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1. RESUMEN

Lara-Sanchez, Jonathan. Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica. Unidad de
Investigacion y Desarrollo en Alimentos del Tecnolégico Nacional del México/Instituto
Tecnoldgico de Veracruz. Junio, 2020. CLONACION Y CARACTERIZACION DE UNA
FOSFOLIPASA DE Brevibacillus thermoruber HT42 AISLADO DE LA ZONA
GEOTERMAL LOS HUMEROS. Directores: Oliart-Ros, Rosa Maria, Pefia-Montes,
Carolina y Quintana-Castro, Rodolfo.

El estudio de los microorganismos extremofilos ha contribuido a avances tecnoldgicos e
industriales debido a que estos organismos y sus enzimas pueden soportar las
condiciones drasticas que a menudo prevalecen en el &mbito industrial y biotecnolégico.
Actualmente, se ha estudiado una gran variedad de enzimas producidas por extremofilos
con diversas de aplicaciones, lo que ha estimulado la busqueda de nuevas
extremoenzimas con propiedades especificas. Las enzimas que hidrolizan a los
fosfolipidos, llamadas fosfolipasas, han sido aplicadas con éxito en la industria de
panaderia, biosintesis y modificacion de lipidos, refinacion de aceites comestibles y en
productos farmacéuticos, sin embargo, son pocos los reportes de fosfolipasas de
extremofilos. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue la clonacién y
caracterizacion de una fosfolipasa de Brevibacillus thermoruber HT42 para su aplicacion
biotecnoldgica. Se analizaron in silico dos secuencias de aminoacidos (PLA-HT y PLC-
HT) que codifican para posibles fosfolipasas, y se encontré que PLC-HT esté relacionada
con una proteina de transporte en la membrana y no presenta sitio activo, por lo cual fue
descartada. Se seleccion6 una posible fosfolipasa Az (PLA-BT) en la que se identifico el
canal oxianion y un sitio activo formado por una diada catalitica (Ser38-Aspl83),
caracteristico de fosfolipasas citoliticas. Esta enzima fue clonada y expresada en E. coli
BL21 DE3pLysS, con una actividad de 332.7 pKat, y se encontr6 que la proteina
recombinante PLA-BT es una enzima termofila (60 °C)-alcaldfila (pH 8) con peso
molecular de 35.5 kDa, que posiblemente forma dimeros, y con preferencia por sustratos

de cadena media, empleando como sustratos p-NF-ésteres.



Abstract

Lara-Sanchez, Jonathan. Master of Science in Biochemical Engineering. Unidad de
Investigacion y Desarrollo en Alimentos del Tecnolégico Nacional del México/Instituto
Tecnolégico de Veracruz. June, 2020. CLONING AND CHARACTERIZATION OF A
PHOSPHOLIPASE OF Brevibacillus thermuruber HT42 ISOLATED FROM THE LOS
HUMEROS GEOTHERMAL AREA. Directors: Oliart-Ros, Rosa Maria, Pefia-Montes,
Carolina y Quintana-Castro, Rodolfo.

The study of extremophilic microorganisms has contributed to technological and industrial
advances because these organisms and their enzymes can withstand the drastic

conditions that often prevalil in the industrial and biotechnological field.

Currently, a wide variety of enzymes produced by extremophiles have been studied with
various applications, which has stimulated the search for new extreme enzymes with
specific properties. The enzymes that hydrolyze phospholipids, called phospholipases,
have been successfully applied in the bakery industry, biosynthesis and lipid modification,
refining of edible oils, and in pharmaceuticals, however, there are few reports of

phospholipases from extremophiles.

Therefore, the objective of the present work was the cloning and characterization of a
Brevibacillus thermoruber HT42 phospholipase for its biotechnological application. Two
genes (pla-ht and plc-ht) that code for possible phospholipases were analyzed in silico. It
was found that PLC-HT might be a membrane transport protein and lacks an active site,
for which it was discarded. A possible phospholipase A2 (PLA-BT) was selected in which
the oxyanion channel was identified and an active site formed by a catalytic dyad (Ser38-
Asp183), characteristic of cytolytic phospholipases. This enzyme was cloned and
expressed in E. coli BL21 DE3pLysS, with an activity of 332.7 pKat. The recombinant
protein PLA-BT was found to be a thermophilic (60 °C) -alkalophilic enzyme (pH 8) with
a molecular weight of 35.5 kDa, which possibly forms dimers, with a preference for

medium chain substrates.
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l. INTRODUCCION

De acuerdo con la clasificacién de la Union internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (IUBMB), las fosfolipasas son enzimas que tienen la capacidad de hidrolizar
enlaces tipos éster (EC 3.1); estan dentro de la superfamilia de las lipasas y mega familia
de las hidrolasas. Constituyen un grupo diverso de enzimas con respecto a su funcién,
secuencia de aminodacidos, y requerimientos, y estdn consideradas como enzimas

ubicuas por estar presentes en los tres dominios de la vida.

Se han descrito cinco tipos de fosfolipasas A1, A2, B, C y D, que cumplen funciones
especificas en la célula, y resultan atractivas biotecnolégicamente para la
modificacion/produccion de nuevos fosfolipidos. Por su amplia capacidad hidrolitica, han
sido aplicadas en la industria de alimentos, nutraceuticos, grasas y aceites, cosméticos,

productos agricolas y farmacéuticos, entre otros (Garcia y Cardona, 2009).

