaciens GU591658.1 1545
B. amyloliquefaciens JQ710747.1 1542
B. amyloliquefaciens GU393359.1 1545
GRUPO 2
Fuente Clave Longitud
B. amyloliquefaciens KC800929.1 1980
B. subtilis KC113313.1 1980
B. subtilis JQ768415.1 1983
B. subtilis KC442295.2 1980
B. subtilis FJ643607.1 1980
B. subtilis AY594351.1 1980
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Tabla 5. Oligonucledtidos degenerados.

Secuencias Longitud Tm
(nt) ()
Grupol:
FWD1: TGG SAC GCT GAT GCARTATTT TGARTG G 28 62.6
REV1: YCG TTT ACRKKR AAV YYY YCC CAG CCK TC 29 66.1
Grupo 2:
FWD2: GCT GAA ACK GCD MAC AAA TCR AAT GAG STK AC 32 59.2
REV2: AGT YRT TAT AYA AAC CAT TYW GCA CRT AAT 34 53.5
CAAA '

K=GoT,R=A0G;M: AoC;Y=CoT

3.4. PCR y clonacion del producto de PCR

AmiJ33 se amplificd por PCR usando en la reaccion las concentraciones mencionadas en la
tabla 6 con los oligonucledtidos disefiados (tabla 5). Las condiciones de amplificacion

utilizadas se indican en la tabla 7.

Tabla 6. Componentes de PCR.

Componente Volumen (pl)

H,O 39.3

10x Taq Buffer 5

dNTP Mix 10mM 1

MgCl, 50mM 3
Oligonuclettido FWD 10puM 0.5
Oligonuclettido REV 10uM 0.5
ADN (9ug/ul) 0.5
DNA Taq platinum polymerase 1U/ul 0.2

(Invitrogen)

Tabla 7. Condiciones de PCR.

No. De ciclos Etapa Tiempo (min) T (°C)
1 Desnaturalizacién 2 94
30 Desnaturalizacién 0.5 94
1 Alineamiento 0.5 56
Extension 2 72
Extensidn final 5 72

El producto de PCR obtenido se purificé con el kit GeneJET PCR purification (Thermo
Scientific), siguiendo las especificaciones del proveedor, eluyendo con agua inyectable
estéril. El producto de PCR obtenido con los oligonucledtidos degenerados se clond en el
plasmido pCR-XL-TOPO®vector (Invitrogen) usando 2ul de producto de PCR purificado
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(40ng/ul, méxima concentracion indicada) y 0.5ul de vector. La reaccion se incubd por
25min a temperatura ambiente y posteriormente se agregaron 0.5ul de 6X TOPO® Cloning
Stop Solution.

3.5. Extraccion y purificacion de ADN gendmico de B. amyloliquefaciens JJC33M

Las células de B. amyloliquefaciens JJC33M se crecieron en 10ml de medio YENB estéril
en las condiciones descritas. Posteriormente con ese cultivo se inocul6 al 10% (v/v) una
fermentacion de 50ml en un matraz de 250ml y se incubd (Excella E24 Incubator, New
Brunswick Scientific) en las condiciones descritas. Las células fueron recuperadas por
centrifugacion a 5500rpm por 15min (HERAEUS Pico 17 Centrifuge, Thermo
SCIENTIFIC). EI ADN genomico se obtuvo con el kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep
(ZYMO RESEARCH), siguiendo las especificaciones del proveedor. Posteriormente, se
purificé usando el kit Genomic DNA Clean and Concentrator (ZYMO RESEARCH),
siguiendo las especificaciones del proveedor y eluyendo con agua inyectable estéril. Se
obtuvo una concentracion final de ADN de 9ug/ml con una pureza de 1.8 (relacion
260/280), y con las caracteristicas adecuadas para ser secuenciado y para aislar el gen
amiJ33.

3.6. Secuenciacion

El genoma de B. amyloliquefaciens JJC33M fue secuenciado por Macrogen Inc. usando la

tecnologia de Illumina.

La clona del gen completo de amiJ33 también fue secuenciado por Macrogen Inc, mientras
que la clona del gen maduro (amiJ33_SD) fue secuenciado por la unidad de sintesis y
secuenciacion de ADN del instituto de biotecnologia de la UNAM. Se usaron los
oligonuclettidos FpBAD y RpBAD (tabla 8).

Tabla 8. Oligonuclettidos FpBAD y RpBAD.

Secuencias Longitud (nt) Tm (°C)
FpBAD: ATG CCA TAG CAT TTT TAT CC 20 59.7
RpBAD: GAT TTAATC TGT ATC AGG 18 56.9
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3.7. Busqueda in silico del gen amiJ33 en el genoma de B. amyloliquefaciens JJC33M

A partir de la secuencia del genoma de B. amyloliquefaciens JJC33M (Montor y col., 2015)
se identifico el gen de la a-amilasa (amiJ33) desde el péptido sefal hasta el codon de paro.
Asi mismo se identifico un promotor putativo con el programa Neural Network Promoter
Prediction (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.ntml). AmiJ33 fue analizado por
BLAST (http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y traducido en el servidor EXPASy
(http://www.expasy.org/). EI ORF se confirmé con el programa ORF Finder
(http://www.bioinformatics.org/sms2/rest_map.html).

3.8. Clonacién de amiJ33

Para la clonacion del gen completo amiJ33 se usé el par de oligonucle6tidos FpBT-RpBT
(FpBT: GCC CTG CAG TTT GAA AAA CGA TTC; RpBT: GGG TCT AGA ATG CCG
AAG ATA GC) para amplificar por PCR desde el inicio del péptido sefial hasta el coddn de
paro. Se usaron las condiciones indicadas en la tabla 6. El producto de PCR se purificd con
el kit GeneJET PCR purification (Thermo Scientific) y se clon6 en el plasmido pBAD
TOPO® (Invitrogen) siguiendo las especificaciones del proveedor. Se usaron 4ul de
producto de PCR purificado (40ng/ul) y 0.5ul de vector ya que no se indicaba ninguna

relacion molar en el manual.

Debido al disefio de clonacion en el plasmido pBAD TOPO, al producto de expresion se le
agregan 17 aminoacidos en el N-terminal y 31 aminoacidos en el C-terminal, estos ultimos
incluyen la cola de histidinas, por lo que el peso total estimado de la proteina aumenta
5kDa.

3.9. Electroforesis de ADN

El material genético se verificd por electroforesis de agarosa. Se cargaron 2ul de ADN
(gendmico, producto de PCR o plasmido) mezclado con 1ul de SBX 6X en un gel de
agarosa 0.8% (p/v). Se us6 como amortiguador de corrida TAE 1X. Las muestras se
corrieron a voltaje constante de 100V, de 30 a 40min (MINI SUB® CELL GT BIO-RAD).
Al término de la electroforesis, el gel se tifié con una solucion de C,;H20BrN3 (bromuro de
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etidio) 0.5ug/ml por 20-30min (Bej y col., 1991) y se lavd con agua destilada por 30min,
posteriormente se observé en el equipo de fotodocumentacion (SYNGENE Ingenius LHR)

mediante el programa GeneSnap.

3.10. Preparacion de células electrocompetentes

Las células de E. coli TOP10 se crecieron en 10ml de medio YENB estéril. El cultivo se
incubd a 37°C, 180rpm, durante 16h. Posteriormente, se usaron 5ml de ese cultivo para
inocular al 10% otros 500ml de medio YENB estéril. Se monitore6 la DOgyonm de este
cultivo hasta alcanzar 0.5 unidades (fase exponencial de crecimiento). El cultivo se
centrifugd a 5500rpm a 4°C durante 15min. El sobrenadante se descart6 y las células se
resuspendieron en 500ml de agua destilada estéril previamente enfriada, recuperando las
células por centrifugacion a 5500rpm a 4°C durante 15min. Este paso de lavado se repiti6 2
veces mas con 250ml de agua destilada estéeril previamente enfriada para eliminar la

presencia de sales.

Al término del tercer lavado, las células se resuspendieron en 30ml de glicerol 10%
(preparado con agua destilada estéril previamente enfriada) y se centrifugaron a 5500rpm a
4°C durante 15min. El sobrenadante se descartd y las células se alicuotaron en volimenes

de 50ul en tubos de 600pl estériles, almacenandolas a -80°C hasta su uso.

3.11. Transformacion de E. coli

Se agregaron 2ul de producto de ligacién a 50ul de células de E.coli TOP10, la mezcla se
paso a una cubeta de electroporacion de 0.1mm de espesor previamente enfriada a 4°C. Las
células se transformaron por electroporacion con las siguientes condiciones: 2.5kV, 25uF,
200Q2 (MicroPulser, BIO -RAD). Inmediatamente las células se resuspendieron en 500l de
medio SOC, y se incubaron en agitacion a 37°C, 180rpm, por 1h. Posteriormente, cajas de
agar LB/ampicilina 100ug/ml, se inocularon con 50, 100, 150 y 200ul de las células

transformadas y recuperadas en medio SOC. Las cajas se incubaron a 37°C por 16h.
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3.12. Escrutinio de células transformadas

Se eligieron 10 colonias de las células transformadas, se pasaron por duplicado a nuevas
cajas de agar LB/ampicilina 100ug/ml y se incubaron a 37°C por 16h. Con cada colonia se
inoculo por separado 10ml de caldo LB/ ampicilina 100ug/ml y se incub6 a 37°C, 180rpm,
por 24h, para generar células y asi extraer el plasmido. La extraccion de plasmido se hizo
con el kit UltraClean 6minute Mini Plasmid Prep (MO BIO) siguiendo las especificaciones
del proveedor. La diferenciacion entre los plasmidos que contenian el gen amiJ33 y los que

no lo contenian se hizo por electroforesis con gel de agarosa 0.8% (p/v).

