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RESUMEN

Las enzimas proteoliticas o proteasas catalizan la degradacion de proteinas mediante la hidrélisis de
sus enlaces peptidicos. Estas enzimas cumplen funciones esenciales en el metabolismo de los
organismos, pero también encuentran diversas aplicaciones en biotecnologia.

La industria alimenticia, textil, curtiembre, detergentes, médica e incluso el tratamiento de
desechos industriales y domésticos son solo algunas de las dreas en donde las proteasas se utilizan.
Actualmente, las enzimas proteoliticas representan aproximadamente el 60% del mercado mundial
de enzimas. La mayoria de las proteasas de uso tecnoldgico provienen de microorganismos
mesofilos (temperaturas dptimas de crecimiento cercanas a los 35 °c) que producen enzimas con
temperaturas maximas de actividad en el entorno de 40-65 °C. Sin embargo, en ciertos procesos
industriales es necesario disponer de enzimas que sean activas a temperaturas menores.

Durante esta tesis se propuso verificar la identidad de un aislamiento de Flavobacterium de origen
Antartico productor de una proteasa extracelular, identificar la region codificante (CDS) de la
proteasa, realizar una caracterizacion parcial de la misma in silico, y estudiar el nUmero de copias de
la CDS presentes en el genoma. Para ello se trabajé con un aislamiento bacteriano, identificado
como Flavobacterium sp. AU8, capaz de producir una proteasa extracelular cuando crece entre 4y
20 °C, pero con actividad en un amplio rango de temperaturas. En el marco de esta pasantia se
verificd la identidad del aislamiento Flavobacterium sp AU8 mediante la amplificacion,
secuenciacién y anadlisis de la subunidad menor ribosomal 16S. Se determind que AU8 produciria
una sola proteasa extracelular segun los estudios realizados en geles de actividad, y la misma se
identificé como una metalo-proteasa mediante SDS-PAGE y posterior andlisis por espectrometria de
masas MALDI-TOF. Se obtuvo la secuencia codificante mediante el ensamblado de segmentos de
ADN de la proteasa obtenidos por PCR y PCR inversa. El andlisis de la secuencia mostré que se
trataria de una proteasa metalica con un alto porcentaje de similitud con proteasas metalicas
extracelulares de varias Pseudomonas. Se realizd también una caracterizacién in silico de la misma.
Finalmente, por ensayos de Southern blot se determind el posible nimero de copias de ese gen en

el genoma de AUS.



1. INTRODUCCION

1.1- Tipos de proteasas y su distribucion

El Comité de Nomenclatura de la Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (NC-IUBMB) establecié un cédigo numérico para los distintos tipos de
enzimas, agrupandolas en seis clases: Oxidoreductasas (1), Transferasas (2), Hidrolasas
(3), Liasas (4), Isomerasas (5) y Ligasas (6). Las hidrolasas retnen el grupo de enzimas
que hidrolizan macromoléculas, liberando sus unidades constituyentes a través de la
ruptura de los enlaces covalentes de unién con una molécula de agua, de ahi proviene
su nombre. Este tipo de clasificacion presenta limitaciones ya que no considera la
existencia de grupos estructurales semejantes que reflejen las relaciones evolutivas y

filogenéticas de las enzimas.

Las enzimas encargadas de la hidrdlisis de proteinas se conocen tradicionalmente como
proteasas, proteinasas o enzimas proteoliticas. Un término mas reciente es péptido-
hidrolasas, que hace referencia a su capacidad de hidrolizar el enlace peptidico. El NC-
IUBMB sugirid el uso del término peptidasa, englobando todas aquellas enzimas

hidroliticas que escinden uniones peptidicas.

Se conocen dos grandes grupos de proteasas, las endoproteasas y las exoproteasas, en
referencia a si hidrolizan las uniones peptidicas en distintos puntos internos de la
molécula o si remueven secuencialmente aminodacidos desde los extremos de la

proteina (amino o carboxi terminal), respectivamente.

La clasificacidon de las proteasas es complicada si lo que se toma en consideracion es su
especificidad por el sustrato. Esto ha llevado a que se clasifiquen segun sus diferentes
mecanismos cataliticos. Se han establecido asi cuatro grupos de proteasas: serinicas,
cisteinicas, asparticas y metadlicas. Las proteasas serinicas y cisteinicas utilizan como
nucledfilo a una serina o cisteina presente en el sitio activo, respectivamente; mientras

gue en las proteasas asparticas y metalo-proteasas el nucledéfilo es una molécula de



agua activada. Se han reportado también glutamo- y treonin-proteasas pero solo
existen pocos ejemplos para cada tipo, por lo cual se las considera muy raras (Kakudo

et al., 1992; Barret et al., 1998; Oda, 2012).

Existe una base de datos de proteasas conocida como MEROPS
(http://merops.sanger.ac.uk/), cuyo objetivo es clasificar estas enzimas tomando en
cuenta sus caracteristicas estructurales y relaciones evolutivas. El sistema agrupa a las
peptidasas en familias y clanes. Una familia estd constituida por un grupo de
peptidasas cuya secuencia aminoacidica muestra una relacidn estadisticamente
significativa entre los aminodcidos responsables o relevantes para la actividad de la
misma (Rawlings et al, 2008). Un clan describe el grupo de familias cuyos miembros
han evolucionado a partir de una proteina ancestral comun, pero que han divergido a
tal punto que su relacién no puede establecerse por comparacion de su estructura

primaria (Rawlings & Barrett, 1993).

La MEROPS describe familias de peptidasas de seis tipos cataliticos: aspdrticas,
cisteinicas, glutdmicas, metalicas, serinicas y treoninicas, ademas de otras peptidasas

con un mecanismo catalitico aun desconocido (Ver Fig.1.1).

Proteasas

Serinicas
(H-D-S}/(D-H-S}

|
| |
m (HEXXH-E/H/D) | H (C-HD/N) |

Figura 1.1. Clasificacion de las proteasas. En los recuadros inferiores se muestran los motivos
de aminoacidos involucrados en la catdlisis.




1.2- Mecanismos cataliticos

Peptidasas serinicas — Este tipo de proteasas poseen una serina catalitica en su sitio
activo. La hidrdlisis del enlace peptidico comienza con la formacidn de un intermediario
covalente derivado del ataque nucleofilico del oxigeno del hidroxilo de la serina al
carbonilo del enlace peptidico del sustrato a hidrolizar. Como resultado se produce la
liberacion de la regién N-terminal del péptido. En un segundo paso ocurre un nuevo
ataque nucleofilico del agua al intermediario, con regeneracion de la enzima libre y la
liberacion de la regidn C-terminal de la proteina a hidrolizar. El sitio catalitico se
caracteriza por la presencia de la triada Ser-Asp-His (Polgar, 2005) (Fig. 1.2A). En el
siguiente link se puede encontrar una representacion animada del mecanismo de
reaccion:

http://www.bmb.uga.edu/bcmb8010/moremen/weblinks/WebSerineProteases/SerPro

t.html

Su identificacion es posible por la inhibicion irreversible que sufren frente a los
siguientes compuestos: 3,4-dicloroisocumarina (3,4-DCl), fluorofosfato de diisopropilo
(DFP) y fluoruro de fenilmetilsulfénico (PMSF), entre otros. En general, las serin-
proteasas son activas a pH cercanos a la neutralidad o alcalinos, con una actividad

Optima a pH entre 7 y 11.

Peptidasas cisteinicas — Este tipo de proteasas poseen una cisteina catalitica en su sitio
activo. La enzima se caracteriza por una diada constituida por residuos de cisteina e
histidina ubicadas en el sitio activo (Fig. 1.2B). Se produce una reaccién de
desprotonacién del grupo tiol de la cisteina, por acciéon del residuo de histidina
adyacente, que ahora se encuentra protonada. Luego, el anién sulfuro ataca el
carbonilo del enlace peptidico, formando un intermediario covalente mediante una
union tioéster entre el nuevo extremo carboxilo del sustrato y el grupo tiol de la
cisteina, liberdndose un fragmento del sustrato con un extremo amino terminal. Luego,
el residuo de histidina vuelve a su forma desprotonada y el enlace tioéster es

subsecuentemente hidrolizado generando un &cido carboxilico en el fragmento



restante del sustrato, al mismo tiempo que se genera la enzima libre (Barrett, 2001;
Rzychon et al, 2004).

Las cistein-proteasas son generalmente susceptibles a compuestos como el benzoato
de p-cloromercurio (pCMB), el fluorofosfato de diisopropilo (DFP), y el N-etil maleimida

(NEM) (Rao et al, 1998; Rahman et al, 2006).

Peptidasas asparticas — En este tipo de proteasas, la actividad catalitica depende de
residuos de acido aspdrtico que se ubican en el sitio activo. Son moléculas bilobuladas
en las que cada Iébulo presenta un residuo de acido aspartico, los cuales se aproximan
formando el sitio activo (Fig. 1.2C). En la molécula activa, sélo uno de los residuos del
acido se ioniza. Cuando ocurre la unién del sustrato, se dan dos transferencias de
protones que facilitan el ataque nucleofilico. Uno de los residuos del acido actia como
base aceptando el protéon de una molécula de agua (permitiendo su activacion),
mientras que el otro residuo actia como acido, donando un protdn al oxigeno del
grupo carbonilo del enlace peptidico. Luego, el agua realiza un ataque nucleofilico y se
forma un intermediario (dihidrato de amina) en el cual el grupo hidroxilo dona un
protén al residuo de 4acido aspartico que se encuentra ionizado, mientras que el
carboxilo protonado del otro aspartato dona un protdn al &tomo de nitrégeno de uno

de los productos peptidicos resultantes (Garret et al, 1999).

La actividad de estas enzimas se inhibe por pepstatina y son sensibles a compuestos
con grupos diazocetona (Rao et al, 1998). La mayoria muestra actividad a bajo pH,

entre 3y 4.

Peptidasas metdlicas — Su actividad catalitica depende de la unién a cationes metalicos
divalentes. La mayoria de las metalo-proteasas presenta Zn en su sitio activo, pero
otras presentan Co o Ni. Durante la catalisis, el dtomo de Zn*" promueve el ataque
nucleofilico del &tomo de oxigeno de una molécula de agua (ubicada en el sitio activo)
a un grupo carbonilo (Fig. 1.2D). Un residuo aminoacidico acido en el sitio activo facilita
la reaccion al extraer un protén de la molécula de agua (Shore, 1970; Klinman, 1972).
En el siguiente link se puede encontrar una representacidon animada del mecanismo de

reaccion:
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http://www.bmb.uga.edu/bcmb8010/moremen/weblinks/WebMetalloproteinases/Me
taloprot.html

Estas proteasas pueden ser inactivadas por didlisis o agentes quelantes de metales,

como el acido etilen diamino tetra acético (EDTA), entre otros.

Figura 1.2. Mecanismos cataliticos de las proteasas. A) Serinicas. B) Cisteinicas. C) Asparticas.
D) Glutamicas. Tomado de Neitzel, 2010

1.3- Aplicaciones biotecnologicas de las proteasas

Las enzimas proteoliticas representan mas de la mitad del mercado global de enzimas.
El comercio mundial de enzimas, superd en la década de los 80s, los 500 millones de
ddlares anuales, mientras que en los 90, este monto ascendié a 1500 millones de
délares. El incremento producido en los ultimos afios fue del orden del 6,5% anual,
superando en el 2010 los 5 mil millones de ddlares. Se estima que las proteasas
continuaran siendo las enzimas mas requeridas a nivel productivo dado su uso
creciente en el procesamiento de materiales de origen natural, asi como también en la

industria farmacéutica. (http://www.marketsandmarkets.com/). M4ds atrds se

encuentran las lipasas y las celulasas.
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Las proteasas se utilizan ampliamente en diversos procesos industriales, tales como la
industria carnica (tiernizado de la carne), como aditivo en detergentes biodegradables,
fabricacion de cerveza, producciéon de quesos, panificaciéon, obtencion de proteinas
modificadas, manufactura de cueros, tratamiento de desechos industriales de alta
concentracién proteicas, entre otros. También encuentran su uso en el mercado
farmacéutico, en el tratamiento de heridas purulentas, co-adyuvantes de trastornos
digestivos y antinflamatorios. Recientemente se estdn aplicando las proteasas en
reacciones de sintesis en medios no acuosos, tal es el caso de la sintesis del aspartamo

(Tsuchiyama et al., 2007).

1.3.1- Produccion de bebidas alcohodlicas

En la industria cervecera, desde la preparaciéon del extracto crudo hasta la filtracion
final y embotellamiento, existen varios puntos donde la introduccién de enzimas
hidroliticas mejora la calidad del producto final (Landbo et al., 2006). Las proteasas
ayudan a reducir la turbidez de la cerveza, evitando la formacién de aductos tanino-
proteina que ocurren en frio. El uso de proteasas también evita la formacién de

turbidez por la precipitacidn de proteinas en medio alcohdlico (He et al., 2006).

1.3.2- Produccion de alimentos

En la panificacidn, la adicion de proteasas permite el uso de harinas de alto contenido
proteico. Se produce entonces una masa mas estable y una miga mas suave por la
degradacién del gluten, dejando intacto el resto de los ingredientes. También se mejora
la extensibilidad de la masa, una propiedad importante para el manejo mecdnico,

reduciendo el tiempo de amasado y por ende el costo energético (Moodie, 2001).