La mayoria de las fosfolipasas estudiadas provienen de organismos mesoéfilos, que
tienen limitaciones de aplicacion en ciertos procesos que se llevan a cabo a elevadas
temperaturas, pHs, y/o presiones. Esto ha generado la busqueda de nuevas fosfolipasas,
a través de ingenieria de proteinas o de evolucién dirigida, o aislandolas a partir de
organismos que habitan en medios ambientes extremos, llamados extremofilos (Song et
al., 2005; Ramrakhiani y Chand, 2011). Las enzimas que producen los extremdfilos,
llamadas extremoenzimas, actlan de manera éptima en las condiciones extremas de los
organismos que las producen, lo que les da ventajas biotecnolégicas en comparacion
con aquellas que provienen de organismos mesofilos. En el caso particular de las
fosfolipasas de extremoéfilos, éstas han sido poco estudiadas. Se han reportado
principalmente fosfolipasas de arqueas (Pyrococcus horikoshii, Aeropyrum pernix y
Thermotoga lettingae) (Kawarabayasi et al., 1998; Feng et al., 2000; Wei et al., 2015), y
en bacterias, se ha descrito las fosfolipasas termdfilas de Serratia sp. y de Thermus sp.
(Fu et al., 2008; Navas et al., 2018).

La bacteria terméfila Brevibacillus thermoruber HT42 fue aislada del suelo en la zona
geotérmica de Los Humeros, Puebla. A partir de la secuenciacién de su genoma, se

detectaron 4,117 genes de los cuales 157 codifican para hidrolasas, entre los que se
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distinguen cinco genes que codifican para posibles fosfolipasas (Vazquez-Tinajero,
2017).

En el presente trabajo se eligieron dos de esos genes, y se analizaron in silico para
conocer la naturaleza de las proteinas que codifican, sus posibles funciones y la
pertinencia de profundizar en su estudio. Se eligié el gen que codifica para una posible
fosfolipasa Az para ser clonado y caracterizar bioquimicamente a la enzima, en la

busqueda de fosfolipasas con funciones novedosas de aplizacion biotecnoldgica.



2. ANTECEDENTES
2.1 Organismos extremofilos

Los organismos extremofilos fueron descritos por primera vez por McElroy en 1974, en
referencia a ciertos microorganismos que son capaces de vivir en ambientes extremos
(McElroy, 1974). Actualmente se conoce una gran variedad de habitats naturales como
aguas termales, zonas volcanicas, lagos salados y zonas polares, entre otros, en donde
existen condiciones tanto fisicas y quimicas que se consideran extremas desde el punto
de vista antropocéntrico, que son capaces de albergar microorganismos extremofilos
(Oliart-Ros et al., 2016). Los organismos que viven en estos ambientes pertenecen

principalmente a los dominios Arquea y Bacteria (Margulis, 2007).

Los microorganismos extremofilos se clasifican de acuerdo con la condicion extrema en
la que habitan (Tabla 1): altas o bajas temperaturas, medios acidos o alcalinos, altas
presiones osmoéticas o atmosféricas, ambientes con alta radiacién o desecacién, entre
otros. Estos microorganismos tienen la capacidad de vivir a estos habitats ya que poseen
adaptaciones estructurales y bioquimicas especificas para cada condicion (Gomes,
2004; Ramirez et al, 2006).

TABLA 1Clasificacion y ejemplos de extremdofilos.

Parametro Tipo Definicion Ejemplos
ambiental

Pyrolobus fumari, 113 °C

Hipertermofilos Crecimiento >80 °C T
Synechococcus lividis

Termofilos Crecimiento 45-80 °C :
Temperatura Mesofilos 15 — 45 oC Homo sapiens
Psicrofilos < 15°C Psychrobacter, algunos
insectos.
Radiacion Deinococcus radiodurans.
Presion Bardfilos Presién mayor a 1 atm Desconocido
Piezo6filos Presion normal Microbios 130 MPa
Gravedad H|.pergrav.|dez >1g Desconoc.ldo
Hipogravidez <lg desconocido
. . Tardigrado, insectos,
Vacio Tolerantes al vacio . . .
microbios, semillas
Artemia salina;
Desecacioén Xerofilos Anhidrobibtico nematodos, microbios,
hongos.
o - Presenciade salde 2 a5 Halobacteriaceae,
Salinidad Halo6filos : ;
M NacCl Dunaliella salina
Alcal6filos pH >9 Natronobacterium



pH

acidofilos pH bajo Bacillus, Spirulina spp.
Anaerébico No toleran O; Methanococcus
. jannaschii.
Tensién de . . Jannasc .
: Microaerdfilo Algunos tolerantes a O, Helycobacter pylori
oxigeno
Aerdébico Requieren O, H. sapiens
Pueden tolerar altas
Condiciones Gases concentraciones de C. caldarium
Quimicas metales metales Ferroplasma acidamanus

(metalotolerantes).

Se han estudiado diversos grupos de extremdfilos y se ha generado conocimiento
respecto a su fisiologia y metabolismo, en particular de sus enzimas, a las que se
denominan extremoenzimas, ya que tienen el valor agregado de poder tener usos en
procesos industriales en condiciones extremas en comparacion con sus contrapartes
mesofilos (Madigan et al., 1997; Van Den Burg, 2003; Morozkina et al.,2010). Gracias a
los avances en las técnicas de clonacion y expresion de genes, se han podido obtener
en suficiente cantidad y estudiar extremoenzimas producidas por microorganismos
extremofilos de dificil cultivo (Rossi et al., 2003; Van Den Burg, 2003; Elleuche et al.,
2014).