3.13. Escrutinio de clonas por patron de restriccion

El plasmido, asi como el gen amiJ33, contienen un sitio Ncol, por lo que se utiliz6 la
enzima Ncol (BioLabs) para seleccionar las clonas con el inserto en el sentido adecuado, la
verificacion se realizo con el programa Restriction map
(http://www.bioinformatics.org/sms2/rest_map.html). Se wusaron 25ul de plasmido
(40ng/ul), 2.5ul de amortiguador NE310X, 9.5ul de agua libre de nucleasas y 1ul de
enzima Ncol (10,000U/ml). La reaccion se incub6d a 37°C por 1lh. Posteriormente se

cargaron 25l de la reaccion en un gel de agarosa 0.8% (p/v).

Los plasmidos que liberaron los fragmentos esperados se eligieron y se secuenciaron por
Macrogen Inc y por la unidad de sintesis y secuenciacion de DNA del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. Las secuencias resultantes se empalmaron en BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html).

3.14. Caracterizacién molecular de amiJ33

Se verificO que la secuencia empalmada de amiJ33 no fuera quimérica mediante el
programa  Bellerophon  (http://comp-bio.anu.edu.au/bellerophon/bellerophon.pl).  El
contenido de G+C de la secuencia se evalu6 con el programa Oligo calculator

(http://www.sciencelauncher.com/oligocalc.html).
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Se evaluo el modelo para la construccion de filogenias con el programa FindModel
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/findmodel/findmodel.html). El modelo
filogenético se construy6 usando MEGA V6 (Tamura y col., 2013).

El pl (punto isoeléctrico) tedrico de AmiJ33r se obtuvo con el programa Protein Isoelectric

Point (http://www.bioinformatics.org/sms2/protein_iep.html). Asi mismo, con la secuencia

de AmiJ33r se realizo un multialinemaineto con ESPript
(http://www.espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi?FRAME=MAIN) y una
comparacion de estructura terciaria en SWISS-MODEL

(http://www.swissmodel.expasy.org/interactive).

3.15. Técnicas enzimaticas y bioguimicas

3.15.1. Ensayo de actividad enzimética en caja

Las células transformadas de E. coli que contenian los plasmidos recombinantes se
inocularon por duplicado en cajas Petri con agar LB/ampicilina 100ug/ml/ almidén al 1%
(p/v)/ 0.2% de L-arabinosa, y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Se realizé el
revelado in situ de la actividad amilasa impregnando la caja con una solucién de lugol
(0.33% p/v de 1 y 0.66% p/v de KI). Las colonias expresaron el gen amiJ33 y mostraron un
halo transparente, indicando la hidrélisis del almidén. Como control positivo y negativo se
usaron B. amyloliquefaciens JJC33M y E. coli TOP10 sin plasmido respectivamente, las
cuales se inocularon en agar LB/ almidon al 1% (p/v) y se crecieron a 37°C durante toda la

noche.

3.15.2. Sobreexpresion de amiJ33

Se tom6 un vial de las células transformadas de E. coli, almacenadas previamente en
glicerol a -20°C, que contenian el plasmido seleccionado y se inoculé al 1% en 10ml de
caldo LB/ampicilina 100ug/ml. El inéculo se incubé a 37°C, 180rpm durante 16h.
Posteriormente, estas células se utilizaron para inocular al 10% (v/v) nuevos tubos con
caldo LB/ampicilina 100pg/ml y se incubaron a 37°C, 180rpm, hasta alcanzar 0.5 unidades
de DOgoonm, momento en el cual se indujo la expresion de amiJ33 agregando al cultivo una

concentracion final de 0.0002, 0.002, 0.02 y 0.2% de L-arabinosa e incubando por 4h mas

43



a 37°C, 180rpm. Se colectd 1ml de cultivo antes y al final de la induccion, el pellet celular
se resuspendid en 50ul de amortiguador de carga SDS-PAGE 2X, posteriormente la mezcla
se calentd en bafio maria a 100°C por 5min y fue analizado en SDS-PAGE 10%. Se

observo la maxima expresion usando 0.2% de L-arabinosa.

3.15.3. Purificacion de AmiJ33r

3.15.3.1. Precipitacion de AmiJ33r con sulfato de amonio

El extracto crudo enzimatico de E. coli se saturo al 60 y 80% con (NH,4),SO, (sulfato de
amonio) (J. T. Baker). Después de cada saturacion, el extracto crudo enzimatico se
centrifugd a 10,000xg por 10min. Se obtuvieron dos precipitados (F60 y F80), procedentes
de las dos saturaciones, los cuales se resuspendieron y se lavaron tres veces con
amortiguador de fosfatos 50mM, pH 7.0, centrifugando a 5,500rpm por 15min (HERAEUS
MEGAFUGE 16R Thermo SCIENTIFIC) con filtros de 10,000 MWCO (MILLIPORE).
Utilizando los mismos filtros cada precipitado se concentrd cincuenta veces el volumen

inicial del extracto crudo enzimatico. Se observo la mayor actividad en F80.

3.15.3.2. Purificacion de AmiJ33r por cromatografia de afinidad

AmiJ33r se purificd por medio de cromatografia de afinidad en condiciones nativas con una
resina de Ni-NTA (QIAGEN®) y en batch siguiendo las siguientes condiciones: la resina
(Iml) se equilibr6 con 2ml de amortiguador de lisis (NaH,PO, 50mM, NaCl 300mM,
imidazol 10mM). Se agregaron 4ml de la mezcla extracto enzimatico-amortiguador de lisis
2X en proporcién 1:1, a la resina equilibrada. Esta mezcla se incub6 a 4°C, 120rpm, por 1h.
El producto se cargdé en una jeringa de 5ml que se utilizd6 como soporte, previamente
preparada con discos de papel filtro de 0.4um en el fondo para retener la resina. De acuerdo
con el proveedor se realizaron 5 lavados con 0.5 ml de amortiguador de lavado (NaH,PQO,
50mM, NaCl 300mM, imidazol 20mM) para eliminar las proteinas contaminantes. AmiJ33r
se eluyd con 4 volumenes de 0.5ml de amortiguador de elucion (NaH,PO, 50mM, NaCl
300mM, imidazol 250mM). El pH de los amortiguadores de lisis, lavado y elucion se ajusto
a 8.0 con NaOH. El flujo, los lavados y las eluciones fueron analizados en SDS-PAGE
10%. La enzima purificada se dializ6 con membranas de dialisis en amortiguador de

acetatos 50mM pH 5.0 durante toda la noche para eliminar el imidazol.
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3.16. Electroforesis de proteinas

Para analizar la sobreexpresion de AmiJ33r, el pellet celular obtenido en la seccion 3.15.2 y
la enzima purificada se resuspendieron en amortiguador de carga SDS-PAGE 2X en
proporcion 1:1 pellet/enzima: amortiguador y se calentaron en bafio maria a 100°C por
5min. Posteriormente, se cargaron 15ul de cada muestra y las proteinas se separaron por
electroforesis en SDS-PAGE 10%. Se usé la camara de electroforesis vertical para geles de
1mm de espesor (Mini-PROTEAN Tetra System BIO —RAD). El gel concentrador se
prepar6 al 4% vy el de separacién al 10% (las proteinas que se logran separar bajo estas
condiciones pesan entre 50 y 200kDa). La migracién se efectudé a un amperaje constante de
25mA por gel. Se utilizé como amortiguador de corrida una solucion de tris-base 15.1g/1,
glicina 72g/l y SDS 5g/l y como amortiguador de carga una solucién de tris 1M pH 6.8,
glicerol 1ml, SDS 0.2g, B-mercaptoetanol 0.5 ml y azul de bromofenol 0.5% (p/v).

Posterior a la electroforesis, el gel se tifi6 durante 20min en una solucién de acido acético
glacial 10% (v/v), metanol 30% (v/v) y azul de Coomassie 0.2% (v/v). Después, el gel se
lavo para eliminar los excesos del colorante con una solucién de &cido acético glacial 10%
(v/v) y metanol 30% (v/v).

3.17. Zimograma

Se uso6 un gel de poliacrilamida 10% sin SDS (nativo) adicionado con almiddn gelatinizado
al 1% (v/v, concentracion final). El almidén se gelatinizo en autoclave a 121°C por 15min.
El SDS también se eliminé del amortiguador de carga y de corrida para evitar la inhibicion
de AmiJ33 (Montor y col., 2014) y AmiJ33r. La migracion se efectu6 a un amperaje
constante de 25mA por gel. Al término de la electroforesis, los geles se lavaron brevemente
(3 a 5min) con agua destilada y posteriormente se sumergieron en una solucién 2.5% (v/v)
de triton x-100 (Sigma-Aldrich) en amortiguador de fosfatos 50mM, pH 7.0 e incubando a
4°C por 1h. Posteriormente, los geles se lavaron nuevamente con agua destilada y se
sumergieron en amortiguador de fosfatos 50mM, pH 7.0, adicionado con CaCl, 1mM,
incubando a 37°C por 2h. Los geles se revelaron sumergiéndolos en una solucion de lugol

(0.33% p/v de 1 y 0.66% p/v de KI). La actividad de la enzima se detecto por la presencia
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de zonas claras en el gel. Se us6 la luz blanca del transiluminador (Benchtop UV

transilluminator, UVP) para evidenciar mejor las zonas claras.