La mayor aplicacidon de las enzimas proteoliticas en la industria alimenticia, es sin duda,
en la industria lactea. La primera fase de produccién del queso consiste en la
coagulacién de la leche. Para este fin, usualmente se utilizan enzimas provenientes del
abomaso de terneros. Las mismas hidrolizan la caseina, produciendo su

desnaturalizacion y precipitacién. El alto costo de obtencidon de la enzima de origen

12



animal ha incentivado a los industriales a buscar fuentes alternativas de proteasas.
Inclusive en nuestro pais, en el dmbito rural, se realiza la preparacién de queso
utilizando un preparado enzimatico de flor de cardo (maleza perteneciente a la familia
Asteraceae). Al dia de hoy también se utilizan enzimas proteoliticas derivadas de
microorganismos, lo que reduce el costo de produccién. Asi mismo, el uso de enzimas
microbianas y no de origen animal, permite ampliar el consumo de queso a la

comunidad vegetariana.

Junto con las lipasas, las proteasas juegan un rol importante en la maduracion de
quesos (Fox & Law, 1991; Chamba & Perreland, 2002; Alagasamy et al., 2006). El
agregado de determinado tipo de peptidasas permiten modificar el sabor y la textura
de los quesos, asi como también disminuir el tiempo necesario para alcanzar el sabor
del queso maduro, lo que llevaria a una reduccién del costo por el tiempo de

almacenamiento (Park, 2001).

En la industria carnica, las proteasas se utilizan en el proceso de tiernizado, actuando
sobre las fibras de colageno, miofibrillas y elastina (Sullivan, 2010; Janz 2005). La
mayoria de las proteasas utilizadas en el tiernizado presentan una actividad muy escasa
a la temperatura de almacenamiento de la carne (5 °¢), presentando una temperatura

de actividad dptima a los 45 °C (Ha, 2013).

1.3.3- Industria de los detergentes

Otra aplicacién de las proteasas es como aditivos de detergentes, ya sea por su
utilizacion como agente de lavado, o bien, como agente auxiliar. En 1969 se
comenzaron a usar enzimas como parte de los detergentes, y actualmente el 90% de
los detergentes de lavanderia de origen europeo contienen proteasas. La aplicacidn de
las mismas en el lavado ha aumentado debido al deseo del ahorro energético. Se ha
demostrado que el remojo en un agente enzimatico seguido de un lavado a baja
temperatura resulta en un mejor lavado, comparado con un lavado normal a alta

temperatura (Maase & Van Tilburg, 1983).
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1.3.4- Industria textil

Las enzimas proteoliticas se emplean en el tratamiento de las fibras proteicas naturales
de la lana, durante las fases de hilado, tefiido y acabado de los tejidos, con el fin de
obtener una superficie mas limpia y suave. El uso de enzimas para este proceso es una
alternativa ecoldgica comparado con los procesos quimicos que producen efluentes

contaminantes (Infante el al., 2010).

Otra aplicacién se encuentre durante el desgomado de la seda natural. La fibra de seda
esta formada por dos proteinas, la fibroina (centro estructural) y la sericina (material
pegajoso que cohesiona la fibra). La sericina produce que la fibra de seda se vuelva
rigida y carente de brillo (Fredy et al., 2003; Horan et al., 2005). La técnica de
desgomado consiste en el tratamiento de la fibra con una proteasa alcalina en solucién
y un tensoactivo no idnico, seguido por un tratamiento con una solucidon de enzima
capaz de degradar la sericina a pH 8.8 y 55-60 °c, por una o dos horas. Este método ha

sustituido al proceso de hervir los hilos en una solucién jabonosa alcalina.

1.3.5- Tratamiento de cueros

Dentro de la industria de la curtiembre, las proteasas se aplican en las etapas de
remojo y depilacion. Mediante el remojo se pretende rehidratar las pieles hasta
aproximarse a su textura original para obtener cueros de alta calidad, donde las
proteasas juegan un rol en el proceso de ablandamiento. En el depilado se elimina los
pelos o la lana de la piel, utilizando con este fin cal hidratada y sulfuro de sodio que
disuelven el pelo al abrir las estructuras de las fibras. Este tratamiento quimico genera
muchos residuos y efluentes quimicos dafinos para el medio ambiente. Una alternativa
ecolégicamente amigable, es utilizar proteasas, solas o auxiliadas con los sulfuros, que
generan menos residuos toxicos. Ademas, las enzimas logran optimizar las propiedades
del cuero dando una textura de fibras mas ligera y suave (Dayanandan, 2003; Horan

2005).
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1.3.6- Industria quimica

Las proteasas se utilizan también para la produccién de peptonas, la base de la mayoria
de los medios de cultivos de microorganismos. Las peptonas son el producto (soluble
en agua) de una digestion enzimatica de cualquier fuente proteica, y que varia segun la
materia prima de partida, el tipo de proteasa y las condiciones de hidrdlisis utilizadas
(Vasileva-Tonkova et al., 2007). Cada peptona tiene sus propias caracteristicas
biolégicas, y no todas cumplen con las exigencias para el cultivo de todos los
microorganismos y células. Diferentes sustratos animales y vegetales se utilizan como
fuente de proteinas para la producciéon de peptonas, muchas de ellas valiosas y caras,
haciendo esta industria de las mas rentables (Parrado et al., 1993; Reissbrodt et al.,

1995; Martone et al., 2005).

1.3.7- Aplicaciones clinicas

Las proteasas se utilizan en dermatologia porque tienen la capacidad de remover tejido
necroético en el tratamiento de éscaras y quemaduras (Ayello & Cuddigan, 2004).

Entre otros, se ha descrito también el uso de enzimas proteoliticas para el tratamiento
de heridas purulentas, lesiones por carbunco, forinculos, y como agente trombolitico.
Se incluye también el tratamiento local de Ulceras de piel, eliminando el tejido
necrético de la herida, favoreciendo asi el proceso de cicatrizacién y rejuvenecimiento

epitelial (Kudrya & Simonenko 1994; Fornbacke &Clarsund 2013).

1.4- Catalisis a baja temperatura

La utilizacidn de enzimas proteoliticas es vital para muchos procesos industriales. Sin
embargo, muchos de estos procesos tienen como limitante la temperatura de trabajo,
ya que algunos procesos deberian llevarse a cabo a temperaturas bajas, por ejemplo
para mantener las caracteristicas del producto final, o por la baja estabilidad de los
compuestos de partida a alta temperatura. Esto supone un problema, dado que la

mayor parte de las enzimas de uso industrial provienen de microorganismos mesofilos.
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Mesdfilos son aquellos microorganismos cuya temperatura éptima de crecimiento es
cercana a los 35°C, por tanto, el arsenal de enzimas presentes en ellos, han
evolucionado para presentar temperaturas optimas entre 45 y 65°C (Wolf et al., 2004).
Siguiendo esta linea de razonamiento, seria esperable encontrar microorganismos

productores de enzimas activas a bajas temperaturas en un ambiente frio.

Entre los ambientes frios de nuestro planeta, se encuentra la Antartida, un continente
geograficamente aislado y con influencia antropogénica casi nula. Posee una amplia
diversidad de ambientes acudticos desde océanos, mares y hielos marinos, y variados
lagos de salinidad variable. Estos ambientes experimentan condiciones climaticas
extremas, como aridez, fluctuaciones de temperatura y altas dosis de radiacién solar.
Sobre la mayoria del continente, predomina un frio polar. Estas condiciones limitan la
diversidad de animales y vegetales superiores; sin embargo, la biodiversidad
microbiana es alta. Los microorganismos que han logrado colonizar estos nichos han
evolucionado para crecer y desarrollarse a bajas temperaturas. Aquellos
microorganismos que presentan una temperatura optima de crecimiento cercana a 15
°C (y no crecen mas alla de los 20 °C) se denominan sicréfilos; mientras que aquellos
que presentan temperaturas optimas de crecimiento cercana a los 25 °C (y no crecen
mas alld de los 30 °C) se denominan sicrotolerantes. Estos microorganismos
representan una fuente explotable de enzimas novedosas y con actividad a bajas
temperaturas (Ohgiya et al., 1998; Feller & Gerday, 2003; Van der Burg, 2003; Adekoya
et al., 2006; Martinez-Rosales & Castro-Sowinski, 2011; Martinez-Rosales et al., 2012).

Las proteasas activas a bajas temperaturas podrian ser utilizadas en procesos
industriales que requieran temperaturas de reaccion menores a las requeridas por las
enzimas provenientes de microorganismos mesofilos. Por otro lado, el uso de enzimas
activas a bajas temperaturas podria suponer un ahorro energético durante la
realizacién de algunos procesos, al poder efectuar las reacciones a temperatura

ambiente.
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1.5- Caracteristicas de las enzimas

En general, las enzimas hidroliticas siguen el comportamiento descrito por Michaelis y
Menten. En las reacciones enzimaticas, la velocidad de catdlisis sigue una cinética de
saturacion tomando en cuenta la concentracidon de sustrato. A concentraciones muy
bajas de sustrato, la velocidad aumenta linealmente con la concentracion de sustrato.
Pero a medida que aumenta la concentracién de sustrato, la relacién comienza a
perderse, llegando a la saturacién, donde la velocidad de la reaccién se ve limitada en
un valor conocido como velocidad méaxima (V). La velocidad de una reaccién que
cumple las caracteristicas definidas por Michaelis y Menten puede expresarse de forma

cuantitativa en la ecuacion:

_ [E][S] K
Ky + 5]

Donde, Kcar[E]l = Vinz,

La concentracidn de sustrato en la cual la velocidad se iguala a la mitad de la velocidad
maxima, se conoce como Ky, denominada constante Michaeleana. K (constante
catalitica o niumero de recambio) se corresponde al nimero de moléculas de sustrato
convertidas en producto por unidad de tiempo, en condiciones dptimas. La relacién
entre K.t Y Km es una medida de la eficiencia enzimatica, y mide la eficiencia con la cual
una enzima convierte un sustrato en producto. Es por esta razén que se le denomina

constante de especificidad.

1.6- Enzimas activas a bajas temperaturas

La actividad de una enzima depende de la temperatura a la cual se desarrollo la
reaccion, entre otras propiedades. Para un microorganismo mesdfilo creciendo a una
temperatura menor a su éptimo de crecimiento se evidencia una reduccién de la
actividad de las enzimas que presente en ese momento. Para resolver este problema,
los microorganismos sicréfilos y sicrotolerantes, poseen enzimas que se han adaptado

y/o evolucionado sufriendo modificaciones que les permiten funcionar
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apropiadamente a bajas temperaturas (enzimas sicrofilas). Estas adaptaciones
usualmente tienen como diana aumentar la actividad especifica y/o disminuir la
temperatura dptima de catadlisis. Entre otros, para mantener la actividad a
temperaturas bajas, las enzimas de los microorganismos sicréfilos aumentan su
eficiencia catalitica (Ket/Km). Para lograrlo, las enzimas sufren modificaciones
estructurales que llevan a una mayor flexibilidad de la molécula, pero menor
estabilidad (Morgan-Kiss et al.,, 2006; Marx et al., 2007). Entre los cambios
estructurales se ha detectado que algunas enzimas sicréfilas presentan mayor nimero
de aminodcidos con cadenas laterales hidrofdbicas expuestas al solvente, comparado
con sus homologas meséfilas (Rodriguez & Tiedje, 2008; Margesin & Miteva, 2011;
Martinez-Rosales et al., 2012). Se ha detectado también un aumento del nimero de
glicinas y alaninas, y una disminucién de asparaginas (disminuciéon de enlaces de
hidrégeno) en las enzimas producidas por los microorganismos sicréfilos en
comparacién con las enzimas homdlogas de un microorganismo meséfilo (Gianese et
al., 2001). También se ha registrado una mayor proporcidon de aminodcidos con carga,

principalmente treonina y glutamato (Saunders et al., 2003).
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1.7- El género Flavobacterium

Los integrantes del género Flavobacterium son bacterias en su mayoria comensales,
aunque se incluyen algunos patogenos oportunistas (Cabrera et al., 1961). Son Gram
negativos en su tincién, presentado una morfologia de bastdn, son aerdbicas y su
tamafo puede oscilar entre 2-5 pm de largo y 0.3—0.5 um de ancho. Son generalmente
moviles. Cuando crecen en medio sélido con agar forman colonias de color anaranjado,
amarillo o crema. Presentan un bajo contenido G+C, 32—-37%. Son quimiorgandtrofos y
buenos degradando muchos biopolimeros como la celulosa, quitina y pectina
(Reichenbach & Dworkin, 1991; Manz et al.,, 1996). Pueden encontrarse en casi
cualquier habitat, como alimentos (Kusaya, una comida tradicional japonesa con base
de pescado putrido) (Satomi et al., 1997), en el rumen (Ramsak et al., 2000), como
endosimbiontes en las cucarachas (Bandi et al.,, 1994), en fuentes hidrotermales
(Sievert et al., 2000), en los sedimentos de lagos y océanos (Llobet-Brossa et al., 1998)
e inclusive en rocas y aguas congeladas en la Antartida (Smith et al., 2000; Yi et al.,
2005; Martinez-Rosales & Castro-Sowinski, 2011). Entre las bacterias productoras de
hidrolasas extracelulares, se ha descripto que los miembros del género Flavobacterium
producen metalo-proteasas, con un atomo de zinc coordinando el sitio catalitico y con
una estructura tridimensional estabilizada y sensible a la presencia de calcio (Zhang et

al., 2011).