2.2 Microorganismos termofilos

Los microorganismos termofilos se caracterizan por tener una temperatura optima de
crecimiento mayor a 45 °C, en contraste con las bacterias mesdfilas que crecen de
manera 6ptima entre 25y 40 °C (Gomes, 2004). Se han encontrado tanto arqueas como
bacterias que tienen la capacidad de crecimiento a temperaturas altas (Niehaus et al.,
1999). Algunas caracteristicas que les permiten vivir en estas condiciones son ciertas
modificaciones en la composicién de la membrana, con acidos grasos de cadena larga,
incremento de la concentracion de electrolitos, y modificaciones de la molécula de DNA
gue incrementan su estabilidad. En el dominio de las arqueas, por ejemplo, las cadenas
isoprenoides de sus membranas impiden su desnaturalizacion a elevadas temperaturas

y presiones (Koga, 2012).



TABLA 2. Clasificacién de los microorganismos de acuerdo con su temperatura de

crecimiento.
Temperatura Descripcién
Hipertermofilos Temperatura 6ptima de crecimiento por encima de los 80 °C;

temperatura maxima entre 110y 113 °C

Termofilos Temperatura Optima de crecimiento por encima de los 45 °C

Mesofilos Temperatura 6ptima alrededor de 37 °C. Frecuentemente son
capaces de crecer en rangos alrededor de 25 a 45 °C

Psicréfilos Capaces de crecer por debajo de 5 °C y con temperaturas
maximas de 20 °C. Frecuentemente son capaces de crecer
alrededor de 10 °C.

Psicréfilos Temperatura 6ptima de 15 °C, maxima de 20 °C y minima por
facultativos debajo de 0 °C

El estudio de los extremdfilos ha permitido la obtencion de enzimas con gran potencial
cientifico e industrial; una de las extremoenzimas mas relevantes es la DNA polimerasa,
utilizada ampliamente en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Diversas
enzimas de extremofilos se han purificado y sus genes clonado con éxito en hospederos
mesofilos, y se han caracterizado y explorado sus aplicaciones para la industria; entre
ellas se pueden encontrar las amilasas, proteasas, lipasas, pululanasas, celulasas,
guitinasas, xilanasas, pectinasas, entre otras (Tabla 2.3) (Niehaus et al., 1999; Van Den
Burg, 2003; Dumorné et al., 2017).

TABLA 3. Enzimas de organismos extremofilos y sus aplicaciones.

Tipo Enzima Aplicaciones
Detergentes, alimentos, cerveceria,
Proteasas .
panaderia
Glicosil hidrolasas (amilasas,
pululanasas, glucoamilasas, Procesamiento de almidén, quitina,
glucosidasas, celulasas, celulasa, pectina, textiles, papel
Termofilos xilanasas) — =
. Modificacién de quitinas, productos
Quitinasas

de higiene, alimentos
Detergentes, transesterificacion,
biosintesis organica
DNA polimerasas Biologia molecular (PCR)
Deshidrogenasas Reacciones de oxidacion

Lipasas, esterasas



Proteasas, amilasas, celulasas, Detergentes, alimentos, panaderia,

Psicroéfilos . . -

lipasas textiles, cosméticos, papel
Halofilos Proteasas Sintesis de péptidos

Deshidrogenasas Biocatalisis en medios organicos
Alcalo6filos Proteasas, celulasas Detergentes, alimentos
Aciddfilos Amilasas. glucoamilasas Procesamiento de almidén
Proteasas, celulasas Alimentos
e - Procesamiento de alimentos,

Piezéfilos Por ser definidas

produccién de antibiéticos

Las enzimas termoéfilas tienen una gran diversidad de aplicaciones, debido a que ademas
de la termoestabilidad, tienen alta resistencia a la presencia de agentes
desnaturalizantes y suelen ser estables a cambios de pH, por lo que se han estudiado
para su aplicacion en la industria, generando enzimas capaces de actuar en procesos
guimicos, en las industrias de alimentos y detergentes, entre otras (Pennisi, 1997;
Raddani et al., 1999; Andrade et al., 1999).

2.3 Fosfolipasas y sus sustratos

Las fosfolipasas son hidrolasas que catalizan la reaccion de hidrolisis de ésteres de acilo
y ésteres de fosfato de los fosfolipidos, y estan definidas por la posicién en donde pueden
hidrolizar a la molécula (Figura 2.1) (Dennis, 1983). Los fosfolipidos son parte
fundamental de las membranas biologicas, ademas de los glucolipidos y el colesterol.
Las enzimas que actian sobre los fosfolipidos estdn ampliamente distribuidas en la
naturaleza, desempefiando una variedad de funciones, como por ejemplo en la
transduccion de sefiales generando mediadores lipidicos, en los procesos de digestion
de lipidos, o en la sintesis del veneno de serpiente, entre otros (Dennis et al.,1991;
Fannani y Maggio,1997). El uso de las fosfolipasas en los procesos industriales esta en
crecimiento debido a las amplias aplicaciones en las industrias alimentarias, de
nutraceuticos y para la modificacion de lipidos (De Maria et al., 2007; Aloulou et al.,
2012).

Los sustratos de las fosfolipasas se encuentran principalmente en una membrana o
micela, aunque también pueden actuar sobre fosfolipidos en medio acuoso (Dennis,
2015). Los sustratos principales suelen ser los fosfolipidos, pero tambien pueden actuar

sobre los enlaces éster hidrofobos de triacilglicéridos (Borelli, 2015).



La Union internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB) clasifica a las
fosfolipasas en el grupo de las hidrolasas, y de acuerdo con el enlace éster para los que
son especificas, se clasifican en cinco tipos: PLA1, PLA2, PLB, PLC y PLB (Tabla 2.4).

TABLA 4.Clasificacion de las fosfolipasas de acuerdo con la [UBMB.