3.18. Caracterizacion bioquimica de AmiJ33r

3.18.1. Determinacion del efecto del pH y estabilidad de la actividad respecto al
pH

El efecto del pH sobre la actividad se evalu6 midiendo la actividad de la enzima a distintos
pHs: 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 y 9.0, usando amortiguador de acetatos 50mM para pHs 4.0 y
5.0, y amortiguador de fosfatos 50mM para pHs 6.0, 7.0 y 8.0, amortiguador de Glicina-
NaOH 50mM para pH 9.0. Para ello, se incub6 150ul de enzima a 37°C por 1h al pH de
trabajo, posteriormente se agreg6 almidon gelatinizado al 1% (v/v, concentracién final). En
todos los casos el almiddn se gelatinizé en autoclave a 121°C por 15min. La actividad se
determind por duplicado a 45°C, cuantificando azucares reductores mediante la técnica del
DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) (Miller, 1959). Se defini6 una unidad (U) como un pmol

de azucar reductor, equivalente a glucosa, producido por minuto.

La estabilidad de la actividad respecto al pH se determind a distintos pHs: 4.0, 5.0, 6.0, 7.0,
8.0, y 9.0, usando amortiguador de acetatos 50mM para pHs 4.0 y 5.0, y amortiguador de
fosfatos 50mM para pHs 6.0, 7.0 y 8.0, amortiguador de Glicina-NaOH 50mM para pH 9.0.
La enzima se incubd a 4°C por 20h. Al término de la incubacién, se agregd almidon
gelatinizado al 1% (v/v, concentraciéon final). La actividad residual de la enzima se
determiné por duplicado para cada pH a 45°C, cuantificando azucares reductores mediante
la técnica del DNS.

3.18.2. Determinacion del efecto de la temperatura y estabilidad térmica de
AmiJ33r

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad de AmiJ33r, se midi6 la
actividad a 40, 50, 60, 70, 80 y 90°C, en presencia de almidon gelatinizado al 1% (v/v,
concentracion final), al pH de mayor actividad. En todos los casos el almidon se preincubo

durante 5min a temperatura ambiente, iniciando el ensayo de actividad al colocar la enzima.
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La actividad enzimatica se determind cuantificando azUcares reductores mediante la técnica

del DNS. Todos los ensayos se hicieron por duplicado.

La termoestabilidad de la enzima se determiné a 40, 50, 60, 70, 80 y 90°C, midiendo su
actividad residual a 45°C usando almidon gelatinizado al 1% (v/v, concentracion final) al
pH de mayor actividad. Todos los ensayos se realizaron por duplicado. Con estos datos se
determind la vida media de la enzima (t12) y la constante de desactivacion de primer orden

k. A partir del célculo de k se estima la vida media.

A partir de: In A =-kt + In A, se puede demostrar que:

A
In— = -kt
Ao

Donde Ay es la actividad inicial y A es la actividad al tiempo “t”, por lo tanto la vida media

(t12) se calcula:

t _In2
1/2 = Kk

3.18.3. Efecto de agentes ionicos, quelantes y surfactantes sobre la actividad de
AmiJ33r

La influencia de agentes ionicos (1, 5 y 10mM) sobre la actividad de AmiJ33r se determind
usando CaCl,, FeSO4, ZnSO4, MgS0O,4, KCI, MnSO,4 y NaCl. La molaridad de los iones se
ajustd manteniendo la misma fuerza idnica para todos los iones. La fuerza ionica se define

segun la siguiente expresion:
1
u==([AZ} + [B]Z§ + [C]ZE+...)

Donde p=fuerza ionica, [A], [B], [C]= concentracion de las especies ionicas, A, B, C=

especie idnica, Za, Zg, Zc= carga de la especie idnica (Skoog y col., 2005).

Se evaluo el efecto de SDS (1% v/v), B-mercaptoetanol (1% v/v) y EDTA (1, 5y 10 mM)

preincubando la enzima a 37°C por 1 h, al pH de mayor actividad, posteriormente se
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adicion6 1% (concentracion final) de almidon gelatinizado. La actividad relativa se
determiné a 45°C por medio de la técnica del DNS. El control fue cuantificado en ausencia

de iones y de agentes quelantes. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

Mediante MINITAB V14 se realiz6 un ANOVA (0¢=0.05) de las medias de la actividad relativa

y selecciond la prueba de Tukey (a=0.05) para identificar la media significativamente mas alta.

3.18.4. Determinacion de los pardmetros cinéticos

La determinacion de la velocidad inicial se realiz6 a 45°C en un intervalo de 2 a 16mg/ml
de almidon gelatinizado. Se usé la técnica del DNS para la cuantificacion del poder
reductor. Las constantes cinéticas Km y Vmax fueron determinadas mediante forma

linearizada de la ecuacién de Michaelis-Menten.

., . . Vmaxx*S
Ecuacion de Michaelis-Menten: V =
Km+S
) . 1 Km 1 1 ., .
Linearizando: — = * = 4 Ecuacion de Lineweaver-Burk:
\% Vmax S Vmax
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Aislamiento del gen amiJ33 de B. amyloliquefaciens JJC33M

El programa primers4clades gener6 un solo par de oligonucle6tidos degenerados para cada
grupo de secuencias, con 90 y 100% de calidad respectivamente y con una cobertura casi

completa del gen blanco (fig. 8).

FWD1-REV1

FWD2-REV2

l
0 100 200 300 400 00 600

1 (quality=1002)
|

Figura 8. Representacién gréfica de los oligonucleétidos degenerados.

Se redujo la longitud de los oligonucleétidos para disminuir la Tm. La Tm final se
determiné mediante la ecuacion de Wallace: Tm = 2(A+T) + 4(G+C) (Wallace y col.,
1979). De esta forma, las Tms de FWD1, REV1 y FWD2 se redujeron a 58.6, 62.1 y
53.2°C respectivamente (tabla 5). La Tm de REV2 se mantuvo sin modificaciones. Sin
embargo, mediante la ecuacion de Wallace no se logré una buena aproximacién a la Tm
real de los oligonucle6tidos (http://www.ibt.unam.mx), ya que al recibirlos fisicamente
estos presentaban una Tm elevada entre 68 y 71°C (tabla 5). Lo anterior indica que aunque
el programa primers4dclades presenta numerosas ventajas (Contreras y col., 2009) es

necesario corroborar la Tm de los oligonucle6tidos con otros programas.

4.2. Amplificacion de amiJ33

Usando los oligonucleétidos FWD2-REV2 y como templado el ADNg de B.
amyloliquefaciens JJC33M se obtuvo un producto de PCR de 1800pb aproximadamente.
No se obtuvo producto de PCR usando los oligonucledtidos FWD1-REV1 o con las
combinaciones de los oligonucledtidos.
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El producto de PCR obtenido fue clonado en el plasmido pCR®-XL-TOPO® dando lugar
al plasmido amy+XL. La secuencia clonada fue secuenciada y analizada, identificAndose
como la secuencia parcial de la a-amilasa de B. amyloliquefaciens JJC33M (Montor y del
Moral, 2014), sin embargo, el fragmento de ADN clonado no se encontro en el marco de
lectura correcto para su expresion, esto fue algo que no se advirtio al disefiar los
oligonuclettidos degenerados, por lo que la siguiente estrategia consistié en redisefar
oligonucle6tidos para clonar en marco de lectura en un pldsmido inducible. Con el fin de
determinar si el gen amiJ33 se encontraba localizado en plasmidos o cromosomas, se
realizd una purificacion de ADNg y de plasmido por separado. Con esto se confirma que B.
amyloliquefaciens JJC33M no posee ADN extracromosomal y por lo tanto amiJ33 se
encuentra en el ADNg. En el genoma de B. amyloliquefaciens JJC33M (Montor y col.,
2015) se identifico una secuencia de 1980pb con identidad (99%) con un gen codificante

para una a-amilasa. De esta forma se obtuvo el gen completo amiJ33.

4.3. Analisis molecular y secuencia aminoacidica de AmiJ33r

La secuencia nucleotidica del gen amiJ33 contiene un 46% de G+C, lo que es consistente
con el valor observado de otras secuencias de la base de datos del NCBI. En el genoma de
B. amyloliquefaciens JJC33M se encontrd la secuencia consenso de la region de unién a
ribosoma (RBS) AGGAG 8 nucledtidos por arriba del codon de inicio (ATG) de amiJ33.
Segun lo predicho por el programa Neural Network Promoter Prediction, se identifica una
region promotora putativa 174 nucleotidos arriba del codon de inicio con las secuencias -10
TATAGA y -35 TTGATA las cuales estan 32 nucleotidos de distancia entre ellas. Se sabe
que la fuerza de un promotor radica basicamente en las secuencias de las cajas -35y -10 y
en la distancia que las separa (Perera y col., 2002), por ejemplo, en varios promotores de E.
coli las cajas -10 y -35 estan separadas por 17 nucledtidos, es probable que la distancia que
existe entre las cajas -35 y -10 del promotor de amiJ33 sea el causante de la baja expresion
de AmiJ33 y por lo que se requiere hacer ajustes en las condiciones de cultivo para lograr
producir suficiente enzima (Montor y col., 2014). Por tal motivo se decidié clonar y
expresar amiJ33 en E. coli. La secuencia de la region promotora, el gen amiJ33 y la

proteina se presentan a continuacion:
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Péptido sefial