19



1.8- Antecedentes del trabajo

Desde el afo 2008, nuestro laboratorio trabaja en proyectos relacionados al
aislamiento e identificacién de bacterias sicrdfilas y sicrotolerantes con potenciales
aplicaciones biotecnoldgicas. En este contexto, se han obtenido varios aislamientos de
origen antartico identificados como pertenecientes a los géneros Pseudomonas,
Janthinobacterium, y Flavobacterium (Tesis de Grado de Cecilia Martinez-Rosales;
2008). Todos estos producen proteasas extracelulares activas a bajas temperaturas. En
el caso del aislamiento Pseudomonas sp. AU10, se ha identificado el gen responsable
de la sintesis de una proteasa extracelular (Tesis de Maestria de Natalia Fullana; 2014) y
de una laccasa (polifenol oxidasa) (Tesis de Maestria de Victoria Brafa, en curso).
Ambas enzimas se estan produciendo en forma recombinante y caracterizando sus

propiedades bioquimicas.

Durante esta pasantia se trabajo con el aislamiento Flavobacterium sp. AU8, una
bacteria Gram-negativa, capaz de crecer entre 4 °C y 20 °C (no crece a 30 °C) con un
tiempo generacional de 25 y 13 h, respectivamente. AU8 produce al menos una
proteasa extracelular (evidenciado por los estudios de zimogramas), cuando la bacteria
crece entre 4 °C y 20 °C en un medio de cultivo suplementado con leche descremada
(Tesis de Grado de Cecilia Martinez-Rosales; 2008). La produccién de la proteasa se
evidencid al observar la formacidon de un halo de transparencia, producto de la
hidrolisis de las proteinas lacteas, cuando el microorganismo se cultivé en medio sélido
suplementado con leche. Algunos estudios preliminares demostraron que la proteasa

extracelular producida a 4 OC es activa entre 4 °C y 30 °c.
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Objetivo General

Identificar la regidon codificante de una proteasa extracelular producida por un
aislamiento de Flavobacterium de origen Antdrtico, y realizar su caracterizacion parcial

in silico.

Objetivos Especificos

Verificar la identidad del aislamiento AU8

Analizar el nimero de proteasas extracelulares secretadas al medio

Identificar la proteasa extracelular producida por AU8 por espectrometria de masas
Obtener la secuencia codificante

Caracterizar algunas propiedades de la enzima in silico

Analizar el nimero de copias del gen en el genoma de AU8

Objetivos Educativos

Adquirir entrenamiento en algunas técnicas de microbiologia, bioquimica y biologia
molecular, asi como del uso de bases de datos y analisis de secuencias, tomando como

objeto de estudio una enzima de potencial relevancia industrial.
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2. Materiales y Métodos

2. 1- Microorganismos utilizados durante este trabajo

Durante este trabajo se utilizaron aislamientos bacterianos de origen antartico y cepas

de Escherichia coli para la multiplicacidn de plasmidos. Los microorganismos utilizados

se describen en la Tabla 2.1.

Para el crecimiento bacteriano se utilizaron los medio LB (Anexo: Medios de cultivo) y

ML segln se describe mas adelante.

Tabla 2.1. Microorganismos y algunas propiedades relevantes de los mismos.

Bacteria

Propiedades relevantes

Referencia

Flavobacterium sp. AU8

Flavobacterium sp. AU13

Flavobacterium sp. AU23

Pseudomonas sp. AU6

Pseudomonas sp. AU9

Pseudomonas sp. AU10

Janthinobacterium sp. AU11

E. coli DH5a

Sicroéfila. Productora de una
proteasa extracelular.
Sicroéfila. Productora de una
proteasa extracelular.
Sicrofila. Productora de una
proteasa extracelular.
Sicrotolerante. Productora de
una proteasa extracelular.
Sicrotolerante. Productora de
una proteasa extracelular.
Sicrotolerante. Productora de
una proteasa extracelular.
Sicrotolerante Productora de
una proteasa extracelular.
Propagacion de plasmidos.
hsdR17 endA1 thi-1 gyrA96
relAl supE44 AlacU169
(p80dlacZAM15)

Martinez-Rosales vy
Sowinski, 2011
Martinez-Rosales vy

Sowinski, 2011

Castro-

Castro-

Diana, L. Comunicacion personal

Martinez-Rosales vy
Sowinski, 2011
Martinez-Rosales vy
Sowinski, 2011
Martinez-Rosales vy
Sowinski, 2011
Martinez-Rosales,
Comunicacién Personal

Sambrook et al. 1989

Castro-

Castro-

Castro-
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2. 2- Produccion de la proteasa extracelular producida por
Flavobacterium sp. AU8

Para la produccién de la proteasa extracelular producida por Flavobacterium sp. AU8,
los microorganismos se cultivaron en medio LB diluido 20 veces, suplementado con
leche en polvo descremada al 5% (medio ML). Se esterilizaron en forma independiente
el medio LB diluido diez veces (20 min a 121 °C) y la leche descremada en polvo
(Conaprole) al 10% reconstituida en agua destilada (10 min a 121 °C). La solucién de
leche se esterilizé por separado para evitar la desnaturalizacién de las proteinas lacteas
por la sobreexposiciéon al calor. A continuacion se mezclaron volimenes iguales de
ambas preparaciones, en condiciones asépticas, obteniendo el medio final (ML) a la

concentracion deseada.

Se realiz6 un precultivo, desde una colonia aislada de AUS8, en medio LB y se crecio
hasta la fase exponencial tardia a 4 °C y agitacién (220 rpm), siguiendo técnica aséptica.
Para la produccion de la proteasa, se transfirié un volumen de inéculo del 1% hacia el
medio ML y se incubd a 4 °C con una agitacién de 220 rpm. La produccién de la
proteasa extracelular se evidencid por la coagulacién de las proteinas lacteas, unos 10

dias mas tarde.

Las células se sedimentaron por centrifugacion durante 2 min a 12000 rpmy 4 °c, y el
sobrenadante se filtr6 por filtros de 0.45 um. El sobrenadante libre de células

conteniendo las enzimas proteoliticas (sobrenadante proteolitico) se conservé a -20 °c.

2. 3- Zimograma

El nimero de proteasas extracelulares producidas por AU8 se verificé mediante un gel
de actividad (zimograma). El ensayo consistié en realizar una electroforesis en un gel
nativo de poliacrilamida co-polimerizada con gelatina. El gel constd de un gel
concentrador y un gel separador al 8 y 5%, respectivamente, conteniendo 0,1% de

gelatina previamente disuelta en agua destilada. Se sembraron 15 pL de muestra por
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pocillo, preparada en bufer de muestra sin dodecilsulfato de sodio (SDS), ni B-
mercaptoetanol. La electroforesis se realizd a 180 V en bufer Tris-Glicina (pH 8,3), a
temperatura ambiente, hasta que el frente de corrida se ubicé a un centimetro del final
del gel. El gel se enjuagd en Tritdn al 1% durante una hora, seguido de dos enjuagues
de 5 min en agua destilada. Se incubd en bufer de actividad a temperatura ambiente
durante toda la noche para permitir la accién de la enzima proteolitica. Las bandas de
actividad se revelaron sumergiendo el gel en Azul de Coomasie R250 al 0,1% y
posterior lavado con solucidon decolorante. La actividad protedsica se detecté por la

produccién de zonas de clarificacién en el gel (bandas sin color) sobre un fondo azul.

Las soluciones utilizadas en estos ensayos y las mezclas de reaccion se describen en el

Anexo: Electroforesis.

2. 4- SDS-PAGE e identificacion de la proteasa por espectrometria
de masas

El sobrenadante proteolitico se analizd6 procediendo con la separacidon de proteinas
mediante electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Para
ello se utilizd un gel concentrador al 5% y separador al 12%. La separacion de proteinas
se realizd a un voltaje de 70 V hasta que el frente de corrida alcanzé un centimetro del
final del gel. Se utilizé bufer de corrida Tris-Glicina (pH 8,3). Las bandas de proteinas se
visualizaron por tincion con azul brillante de Coomasie R250 al 0,1% y posteriores
lavados con solucién decolorante. Se utilizd como marcador de peso molecular el

“Protein Ladder” (10-250 kDa, Cat. No. P7703S) de BioLabs.

La identificacidn de las bandas proteicas lo realizé el servicio de UBYPA del Instituto
Pasteur de Montevideo, por espectrometria de masas (MALDI-TOF). El mapeo
peptidico de las proteinas seleccionadas se realizdé mediante digestion triptica vy
determinacién del espectro de masas en el equipo 4800 MALDI-TOF (Applyed
Biosystems) en modo reflector y se calibraron usando una mezcla de péptidos estandar
(Applyed Biosystems). Los péptidos obtenidos se compararon con la base de datos

NCBI empleando el programa MASCQOT.
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2. 5- Extracciones de ADN

2. 5.1- Extraccion de ADN gendmico (ADNg)

Se centrifugaron 3 mL de un cultivo bacteriano crecido durante toda la noche durante 2
min a 10000 rpm, a temperatura ambiente. El pellet celular se lavé con 1 mL de cloruro
de sodio (NaCl) 1M estéril y luego con 1 mL de bufer T1oE»s (Tris 10 mM, EDTA 25 mM).
El pellet se resuspendié en 100 pL de solucion de lisozima (2 mg/mL preparada en
T10Ezs) y se agregaron 20 pL de ARNasa (10 mg/mL), se mezcld por inversion e incubd
durante 30 min a 37 °C. Se agregaron 567 L de bufer TsoEz (pH 8) y se mezcld
suavemente. Se incubd por 1 h a 37 oC. se agregaron 100 pL de NaCl 5 M, mezclando
en forma suave, se adicionaron 80 plL de bromuro de hexadecil trimetil amonio (CTAB)
10% en NaCl 0,7 M y se incubd por 10 min a 65 °c. Trabajando en campana de gases y
siguiendo las normas de bioseguridad correspondiente, se agregd un volumen de
cloroformo, se mezclé y se centrifugd durante 5 min a 10000 rpm. La fase acuosa se
transfirid a un nuevo tubo, donde se realizd una extraccidon con un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Se centrifugd 5 min a 10000 rpm. Se
volvié a tomar la fase acuosa y se realizd una segunda etapa de extracciéon con un
volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. A continuacidn se realizé una ultima
extraccion con un volumen de cloroformo y se centrifugd por 5 min a 10000 rpm. El
ADN se precipitd desde la fase acuosa con 0,6 volumenes de isopropanol frio durante
toda la noche a -20 °C. Se centrifugd durante 15 min a 12000 rpm, a 4 oc. El pellet se
lavd con etanol 70% frio. Se dejoé evaporar el mismo durante 15 min a temperatura

ambiente. El ADN se resuspendié en 30 pL agua destilada estéril.

En algunos casos el ADNg se extrajo usando el kit comercial de Zymo Resarch “ZR

Bacterial DNA Miniprep'V-Classic” (Cat. No. ZRC174316).

El control de la calidad del ADN se realizd mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% en bufer TAE (Anexo: Buferes), durante 30 min a 100 V. Se revelé6 mediante el uso
del agente intercalante Good View® (1 pL cada 25 mL de agarosa) y posterior

exposicion a luz UV.
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2. 5.2- Extraccion de ADN plasmidico

Se partié de 3 mL de un cultivo de AU8 crecido en medio LB durante toda la noche a
temperatura ambiente. Las células se sedimentaron por centrifugacion a 10000 rpm
durante un minuto a temperatura ambiente y se suspendieron, con la ayuda de una
micropipeta, en 150 pL de solucién Tris.HCl 50 mM (pH 8) con EDTA 10 mM. Las células
se lisaron por el agregando de 150 pL de una solucién de hidréxido de sodio (NaOH) 2
M con SDS al 1%, con agitacidn suave hasta que se verificd transparencia, y se incubd
durante 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron 150 pL de una solucién
conteniendo acetato de potasio 3 M (pH 4,5), y se verificd la formacién de un
precipitado blanco-transparente. Se centrifugd por 5 min a 10000 rpm, y se trasvaso el
sobrenadante en un tubo limpio, donde se agregaron 900 uL de etanol 95% y se agitd
suavemente con sucesivas inversiones. Se centrifugd 20 min a 10000 rpm. Se descarté
el sobrenadante y el pellet de ADN se lavé con etanol 70%. Se retird todo el etanol y se
dejé evaporando durante 15 min. Finalmente, el ADN plasmidico se resuspendié en 40
pL de agua bidestilada estéril apirégena. Para eliminar el ARN, se incub6 con ARNasa a

una concentracion final de 100 ng/uL durante 15 min a 37 oc.

En algunos casos el ADN plasmidico se extrajo usando el kit comercial de Zymo Resarch

“ZR Plasmid Miniprep"-Classic” (Cat. No. ZRC173915).