Fosfolipasa Clasificacion

PLA1 3.1.1.32
PLA:2 3.1.14
PLB 3.1.15
PLC 3.143
PLD 3.1.4.4

Como se muestra en la Figura 2.1, las fosfolipasas A1y Az escinden grupos acilo para
formar lisofosfolipidos, al hidrolizar los ésteres de acido carboxilico en la posicion sn-1
(PLA1) o sn-2 (PLA2) (Hass, 2008). La fosfolipasa C (PLC) es una fosfodiesterasa,
responsable de la hidrdlisis del enlace glicerofosfato que une al grupo de cabeza polar
al glicerol. La fosfolipasa D (PLD) genera &cido fosfatidico, catalizando la hidrdlisis de

glicerofosfolipidos en el fosfodiéster terminal del fosfolipido (Hass, 2008; Pelley, 2012).
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FIGURA 1. Posicion de hidrolisis de las fosfolipasas (PL).



Los productos de hidrolisis de las fosfolipasas son diferentes, dependiendo del tipo de
enzima de la que se trate, entre los que se destacan los lisofosfolipidos, los &cidos grasos
libres, los di- acilglicéridos, los fosfatos de colina, lo que les confiere amplias aplicaciones
en la industria, como en la elaboracion de pan, de mayonesa y refinamiento de aceites,
vegetales, preparacion para humectantes de la piel, sintesis de surfactantes, detergentes
y aplicaciones terapéuticas como agentes antiinflamatorios. Aunque existen
comercialmente fosfolipasas para la industria, como por ejemplo la YieldMAX™,
LysoMax, Lipomod 699L, Lecitase 10L, Maxapal A2, entre otras (Shimizu et al., 2006;
Castello et al., 1998; Clausen, 2001), existe el interés de obtener nuevas enzimas con

actividades mejoradas.

2.4  Aislamiento de fosfolipasas

Dada la importancia biolégica de las fosfolipasas en las células, éstas se han encontrado
y descrito en todos los dominios (De Maria et al., 2007; Dennis, 2015). Se han encontrado
fosfolipasas A1 en animales, plantas, hongos y bacterias, sin embargo, las enzimas
purificadas de este grupo han sido poco exploradas en comparacidon con otras
fosfolipasas (De Maria et al., 2007); en mamiferos se han encontrado tanto intracelular
como extracelularmente, con la particularidad de que no comparten homologia en sus
secuencias y realizan funciones distintas (Richmond, 2011). Las PLAz2 se han
identificado en animales, plantas y levaduras (Schaloske et al., 2006; Verlotta et al., 2013;
Kohler et al., 2006). La mayoria se han aislado a partir de pancreas de bovino, veneno

de serpientes y abejas, y en otros 6rganos de animales (Ulbrich, 2000).

Las PLC se dividen en dos grupos: las especificas de fosfatidilinositol y las especificas
de fosfatidilcolina (PI-PLC y PC-PLC). En mamiferos se han encontrado trece isoenzimas
de PI-PLC (Szumilo, 2008; Gresset et al., 2012). Las PLD se identificaron por primera
vez en plantas, y posteriormente se detectaron y caracterizaron isoformas en mamiferos,
bacterias, levaduras y virus (Selvy et al., 2011). En la Tabla 2.5 se muestran algunas

fosfolipasas que han sido estudiadas.



TABLA 5. Clasificacion y fuente de fosfolipasas. Adaptada de Borrelli, 2015.

Tipo General Organismo Nombre Referencia
Rattus norvegicus PS-PLA; Aoki et al.,2016
Animal Homo sapiens mPA-PLA1q, mMPA-PLA:g  Aoki et al.,2016
Mus musculus p125 Aoki et al.,2016
Planta Arabidopsis thaliana DAD1 Ishiguro, 2001
PLA, Hongosy  Aspergillus oryzae AOPLA; Richmond, 2011
levaduras
Protozoario Trypanosoma brucei ThPLA; Richmond, 2012
Streptomyces SaPLA; Aloulou et al.,
Bacteria alboflavus 2012
Escherichia coli OMPLA Aloulou et al.,
2012
Humano, Porcino, sPLA; (Grupo IA, IB, IlIA, Schaloske, 2006
Abeja, Vibora, 1B, IIC, IID, lIE, IIF, 1I, V
Animal Escorpién X, XII)
Humano y Murino cPLA; (Grupo IVA-IVF), Schaloske, 2007
iPLA; (Grupo VIA-VIF)
SPLA; (Grupo XIA and  Verlotta, 2013
Planta Arabidopsis thaliana XIB), Patatin-like
phospholipase
PLA> Aspergillus oryzae, sPLA; (Grupo XIV) Kohler et al.,
Gibberella zeae 2006
Hongosy Aspergillus fumigatus, cPLA; (Grupo IVC) Kdhler et al.,
levaduras  Aspergillus nidulans 2006
Candida albicans, Patatin-like Kohler et al.,
Saccaromyces phospholipase 2006
cerevisiae
Bacteria Streptomyces sPLA; (Grupo XIV) Kohler et al.,
coelicolor, 2006
Streptomyces
violaceoruber
Animal Humano, Cerdo, PLB Xu, 2009
Ratoén, Conejo,
Viboras
Planta Haba PLB-like Helmy, 1999
PLB Candida albicans CaPIb1-5 Djordjevic, 2010
Hongos y Cryptococcus CnPIlbl Djordjevic, 2010
levaduras neoformans
Saccaromyces PLB;-PLB3 Djordjevic, 2010
cerevisiae
Bacteria Bacillus subtilis LipC Jiang, 2012
Streptomyces sp. PLBega Jiang, 2013
Mamiferos PI-PLC-B, PI-PLC-y, PI-  Gresset, 2012
Animal PLC-5, PI- PLC-¢, PI-