AGGCGTTCTGTTTTTGCTTCGGTATGTCATTGTGAAGCTGTCTTACAGAAGAGCGATAAA

AGAAGTGAAAAAGAAATCATCTTGATAGGTGGTTTCTTTTTTTGTTGATCTGATAGGAAT
-35
ATAGATTTGATTTCACTCTGACACGTTGCTTTGATAGAGAGTGTGTGATAAGTTGAAATG
-10
AAAGCGTTAACAAAATTCTCCAGTCTTCACAACATTCGAAAGGGGGAAGCTGAAGAAAGG

GTAAGAGGAATTTTTGACTCCGCAGTCAGTCTTCAAAAAATCAAATAAGGAGTGTCAAAA
RBS

ATGTTTGAAAAACGATTCAAAACCTCTTTACTGCCGTTAGTCGCCGGATTTTTATTGCTG

M F E K R F K T S L L P L VvV A G F L L L

TTTCATTTGGTTTTGTCAGGGCCTGCGGCTGCAAACGCTGAAACCGCTGACAAATCAAAT

F H L V.. 5§ G P A A A NA|E T A D K S N

GAGGTGACCGCATCTTCAGTCAAAAGCGGAACCATCCTTCATGCCTGGAATTGGTCATTC

II v T A s s v K s 66 T I L. H A W N W S F

AATACGTTAACACAAAATATGAAAGATATTCGTGATGCAGGCTATGCAGCCATTCAGACG
N T L T Q N M K D I R D A G Y A A I Q T
TCTCCGATTAACCAAGTAAAGGAAGGGAACCAAGGAGATAAGAGCATGAGGAATTGGTAC
s p I N O VvV K E G N O G D K S M R N W Y
TGGCTGTATCAGCCGACATCGTACCAAATCGGCAACCGTTACTTAGGAACTGAACAAGAG
w L ¥y @ p T S Y 0 I G N R Y L G T E QO E
TTTAAGGACATGTGCGCAGCCGCAGAAAAATATGGCGTAAAAGTCATTGTCGATGCGGTC
F K DM CAAAZE K Y G V K V I V D A V
ATCAATCATACGACCAGTGATTATAGCGCGATTTCTGACGAGATTAAGCGTATTCCAAAC
I N H T T S DY S A I S D E I K R I P N
TGGACCCATGGAAACACACAAATTAAAAATTGGTCGGACAGATGGGATGTCACTCAAAAT
w T H 6 N T 9 I K N W S D R W D V T Q N
TCACTATTGGGGCTGTATGATTGGAATACTCAAAATACTGAGGTGCAAACCTATCTGAAA

s L L 6 L Y D W N T QO N T E V QQ T Y L K

120

180

240

300

360

420

Regién-P

480

Inicio del
dominio A

540

600

660

720

780

840

900
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CGCTTCTTGGAAAGAGCATTGAATGACGGAGCGGACGGATTCCGTTATGATGCTGCCAAG

R F L E R A L N D G A D G F R Y D A A K

CATATAGAGCTTCCGGATGACGGGAATTACGGCAGCCGATTTTGGCCGAATATCACAAAT

A I E L P D D G N Y G S R F W P N I T N

ACAGCGGCGGAATTCCAATACGGAGAAATCCTGCAAGACAGCGCGTCCAGAGATACTGCT

T A A E F 0O Y G E I L © b s A S R D T A

TATGCGAATTATATGAATGTGACCGCTTCAAACTATGGACATTCCATCAGGTCCGCCTTG

Y A N Y M NV T A S N Y G H S I R S A L

AAGAACCGCAATCTGAGTGTGTCGAATATTTCCCATTATGCATCTGATGTGTCTGCGGAC

K N R N L S VS N I S H Y A S D V S A D

AAATTGGTCACATGGGTGGAATCACATGATACGTATGCCAATGATGAGGAAGAGTCTACA

K .. vT WV E S H D T Y A N D E E E S T

TGGATGAGCGATGACGATATCCGTTTAGGCTGGGCAGTGATCGGTTCCCGCTCAGGAAGT

w w™M S D D D I R L G W A V I G S R S G S

ACACCTCTTTTCTTTTCCAGACCTGAGGGCGGAGGAAATGGTGTAAGATTTCCCGGAAAA

T p L ¥ F S R P E G G G N G V R F P G K

AGTCAAATAGGCGATCGCGGGAGTGCATTATTTAAAGATCAAGCGATCACTGCGGTCAAT

s ¢ I 6 bR G S A L F K D O A I T A V N

ATCTTTCACAATGTAATGGGCGGTCAGCCTGAGGAACTCTCGAATCCGAATGGGAACAAT

I F H N VM G G Q P E E L S N P N G N N

CAAATCTTTATGAATCAGCGCGGCTCAAAAGGCGTTGTGCTGGCAAATGCAGGATCGTCT

o I P M N Q R G S K G v Vv L. AN A G S S

GCCGTTGCCGTCAATACGTCAACGAAATTACCTGACGGCAGGTATGATAATAGAGCCGGC

AV AV N T S T K L P D G R Y D N R A G

ATCGGTTCATTTCAAGTGACGAACGGTAAACTGACAGGCACGATCAATGCCAGATCCGTT

I 6 S F o v T NG XK L T GG T I N A R S V

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

Fin del
dominio A

1440

1500

1560

Inicio del
dominio C

1620

1680
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Fin del dominio C

GCTGTTCTTTATCCTGACGATATCGGAAATGCGCCTCATGTCTTCCTTGAGAATTATCAA 1740
AV L Y P D DI GN AP HV F L E N Y Q

ACGGGAGCAGTCCATTCTTTCAACGATCAGCTGACGGTCACCCTGCGTGCAAATGCGAAA 1800

Inicio de la

T 6 AV H S F N D O L T VvV T L R A N A K iy
region extra

ACAACAAAAGCCGTTTATCAAATCAATAATGGGCAGCAGACGGGATTTAAGGACGGAGAC 1860
T T K A v Y Q I N N G QO O T G F K D G D
CGATTAACGATCGGAAAAGGAGATCCAATCGGCACGGCATACGACATCAAGTTAACCGGA 1920
R L T I 6 K 66 D P I G T A Y D I K L T G
ACGAACAGCGAGGGTGCAGCAAGAACCCAAGAATACACGTTTGTCAAAAAAGACCCGTCT 1980
T N S E G A A R T O E Y T F V K K D P S
CAAGCCAACATCATTGGCTATCAGAATCCGGACCATTGGGGCCAGGTAAATGCTTATATC 2040
o A N I I G Y Q N P D H W G Q V N A Y I
TATAAACATGATGGAGGCAGGGCCATAGAATTAACCGGATCGTGGCCGGGGAAAGCCATG 2100
Yy K H D 6 G R A I E L T G S W P G K A M
ACTAAGAATGCAGATGGAATTTACACGCTGACACTGCCTGAGAATGCGGATACGGCCAAC 2160
T K N A D GG I Yy T L T L P E N A D T A N
GCCAAAGTGATTTTTAACAATGGCAGCGCCCAAGTGCCCGGACAGAACCAGCCCGGCTTT 2220
A K v I F N NG S A Q V P G Q N Q P G F
GATTATGTGAAGAATGGTTTGTATAACAATTCTGGTTTGAATGGCTATCTTCGGCATTAA 2280

D Y V X N G L ¥ NN S G L N G Y L R H - Findelaregion
extra

La secuencia de amiJ33 traducida consiste en una secuencia de 659 aminoacidos con un
punto isoeléctrico (pl) tedrico de 6.52, y un peso molecular calculado de 72kDa. El analisis
de la secuencia aminoacidica revela que AmiJ33r tiene una alta identidad con a-amilasas de
del género Bacillus y que la estructura primaria estd compuesta por un péptido sefial, una

region-P, un dominio A (317aa), un dominio C (76aa) y una regién extra (176aa) (fig. 9).
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Péptido sefial Dominio A Dominio C

(317aa) (76aa) Region extra
(3322) (176aa)
T Codon de
paro
Region-P
(8aa)

Figura 9. Representacion gréafica de AmiJ33r.

4.3.1. El péptido sefial

El péptido sefial de AmiJ33r esta compuesto por 33 aminodcidos con la siguiente
secuencia: MFEKRFKTSLLPLVAGFLLLFHLVLSGPAAANA. Es muy similar a los péptidos
sefial de otras enzimas hidroliticas, por ejemplo BKA (Salimi y col., 2012) y AmyQ (Yang
y col., 2012) (o-amilasas), BsubMan (manasa), y Blichen13/8785Chi (quitinasa). Los
péptidos sefial de estas enzimas, incluyendo el de AmiJ33r, contienen las regiones N
(positiva), H (hidrofébica) y C (polar) (fig. 10) las cuales son reconocidas por la maquinaria
celular para guiar a las enzimas al exterior de la célula (Kakeshita y col., 2012). Estas
regiones también se pueden identificar en el péptido sefial de la proteina de membrana
externa OmpA de E. coli (Yamabhai y col., 2008). Se ha reportado que las enzimas
recombinantes producidas en E. coli que tienen un péptido sefial similar al de OmpA luego
de ser transportadas al espacio periplasmatico son secretadas al medio celular (Yamabhai y
col., 2008).

BER MralcBBBzcrraBrrrrfriia-----—-
AmyJ33 MEEERBRc t e vaBrrier v fEf 222l
Amy(Q urajleiBBccPrr2Brrrfivia-----—-
BsubMan ME-JJEB:Brrrzr----rrafaviafjzB2--

Blichen13/8725Chi MLI[jJJlliceveRer-rvuni e viBR 2=
OmpA M-Olzzzavacafrafvafz----------

& — v |

Region N Region H Region C

Figura 10. Multialineamiento del péptido sefial de AmiJ33r.
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Entre los aminoacidos 34 y 49 se ubica la region-P que consta de 8 aminoacidos de longitud

con secuencia: ETADKSNEVTASSVKS, la cual indica el inicio de la proteina madura.