2. 6- Identificacion del aislamiento AU8

A modo de confirmar la identificacidon del aislamiento AU8, se realizé una PCR (del
inglés Polymerase Chain Reaction) para amplificar una regién parcial correspondiente al

gen ADNTr 16S.
Se utilizaron dos pares de cebadores para el cual los amplicones resultantes se

superponen en 124 nucleétidos, tomando como referencia el genoma de Escherichia

coli. En la Tabla 2.2 se muestran los dos pares de cebadores utilizados.
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Tabla 2.2. Cebadores utilizados en la identificacion de AU8. El cebador 907R es degenerado, y la

R en su secuencia corresponde a A+G. Tm — temperatura de fusion de los cebadores

Nombre Secuencia Tm (°C)
1401R 5" CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG 3 59.1
784F 5 AAA CAG GAT TAG ATA CCC 3° 38.3
907R 5 CCGTCAATTCCTTTRAGTTT 3’ 40.5
63F 5" CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC 3’ 49.2

Se espera que los pares de cebadores (784F y 1401R) y (63F y 907F) amplifiquen

fragmentos de ADN de aproximadamente 617 y 844 pb, respectivamente.

Para un volumen final de 20 L, se mezclaron 2 pL de Bufer Ranger 10X, 0,4 pL de cada
cebador a una concentracién de 10 uM, 0,2 uL de Taq Ranger polimerasa (polimerasa
de Bioline; Cat. No. BIO-21121) y 1 uL de ADNg. El bafer Ranger contiene los dNTPs, el
cloruro de magnesio (MgCl;) y potenciadores de la amplificacion de ADN a las

concentraciones dptimas.

Para ambos cebadores las condiciones de ciclado fueron las siguientes: un ciclo de
desnaturalizacion de 95 °C durante 5 min, luego 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °c
durante 1 min, hibridacién de cebadores a 58 °C durante 1 min y extension a 72 oc
durante 1 min. Se concretd con un ciclo de extensién final a 72 °C durante 5 min. Para

la etapa de extension se considerd un tiempo de 60 seg por cada 1000 pb a amplificar.

La presencia del amplicén se verificé realizando una electroforesis en gel de agarosa al
1% con el intercalante Good View incluido en el mismo y posterior exposicién a luz UV,
como se describié anteriormente (punto 3. 5.1). Los productos de PCR se purificaron
usando el kit comercial de QiaGen “QlAquick Gel Extraction Kit®” (Cat. No. 28704),
siguiendo las instrucciones de fabricante y se enviaron a secuenciar en ambos sentidos

a Macrogen, Corea.

Los fragmentos secuenciados se ensamblaron para dar lugar a una sola secuencia. Para
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ellos se empled el programa especializado de BLAST, BLAST 2 sequences, del NCBI. Este
permite alinear dos secuencias de ADN estableciendo similitudes entre ellas. Los
pardmetros establecidos fueron que por cada apareamiento correcto se otorgd un
punto, y se penalizd restando dos puntos por cada apareamiento incorrecto. Para
buscar secuencias con alta similitud en las bases de datos se utilizé el programa BLASTn

del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y la base de datos ribosomales RDB

(Ribosomal Data Base; http://rdp.cme.msu.edu/).

2. 7- Diseiio de cebadores degenerados y especificos

Luego de identificar, mediante espectrometria de masa, algunos péptidos de la
proteasa extracelular producida por el aislamiento AU8, se disefiaron cebadores
degenerados dirigidos a esos péptidos, utilizando el programa GeneRunner. Se
eligieron cebadores con un grado de degeneracion menor a 1024, y con valores
positivos de AG para la formacion de dimeros y horquillas; ademas, se tuvo en cuenta
que la temperatura de fusion de los mismos estuviera en el entorno de 60 °c y el

contenido de GC en el 55-60%.

Los cebadores especificos, dirigidos a una secuencia conocida de ADN se disefiaron

utilizando los programas GeneRunner y Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/).

2. 8 - Identificacion de una region parcial del gen de la proteasa
extracelular producida por AU8

Para la identificacién de una regidon parcial del gen de la proteasa extracelular
producida por AUS, se realizé una PCR utilizando los cebadores degenerados dirigidos a
los péptidos identificados por espectrometria de masas. El amplicdn se clond en el
plasmido pTZ57R/T, se transformd a células competentes de E. coli DH5Q, se

seleccionaron los clones transformantes y se envid a secuenciar el inserto.
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2. 8.1 - Obtencion de un fragmento de amplificacion correspondiente a una
region parcial del gen de interés

La mezcla de reactivos de PCR, para un volumen final de 20 L, se realizé agregando 2
uL de Bufer Ranger 10X, 0,4 plL de cada cebador a una concentracién de 10 uM (Tabla
3.3; en la Seccién Resultados), 0,2 puL de Taq Ranger y 1 puL de ADN. La polimerasa
Ranger ADN esta disefiada para amplificar regiones de ADN mayores a 10 kb con gran
sensibilidad, alta procesividad y con actividad correctora de prueba. La enzima posee
un anticuerpo unido al sitio catalitico, que neutraliza su actividad polimerasa, vy
solamente se activa (por desnaturalizacion del anticuerpo) cuando se alcanza la
temperatura de reaccidn durante las etapas iniciales de la desnaturalizacién del ADN en
estudio. Esta propiedad de la Tag Ranger permite trabajar con la mezcla a temperatura

ambiente y evita amplificaciones inespecificas.

Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: un ciclo de desnaturalizaciéon de 95 oc
durante 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 1 min,
hibridacién de cebadores a 50 °C durante 1 min y extensién a 72 oC durante 1 min. Se

finalizd con un ciclo de extensién a 72 °C durante 5 min.

Para confirmar la presencia del amplicén, se realizd una electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% en TAE (Anexo de Bufers), agregando Good View al gel, y posterior
exposicion a UV, como se describid anteriormente. Los productos de PCR se purificaron

usando el kit comercial como se describié en el punto 2.6.

2. 8.2 Clonacion del fragmento de amplificacion

Obtenido el amplicdn, se realizd su clonado en un vector con extremos T y resistencia
al antibidtico Ampicilina (Amp). Los fragmentos se clonaron usando el kit comercial

“InsT/ACLone™ PCR cloning Kit” de Thermo Scientific (Cat. No. 00136622).

El plasmido pTZ57R/T posee en sus extremos hebras simples de repeticiones de ddT,
gue se superponen a los extremos 3°dA generados por la U-Tag polimerasa. Estos

extremos T permiten asi clonar facilmente productos de PCR en este vector. El vector
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posee un gen de resistencia a ampicilina (Amp), lo que permite seleccionar aquellas
transformantes que han adquirido el plasmido pTZ57R/T. El vector posee ademds otras
caracteristicas que permiten la deteccién de los clones que contienen el inserto de
interés. El vector contiene una copia del gen lacZ, que codifica para la enzima -
galactosidasa, la cual cataliza la reaccion de hidrdlisis de lactosa en glucosa mas
galactosa. En el medio de cultivo, en presencia de Xgal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopirandsido, sustrato alternativo para la B- galactosidasa) e IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactésido, inductor artificial del operén Lac) se observan colonias azules para
aquellas células que contienen el pldsmido con el gen lacZ intacto (hidrélisis de Xgal
para dar el producto, 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol, que se oxida para dar el producto
de color azul insoluble, 5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo). Si el producto de PCR se
inserta, el gen lacZ se interrumpe y se vuelve no funcional. De esta manera pueden

identificarse aquellas transformantes que han adquirido el inserto por ser blancas.

Una vez que la secuencia de interés se ha insertado en el plasmido pTZ57R/T, no es
necesaria la utilizacién de cebadores que hibriden con el inserto para la secuenciacion
del mismo, ya que el inserto quedara flanqueado por secuencias conocidas para el fago
T4 y secuencias M13. Los servicios de secuenciacién proveen estos cebadores
facilitando el trabajo del investigador al momento de enviar el plasmido para la

secuenciacion del inserto.

La reaccidén de ligacidn se realizé incubando 6 uL de producto de PCR con 1,5 yL del
vector pTZ57R/T, 3 uL de bufer de ligacion, y 0,5 uL de T4 ligasa, para un volumen final

de 10 pL. Se incubd durante 2 h a temperatura ambiente, y luego toda la noche a 4 °c.

2. 8.3 Transformacion y multiplicacion del vector portando el inserto de
interés. Analisis de la secuencia

La mezcla de ligacidén se transformd a células competentes de E. coli DH5a segun se

describe a continuacion.
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2. 8.3.1 Preparacion de células competentes

La preparacién de las células E. coli DH5a competentes se realizé por tratamiento con
CaCl; frio, segun se describe en Sambrook et al. (1989). El protocolo se detalla a

continuacion.

Se prepard un precultivo de células creciendo E. coli DH5a en medio LB, a 37 oc y
agitacién, durante toda la noche. Se transfirié una alicuota de este crecimiento a 250
mL de medio LB (densidad &ptica inicial a 600 nm de 0.05) y se crecié a 37 °C, con
agitacién constante a 200 rpm, hasta llegar a una densidad 6ptica (DO) de 0,3 a 620
nm. A continuacién se centrifugé durante 10 min a 5000 rpm a 4 °C. El sobrenadante se
descartd, y el pellet se lavé con 100 mL de cloruro de calcio (CaCly) 0,1M (estéril y frio).
Se centrifugd nuevamente, se descarté el sobrenadante y el pellet se resuspendié en
50 mL de CaCl, 0,1 M. Se incubd en hielo durante una hora. Se centrifugé, y el pellet se
resuspendid en 3 mL de CaCl, 0,1 M con 20% de glicerol, siempre en frio. Las células se

fraccionaron y almacenaron a -80 °C hasta su uso.

2.8.3.2 Transformacion

Con la mezcla de ligacién se transformaron células competentes de E. coli DH5a. La
transformacion se llevé a cabo mezclando 50 uL de células competentes con 7 uL de
mezcla de ligacion. Se incubd la mezcla 30 min en hielo, luego se realizé el choque
térmico sometiendo las células a 42 °C por 90 seg y 2 min en hielo (el procedimiento se
realizé6 dos veces). A continuacidon se agregaron 350 pL de LB y se incubd a 37 oc
durante 50 min con agitacidn para permitir que las células se recuperaran. Finalmente,
la transformacién se crecid en placa, sembrando en superficie, por rastrillado de 50 y
100 pL de la mezcla de transformacién en LB sélido suplementado con Amp 100

ug/mL, XGal (40 ug/mL) e IPTG (150 pug/mL). Se incubd a 37 °C durante toda la noche.
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2. 8.3.3 Seleccion de clones y verificacion de la presencia del inserto

Los clones que incorporaron el vector con el inserto, se seleccionaron en base a la

coloracion blanca de las colonias.

Se presencia del inserto se analizdé mediante el ensayo de PCR, utilizando como
templado una mini-preparacién de ADN plasmidico de los clones seleccionados y los
cebadores correspondientes al fragmento clonado. Las condiciones de ciclado fueron

las mismas que se describen en el apartado de PCR con cebadores degenerados.

El plasmido se envid a la empresa Macrogen en Corea para la secuenciacion del inserto,
en ambos sentidos, con los cebadores universales M13F (5° GTA AAA CGA CGG CCA GT
3’) y M13pUCR (5" CAG GAA ACA GCT ATG AC 3').

2. 8.3.4 Analisis de secuencia

Las secuencias nucleotidicas se editaron mediante analisis visual del cromatograma y
usando el programa MEGA 5. La secuencia correspondiente al amplicdn se reconstruyd
a partir de las secuencias obtenidas en ambos sentidos. Finalmente se contrastaron
con la base de secuencias del NCBI, utilizando el programa "BLASTx" y la base de datos
de proteasas MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/), para buscar secuencias de alta

similitud.

2. 8.2- Confirmacion de la secuencia correspondiente a una region parcial del
gen de la proteasa extracelular producida por AU8

Para confirmar la secuencia nucleotidica correspondiente a la regidon parcial del gen de
la proteasa extracelular producida por AUS, se realizd una PCR utilizando los cebadores
especificos dirigidos al gen de la proteasa del aislamiento AUS8. La informaciéon ademas
nos permitird disefiar cebadores, simplemente por el cambio de sentido de los mismos,

para la reaccién de PCR inversa (ver mas adelante; seccion 2. 8.4).

Para un volumen final de 20 pL, la mezclaron 2 ulL de Bufer Ranger 10X, 0,4 uL de cada
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cebador preparados a una concentracion de 10 uM, 0,2 pL de Tag Ranger polimerasa y
1 uL de ADN. Los cebadores fueron los siguientes: Fwd_AU10E23 (5" TTC AGC CAG TTC
AACACC3’)y Rev_AU10E422 (5" AGT AAC TCA TGA CGC TGT AGC 3).

Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: un ciclo de desnaturalizacion de 95 °C
durante 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C durante 40 seg,
hibridacién de cebadores a 51,2 °C durante 1 min y extensién a 72 °C durante 1 min. Se

finalizé con un ciclo de extensién a 72 °C durante 5 min.

Para confirmar la presencia del amplicén de aproximadamente 500 pb, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% en TAE, con el Good View incluido en el gel y

posterior exposicién a UV.

Los productos de PCR su purificaron usando el kit comercial de QiaGen “QlAquick Gel
Extraction Kit®”, siguiendo las instrucciones de fabricante. Los productos de PCR se
clonaron en vectores con extremos T, se transformaron a células competentes de DH5Q
y se enviaron a secuenciar en ambos sentidos a Macrogen, Corea, con los cebadores tal
como se indicé en el punto anterior (3. 8.3.3). Las secuencias se compararon con la

base de datos de la NCBI utilizando la herramienta BLASTx y MEROPS.