PLC-n, PI-PLC-like



Planta Arabidopsis thaliana PI-PLC, NPC Pokotylo et al.,
2014
PLC Hongo y Cryptococcus PI-PLC (CaPLC1- Djordjevic, 2010
levadura neoformans, Candida CaPLC3)
albicans
Listeria PI-PLC Pokotylo et al.,
monocytogenes, 2013
Bacteria Clostridium
perfringens
Bacillus cereus, PC-PLC Pokotylo et al.,
Pseudomonas 2014
aeruginosa
Animal Mamiferos PLD1, PLD2, PLD3, Selvy et al.,
mitoPLD 2011
C2-PLD (PLDa, PLDB, Khatoon et al.,
Planta Arabidopsis thaliana PLDy, PLD®, PLDg), 2015
PXPH-PLD (PLDC1,
PLD PLDC2)
Hongo y Saccaromyces PLD1 (Spol4), PLD2 Waksman et al.,
levadura cerevisiae 1997
Escherichia coli Bfil Selvy et al.,
2011
Bacteria Pseudomonas PLDa Selvy et al.,
aeruginosa 2012
Streptomyces PMF PMF PLD Selvy et al.,
2013

2.5 Estructuray funcién de las fosfolipasas

Como ya se ha mencionado, las fosfolipasas pueden ser de cuatro tipos, y cada uno de
ellos cuenta con una estructura, funcién y aplicaciones industriales, farmacéuticas y

biotecnolégicas especificas.

2.5.1 Fosfolipasa A1 (EC 3.1.1.32)

Las enzimas de este tipo hidrolizan en la posicion sn-1 de los fosfolipidos, produciendo
2-acil-lisofosfolipidos y acidos grasos libres. En mamiferos se han descrito varias
enzimas con esta actividad, entre las que se destacan la fosfolipasa de fosfatidilserina
(PS-PLA1) especifica de plaquetas. A partir del 2011 se dividieron en dos grupos
clasificados en seis enzimas extracelulares y tres intracelulares (Aoki et al., 2007;
Richmond, 2011); La PLA:1 de avispon; y. Las PLA1 veneno de avispon y de acido
fosfatidico PLA1 (PA-PLA:) difieren de otros miembros por la especificidad de sus

sustratos, caracteristicas estructurales y organizacion de genes (Aoki et al., 2002; Arrima
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et al., 2012). En fosfolipasas pancreaticas, Aoki en 2007 describié que los miembros de
fosfolipasa que exhiben actividad PLA1 (PS-PLAL1, mPA-PLAialpha y mPA-PLA1beta,
PLRP2 de cobayo y PLA:1 de veneno de avispon (Dolml)) tienen tapas cortas. En
segundo lugar, PS-PLA1, mPA-PLAialfa, mPA-PLAibeta y Dolml, que exhiben solo
actividad de PLAs, tienen bucles en laminas beta cortos. Esto debido a que sus
estructuras terciarias, la tapa y el bucle que cubren el sitio activo hace que presenten
diferencias de funciones (Aoki et al., 2007). En la figura 2.2 se muestran las diferentes

estructuras de fosfolipasas A1
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FIGURA 2. Estructura de fosfolipasas Al. a) modelo homdlogo de PLAL de veneno de
serpiente. b) fosfolipasa pancreatica de cobayo (GPLRP2). c) otras fosfolipasas de
membrana (OMPLA).

En plantas, la PLA:1 regula la biosintesis del acido jasmonico, relacionado con la
sefalizacion quimica para la defensa contra insectos, ademas del crecimiento, entre las
que se destacan fosfolipasas DAD1 y AtLCATS3. En el caso de bacterias, se ha podido
aislar una fosfolipasa (PhlA) de Serratia liquefaciens, que fue expresada y secretada
dependiendo de la fase de crecimiento, otra fosfolipasa identificada (YplA) en Yersinia
enterocolitica (Givskov, 1988; Ishiguro et al., 2001; Richmond, 2011). Las PLA:1 de
Escherichia coli conocidas como fosfolipasa A de membrana externa (OMPLA)
presentan una amplia especificidad de sustrato, demostrando tener actividad PLA1,
PLAz, lisoPLA1 lisoPLA2 y también en hidrdlisis de mono y diacilgliceroles (Wilton y Waite,
2002).

Se conoce que ciertas PLA1 se usan como surfactantes en la industria de los alimentos,
cosmeéticos y farmacéutica. Aunque hay diversas fuentes para la obtencion de estas
enzimas, no hay mucha disponibilidad comercial, debido a dificultades de produccién,

clonacion y purificacion (Richmond, 2011).
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2.5.2 Fosfolipasa A2 (EC 3.1.1.4)

Estas enzimas presentes en todos los dominios, catalizan la hidrolisis del enlace éster
en la posicion sn-2, alterando asi la estructura de las membranas o generando

mediadores bioldgicos, entre otras funciones (Anderson et al., 2014).

La superfamilia de las fosfolipasas Az consta de 15 grupos (Tabla 2.6) y de ellos derivan
varios subgrupos. Entre los tipos importantes de PLA2 se destacan PLA secretado
(sPLA), citolitico (cPLA), independiente de Ca?* (iPLA2s), dependiente de Ca?* (cPLA2S),
factor activador de plaquetas acetilhidrolasas (PAF-AH) y lisosomal (L-PLA2S)
(Schaloske, 2006; Burke, 2009).

TABLA 6 Superfamilia de fosfolipasas A-.