4.3.2. Dominio A

El andlisis de la secuencia aminoacidica del dominio A (del aminoacido 50 al aminoacido
366) de AmiJ33r mostr6 que es 72 aminoacidos mas pequefio que el de las a-amilasas de
peso molecular promedio (48-58kDa). Por varias razones es dificil saber si el dominio A
contiene un dominio B. Por ejemplo, la longitud del dominio B varia sustancialmente
(Jespersen y col., 1993), asi como la posicion y estructura secundaria. Dependiendo de la
variacion es o no considerado como un dominio independiente (Katsuya y col., 1998), por
lo que se requieren de otros tipos de andlisis del dominio A como multialineamientos o

threadings para corroborar la presencia del dominio B.

Por otro lado, mediante un BLAST de la secuencia del dominio A se encontré identidad con
a-amilasas de bacterias del género Bacillus como B. subtilis AlU39224.1, B.
amyloliquefaciens WP_015388729.1 y B. cereus ADH93707.1 (99%) con los que AmiJ33r
comparte una cercana relacion filogenética, asi como con B. methylotrophicus
WP_025650188.1 (97%), B. tequilencis WP_024715525.1 (94%) y B. vallismortis
WP_010331366.1 (93%) que no son tan cercanas filogenéticamente a AmiJ33r. También se
observé identidad con a-amilasas de bacterias de otros géneros como Sporosarcina
pasteurii WP_029727055.1 (93%) y Steptococcus pneumoniae CO029881.1 (92%).

4.3.3. Dominio C

El analisis de la secuencia aminoacidica del dominio C de AmiJ33, revel6 que es 20
aminoacidos mas grande que el de las o-amilasas de peso molecular promedio. Ademas
tiene un 100% de identidad con varias secuencias de B. amyloliquefaciens y B. subtilis. A
lo largo del domino C de AmiJ33r se localizaron los aminoacidos que conforman el SBD
(fig. 11), los cuales se encuentran muy conservados entre las a-amilasas de diferentes
especies y que tienen como funcidn interaccionar con el almidon por medio de puentes de
hidrogeno e interacciones hidrofobicas por medio de aminoacidos aromaticos

(principalmente tirosinas y triptofanos). En el caso de AmiJ33r, se puede observar en el
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/699049727?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=NW0NT37501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/505201627?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=NW0NT37501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/296933190?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=NW0NT37501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/647148073?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=31&RID=NW0NT37501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/639661672?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=56&RID=NW0NT37501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/498017210?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=52&RID=NW0NT37501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/658532830?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=75&RID=NW0NT37501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/811393618?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=85&RID=NW0NT37501R
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multialineamiento que hay pocos aminoacidos aromaticos relacionados con la interaccion
con el almidén (tirosinas T y triptofanos W), por lo que las interacciones que tienen los
aminoacidos del SBD de AmiJ33r con el almidon nativo son en su mayoria puentes de

hidrogeno.

ETW

H
KVEY

DIT
DLT

Figura 11. Multialineamiento del SBD de AmiJ33r.

1: SBD de a-amilasa de B. amyloliquefaciens sub. plantarum YAUB9601-Y2; 2: SBD de o-amilasa de B. subtilis KC113313.1; 3: SBD
de a-amilasa de B. licheniformis AF438149.1; 4: SBD de a-amilasa de B. stearothermophilus E01180.1; 5: SBD de a-amilasa de B. sp.
KR-8104 EU717848.3; 6: SBD de AmiJ33r (B. amyloliquefaciens JJC33M); 7: Secuencia consenso.

4.3.4. Region extra

El analisis de la secuencia aminoacidica de la region extra mostrd identidad con las a-
amilasas de B. amyloliquefaciens WP_043021495.1 (96%), Salinibacillus aidingensis
WP_044162004.1 (82%), B. atrophaeus WP_010788973.1 (76%), B. mojavensis
WP_024120140.1 (74%), Streptococcus gallolyticus WP_039694478.1 (42%) vy
Streptococcus equinus WP_024343707.1 (40%). La region extra en las a-amilasas esta
relacionada principalmente con la secrecion de la enzima y normalmente se elimina durante

las modificaciones postraduccionales (Salimi y col., 2012).

El analisis del tipo de aminoacidos presentes en la region extra (tabla 9) muestra que esta
compuesta por una gran cantidad de aminodcidos de tipo hidrofilico
(http://quimica.laguia2000.com/conceptos-basicos/cadena-lateral-en-aminoacidos), con un
total de 48.86% divididos en aminoacidos acidos (25%), hidroxiaminoacidos (12.5%) y

aminoéacidos basicos (11.36%).

56

NARSVAVLYPDDI
NARSVAVLYPDDI


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/757816433?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=NW6RK1PR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/763301915?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=43&RID=NW6RK1PR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/498487285?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=90&RID=NW6RK1PR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/570755236?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=92&RID=NW6RK1PR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/746742194?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=99&RID=NW6RK1PR01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/636817590?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=97&RID=NW6RK1PR01R

Tabla 9. Tipos de aminoacidos presentes en la region extra.

Aminoacido Numero %

A (Alanina) 17 9.66
C (Cisteina) 0 0.00
D (Acido aspartico) 11 6.25
E (Acido glutamico) 5 2.84
F (Fenilalanina) 6 341
G (Glicina) 20 11.36
H (Histidina) 4 2.27
I (Isoleucina) 10 5.68
K (Lisina) 12 6.82
L (Leucina) 8 4.55
M (Metionina) 1 0.57
N (Asparagina) 16 9.09
P (Prolina) 8 4.55
Q (Glutamina) 12 6.82
R (Arginina) 4 2.27
S (Serina) 5 2.84
T (Treonina) 17 9.66
V (Valina) 9 511
W (Triptofano) 2 1.14
Y (Tirosina) 9 511
Aliféticos (neutros) G,A,V,L,I 64 36.36
Arométicos F,W,Y 17 9.66
Aminoécidos con azufre C,M 1 0.57
Basicos K,R,H 20 11.36
Acidos B,D,E,N,Q,Z 44 25.00
Hidroxiaminoacidos S,T 22 12.50

Algunos reportes han mostrado que la presencia de la region extra no tiene efecto
significativo ni en la temperatura 6ptima ni en la termoestabilidad de la a-amilasa BKA
(Salimi y col., 2012).

Se construyd un modelo filogenético de la secuencia madura de AmiJ33r debido a que
existe un bajo nimero de secuencias reportadas que incluyen el peptido sefial y la region
extra del C-terminal. Se us6 el modelo JTT, con 1500 réplicas de bootstrap, el cual
confirmd que AmiJ33r esta intimamente relacionada con las secuencias de a-amilasas de B.

amyloliguefaciens sp., plantarum (fig. 12).
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Figura 12. Arbol filogenético de AmiJ33r.
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B_stearothermophilus_ AF032864.1

AmiJ33r

Las diferencias y similitudes entre la secuencia de aminoacidos de AmiJ33r y otras

secuencias de a-amilasas previamente reportadas (BKA y AmyQ) se pueden observar a lo

largo de la secuencia (fig. 13).
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Figura 13. Multialineamiento de AmiJ33r.

a-hélices (o), hojas B (B), hélice 310 (), giro (T), residuos cataliticos (¥ ) residuos de unién a metales (® ).

Con base en el multialineamiento realizado con BKA y AmyQ se identifico que en
AmiJ33r estan presentes las cuatro regiones altamente conservadas en la familia de a-
amilasas. Sin embargo, a diferencia de proteinas como AmyK38 (Nielsen y col., 2000)
estas regiones se encuentran desplazadas debido a que AmiJ33r aparentemente tiene 5 hojas
B mas. Los residuos cataliticos (Asp217, Glu249, Asp310), asi como los residuos
involucrados en la unién de metales (Glul29, Asnl142, Thrl78, Asp186, Gly210, Asp212,
His221, Glu317, Gly354), se encuentran muy conservados. Sin embargo, AmiJ33r presenta
una menor cantidad de residuos relacionados con la union de metales comparada con
secuencias de a-amilasas méas termoestables (Sajedi y col., 2006), lo que puede responder a
por qué AmiJ33 solo conservé por 1h el 62% de la actividad a 60°C aun en presencia de
Ca?* (Montor y col., 2014).

La comparacion de la secuencia aminoacidica de AmiJ33r arroj6 que tiene 91.21% (mejor
resultado) de identidad con el modelo 3D de BKA (PDB 3DCO0) (Salimi y col., 2012). Con
el andlisis del modelo 3D se confirmd la presencia del dominio B que no fue posible
discernir con el andlisis hecho en la seccién 4.3. El dominio B de AmiJ33r es mas pequefio

que el de otras a-amilasas como AmyK38, lo que da respuesta a por que el dominio A
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contiene solo 317 aminoacidos. Ademas el dominio B se encuentra formado por a hélices y

no por hojas B, lo que lo hace menos visible (fig. 14).

Dominio B

Glu249 =
—

N-terminal .
\ Dominio A

— Aps310

\

C-terminal
Dominio C =9

Figura 14. Estructura 3D homdloga de AmiJ33r.

4.4. Expresion de amiJ33 en E. coli

AmiJ33 se amplifico con los oligonucleétidos FpBT-RpBT y el producto de PCR
purificado se clon6 en el plasmido pBAD-TOPO. Se siguieron las indicaciones del
protocolo para la expresién de AmiJ33r, analizando la sobreexpresion por medio de
electroforesis en geles de SDS-PAGE 10%, sin embargo no se observé sobreexpresion en
ninguna de las concentraciones de arabinosa utilizadas, por lo que se decidio analizar la

actividad a-amilasa en caja.