2. 8.4- Obtencion de la secuencia codificante del gen - PCR inversa

En base a la secuencia nucleotidica obtenida para el gen correspondiente a la proteasa,
se disefiaron cebadores especificos dirigidos hacia fuera del gen, para ser utilizados en
reacciones de PCR inversa (PCRi). Los mismos se disefiaron cambiando el sentido de los

cebadores especificos.

2. 8.5- Digestion del ADN gen6mico

El ADNg de Flavobacterium sp. AU8 se digirid con varias enzimas de restriccion,
seleccionadas en base a la ausencia del sitio de reconocimiento en la secuencia parcial

conocida del gen de interés. Se utilizaron las siguientes enzimas: BamHlI, BCll, EcoRl,
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HindIll, Kpnl, Ndel, Notl, Pagl, Pstl, Sacl, Sall, Xbal y Xhol (todas las enzimas fueron de
Fermentas). Las digestiones se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante. En
un volumen final de 15 L, se agregaron 1,5 uL de bufer de cada enzima, 12 yL de
ADNg de AUS, y 1,5 uL de la enzima de restriccidn. Se incubd toda la noche a 37 oC. Las
enzimas se inactivaron incubandola a 65 °C por 20 min. La eficiencia de las restricciones
se verificd mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8% con el Good View incluido,

en bufer TAE 0,5X, a 100 V durante 50 min.

2. 8.6- Reaccion de autoligacion de fragmentos de restriccion

A continuacion se procedié a la ligacién intramolecular de los fragmentos obtenidos
luego de la digestion, utilizando la enzima T4 ligasa (Thermo Scientific). La reaccién se
prepard para un volumen final de 200 L, de los cudles 168 plL correspondian a agua
bidestilada estéril, 20 uL al bufer 10X, 2 puL a la enzima T4 ligasa, y 10 pL de cada
digestiéon. Se incubd durante 1 h a temperatura ambiente, y luego durante toda la

noche a 4 °C.

2. 8.7- Reaccion de PCR

La mezcla de ligacién intramolecular se empleé como ADN molde en una reaccién de
PCR en la cual la mezcla de reaccién fue la siguiente (para un volumen final de reaccidn
de 10 pL): 3,5 pL de agua bidestilada estéril, 2 uL de bufer 5x Ranger, 0,4 pL de cada
cebador preparado a una concentracién de 10 uM, 0,2 ul de Ranger Polimerasa y 4 L
de la mezcla de ligacion. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: un ciclo de
desnaturalizacion de 95 °C durante 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a
95 °C durante 1 min, hibridacién de cebadores a 60 °C durante 1 min y extensién a 72

°C durante 5 min. Se concretd con un ciclo de extensidn final a 72 °C durante 5 min.

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 1%, con
el agregado de Good View. La banda amplificada se purificé utilizando el kit de QiaGen
“QlAquick Gel Extraction Kit®” siguiendo las instrucciones del fabricante. El clonado,

seleccion, preparacion de ADN plasmidico y secuenciacion fueron los mismos que los
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descritos en el punto 2.8.3.3.

2.9 - Southern Blotting

Con el fin de analizar el nimero de copias del gen en estudio sobre el genoma de AU8 y
la presencia o ausencia de una proteasa homodloga en otros géneros bacterianos
(Pseudomonas, Janthinobacterium, Flavobacterium), se realizaron ensayos de Southern
blot de ADN gendmico digerido con diferentes enzimas de restriccién e hibridacién con
una sonda del gen de interés marcada con digoxigenina. El método permite detectar la

presencia de una secuencia de ADN en una mezcla compleja de ADN.

Para el marcado de la sonda de ADN y la deteccidn de los productos de hibridacidon se
utilizé el “DNA Labelling and Detection Kit” de Roche (Cat. No. 11 093 657 910). La
sintesis de la sonda se realiza por PCR y el marcado de la misma se basa en la
utilizacién de un nucleétido unido en forma covalente a digoxigenina (DIG; Fig 2.1), el
cual forma parte de la mezcla de nucledtidos, durante la reaccién de PCR. La deteccién
del producto de hibridacién se realiza por medio de un inmuno-ensayo asociado a una
reaccion colorimétrica enzimatica, llevada a cabo por parte de la fosfatasa alcalina (PA).
La sonda que hibrida se reconoce a través de los fragmentos Fab especificos para DIG,
unidos en forma covalente con la enzima PA. La visualizacidn resulta posible gracias a la
reaccion colorimétrica, donde la fosfatasa actua sobre los sustratos NBT (Nitro azul de
tetrazolium; compuesto oxidante) y BCIP (5-Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato). La PA se
encarga de hidrolizar el grupo fosfato del sustrato BCIP, y el producto organico
resultante participa de una reaccidn de éxido-reduccién, donde el NBT se oxida dando
un color violeta intenso. Finalmente, el sitio de accidn de la enzima se visualiza por la

formacidn de un precipitado insoluble de intenso color violeta.

Las soluciones utilizadas durante este procedimiento se describen en el Anexo de

Southern blot.
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Figura 2.1: DIG-11-dUTP

2.9.1- Digestion del ADN gen6mico

Se realizaron extracciones de ADNg de los aislamientos AU6, AU8, AU9, AU10, AU11,
AU13 y AU23 (Tabla 3.1), y se controld la calidad del mismo segun se describié en el
parrafo 2. 5.1. Los mismos se digirieron utilizando la enzima BamH]I. La eleccion de la
enzima de restriccién se basdé en el siguiente criterio: la ausencia de sitios de
reconocimiento de corte dentro de la regién codificante de la proteasa. Para la
obtencién de un volumen final de 20 uL de mezcla, se utilizé 2 uL de buffer de
restriccion 10x, 1,5 puL de BamHl 10 U/uL, 5 pL de ADN 20 ng/pL y 8 plL de agua

bidestilada estéril apirégena.

La digestion se realizé durante toda la noche a 37 °c y se inactivé por incubacién a 65
°C por 20 min. Las mismas se controlaron en geles de agarosa al 1% en buffer TAE
(Anexo de Buferes). La separacion de fragmentos se realizd a 100V durante 1 h. La
visualizacién de los mismos se realizé mediante el uso de Good View incluido en el gel

y exposicidn a luz UV.
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2.9.2- Transferencia

La transferencia de fragmentos de ADN a las membranas de nylon Ambition®
BrightStar®-Plus AM10102, cargadas positivamente, se realizé segln el siguiente

protocolo (las soluciones utilizadas se describen en el Anexo Southern Blot).

Preparacion del gel - el ADN se desnaturalizd sumergiendo el gel en solucién
desnaturalizante con agitacidon durante 30 min, a temperatura ambiente. Se neutralizé

por 30 min en solucién neutralizante y se expuso a luz ultravioleta por 15 min.

Preparacion de la membrana - la membrana se humedecié primero en agua y luego en

solucion desnaturalizante por 5 min.

Montado del mecanismo para la transferencia por capilaridad - Se preparé un
contenedor con soluciéon de SSC 20X. Dentro del contendedor, se colocd un soporte
(Figura 2.9.2), sobre la cual se ubicé un puente de papel Whatman® 3MM, sumergido
por sus extremos en la solucién de SSC 20x. El gel se coloco sobre el puente y se cubrié
con la membrana de nylon, verificando que estén en contacto. Sobre la membrana se
colocaron tres trozos de papel Whatman® 3MM y sucesivas capas de papel absorbente.
El dispositivo se completd al ejercer presidn sobre las capas de papel absorbente. La
transferencia transcurrié durante toda la noche. Una vez realizada, el ADN transferido a
la membrana se fij6 mediante radiacion UV a 120 mJ por 30 seg, utilizando el equipo
Hoefer uvc 500 UV-Crosslinking, exponiendo la membrana sobre papel Whatman®
3MM empapada en solucion SSC 10x. Finalmente, se procedié con un lavado en agua

bidestilada durante un minuto y se dejo secar al aire.
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Figura 2.9.2. Diagrama del mecanismo de transferencia por capilaridad.

2. 9.3- Sintesis de la sonda y eficiencia de marcado

Sintesis de la sonda - se generdé una sonda incorporando los DIG-dUTPs, usando la
técnica de PCR. Para la amplificacién se empled un par de cebadores especificos
dirigidos a una region parcial de 500pb del CDS de la proteasa. La mezcla de PCR
utilizada fue la misma a la descrita anteriormente para los cebadores especificos (punto

2.8.2).

Determinacion de la eficiencia de marcado - Se prepararon una serie de diluciones (1
ng/uL, 10 pg/uL, 3 pg/uL, 1 pg/uL, 0,3 pg/uL, 0,1 pg/uL, 0,03pg/uL y 0,01 pg/ulL) de la
sonda estandar (kit de Roche) y de la sonda sintetizada. Se aplicaron (1 pL) gotas de
ambas sondas sintetizada y sonda estandar sobre la membrana de nylon, se fijé por
tratamiento bajo radiacion UV, y se realizd la deteccion inmunoldgica con el conjugado
anti-digoxigenina-PA y la solucion de NBT/BCIP. Se procedié con la estimacion de la
concentracién de la sonda sintetizada por comparacion las diluciones, de concentracién

conocida, de la sonda estandar.
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2.9.4- Protocolo de hibridacion

En una botella para horno de hibridacion se colocd la membrana de celulosa con 20 mL
de solucién de prehibridacién cada 100 cm? de membrana. Se incubd con agitacion a
65 °C por 30 min, y se agregdé una cantidad suficiente de sonda para lograr una
concentracion final de 25 ng/mL. La sonda se desnaturalizé previamente calentando
por 5 min en ebullicién y posterior enfriamiento en hielo. La reaccién de hibridaciéon
transcurrié durante toda la noche a 65 °C. Posteriormente, se realizaron dos lavados
sucesivos de 5 min en SSC 2X con SDS al 0.1% a temperatura ambiente, seguido de dos
lavados de 15 minutos en SSC 0.5X, suplementado con SDS al 0.1% a 65 0C, ambos

lavados manteniendo agitacidén constante.

2.9.5- Deteccion inmunologica

Una vez finalizados los lavados, se sumergié la membrana en bufer de lavado por 5
min. La membrana se colocd sobre parafilm y se incubd agregando 20 mL de solucién
de bloqueo sobre la membrana durante 30 min a temperatura ambiente. Pasado el
tiempo, se retird dicha solucidon y se procedié con una segunda incubacion durante 30
min con 20 mL de solucidn de anticuerpo, ambas a temperatura ambiente. Finalmente,

se realizaron dos lavados de 15 min en bufer de lavado, a temperatura ambiente.

Para la visualizacién, la membrana se equilibré en 20 mL de bufer de deteccidon 5 min a
220 rpm, y se incubd en 10 mL de solucion de NBT/BCIP en ausencia de luz y sin
agitacion para permitir el correcto desarrollo del precipitado coloreado. La reaccién se
detuvo al alcanzar la intensidad de banda deseada mediante un lavado en agua

destilada.
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3. Resultados

3.1- Verificacion de la identidad del aislamiento AU8

Con la finalidad de verificar la identidad del aislamiento AUS, se realizé la amplificacién
y secuenciacion de un fragmento de aproximadamente 1300 pb (suma de un fragmeno
de 800 pb y otro de 600 pb) del gen ADNr 16S. Se obtuvieron fragmentos de
amplificacién acorde al tamafio esperado para ambos pares de cebadores utilizados,

como se describié en Materiales y Métodos.

En la Fig. 3.1 se muestra el resultado de la electroforesis en gel de agarosa, donde se

analizaron los productos de amplificacion.
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Figura 3.1. Andlisis de los productos de amplificacion del gen ADNr 16S de AUS8. Figura
izquierda - Con las letras Ay B se indica el grupo de cebadores utilizados: A corresponde al par
63F-907R y B al par 784F-1401R. E1 y E2 representan a las diferentes diluciones de ADN que se
utilizaron durante la PCR. Se sembraron 4 uL de mezcla de amplificacién. En el carril de la
derecha se muestra el marcador de peso molecular (MPM) 10Kb HyperLadder (BioLine) (5 pl).
Figura derecha - Se muestra el perfil de bandas de ADN del MPM vy los pares de bases
caracteristicos de cada fragmento.
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Los productos de amplificacién se enviaron a secuenciar a Corea. Las secuencias de

nucledtidos recibidas se editaron y empalmaron segun se indic6 en Materiales y

Métodos.

El andlisis de la secuencia 16S mostré que AU8 presenta alto porcentaje de similitud

con secuencias publicadas para el género Flavobacterium. A continuacién se muestran

(Tabla 3.1) las secuencias que obtuvieron la mejor calificacion luego del andlisis por

BLASTn en la NCBIl y en la base de datos ribosomales (RDB).

Tabla 3.1. Andlisis de la secuencias del gen 16S de AU8. Se muestran los resultados obtenidos
en ambos servidores, NCBI y RDB. Se indican el porcentaje de identidad y el nimero de acceso

correspondiente en cada servidor.