Tipo Grupo  Subgrupo Masa molecular Residuos
(kDa) cataliticos
Gl A B 13- 15
GIll A B,CD,EF 13-17
Gl 15-18
GV 14
GIX 14 his/Asp
sPLA; GX 14
GXI A B 12-13
GXIll A B 19
GXIlil <10
GXIV 13-19
cPLA; GIV A(a), B(B), 60-114 Ser/Asp
C(y), D(3),
E(e), F(2)
iPLA; GVI A(B), B(y), 84-90 Ser/Asp
C(8), D(e),
E(2), F(n)
PAF-AH GVIl  A(Lp-PLA,), 40-45 Ser/His/Asp
B(PAF-AH II)
GVIIl A (ay), B(aa), 26-40
B
LpPLA, GXV 45 Ser/His/Asp
AdPLA GXVI 18 His/Cys
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Estas enzimas tienen localizacién intracelular y extracelular, y han sido identificadas en
diversos animales, tejidos de mamiferos, plantas, hongos, levaduras, bacterias y algunos
virus (Koéhler et al., 2006; Schaloske, 2006; Verlotta et al., 2013) (Figura 2.3).
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FIGURA 3. Estructura de diferentes fosfolipasas A2 secretadas. a) pancreética de cerdo.
b) liquido sinovial humano. c) veneno de cobra. d) A. mellifera. e) S. violaceoruber.

Las sPLA:z fueron unas de las primeras fosfolipasas descubiertas y que se pueden
encontrar en veneno de serpientes, de escorpiones, en jugos pancreaticos, y en tejidos
de mamiferos. La mayoria de estas enzimas presentan activacion interfacial cuando el
sustrato se presenta en un agregado de lipidos, y pueden funcionar como
antimicrobianos, antiinflamatorios y receptores. Tal caso de las cPLA2 aisladas de
diferentes mamiferos, y su funcién engloba procesos antiinflamatorios. Asi mismo, las
diferentes enzimas PLA2 cumplen funciones tanto como inhibidores y sefializadores y
tienen aplicaciones industriales, y biotecnoldgicas (Schaloske, 2006; Burke, 2009;
Dennis et al., 2011; Anderson et al., 2015).

2.5.3 Fosfolipasa B (EC 3.1.1.5)

La fosfolipasa B fue descrita en 1933 como lecitasa B, ya que se demostré que actuaba
sobre el enlace acil-éster de la lisolecitina (Contardi y Ercoli,1933); 40 afios después
McMurray y Magee (1973) reportaron que esta enzima hidrolizaba de manera simultdnea
ambos ésteres en posicion sn-1 y sn-2 sin la acumulacion de lisofosfolipasa, pudiendo
ser confundida con una fosfolipasa A1 y A2. Actualmente se diferencian por su accion
sobre substratos especificos, y se conoce que la fosfolipasa B hidroliza tanto los enlaces
de acil éster de diacilfosfolipidos (diacil-hidrolasa) como el enlace del acil éster de
monoacilfosfolipidos o lisofosfolipidos (monoacil-hidrolasa), por lo que se le denomind

genéricamente como lisofosfolipasa (Tabla 2.7) (Saito., 2014).
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TABLA 7. Sustratos empleados para la determinacién de los tipos de fosfolipasa.

Actividad Substrato
Fosfolipasas B 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosforilcolina
Fosfolipasa A1 2,3-diacil-sn-glicero-1-fosforilcolina
Fosfolipasa Az 1-alquil(61-alk-1’enil)-2-acil-

glicerofosforilcolina.
Lisofosfolipasa L1 1-acil-glicerofosforilcolina

Lisofosfolipasa L2 2-acil-glicerofosforilcolina

La ocurrencia de la fosfolipasa B en la literatura es variada, porque su definicién no
estaba claramente definida. Saito (2014) sugirié que para determinar a las fosfolipasas
B, la enzima debe estar pura y debe tener actividad fosfolipasa B y lisofosfolipasa (A1 y
A2) y los lisofosfolipidos no deben encontrarse entre los productos finales. En la
actualidad, esta enzima ha sido reportada en procariotas, eucariotas y hongos. Hayaishi
y Kornberg, en 1954, reportaron la actividad de fosfolipasa B en una cepa de Serratia
polymuthicum aislada de suelo, y en afios posteriores se describieron enzimas
fosfolipasas B en Mycobacterium phlei, Escherichia coli, Bacillus sp (Scandella y
Kornberg.,1971; Nishijima et al.,1974; Raybin et al.,1972). En el transcurso de los afos
se han reportado la presencia de esta enzima en mucosa intestinal, en pancreas y en
tubérculos de la papa (Subbaiah y Ganguly, 1970; Galliard,1971; Van de Bosch et al.,
1974), en levaduras Saccharomyces cerevisiae, hongos como Cryptococcus gatti y
neoformans, Candida albicans, bacterias como Moraxella bovis y lineas celulares
epiteliales del pulmén humano, generando preguntas sobre la ubicuidad que presenta la
enzima en diferentes organismos (Witt et al., 1984; Chen et al., 2000; Farn et al., 2001;
Wright et al., 2004; Ganendren et al., 2006; Kdhler et al., 2006).
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2.5.4 Fosfolipasa C (EC. 3.1.4.3)

Estas enzimas pueden escindir fosfolipidos en el enlace fosfodiéster entre el glicerol y el
grupo fosfato. Se dividen en dos tipos: fosfatidilinositol especificas (PI-PLC) y
Fosfatidilcolina especificas (PC-PLC). En mamiferos se han encontrado trece
isoenzimas PI-PLC y se han clasificado en seis clases: PI-PLC-f, PI-PLC-y, PI-PLC-5,
PI-PLC-¢, PI-PLC-n, y PI-PLC-like (Borrelli, 2015) (Figura 2.4).
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FIGURA 4 Estructura de las isoenzimas de PI-PLC, caracterizadas por un patron y

funcién en sus diferentes dominios.