Se observo actividad en caja de las colonias transformadas 1 y 9 después de 24h de
incubacion a 37°C en presencia de 0.2% de L-arabinosa (fig. 15). Este resultado sugirio que
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AmiJ33r se exporta a través de la membrana celular de E. coli. Se ha reportado que las
proteinas que contienen el péptido sefial nativo similar al péptido sefial OmpA (proteina de
membrana externa) de E. coli, pueden ser secretadas eficientemente, mostrando actividad

en presencia de los sustratos adecuados (Yamabhai y col., 2008).

1 9 E. coli TOP10 sin

B. amyloliquefaciens plasmido

JIC33M E. coli TOP10-amy+pBAD

Figura 15. Prueba de actividad a-amilasa en caja.

Se prepar6 un cultivo de la colonia transformada 1 (fig. 15) de E. coli TOP10, induciendo

el gen amiJ33r con 0.2% de L-arabinosa.

4.5. Purificacion de AmiJ33r

AmiJ33r fue precipitada del medio libre de células (extracto crudo) con 80% de (NH;)2SO..
Posteriormente, AmiJ33r se purificd por afinidad con una resina de Ni-NTA, las eluciones
que presentaron la mayor actividad se mezclaron. La enzima purificada presentd una
actividad especifica de 280U/mg, con un factor de purificacion de 84.8 y un rendimiento de
56% (tabla 10).

Tabla 10. Purificacion de AmiJ33r.

Etapade  Vol' Act? Proteina Act®  Act® Purificacion Rendimiento

purificacion ~ (ml)  (U/ml) total total Esp. (%)
(mg/mh) (U) (U/mg)
Extracto 1000 0.1 0.03 100 3.3 1 100
crudo
(NH,)2SO, 20 4.7 1.26 94 3.7 1.1 9
Ni-NTA 10 5.6 0.02 56 280 84.8 56

"Wolumen, ?Actividad; *Actividad total; *Actividad especifica

Durante el proceso de precipitacion se observd que en comparacion con la cantidad de

(NH,).SO, necesaria para precipitar AmiJ33 (60%), se requirié una mayor cantidad para
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precipitar AmiJ33r (80%), lo cual sugiere que esta ultima es mas hidrofilica. Este resultado
es similar al reportado para purificar AmyQ A (Yang y col., 2012) y Amy28 (Tezlakoglu y
col., 2013), que también fueron clonadas desde el péptido sefial hasta el codon de paro. Asi
mismo, el analisis de la estructura primaria indica que el porcentaje de aminoacidos
hidrofilicos es mayor en la recombinante que en la nativa, por tal motivo se incrementd el

porcentaje de saturacion para precipitarla con (NH4),SO;.

El peso molecular calculado a partir de la secuencia aminoacidica de AmiJ33r es de 72kDa.
Los componentes del sitio de union maltiple del plasmido utilizado (P BAD-TOPOQ) para la
clonacion y expresion de AmiJ33r incrementan el peso molecular de la proteina
recombinante en 5kDa, por lo tanto, el peso molecular esperado de AmiJ33r es de 77 kDa.
Sin embargo, la enzima purificada mostré un peso molecular aproximado de 72kDa (fig.
16). En otros casos se ha observado que o-amilasas recombinantes con las mismas
caracteristicas moleculares que AmiJ33r sufren modificaciones, por ejemplo AmyQ A
(Yang y col., 2012) presentd un peso final de 57kDa, cuando in silico es de 72kDa, sin
embargo se desconoce las partes perdidas de su estructura porque no se reporta un analisis

detallado de la secuencia aminoacidica.

kDa
170-
130-

95-
72- €= AmiJ33r

55-
43-

34-

Figura 16. SDS PAGE de AmiJ33r purificada.
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Se sabe que algunas cepas de E. coli producen menos proteasas que otras (Perera y col.,
2002), lo cual es una variable importante a considerar si se desea mantener la integridad del
producto. En este contexto se reportd que E. coli JIM109 es capaz de mantener integra a
Amy28 (Tezlakoglu y col., 2013).

Por otro lado, debido a que el SDS (10%) inhibe la actividad de AmiJ33 (Montor y col.,
2014), este se elimind del zimograma. Tanto AmiJ33r como AmiJ33 mostraron actividad

en el gel concentrador (fig. 17). Se han obtenido resultados similares con otras a-amilasas
(Kubrak y col., 2010).

Control negativo:

AmiJ33r Extltacto,de E coli AmiJ33
sin plasmido

|

Figura 17. Zimograma en condiciones nativas de AmiJ33r y AmiJ33.

4.6. Caracterizacion bioquimica de AmiJ33r

Al iniciar los experimentos de caracterizacion bioquimica se observd que AmiJ33r no era
capaz de hidrolizar almidon nativo, s6lo almidon gelatinizado, a diferencia de AmiJ33 que
fue capaz de hidrolizar ambos (Hernandez, 2015). Es posible que AmiJ33r no se esté
fijando al almidon nativo, lo que lleva a suponer que el SBD de AmiJ33r esta
comprometido de alguna manera. Dado que el SBD se ubica en el dominio C-terminal (de
acuerdo con los multilineamientos realizados) y con base en el anélisis del tipo de

aminoacidos presentes en la region extra del C-terminal, es posible que esta region esté
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interfiriendo con la fijacion del SBD de AmiJ33r al almidén nativo, al preferir formar
interacciones electroestaticas con el agua. Esta es otra diferencia importante entre AmiJ33r
y AmiJ33. Por lo tanto, todos los experimentos relacionados con la caracterizacion

bioquimica y enzimatica se realizaron con almidon gelatinizado.

4.6.1. Efecto del pH en la actividad de AmiJ33r

AmiJ33r present6 un pH dptimo a 9, a diferencia de AmiJ33 que present6é un pH éptimo a 5
(Hernéndez, 2015). Asi mismo, AmiJ33r parece ser mas alcalofila porque la actividad de
AmiJ33 cae a pH 8 y 9. En contraste, AmiJ33 muestra ser mas estable a pHs ligeramente
acidos, ya que conserva el 75% de la actividad a pH 4 (Hernandez, 2015), mientras que al
mismo pH AmiJ33r solo conserva el 30% de la actividad. Como resultado se observan

perfiles de actividad distintos (fig. 18).
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Figura 18. Efecto de pH en la actividad de AmiJ33 y AmiJ33r.

La mayoria de las a-amilasas que se conocen presentan mayor actividad a valores de pH
neutro o ligeramente acidos, como es el caso de AmiJ33 (Montor y col., 2014; Hernandez,
2015). Otro ejemplo es AmyQ A que tiene un pH optimo de 7 y su recombinante AmyQ B,
presenta un pH éptimo de 5 (Yang y col., 2012). También se sabe que la actividad de la
mayoria de las a-amilasas nativas disminuye rapidamente a valores de pH alcalinos (Goyal
y col., 2005), lo que parece aplicar para algunas enzimas recombinantes (Yang y col.,
2012), pero no para AmiJ33r. Aunque la maxima actividad de AmiJ33r se observé a pH 9,
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no fue posible analizar pH mas elevados debido a dificultades metodologicas como la

hidrélisis del almidon y otras reacciones secundarias.

Salimi y col., en 2012 evaluaron entre otras cosas, el efecto del pH de la a-amilasa madura
recombinante (48kDa) y la version que incluia la region extra del C-terminal (66kDa),
reportando que no existian diferencias significativas al evaluar este parametro. Sin
embargo, en contraste con lo reportado por Salimi y col., 2012, la region C-terminal

presente en AmiJ33r si tiene efecto, ya que ésta es mas alcaldfila comparada con la nativa.

4.6.2. Efecto del pH en la estabilidad de AmiJ33r

En cuanto al efecto del pH en la estabilidad, AmiJ33r se mostré estable a pH 5 (100%) y 7
(91%), a pH 4 solo mantuvo el 13% de actividad, en cambio a pH 8 mostro el 70% de
actividad. AmiJ33 Unicamente mantuvo su estabilidad a pH 5 (100%), a pH 4 mostro el
53% de actividad y a pH 8 mantuvo el 48% de la actividad (Hernandez, 2015). El perfil de
efecto del pH en la estabilidad de ambas enzimas es diferente (fig. 19).
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Figura 19. Estabilidad de la actividad de AmiJ33r y AmiJ33 respecto al pH.

Los resultados de efecto del pH en la actividad y en la estabilidad indican que AmiJ33r es
mas alcalofila que AmiJ33. Algunos autores sefialan que es posible que las proteinas
recombinantes cambien su conformacion estructural cuando son expresadas y secretadas en
E. coli (Yang y col., 2012). También es posible que debido a las regiones que no fueron
procesadas (péptido sefial y region extra en el C-terminal), el ambiente electrostatico del
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sitio activo pudo haber sido alterado (especialmente Glu249) (Abe y col., 2005). Sin
embargo, es posible también que la existencia de las regiones adicionales en AmiJ33r,
sobre todo la region extra del C-terminal, sirvan como amortiguadores de pH,
proporcionando estabilidad a pHs alcalinos. Este comportamiento también fue observado
en AmyQ B que es mas estable a pHs alcalinos (pH 8.5), mientras que la enzima nativa,

AmyQ A, mostro ser mas estable a pHs ligeramente acidos (pH 4.5) (Yang y col., 2012).