NCBI RDB
N. de N. de
GENERO Y ESPECIE ID. GENERO Y ESPECIE ID.
acceso acceso
Flavobacterium NR 112814.1 Flavobacterium 98%  AJ297440
frigidarium 100% - ' xylanivorum °
Flavobacteri
‘}'r’;’x;;;’;:m g9y NR-042332.1 Antarctic bacterium 96%  AJ441000
(0]
Flavobacterium NR 025020.1 Flavobacterium 98%  AF162266
frigidarium 99% - ' frigidarium °
FlZ'::::gz:m ogy, NR025202.1 Fl‘:)':::;itz:m 96% AF433174
(0]
Flavobacterium AJS85428.1 Flavobacterium 98%  AIS11961
psychrolimnae 6 ' ryxellicola °
hrol 98% llicol

Los resultados confirman la identidad del aislamiento, el cual pertenece al género

Flavobacterium. La secuencia parcial del gen 16S mostré altos porcentajes de
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identidad con diferentes especies del género, dificultando la identificacion definitiva
del mismo. Igualmente, siempre es necesario nuevos enfoques para establecer la

identidad definitiva de un aislamiento.

3.2- Determinacion del nimero de proteasas extracelulares
producidas por AU8

Con el fin de determinar si AU8 produce una o mas proteasas extracelulares, se realizé

el estudio de los sobrenadantes (libre de células), del cultivo de AU8 en medio ML, en

geles nativos de poliacrilamida con gelatina incluida en el mismo.

El resultado se muestra en la Fig. 3.2. Se observa la presencia de una sola banda de
transparencia, sugiriendo la presencia de al menos una sola proteasa extracelular

capaz de hidrolizar la gelatina.

Figura 3.2. Gel de actividad (zimograma) del sobrenadante libre de células de AU8 crecida en
medio ML. Se sembraron 18 uL del sobrenadante diluido 40 veces.

3.3- Identificacion de la proteasa extracelular producida por AUS,
por espectrometria de masas (EM)

Mediante una aproximacién protedmica, se identificaron por EM algunos péptidos de

la proteasa extracelular producida por AUS8. Esta informacién permitié el disefio de

cebadores degenerados capaces de hibridar con la proteasa de interés.

En la Fig. 3.3 se muestra el gel resultante del analisis por SDS-PAGE del sobrenadante
libre de células de AU8 crecido en medio ML. Se observa la presencia de una sola

banda proteica, de aproximadamente 60 kDa, cuando se utilizé Coomassie como
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colorante de revelado de proteinas. Esta proteina se envid para su identificacion por

EM en el servicio de UBYPA del Instituto Pasteur, en Montevideo.

MPM AU8 1/100 AU8 1/40

60 kDa—> " - —

Figura 3.3. SDS-PAGE del sobrenadante libre de células de AU8 crecida en medio ML. De
izquierda a derecha, se muestran el marcador de peso molecular BioLabs (MPM; 5 L) y los
sobrenadantes de AU8 en diferentes diluciones (18 pL por pocillo de una dilucién 1/100 y 1/40,
respectivamente).

En la Fig. 3.4 se muestran una captura de imagen de los resultados obtenidos del
analisis de EM y en la Tabla 3.2 se presenta la lista de proteinas con péptidos
identificados segun este analisis. Se identificaron péptidos de una epralisina con una
puntaje o impacto de 144, y dos metalo-proteasas con un puntaje de 86 y 87, las tres

proteinas pertenecientes a Pseudomonas fluorescens.

(7]
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Re-Search All Search Unmatched
h »
Figura 3.4. Histograma de impacto (score). El puntaje para la proteina a identificar fue -
10*Log(P), donde P es la probabilidad de que el puntaje observado sea un evento al azar. Se
considera que los puntajes mayores a 85 son significativos (p<0.05).
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Tabla 3.2. Proteinas identificadas por EM. Se presentan sélo las proteinas con un
impacto mayor a 85.

Nimerode Masa Impacto Descripcién Porcentaje de
acceso (Da) P P cobertura (%)
AJ585428.1 50139 144 Epralisina
[Pseudomonas 11
fluorescens Pf0-1]
AJ585428.1 49807 87 Metalo-proteasa
[Pseudomonas 21
fluorescens)
AJ585428.1 29286 86 Metalo-proteasa
alcalina 55
[Pseudomonas

fluorescens bv. F]

Este resultado sugiere que se trata de una metalo-proteasa son similitud a la enzima
producida por un microorganismo perteneciente al género y especie Pseudomonas

fluorescens.

En la Figura 3.5 se observan resaltados en color rojo los péptidos identificados por EM,
para la proteina que presentd el impacto mayor (144). Se reconocieron cinco péptidos.
En general, una identificacidon tentativa fiable requiere al menos de cinco péptidos.
Estos péptidos se utilizaron para el disefo de los cebadores degenerados, como se

describié en Materiales y Métodos.
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MSKVKANAVDTAEQAFQLNAAPLAASSSAFNQINSFSHQYDRGGNLTVNG
KPSFSVDQAATQLLRDGAAYQDKDGSGKIELTYTFLTSASSSTMYKHGIS
GFSQFSTQOKAQAVLAMQSWADVANVTFTEKASGGDGHMTFGNYSGGQDG
AAAFAYLPGTGAGYDGTSWYLINSGYTQNKNPDLNNYGRQTLTHEIGHTL
GLAHPGDYNAGNGNPTYNDATYGQDTRGYSVMSYWSESNTSQNFSKGGVE
AYSSGPLMDDIAAIQKLYGANLTTRTGDTTYGFNSNAGRDFLSASSSADK
LVFSVWDAGGKDTFDFSGFTQNQKINLNEASFSDVGGMVGNVSIAKGVTI
ENAIGGSGNDLLIGNSAANELKGGAGNDIIWGAGGADKLWGGAGSDTFVF
AASSDSKPGAIDQILDFVSGLDKIDLTGITNGAGLHFVSAFTGAAGDAVL

TSSGGNSLLSVDFSGHGVADFQVSTVGQAATSDIVA

Figura 3.5. Epralisina identificada por EM. Se muestran resaltados en rojo los péptidos
identificados y subrayados los aminoacidos utilizados para el disefio de los cebadores

degenerados AUSFw y AU8Rev.
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3.4- Extraccion de ADN gendmico

Se realizaron extracciones de ADNg del aislamiento AU8 y otros, para ser utilizados en
las reacciones de PCR, y se analizé la calidad de los mismos en geles de agarosa al 1%
tal cual se describié en Materiales y Métodos. En la Fig. 3.6 se observa que fue posible

obtener un ADNg de buena calidad (poca degradacion y ausencia de ARN) y cantidad.

AU6 AU8 AU9 AU11 AU13 AU23 MPM

ot v =

L BLE DL B i

HRAL]

Figura 3.6. Andlisis de la calidad y cantidad de ADNg. Sobre el carril se indica el aislamiento del
cual proviene el ADNg en estudio. En cada caso se sembraron 5 puL de ADNg. En el carril de la
derecha se encuentran el marcador de peso molecular (MPM) 10Kb HyperLadder (BiolLine) (5
pL).

3.5- Diseno de cebadores degenerados y obtencion de la secuencia
parcial del gen codificante para la proteasa extracelular
producida por AU8

Obtenido el ADNg con la calidad y pureza esperada, se procedié con las reacciones de
PCR utilizando cebadores degenerados disefiados segun se describié en Materiales y
Métodos. En la Tabla 3.3 se muestran los cebadores disefiados, el grado de

degeneracion y su temperatura de fusion (Tm).
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Tabla 3.3. Cebadores degenerados empleados en la PCR

Tm Grado de
Nombre Secuencia (5°- 37)
(°C)  degeneracion
Fwd_protAU101 GCN ACN ATG AAY AAR CAY GG 53,2 128
Rev_protAU102 TTY TGD ATN GCN GCD ATRTCR TC 55,7 1152
AU8Fw GTN GAY CAR GCN GCN ACN CA 56,4 1024
AU8Rev CCN ACC ATN CCN CCN ACR 55,5 246
Epr_Ct RAARTC NGC NAC NCC RTG 54,5 512
Epr_Nt GTN AAR GAY AAR GCN ATH G 47,5 384

El primer juego de cebadores utilizado fue AU8Fw y AU8Rev. Se analizaron varias
temperaturas de hibridacion de cebadores, desde 50 a 65 0C, utilizando un
termociclador en gradiente. No fue posible obtener un perfil de amplificacion de
bandas definidas, pero fue posible amplificar una banda difusa del tamafio esperado
de 840 pb para la temperatura correspondiente a 50 °C (Fig. 3.7). El tamafio de la
banda se calculé tomando como referencia el gen codificante de la epralisina de
Pseudomonas fluorescens Pf-01. La banda se purificd, clond y envié a secuenciar, segln
se describié en Materiales y Métodos. Se secuenciaron un par de clones. El andlisis por
BLASTx de la secuencia obtenida coincidié con una B-Lactamasa. Este resultado no era
el esperado; sin embargo, por las caracteristicas del perfil de amplificaciéon (multiples
bandas y bandas no definidas), no se esperaba obtener un buen resultado con este par
de cebadores. Por lo tanto, se precedié a realizar los ensayos con otro par de

cebadores.
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Figura 3.7. Productos de amplificacion obtenidos con los cebadores AU8Fw y AUS8Rev,
utilizando ADNg de AUS8. Sobre el carril se indican las temperaturas usadas para la hibridacion
de los cebadores. En cada caso se sembraron 3 plL de mezcla de PCR. El control negativo (-)
corresponde a la mezcla de PCR sin ADN. En el carril de la derecha se encuentran el marcador
de peso molecular (MPM) 10Kb HyperLadder (BiolLine) (5 pL). La flecha de linea puntuada
sefiala la banda que se extrajo del gel para su posterior purificacién.

A continuacidn se procedid a realizar la PCR utilizando el par de cebadores Epr_Ct y
Epr_Nt dirigidos a secuencias conservadas de epralisinas. Como se observa en la Fig.
3.8, para todas las temperaturas ensayadas fue posible la amplificacion de un
fragmento del tamafio esperado, correspondiente a 1000 pb. Se eligié la temperatura
de hibridacion de cebadores de 55 °C, donde la cantidad de productos inespecificos de
amplificacién se vio reducida. Nuevamente, la banda de interés se clond y se envié a
secuenciar en Macrogen. El analisis por BLASTx del fragmento secuenciado mostré que
el fragmento seleccionado presenta homologia con la superfamilia de las N-acetil

transferasas de Pseudomonas fluorescens.

AUS8 AUS8 AUS8 Control
MPM
45 °C

55 °C 50 °C (-)

Figura 3.8. PCR con cebadores degenerados para epralisina. Se sembraron 3 uL de cada
muestra. El control negativo (-) corresponde a la mezcla de PCR sin ADN. En el carril de la
derecha se encuentran el marcador de peso molecular (MPM) 10Kb HyperLadder (BioLine) (5
pL). La flecha de linea puntuada sefiala la banda que se extrajo del gel para posterior
purificacién.

Finalmente, se utilizé un par de cebadores degenerados presentes en la coleccion del
laboratorio y que habian sido disefiados para hibridar con metalo-proteasas de
Pseudomonas, denominados Fwd_protAU101 y Fwd_protAU102. Con este par de

cebadores se obtuvo un producto de amplificacién definido, coincidiendo en tamafio

48



(600pb) con el producto de amplificacién del control positivo Pseudomonas sp. AU10.
También se detecté un producto de amplificaciéon del tamafo esperado cuando se
utilizé el ADNg de otro aislamiento antartico identificado como Pseudomonas sp. AU1

(Fig. 3.9).

El trabajo se continué entonces con el clonado del fragmento de amplificacion

obtenido y secuenciacion del inserto segun se describié en Materiales y Métodos.

AU10g AU8g AU6g AUlg Control MPM
(-)

S «<—— 600pb

Figura 3.9. Producto de amplificacion del ADNg de AU8, AU10, AU6 y AU1, utilizando los
cebadores Fwd_protAU101 y Fwd_protAU102. Sobre cada carril se muestra el ADNg utilizado
como templado en la PCR. El control negativo (-) corresponde a la mezcla de PCR sin ADN. En el
carril de la derecha se encuentra el marcador de peso molecular (MPM) 10Kb HyperLadder
(BioLine) (5 uL).

La comparacién de la secuencia obtenida con la secuencias en la base de datos del
NCBI mostré que la misma efectivamente corresponde a una proteasa. En la Fig 3.10 se

observar una captura de pantalla del resultado del BLASTx, realizado en la NCBI.

1 S0 100 150 200 280 S0 528

RF +2 A
active site
Non-specific Znfc_serralyzin_like
hits
Peptidase H43
Superfanilies | ZnMc superfamily
| Peptidase_ M43 superfamily
Hulti-domains Peptidase_M10

ZniMc

Figura 3.10. Dominios proteicos reconocidos durante el andlisis por BLASTx de la secuencia
parcial obtenida para el aislamiento AUS.
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Tabla 3.4. Proteinas identificadas por BLASTx. Se muestran sélo las proteinas con una

identidad superior al 90%.