Gresset (2013) describidé que las trece isoenzimas de PI-PLC tienen un grupo catalitico
tipificado en PLC-0, que las PLC-beta se activan por Gag- y GBy, que la activacion de
las PLC-y depende de receptores asociados con tirosina cinasas, que algunas subclases
de las PLC-beta y PLC-gamma se activan mediante la unién directa de las proteinas G
pequefas de las subfamilias Ras, Rho, Rac y de GTPasas, y que la region enlazadora

X/Y puede mediar la auto inhibicion de la mayoria de las PLC (Gresset et al., 2013).
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Cabe sefialar que este grupo de fosfolipasas tienen la capacidad de hidrolizar el acido
fosfatidico (PA), &cido lisofosfatidico (LPA), esfingosina-1-fosfato (S1P), ceramida-1-
fosfato (C1P) y pirofosfato de diacilglicerol (DGPP), todos los cuales son importantes en
la sefalizacién de lipidos, ademas de que su frecuencia es muy alta en organismos como

bacterias, levaduras, plantas, animales y virus (Dennis et al., 2011; Cocco et al., 2015).

2.5.5 Fosfolipasa D (EC.3.1.1.4)

Estas fosfolipasas catalizan la hidrélisis de enlaces fosfodiéster de los glicerofosfolipidos,
fosfatidilcolina y otros fosfolipidos generando acido fosfatidico y un grupo fosfato libre.
Tambien se ha descrito que estas fosfolipasas realizan una reaccion de
transfosfatidilacion en presencia de alcohol, produciendo fosfatidiletanol (PEt) (Figura
2.5). Como en otras fosfolipasas, la histidina del sitio activo es la responsable del ataque

nucleofilico sobre su sustrato (Liscovitch et al., 2004; Selvy, 2011).

-

R1=0
O -

+

P—0—CHa-CHp-N-(CHg)3
o
PC

Transfosfatidilacion Hidrolisis

(Etanol) (H20)

PEt PA
/ \

DAG LPA

Objetivo de la proteina

FIGURA 5. Reacciones catalizadas por la fosfolipasa D.

Su actividad fue descubierta en extractos de zanahoria, y se han encontrado dos tipos
de Fosfolipasas D (PLD1 y PLD2), presentes en virus, bacterias, hongos, levaduras,

plantas y mamiferos. Las dos isoformas PLD1 y PLD2 estan reguladas por proteinas
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guinasas y proteinas de union a GTP. La actividad de estas enzimas es variada, que va
desde el metabolismo de fosfolipidos, nucleasas, toxinas y proteinas viricas de funciéon
desconocida (MacDermott et al., 2004; Selvy., 2011; Kolesnikov et al., 2012).

Los estudios revelan que la fosfolipasa D funciona en una amplia gama de procesos
celulares que incluyen la transduccién de sefiales, el control del transporte intracelular, y
la reorganizacién de la actina del citoesqueleto. Se han podido aislar y caracterizar
diversas fosfolipasas de diferentes fuentes y se han descrito sus genes (Tabla 2.7)

(Liscovitch et al., 2004; Selvy, 2011).

TABLA 8. Genes de la familia de las fosfolipasas D en eucariotas y procariotas.

Nombre Descripcién Organismo
PLD1 ARF/Rho/PKC-dependiente PC-PLD H. sapiens
PLD2 PIP2/ARF-dependiente PC-PLD M. musculus

CePLD (ORF) Putativa PLD C. elegans
SPO14/PLD1 Ca?independiente, PIP2-dependiente S. cerevisiae
PLD

CaPLD Ca?*-independiente PLD C. albicans

YA2G (ORF) Putativa PLD S. pombe
PLDa Ca?*-dependiente PC-PLD R. communis
A. thaliana
PLDB Fosfoinositidina - dependiente PLD A. thaliana
PLDy Fosfoinositidina — dependiente PLD A. thaliana
SaPLD Bacterial PLDs S. antibioticus
SciPLD S.
cinnamoneum
Ymt Y. pestis

2.6  Aplicaciones de las fosfolipasas

Las fosfolipasas han sido aplicadas en la biocatélisis, como un método alternativo de los
procesos quimicos. Actualmente se utilizan para producir emulsificantes, en industrias
como la panificadora, produccion de mayonesa, desengrasado de aceites, entre otros, y

sus aplicaciones se van ampliando conforme se descubren y estudian nuevas
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fosfolipasas (De Maria et al., 2007). Ejemplos de fosfolipasas comerciales se muestran
en la Tabla 2.8.

TABLA 9. Aplicaciones industriales de diferentes fosfolipasas comerciales.

Aplicacion Ejemplos
Lipopan 50 BG (Novo Nordisk/Danisco).
Panificacion Lipopan F™: Lipopan Xtra™ (Novozymes).
Lisomax™ (Genencor)
L&cteos Queso: YieldMAX™ (Novozymes/Christian Hansen)
Soya Productos de PS por transesterificacion con PLD (Cargill)

Aceites Lecitase ultra™ (Novozymes)
Trate}m_|entos SM; antitumorales

médicos

La industria panificadora se ha beneficiado de las fosfolipasas y lipasas desde 1990,
utilizando diversos emulsificadores y productos obtenidos a partir de ellas (lecitina,
lisolecitina, ésteres de acido diactiltartarico de mono y diacilglicéridos, entre otros), asi
como la hidrolisis de almidén de trigo en glucosa (Nebesky et al., 1998). Se han
comercializado preparaciones con fosfolipasas y lipasas, por empresas como Novo
Nordisk A/S y Danisco, con el nombre de Lipopan 50BG y Grindamyl™ Exel 16,
respectivamente. Posteriormente, Novozymes A/S introdujo una fosfolipasa de Fusarium
oxysporum con actividad lipasa y fosfolipasa con el nombre comercial de Lipopan F™
(De Maria et al., 2007). Otras actividades importantes de estas enzimas son en el
procesamiento de leches para la produccion de quesos, yogures y helados, debido a que
los fosfolipidos tales como la fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y esfingomielina
pueden emulsificarse (Nielsen, 2004; Karahan y Akin, 2017). En la produccion de
mayonesa se conoce que las fosfolipasas A2 mejoran las emulsiones, ya que pueden
hacer cambios funcionales y estructurales de las lipoproteinas presentes. Otro proceso
de importancia para la industria alimenticia es la transesterificacion de fosfolipidos para

mejorar los valores nutricionales de alimentos (Mine, 1997; De Maria et al., 2007).