4.6.3. Efecto de la temperatura en la actividad y termoestabilidad de AmiJ33r

El efecto de la temperatura se evaludé de 40 a 90°C (fig. 20) para AmiJ33r y la nativa
(Hernandez, 2015), ambas enzimas mostraron un perfil parecido. Se observé un incremento
de actividad desde los 40°C hasta los 80°C, temperatura a la cual se registré la mayor
actividad de ambas enzimas. A 70°C AmiJ33r mostré 85% de actividad residual, mientras
que la nativa solo 73%. Posteriormente, la actividad disminuyé drésticamente mientras la
temperatura aumentaba, sugiriendo que a 90°C las enzimas habian perdido su estructura
terciaria. Los resultados sugieren que la existencia de la region extra en el C-terminal de
AmiJ33r no tiene efecto significativo en la temperatura 6ptima, lo cual concuerda con lo
reportado por otros autores en los que se ha evaluado la importancia de la region extra del
C-terminal (Salimi y col., 2012).
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Figura 20. Efecto de la temperatura en la actividad de AmiJ33 y AmiJ33r.
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Los resultados de efecto de la temperatura, tanto de AmiJ33 como de AmiJ33r, concuerdan
con los obtenidos para otras a-amilasas producidas por el género Bacillus, por ejemplo, la
a-amilasa de B. licheniformis CUMC305 (Vaseekaran y col., 2010) presenta su mayor
actividad entre 80 y 90°C, mientras que las a-amilasas de B. sp. BBM1 (Quintero y col.,
2009), B. sp. AB68 (Aygan y col., 2008), B. cereus MKS8, B. subtilis MA9 (Devi y col.,
2010) y Bacillus sp. BKL20 (Kubrak y col., 2010) presentan su maxima actividad entre los
50 y 80°C.

En cuanto a la termoestabilidad, AmiJ33r fue estable por 1h a 40°C (duracion del
experimento) presentando una vida media de 23h, y por 40 min a 50°C, reduciendo su vida
media a 4.4 h. A 60°C la actividad disminuyd dréasticamente, manteniendo solo el 35% de
actividad por 30min, lo cual también se vio reflejado en la disminucion dréstica de la vida
media a 0.3h. AmiJ33 mostr6 un perfil similar de termoestabilidad al de AmiJ33r (datos no
mostrados) (Herndndez, 2015). Metodolégicamente no fue posible evaluar la
termoestabilidad de AmiJ33r ni la de AmiJ33 a 70, 80 y 90°C.
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Figura 21. Termoestabilidad de AmiJ33r.

Al igual que los resultados obtenidos al evaluar el efecto de la temperatura, no se
observaron diferencias significativas entre AmiJ33r y AmiJ33 al evaluar la

termoestabilidad, por lo que se sugiere que la region C-terminal no tiene efecto en la
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termoestabilidad de AmiJ33r, como se ha demostrado para otras o-amilasas (Salimi y col.,
2012).

4.6.4. Efecto de iones en la actividad de AmiJ33r

Se evalud el efecto de iones monovalentes, divalentes y compuestos mas complejos con
actividad reductora o quelante sobre la actividad de AmiJ33r. La concentracion de los iones
se ajustd de acuerdo a la fuerza ionica con la finalidad de observar solo el efecto de los
iones (Skoog y col., 2005). Los resultados se evaluaron mediante una prueba de medias de
Tukey (0=0.05). De los agentes iénicos probados, el Ca" 10mM y el Mn?* 5mM
presentaron la medias significativas mas altas de actividad incrementandola 15 y 22%,

respectivamente (fig. 22).
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Figura 22. Efecto de agentes ionicos, quelantes y desnaturalizantes sobre la actividad de AmiJ33r.

Los tratamientos con la misma letra no muestran diferencia significativa.

El Mg?* fue el Gnico agente i6nico que tuvo un efecto negativo en la actividad de AmiJ33r
y AmiJ33 (Hernandez, 2015) (datos no mostrados), lo cual ya se ha reportado para otras o-

amilasas, por ejemplo para las producidas por Bacillus sp. I-3 (Shodi y col., 2005; Goyal y
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col., 2005) y B. amyloliquefaciens ATCC 23842 (Gangadharan y col., 2009). Las razones
por las cuales algunos agentes ionicos inhiben la actividad de algunas a-amilasas se deben a
la competencia entre iones exdgenos y los que se encuentran asociados a la enzima en los
sitios de union a iones, o bien, a un efecto inhibitorio directo de dichos iones por
interacciones con residuos aminoacidicos que contribuyen a la actividad o la union al

sustrato, resultando en cambios conformacionales (Chai y col., 2012).

Estd ampliamente reportado que el Zn®* tiene efecto inhibitorio en las o-amilasas
termoestables (Arikan, 2008; Dheeran y col., 2010). Sin embargo, la actividad de AmiJ33r
se incrementd gradualmente al aumentar la concentracién de Zn?*, observandose un
aumento del 13% de la actividad a una concentracion de 10mM del ién. Lo anterior puede
indicar la naturaleza mesofila de AmiJ33r como sugieren algunos autores (Mamo y
Gessesse, 1999).

Dado que sélo con Ca*? y el Mn? se observaron los mayores efectos en la actividad
enzimatica, es posible que este efecto se deba a sus radios atdbmicos, ya que con otros iones

de mayor o menor radio atdbmico no se incremento la actividad significativamente.

AmiJ33 no es una metaloenzima (Montor y col.,, 2014). Lo anterior se confirmé
nuevamente al evaluar el efecto del EDTA (1, 5 y 10mM) sobre la actividad de AmiJ33r,
donde el EDTA no tuvo efectos negativos sobre la actividad. Las enzimas no dependientes
de agentes i6nicos (especialmente de Ca®") son candidatas ideales para las aplicaciones
industriales. Esto porque durante el paso de licuefaccion del almidén, se adiciona CaCl, a la
mezcla para estabilizar las a-amilasas a altas temperaturas. Sin embargo, los iones de Ca?*
deben ser removidos por un paso adicional de intercambio i6nico porque tienen un efecto
inhibitorio sobre la isomerizacion de glucosa, el cual es el ultimo paso del procesamiento
del almidén. Como el pH se ajusta con NaOH, la adicion y remocion de CaCl, representa

un alto costo (Tezlakoglu y col., 2013).

AmiJ33r mantuvo un 60% de actividad en presencia de SDS al 1% (v/v) después de 1h de

incubacion, por el contrario AmiJ33 fue inhibida bajo las mismas condiciones (Hernandez,
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2015). Se ha reportado que solo a-amilasas termoestables y alcaléfilas (Saxena y col.,
2007) son estables en presencia de SDS al 1%. Los experimentos de efecto de pH sobre la
actividad de AmiJ33r y esta nueva evidencia sugieren que la region extra de aminoacidos
en el C-terminal de AmiJ33r le puede estar confiriendo caracteristicas de una enzima
alcaldfila. Como resultado, AmiJ33r puede ser propuesta como aditivo en detergentes

(Arikan y col., 2008; http://cime.fcq.unc.edu.ar/laurilsulfato.htm).

Por otro lado, se sabe que el B-mercaptoetanol puede desnaturalizar algunas proteinas
debido a su capacidad para romper puentes disulfuro. Un puente disulfuro se forma por dos
grupos sulfidrilo (-SH), cada uno de ellos perteneciente a un residuo de cisteina. EI analisis
de la secuencia aminoacidica de AmiJ33r indica que contiene solo una cisteina (Cys84,
ubicada en el dominio A) por lo que AmiJ33r no contiene puentes disulfuro, lo cual ya se
habia sugerido con anterioridad (Montor y col., 2014). Sin embargo, en ausencia de puentes
disulfuro, el B-mercaptoetanol puede actuar como un inhibidor competitivo (Yang y col.,
1996) o no competitivo (Zhang y col., 2000) dependiendo de la enzima y a altas
concentraciones (>0.3%) puede inhibir por completo la actividad (Zhang y col., 2000). Se
ha reportado que un exceso de DTT, un anadlogo del B-mercaptoetanol, puede inducir
cambios conformacionales en las enzimas afectando su actividad (Alliegro 2000), por lo
que es muy probable que AmiJ33r se haya inhibido por esta razon en presencia de [-
mercaptoetanol. La presencia de iones como el Zn?* (Yang y col., 1996) o el Ca** (Montor
y col., 2014) en el medio de reaccion puede tener un efecto protector del 3-mercaptoetanol
0 DTT e incluso puede reestablecer o incrementar la actividad de enzimas previamente
inactivadas (Alliegro 2000).

4.6.5. Determinacion de los parametros cinéticos de AmiJ33r

Con la finalidad de evaluar el efecto de la concentracion del sustrato en la actividad de
AmiJ33r, se determinaron sus parametros cinéticos, Km y Vmax. La cinética descrita por
AmiJ33r se ajustd al modelo cinético de Michaelis-Menten (fig. 23). Los valores de Km y
Vmax se determinaron mediante regresion lineal empleando el modelo descrito por

Lineweaver-Burk, los cuales fueron de 3.23mg/ml y 294.117 U/mg respectivamente. Sin
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embargo, se puede observar que el valor grafico de Vmax no es consistente con el obtenido

mediante la regresion lineal por lo que puede ser necesario determinar los pardmetros

cinéticos mediante otro método.

300

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
S (mg/ml)

Figura 23. Efecto de la concentracion de sustrato en la actividad de AmiJ33r.