Descripcion N de acceso Identidad
Metalo-proteasa alcalina [Pseudomonas rhodesiae] = CAS06693.1 93%
Metalo-proteasa [Pseudomonas fluorescens] AAF80994.1 93%
Metalo-proteasa alcalina [Pseudomonas fluorescens] CAS06701.1 91%
Proteasa PrtA [Pseudomonas fluorescens] AAD09851.1 92%
Metalo-proteasa alcalina [Pseudomonas fluorescens] CBJ55048.1 90%

Segun los resultados obtenidos (Tabla 3.4), la proteina de interés se corresponde a una

metalo-proteasa extracelular dependiente de Zn, perteneciente a la subfamilia de las

serralisinas.
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3.6- Obtencion de la secuencia codificante de la proteasa

Dado que la amplificacion con los cebadores degenerados Fwd_protAU101 y
Fwd_protAU102 fue exitosa, se procedié a utilizar un par de cebadores especificos,
denominados Fwd_AU10E23 y Rev_AU10E422, y verificar que estos cebadores
amplifican el gen de interés. La reaccién de amplificacion permitié obtener un
segmento de ADN de un tamano de 400 pb para AU8 y para el control positivo AU10
(Fig. 3.11).

1 2 3 4 5
—
e G000 <«—— 600pb

Figura 3.11. Perfil de amplificacion obtenido con los cebadores especificos Fwd_AU10E23 vy
Rev_AU10E422. En cada carril se sembraron 3 pL de una dilucién en diez del producto de PCR.
El control negativo (-) corresponde a la mezcla de PCR sin ADN (carril 5). En el carril 4 se
encuentra el marcador de peso molecular (MPM) 10Kb HyperLadder (BioLine) (5 uL). En el
carril 1 se muestra el control positivo correspondiente al ADNg de AU10. En los carriles 2y 3 se
muestran los productos de amplificacion de AUS.

Los cebadores especificos amplificaron de forma eficiente un segmento del tamano
esperado. Por lo tanto, se disefiaron nuevos cebadores (inversa y complementaria de
los cebadores especificos) con la finalidad de utilizarlos en la reconstruccién de la

secuencia codificante completa de la proteasa por PCRi.

Como molde para la amplificacidon se utilizaron trece autoligaciones. En la Figura 3.12
se observa el analisis de la calidad de las digestiones realizadas con cada una de las
trece enzimas de restriccion. En todos los casos fue posible obtener una digestidon

completa, evidenciada por la estela de ADN en el gel de agarosa.
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BamHl  BCll EcoRl Hindill Kpnl Ndel  Notl Pagl Pstl Sacl Sall Xbal  Xhol MPM

Figura 3.12. Digestiones del ADNg de AUS8. Se sembraron 3 plL de cada muestra. En el carril de
la derecha se muestra el marcador de peso molecular (MPM) 10Kb HyperLadder (BioLine) (5
ML). Sobre los pocillos se indica la enzima de restriccion que se utilizé en cada caso.

En la Figura 3.13 se muestra que fue posible la amplificacién por PCR de las
autoligaciones provenientes de la digestién con las enzimas de restricion Pstl y Xbal,
cuando se utilizaron cebadores dirigidos hacia fuera de la secuencia parcial de la
proteasa en estudio. Ambos fragmentos presentaron un tamafio aproximado de 1500
pb y 5000 pb, respectivamente. No se observaron amplicones para el resto de las

autoligaciones utilizadas como molde de ADN.

BamHI  Pstl EcoRI Hindill Kpnl  Ndel  Xbal Pagl BCll Sacl Sall Notl Xhol MPM
- ‘g 5000pb

-
- <+—— 1500pb

Figura 3.13. Perfil de amplificacidn obtenidos por la PCRi. Se sembraron 2 plL de la mezcla de
PCR. En el carril de la derecha se sembrd el marcador de peso molecular (MPM) 10Kb
HyperLadder (BiolLine) (5 uL). Sobre cada carril se indica la enzima utilizada para digerir el
ADNg antes de la reaccidn de autoligacion.
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Dada la baja intensidad de las bandas obtenidas, se procedio a ajustar las condiciones
de amplificacion, variando la temperatura de hibridacidon de los cebadores (ver Fig

3.14A).

Se siguid el trabajo con la autoligacidon cuya PCRi generd un fragmento de 5000pb. Se
realizé la PCRi a diferentes temperaturas de hibridacion de cebadores y se determind
que la temperatura dptima para la obtenciéon de una banda de amplificacién definida
fue de 60 °C (Fig. 3.14A). La banda se purificé (Fig. 3.14B), clond y envié para su

secuenciacion.

54°C  56°C 58°C 60°C MPM El

E2 MPM
1 w °
' :<— 5000pb
— R <« 5000pb

Figura 3.14. Perfil de amplificacion por PCRi utilizando como molde los ADN de las
autoligaciones (digestion con Xbal). A) Gradiente de temperaturas. Se muestra sobre cada
carril la temperatura de hibridacién de los cebadores. B) Andlisis de la calidad de la purificacion
del fragmento de 5000 pb. E1 y E2 corresponden a diferentes eluciones del producto de PCR.
Para ambos geles se cargaron 3 pL de cada muestra y 5 pL del marcador de peso molecular
(MPM).

3.6- Analisis de la secuencia codificante

El fragmento clonado se secuencidé en ambos sentidos. Las secuencias obtenidas se
editaron y se empalmaron con la secuencia parcial del gen de la metalo-proteasa.
Utilizando el programa ORF finder se identificé un marco abierto de lectura entero, el
cual corresponde con una metalo-proteasa, segun las bases de datos de la NCBI y
MEROPS. En la Figura 3.15 se muestra la reconstruccidon de la secuencia aminoacidica

del ORF identificado.
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MSKVKDKAIVSAAQASTAYSQIDSFSHQYDRGGNLTVNGKPSFTVDQAADH
LLRDGAAYKDVNHNGKIDLTYTFLASASSATMNKHGISGFSQFNTQQKAQA
VLAMQSWADVANVSFTESASGGDTHMTFGNYSGGQAGAAAFAYLPGTGA
GYDGTSWYLTNSSYTPNKAPDLNNYGRQTLTHEIGHTLGLAHPGDYNAGT
GNPTYKNADYGQDTRGYSVMSYWSESNTNQNFTKGGVEAYASGPLIDDIA
AIQKLYGANYNTRAGDTTYGFEFNSNTGRDFYSATSNADKLVFSVWDGGGND
TLDFSGFTQNQKINLNEASFSDVGGLVGNVSIAKGVTVENAFGGSGNDLIIG
NNAANLIKGGAGNDIIYGGGGADQLWGGAGNDTFVFGASSDSKPGAADKI
FDFTSGSDKIDLSGITKGAGLTFVNAFTGHAGDAVLSYASGTNLGTLAVDFS
GHGVADFLVTTVGQAVASDIVA

Figura 3.15. Secuencia primaria de la proteasa. En rojo se observa el sitio catalitico y en celeste
los sitios de unidn a calcio, segun el andlisis de la secuencia en la base de datos de proteasas,
MEROPS.

EL resultado de BLAST en la base de datos de MEROPS, utilizando la secuencia
completa de la posible proteasa mostré que el ORF identificado corresponde a una
epralisina (metalo-proteasa extracelular) (Tabla 3.5), perteneciente al clan MA y a la

familia M10. La proteina se denominé MP8.

Tabla 3.5. Proteinas identificadas por BLAST (MEROPS). Se muestran sélo las proteinas con una
identidad superior al 80%.

Descripcion N de acceso Identidad

Epralisina [Pseudomonas fluorescens] MER493227 87%

Epralisina [Pseudomonas fluorescens] MER493226 86%

Epralisina [Pseudomonas fluorescens] MER493231 85%

Una caracteristica comun de las metalo-proteasas es que son secretadas al medio
extracelular mediante un mecanismo comun de bacterias Gram-negativas que no
requiere de una sefial N-terminal (Wandersman, 1989). Por este motivo, se estudio si
MP8 presenta una secuencia sefial mediante su analisis en el servidor Signal P. No se

evidencio la presencia de un péptido sefial (Fig. 3.16).
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Figura 3.16.Analisis de MP8 en el servidor Signal P. C-score (puntuacidn de sitio de corte en
bruto) distingue péptidos sefial del sitio de corte de todo el resto. El C-score estd disefiado
para que sea de valor alto en la posicidon inmediata luego del sitio de corte (el primer residuo
de la proteina madura). S-score (puntuacién del sitio de corte) distingue posiciones con
péptido sefial de posiciones en las regiones maduras de las proteinas y de las proteinas sin
péptido sefial. Y-score (puntaje combinado de sitio de corte) combinacién (media geométrica)
del C-score y de la pendiente del S-score, proporciona una mejor prediccidn del sitio de corte.
Esto es posible por el hecho de que muchos pico altos pueden encontrarse en los C-scores en
una secuencia, donde sdélo uno es el verdadero sitio de corte. Y-score distingue entre los picos
del C-score, escogiendo para el cual la pendiente del S-score es aguzada. Mean S es el
promedio del S-score de los posibles péptidos senal (desde la posicién 1 a la posicidén
inmediatamente después del maximo del Y-score). D-score (puntaje de discriminacion)
promedio balanceado de los puntajes de la media de S y la maxima de Y, permite discriminar
péptidos sefial de los que no lo son. Para proteinas no secretadas, todos los puntajes deben ser
menor al valor 0,1.

A modo de identificar un posible propéptido, se procedié a realizar alineamientos de
MP8 con proteasas homdlogas de otros microorganismos. Entre estas ultimas, se

incluyé la metalo-proteasa de Serratia marscesens (proteasa modelo de la familia
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M10), que presenta un sitio de corte del propéptido en el aminoacido 16. Del resultado
del alineamiento sugiere que MP8 se produciria en la forma de un propéptido con un

sitio de corte en el aminodcido 13 (Fig 3.17).

El sitio activo de las proteasa de pertenecientes a la familia M10 se caracteriza por
tener un motivo conservado HEXXHXXGXXH, donde se encuentra el glutamato
catalitico y el ligando de zinc. También presentan un extremo C-terminal rico en
dominios Gly-Gly-Xaa-Gly-Asn-Asp responsable de la unién de iones calcio. En MP8 se
identificaron tanto el motivo catalitico conservado como dos sitios de unidn a calcio

(Figs. 3.15 y 3.17).
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Figura 3.17. Alineamientos de MP8 con proteasas de la familia M10. Se indica con una flecha el
sitio de clivaje. Se utilizaron las secuencias aminoacidicas de las siguientes proteasas
producidas por los siguientes microorganismos: S. marcescens (MER001096), P. fluorescens
(AAD09851), P. fluorescens (MER004614) y la proteasa MP8 (ProtAU8). En el recuadro de color
rojo, cercano al aminoacido 200, se muestran el motivo conservado necesario para la catalisis.
En los otros dos recuadros, en la posicidon 360 y 380 se muestran los motivos de unidn a calcio.

Utilizando el programa Expasy (http://web.expasy.org/compute_pi/), se determiné el
punto isoeléctrico y la masa tedrica, 4.79 y 49368.56 Da, respectivamente.
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3.7 Numero de copias del gen MP8 y busqueda de proteasas
similares en otros aislamientos antarticos

La sonda de hibridacidn se sintetizd por PCR, utilizando los cebadores Fwd_AU10E23 y

Rev_AU10E422. Como se esperaba, se obtuvo un fragmento de amplificacion mayor al

tamafio de 400pb debido a que el mismo presenta los nucledtidos marcados con

digoxigenina, lo cual incrementa su tamafio relativo y por lo tanto retrasa su migracién

en el gel. La concentracidn de la sonda se estimé en de 42 ng/uL, determinado segun

se indica en Materiales y Métodos.

En la Fig. 3.18 se muestran las digestiones del ADNg de diferentes aislamientos
realizadas con la enzima de restriccién BamHI. En todos los casos fue posible obtener
una digestidon completa, evidenciada por la estela de ADN en el gel de agarosa. El gel se
utilizé posteriormente para la transferencia del ADNg digeridos a membranas de

nylon.

ADNg ADNg ADNg ADNg ADNg  ADNg ADNg MPM
AU6 AU9  AU8 AU10 AU11  AU13 AU23

Figura 3.18. Perfil de digestién del ADNg de varios aislamientos antarticos, con la enzima
BamHI. Se sembraron 5 pL de ADNg de los diferentes aislamientos. A la derecha se sembrd 1
uL del MPM.

En la Fig. 3.19 se muestra el resultado del Southern blot. Se observé el mismo nimero
de fragmentos de ADN capaces de hibridar con la sonde de la proteasa para los
aislamientos AU10 y AUS8. Tres fragmentos en cada caso. Los mismos presentan un
tamafio de 8000, 5000 y 3000pb aproximadamente. Se puede observar una tenue

banda de hibridacién para AU13, sin embargo cuando se realizé una PCR con los
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cebadores especificos para la proteasa en estudio, no se obtuvo amplificacién al usar
el ADNg del aislamiento AU13, por lo que podria tratarse de ADN no digerido donde la

sonda hibridé de forma inespecifica.

ADNg ADNg ADNg ADNg ADNg ADNg ADNg

MPM AU23 AU13 AU11 AU10 AU8 AU9 AU6
8000—> "
5000—>
3000—

Figura 3.19. Southern Blot. Revelado de la membrana de nylon.