En comparacién con trabajos similares AmiJ33r presenta una Vmax muy parecida a la
reportada para Bacillus sp. BKL20 (323U/mg) (Kubrak y col., 2010) y tiene un valor de
Km muy cercano a los reportados para las a-amilasas de B. licheniformis (2.84mg/ml)
(Vaseekaran y col., 2010) y B. amyloliquefaciens ATCC 23842 (2.34mg/ml) (Gangadharan

y col., 2009), lo que indica una alta afinidad de AmiJ33r por el almidén gelatinizado.
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CONCLUSIONES

El gen amiJ33 se obtuvo a partir de la estrategia propuesta: oligonucleétidos degenerados y
secuenciacion del genoma de B. amyloliquefaciens JJC33M. A partir del analisis de la

region génica de amiJ33, se identifico su promotor y el RBS.

El analisis de la secuencia primaria de AmiJ33r reveld que tiene diferencias estructurales
importantes en comparacion con otras a-amilasas, por ejemplo, presenta un dominio A mas
pequefio y un dominio C mas grande. Ademas, posee una region extra de 176 aminoacidos
en el C-terminal. El analisis de la estructura secundaria de la secuencia mostré que AmiJ33r
posee 5 hojas B mas que otras a-amilasas, mientras que el analisis 3D mostro que posee un

dominio B mas pequefio formado por a-hélices.

Se amplifico la version completa del gen amiJ33 con la finalidad de estudiar su
comportamiento bioquimico y cinético. EI gen amiJ33 fue clonado en el plasmido pBAD-
TOPO vy expresado en E. coli. A diferencia de otras a-amilasas, AmiJ33r fue exportada
eficientemente al medio extracelular, mostrando que su péptido sefial es compatible con la

maquinaria celular de E. coli.

AmiJ33r mostrd diferencias importantes al ser comparada con la enzima nativa AmiJ33.
Una de las mas importantes fue que AmiJ33r perdié la capacidad de hidrolizar almidon
nativo y solo pudo hidrolizar almidén gelatinizado, mientras que AmiJ33 hidroliza ambos.
Se necesitd una concentracion mayor de sulfato de amonio para precipitar AmiJ33r (80%),
en comparacion con la cantidad usada para precipitar AmiJ33 (60%), debido al incremento
de aminoacidos hidrofilicos en la region extra del C-terminal. Se observaron perfiles
distintos de efecto y estabilidad de pH en la actividad de AmiJ33r con respecto a los
perfiles de AmiJ33, los cuales sugieren que AmiJ33r es mas alcaléfila que la nativa.
Ademas, sorprendentemente AmiJ33r mostrd 60% de actividad en presencia de SDS 1%

(v/v), mientras que bajo las mismas condiciones AmiJ33 se inhibio.

Es muy probable que el B-mercaptoetanol al 1% (v/v) inhiba la actividad tanto de AmiJ33r

como de AmiJ33 debido a modificaciones estructurales que afectan el ambiente
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electroestatico de ambas, ya que mediante el analisis de la secuencia aminoacidica de

AmiJ33r se descarto la formacion de puentes disulfuro.

Los resultados indican que la region extra del C-terminal de AmiJ33r tiene efecto sobre la
capacidad de hidrdlisis del almidon nativo, es posible que esta region interfiera 0 compita
con el SBD de C-terminal, impidiendo la union de la enzima al almidon nativo por una
competencia al formar relaciones electroestaticas con el agua o bien por bloqueo del SBD.
La regidn extra del C-terminal también provocé que la enzima sea estable a pHs alcalinos y
al SDS. Por otro lado, esta region no tuvo efecto en la temperatura Optima ni en la

termoestabilidad.
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PERSPECTIVAS

Construir distintas versiones trucadas de AmiJ33r con la finalidad de evaluar la importancia
de las regiones identificadas: N-terminal, region-P y region extra del C-terminal. Generar
mutantes para evaluar la funcion del SBD. Proponer quimeras modificando la posicion del
SBD hacia el N-terminal y conservar la region extra del C-terminal con la finalidad de

obtener una amilasa alcal6fila que hidrolice almidon nativo.

Analizar el uso de codones para incrementar la expresion en E. coli, o bien, probar otros
sistemas de expresion (plasmidos, otras cepas de E. coli e incluso otras bacterias) para

producir una mayor cantidad de enzima.

Modificar el promotor del microorganismo nativo con la finalidad de incrementar la

expresion de la enzima.
Analizar otros genes identificados en el genoma de B. amyloliquefaciens JJC33M, para

determinar el grado de conservaciéon de los péptidos sefial y utilizarlos para estudiar la

traslocacion de proteinas al medio extracelular.
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Cloning of the a-amylase from Bacillus amyloliquefaciens JJC33M (amyJ33), isolated of
sugarcane soil.
Juan J. Montor-Antonio, Sandra T. del Moral- Ventura.
(2014)
Journal of Chemical, Biological and Physical Sciences: Special Issue, 4: 111.

82



JCBPS; Special Issue, Section A ; 30 Noy, 2014 Vol. 4, No. 5111 E- ISSN: 2249 -1929

Journal of Chemical, Biological and Phvsical Sciences

An International Peer Review E-3 Journal of Sciences

Available online aiwww.jcbsc.org

Section A; Food Biotechnology

COPEN (OSA): JCBPAT Research abstract
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Abstract: Bacillus amyloliquefaciens JJC33M, is a Grani-positive bacterium, wliich was isolated
fiom the soils cultivated witli sugarcane in Papaloapan Basin (Oaxaca, México) and produces an
a-amylase (AniiJ33) interesting for the industry. The cloning the gene (amyJ33) tliat ene odes for
a-amylase is presented here. Previously, the PCR aniplification of amyJ33 was canied out using
degenerate oligonucleotides. However, the analysis witli similar complete genes indicated that
the PCR product not encoding for the complete gene. Recently, we sent to sequence the B.
amyloliquefaciens JJC33M genome by Hiseq2000 and 139 contigs were generated. A 1980 bp
sequence was founded at contig 68, wliich was identifiedlike an a-amylase gene. The complete
amvJ33 sequence was analyzed by BLASTX. AmyJ33 gene displayed a liigli identity (99%) witli
the a-amylase gene fiom B. siamensis. The PCR aniplification ofamyJ33 fiom the putative signal
peptide to tennination codon was canied out using the oligonucleotides FpBT and RpBT. The
PCR product was cloned into plasmid pBAD-TOPO® to transfonn cells of E. coli TOP10 and to
express AmyJ33. Cunently, the experiments needed to biochemically characterization are made.

Keywords: Bacillus amyloliquefaciens, sequencing, gene, a-amylase, cloning
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ANEXO 11

Draft Genome Sequence of Bacillus amyloliquefaciens JJ33M, isolated of sugarcane soils
at the Papaloapan region.
J. Montor-Antonio, B Sachman-Ruiz, L. Lozano, S. Del Moral.
(2015)
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Draft Genome Sequence of Bacillus amyloliquefaciens JJC33M, lIsolated
from Sugarcane Soils in the Papaloapan Region, México

J. J. Montor-Antonio,3 B. Sachman-Ruiz,b L. Lozano,0 S. del Moral3

Instituto de Biotecnolog a, Universidad del Papaloapan, Tuxtepec, Oaxaca, México3; Centro Nacional de Investigad n Disciplinaria en Parasitolog a Veterinaria del

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agrcolas y Pecuarias, Jiutepec, Morelos, Mexicob; Centro de Ciencias Gen micas, Universidad Nacional Aut noma de

M xico, Cuernavaca, Morelos, Méxicol

Bacillus amyloliquefaciens strain JJC33M is a bacterium that produces a-amylase (EC 3.2.1.1) and was isolated from sugarcane
soil. Its estimated genome size is 3.96 Mb, and it harbors 4,048 coding genes (CDSs).
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draft genome ofBacillus amyloliquefaciens strain JJC33M was
Aobtained by direct sequencing of genomic DNA using Illu-

genome of B. amyloliquefaciens JJC33M has a high similarity to
that of strain B. amyloliquefaciens IT-45 (identity, 94.57%).

mina sequencing technology. We isolated B. amyloliquefaciens Nucleotide sequence accessionnumbers. Thiswhole-genome

JJC33M from sugarcane soil in the Papaloapan regién in México.
B. amyloliquefaciens JJC33M produces an a-amylase (EC 3.2.1.1)
not dependent on calcium, which may give advantages in the pro-
duction of syrups; it also has the capability ofbeing stable at 40°C,
which means it could be used in the baking industry (1). Recently,
the genomes of B. amyloliquefaciens DSM7, UCMB5036, and
EBL11, which are strains used in industry, have been sequenced
(2, 3).

JJC33M was grown on nutrient agar with 1% (P/V) starch mé-
dium in a petri dish. The genomic DNA was prepared by a MoBio
microbial DNA isolation sample prep kit and sequenced by an
Illumina HiSeq 2000 sequencer at Macrogen, Seoul, South Korea.
A total of 10.19 million paired-end reads with length of 101 bp
were obtained from the sequencing. The raw reads were initially
assembled using SPAdes version 3.1.1. The gaps between the con-
tigs and ambiguous patches within the contigs were manually
filled by aligning individual reads to the contig ends using in-
house programs.

The genome sequence annotation was performed with RAST
(4). The draft genome of B. amyloliquefaciens JJC33M contains 40
contigs, with a total length of 3,961,663 bp. The genome contains
4,048 protein-coding genes (CDSs), 53 rRNAs, and 89 tRNAs,
with a G+C content 0f45.7%. Genome analysis revealed that the

January/February 2015 Volume 3 Issue 1 e01519-14

Genome Announcements

shotgun project has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank un-
der the accession no. JTJIGOO000000. The versién described in this
paper is version JTJG01000000.
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