58



4. Discusion y perspectivas de futuro

4.1- Verificacion de la identidad del aislamiento

La fisiologia y ecologia de las bacterias se encuentran estrechamente relacionadas. Las
adaptaciones que llevan a la colonizacién de ambientes naturales, y en este caso de
un habitat polar, puede alterar dichas propiedades (Chessa et al., 2000; Vazquez et al.,
2004). Por ejemplo, el contenido de lipidos de la membrana se modifica dependiendo
de la temperatura de crecimiento de la bacteria (Margesin, 2012). Por este motivo, las
propiedades fisiolégicas de un aislamiento no necesariamente se ajustan a las
propiedades generales descritas para un determinado microorganismo de su mismo
género y especie. Es por tanto necesario incluir el analisis de caracteristicas
evolutivamente mas conservadas para identificar un microorganismo, tal es el caso del

uso de la secuenciacion 16S-rDNA para la asignacion de género.

Los rasgos fenotipicos de AU8 coincidieron con aquellos reportados para flavobacterias
sicrotolerantes. Se trata de bacterias Gram-positivas en su tincion y de respiracién
aerobia, presentando una importante produccién de biomasa entre 4 °C y 20 °C (no
crece a 30 0C) (Martinez-Rosales & Castro-Sowinski, 2011). Pero estas caracteristicas
no son suficientes para identificar al microorganismo. Entonces la identidad del mismo
se verific6 mediante la comparacidon de la secuencia nucleotidica de la subunidad
ribosomal 16S en las bases de datos. El uso de este marcador molecular es de especial
importancia durante la dilucidacién de las relaciones evolutivas entre bacterias, pero
también pueden usarse otros marcadores como los genes que codifican para la RNA
polimerasa. Por ejemplo, el gen rpoB (codifica la subunidad B de la polimerasa) es de
gran relevancia para definir nuevas especies y refinar el estudio de comunidades
bacterianas (Adékambi et al., 2009). Sin embargo, el estudio de la secuencia del gen
16S, no es suficiente para asignar una identificacién definitiva, la misma deberia
también tomar en cuenta varias caracteristicas genéticas como fueron mencionadas,
ya que las caracteristicas estructurales y metabdlicas de los microorganismos

extremofilos se encuentran bastante sesgadas por la plasticidad fenotipica. Por este
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motivo, y hasta tener una identificacion definitiva, el aislamiento se seguira
denominando Flavobacterium sp. AUS.

En un futuro resultaria conveniente realizar otros ensayos, cuyas resultado
contribuyeran a una asignacion definitiva de especie. En los ultimos afios, la
identificacion de microorganismos basada en el andlisis de productos de amplificacidn
por espectrometria de masa ha tomado relevancia. Por ejemplo, mediante MALDI es
posible obtener informaciéon detallada del genoma, y es una alternativa a la
secuenciacion convencional del ADN gendmico. La deteccidén por ESI (Electro-Spray-
lonization) de productos de amplificacién de loci informativos, es un procedimiento
sensible que permite analizar de forma rapida un gran nimero de microorganismos e
identificarlos en términos de género y especie. Sin embargo, la secuenciacién de los
genomas sigue siendo el método mas fiable. Actualmente, con el desarrollo de las
técnicas de secuenciacion masiva y el abaratamiento de costos, el secuenciado de
genomas bacterianos enteros resulta una herramienta muy util para su identificacién

(Pizza et al, 2000; Denner et al., 2001; Sauer & Kliem, 2010).

4.2- La proteasa en estudio

El estudio sobre el nimero de proteasas presentes en el sobrenadante del cultivo de
AU8 mediante geles de actividad, o zimograma, sugiere que AU8 produce al menos
una sola proteasa capaz de hidrolizar la gelatina y que la misma seria secretada al
medio, por lo cual se podria identificar como una proteasa extracelular. Como el
sobrenadante analizado proviene del crecimiento de AU8 en un medio conteniendo
proteinas lacteas como fuente de carbono y nitrégeno, cuando crece a baja
temperatura, probablemente esa proteasa tenga la habilidad de hidrolizar ambos tipos

de proteinas, lacteas y gelatina.

Por electroforesis desnaturalizante se realizd el fraccionamiento proteico del
sobrenadante de cultivo de AU8, y se pudo observar una sola banda proteica de
aproximadamente 50 kDa. En esta muestra se identific6 una proteasa por
espectrometria de masa (EM) como una probable metalo-proteasa (que denominamos

MP8) gracias a la similaridad con la enzima producida por un microorganismo
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perteneciente al género y especie Pseudomonas fluorescens. La identificacion de
péptidos por EM permitiéo el disefio de cebadores degenerados que hizo posible
obtener la regién parcial de la secuencia codificante de la proteasa, mediante una
estrategia de amplificacidn in vitro. La secuencia codificante total se obtuvo por el
ensamblado de las secuencias obtenidas por PCR convencional (utilizando cebadores
degenerados) y PCRi. La estrategia elegida para la identificacidon de la CDS responsable
de la sintesis de la proteasa extracelular resultd exitosa, habiendo sido la etapa
limitante la obtencién de la secuencia parcial del gen a través de la PCR con cebadores

degenerados.

El andlisis in silico de la secuencia codificante permitié identificar a MP8 como una
metalo-proteasa perteneciente al clan MA y a la familia M10 (subfamilia M10B), y cuya
secrecion se realizaria en ausencia de una sefial de secrecion. Se identificd en su
secuencia aminoacidica un motivo conservado HEXXHXXGXXH (con el glutamato
catalitico y el ligando de zinc) caracteristico de las metzincinas y un extremo C-terminal
rico en dominios Gly-Gly-Xaa-Gly-Asn-Asp responsable de la unidn de iones calcio,

caracteristicos de la familia.

Aunque los resultados sugieren que MP8 es una metalo-proteasa, y los
microorganismos productores de este tipo de proteasas es comun en el ambiente
antartico, seria necesario confirmar si MP8 es una metalo-proteasa. Para confirmarlo
deberia realizarse la purificacion de la enzima y la determinacién de su actividad frente
a la presencia de quelantes de metales divalentes, como el EDTA (Mc Kevitt et al,,
1989; Margesin & Schinner, 1992; Hoshino et al., 1997; Secades et al., 2001). Ademds,
habria que analizar el efecto de surfactantes y antioxidantes, componentes de los
detergentes, sobre la actividad proteolitica, para evaluar la posibilidad del uso de esta
proteasa en la industria de los detergentes. Por otro lado, el hecho de que también
hidrolice proteinas de la leche, deja abierta la posibilidad de que esta proteasa tenga

un potencial uso en la industria lactea.
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La prevalencia de bacterias productoras de metalo-proteasas extracelulares, frente a
otro tipo de proteasas, parece ser una caracteristica en los ambientes acuaticos
antdrticos (Zhou et al. 2009). Autores como Zhang et al. (2011) reportaron que las
flavobacterias de origen antdrtico producen metalo-proteasas extracelulares similares
a las metalo-proteasas producida por Serratia marscesens. Sin embargo, en nuestro
caso, la proteasa MP8 mostrd altos porcentajes de similitud con metalo-proteasas

extracelulares producidas por bacterias pertenecientes al género Pseudomonas.

La produccidon de proteasas similares por microorganismos que incluso pertenecen a
philums diferentes (Bacteroidetes y Proteobacteria, respectivamente) podria sugerir un
posible evento de herencia horizontal de genes. Como se menciond anteriormente,
MP8 pertenece a la familia M10, subfamilia M10B; sin embargo, no existen reportes
sobre la produccién de este tipo de proteasas para el género Flavobacteria, segun
nuestra busqueda en la base de datos de MEROPS. Curiosamente, existen muchas
proteasas de esta familia descriptas para Pseudomonas, lo cual podria estar sugiriendo
un evento direccionado desde este género a las flavobacterias. Hay numerosos
reportes que sefalan la alta incidencia de eventos de transferencia horizontal de genes
en comunidades microbianas, y que cumplen un rol significativo en la evolucién e
impacto ecoldgico de microorganismos terrestres como acudticos (Ochman et al.,
2000). Sin embargo, con los resultados obtenidos hasta el momento, no es posible
afirmar que MP8 fue adquirida por transferencia horizontal. Para demostrar esta
hipdtesis, se podria secuenciar el genoma, identificar la posicién de la proteasa en el
mismo, y hacer un anadlisis de las regiones flanqueantes al gen (contenido GC,
presencia de secuencias repetidas, transposones, entre otros); ademds, apoyar el
resultado con la construccion de arboles filogenéticos que sugirieran cual es el posible
origen de esta proteasa. Si bien la transferencia horizontal de genes es un evento
comun en bacterias, casi no se conocen casos de transferencia de genes que codifican
para proteasas. Si existen reportes asociados a islas de patogenicidad que presentan
proteasas de virulencia, entre otros genes (Hacker et al., 1997; Koonin et al, 2001). En
nuestro laboratorio se detectd un evento de transferencia horizontal de una proteasa
desde cianobacterias a un aislamiento de Janthinobacterium sp, de origen antdrtico

(Martinez-Rosales, comunicacién personal). En bacterias antarticas, la herencia
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horizontal de proteasas adaptadas al frio podria proveer una ventaja en la adaptacién

al ambiente oligotréfico antartico.

Finalmente, los resultados sugieren que MP8 se encontraria en mds de una copia,
tanto en Flavobacterium sp. AU8 como en Pseudomonas sp. AU10. Sin embargo, el
estudio fue realizado utilizando el ADN gendmico digerido por una sola enzima de
restriccion. Seria conveniente repetir los ensayos de Southern Blot realizando

digestiones con otras enzimas.

5. Conclusiones

Durante esta pasantia se confirmé la identidad del aislamiento AU8 como
perteneciente al género Flavobacterium. El mismo produciria una proteasa
extracelular capaz de hidrolizar la gelatina (segun los ensayos de actividad en geles de
actividad) y las proteinas lacteas (debido a su capacidad de coagular las proteinas de la
leche durante su crecimiento en medio ML). La proteasa se identific6 por EM y su
secuencia codificante se obtuvo mediante el ensamblado de secuencias obtenidas por
PCR y PCR inversa. El analisis in silico de la proteasa sugiere que la misma tiene un
tamafio molecular tedrico de 49 KDa (similar al tamano molecular aparente de 50 kDa
determinado por SDS-PAGE), pl de 4,79, un dominio catalitico conservado de unién a
Zinc, y probablemente se sintetice como un propéptido. Los resultados sugieren que
habria mas de una copia del gen en el genoma de AU8. No se identificd un péptido

sefal de secrecién en MP8.
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Anexo

Medios de cultivo

Medio LB

Triptona - 10 g/L

Extracto de levadura -5 g/L
NaCl - 10 g/L

Medio ML
Medio LB diluido 20 veces
Leche en polvo descremada al 5%

Southern Blot

SSC 20X

NaCl-3 M

Citrato de Sodio-0.3 M
pH=7.0

Solucién Neutralizante
Tris Base-1 M
NaCl-1,5M

pH=7.4

Solucion desnaturalizante
NaCl-1,5M
NaOH-0,5M

Solucién de lavado
Acido Maleico-0,1 M
NaCl-0,15 M

Tween 20 - 0,3% (v/v)
pH=7,5

Solucidn de Acido Maléico

Acido Maleico - 0,1 M
NaCl-0,15 M
pH=7,5
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Solucién de deteccidn

Tris-HCI-0,1 M
NaCl-0,1 M
pH=9,5

Buferes

Tris Base-2,42 ¢

Acido Acético Glacial - 0,57 mL
EDTAO0,5M,pH8-1mL
HOcspll

Bufer corrida proteinas con SDS 1X
TrisBase-3g

Glicina-14,4¢g

SDS - 1g

HOcspll

pH=38,3

Bufer Tris

Tris Base - 60,57 g

pH=7,6

Diluir en 800 mL de H,0 . Ajustar el pH con HCl concentrado. Completar el volumen a
1L

Bufer de carga 5X

Tris1 M, pH6,8-3,75mL

SDS 20% - 3 mL

Azul de Bromofenol - 9 mg

Glicerol - 4,5 mL

H,O csp 10,5 mL

Al momento de usar el bufer agregarle DTT 1 M en un volumen tal que quede en una
concentracion total de 40 mM




Electroforesis de Proteinas

Acrilamida Mix 30%
Acrilamida 30%
Bis-acrilamida 0,8%

Preparado en agua y filtrado

Gel separador 12% desnaturalizante

H,O -1,6 mL

Tris Base 1,5M, pH 8,8-1,3 mL

SDS 10% - 0,05

Acrilamida Mix 30% - 2,0 mL

TEMED -0,002 mL

Persulfato de amonio (PSA) -10% 0,05 mL

_Gel Concentrador 5% Desnaturalizante

H,0-1,5mL

Tris HClI 1,0 M, pH 6,8 -0,65 mL
SDS 10% - 0,05 mL

Acrilamida Mix 30% - 0,35 mL
TEMED- 0,005 mL

PSA 10% - 0,01 mL

Solucién de Tincidén

H,O0 500 mL

EtOH 95% 400 mL

Acido Acético Glacial 100 mL

Azul Brillante de Coomasie R250 1 g

Solucién Decolorante

H,0 500 mL
EtOH 95%- 400 mL
Acido Acético Glacial - 100 mL
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Codigo de bases degeneradas

Base degenerada (IUPAC)

A

Base equivalente
Adenina
Citosina
Guanina
Timina (o Uracilo)
AoG

CoT

GoC

AoT

GoT

AoC

CoGoT
AoGoT
AoCoT

AoCoG
Cualquier base

gap
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