Se han utilizado diversas fosfolipasas para el desgomado de aceites, entre las cuales se
encuentran comercialmente Enzy-Max ®, una fosfolipasa A1 de Fusarium oxysporum con
el nombre comercial de Lecitase ®Novo, y la Lecitase pancreatica ® 10L. También se han

comercializado fosfolipasas activas a pH 4-5 y temperaturas entre 30 y 70 °C (Clausen,
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2001), entre las cuales esta Lipozyme TL IM (lipasa de Thermomyces lanuginosa) que
mostré mejor actividad que Lipozyme RM (lipasa de Rhizomucor miehei) y Novozym 435
(lipasa de Candida antarctica) durante la aciddlisis entre lecitina de soya y acido caprilico

en un sistema libre de solventes (Vikbjerg, 2006).

Las fosfolipasas D se han utilizado para la modificacion de las cabezas polares en las
moléculas de fosfolipidos a fin de incrementar el contenido de especies como
fosfatidilcolina y fosfatidilserina para generar productos que proporcionen beneficios a la
salud; cabe mencionar que se ha reportado que la fosfatidilserina tiene efectos positivos
en la capacidad cognitiva (De Maria et al., 2007). Estas enzimas, ademas de la actividad
hidrolitica, catalizan reacciones de transesterificacion (Guo et al., 2005) en presencia de
un alcohol que funcione como donador nucleofilico. A partir de esta transesterificacion
es posible sintetizar fosfolipidos de menor abundancia a partir de aquéllos mas
abundantes, tales como la fosfatidilserina, fosfatdiletalonamina y fosfatidilglicerol, a partir
de fosfatidilcolina (Guo et al., 2005; De Maria et al., 2007).

2.7  Fosfolipasas de microorganismos extremofilos

El estudio de los extremdfilos y sus extremoenzimas ha generado conocimiento basico
acerca de sus proteinas, la estabilidad, estructura y funciones. Asi mismo, estas
extremoenzimas tienen potencial econdmico en muchos procesos industriales (Gomes'y
Steiner, 2004). Debido a que pocos extremofilos han podido utilizarse a gran escala por
la complejidad de sus condiciones de crecimiento, se ha optado por expresar sus

proteinas en hospederos mesdfilos (Leis et al., 2015; Coker, 2016).

Una de las primeras fosfolipasas aisladas de una bacteria termotolerante es la fosfolipasa
C, caracterizada mediante el andlisis de productos de degradacion de lecitina por

cromatografia en capa fina, en Bacillus cereus (Johnson y Bonventre, 1967).
2.8 Fosfolipasas en Arqueas

Del dominio de las arqueas, se han reportado fosfolipasas A2 con actividad a 90 °C de
Pyrococcus horikoshii y Aeropyrum pernix aislados de fuentes hidrotermales de Japén

(Kawarabayasi et al., 1998; Feng et al., 2000). La primera fosfolipasa termofilica
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recombinante fue una PLAz de A. pernix, que fue clonada y expresada en E. coli (Wang
et al., 2004; Song et al., 2005). El marco abierto de lectura compuesto por 474 pares de
bases fue amplificado por PCR con los oligonucleétidos iniciadores 5’-
TTTAGAATTCGCGCATATGGGTGTTAACGAGG-3' vy 5-TTTTGGTACCTTAGGATCC
AATTAGTGTTTAGCCTCCG-3, el vector de clonacion fue pET15b y se expreso en E.
coli BL21 (DE3) Codon Plus-RIL (Stratagene, USA).

Tirawongsaroj (2008) reporto el aislamiento de una nueva fosfolipasa similar a patatinas
(PLP) y una esterasa (Estl) aisladas en aguas termales de Jae Sawn, Tailandia. La PLP
contenia cuatro dominios conservados similares a otras proteinas similares a patatinas
con actividad de acil hidrolasa lipidica. Tanto la PLP como la Estl se expresaron
heter6logamente como proteinas solubles en E. coli y exhibieron mas del 50% de sus
actividades maximas a pH alcalino, de 7-9 y 8-10, respectivamente. Las enzimas tenian
actividad hacia los ésteres de &cidos grasos de cadena corta (C4 y C5) y de cadena larga
(C14 y C16) (Tirawongsaroj et al., 2008).

Una fosfolipasa B (TL-PLB) de Thermotoga lettingae TMO fue clonada y funcionalmente
sobreexpresada en Escherichia coli DH5a, y purificada. El gen fue amplificado por PCR,
el vector de clonacién utilizado fue pET15b y se expreso en E. coli BL21 (DE3)-RIL Codon
Plus-RIL (Stratagene, USA). La enzima hidroliza eficientemente los enlaces éster sn-1y
sn-2 de 1-palmitoil-2-oleoil fosfatidilcolina, con actividad a 70 °C y pH 5.5. Su
termoestabilidad es relativamente alta con una vida media de 240 min a 90 °C,
exhibiendo una alta actividad de desgomado de aceites de semillas de colza, soya, mani
y girasol (Wei et al., 2015).

2.9 Fosfolipasas en bacterias.

Aunque existen diversos articulos relacionados con la clonacion y caracterizacion de
fosfolipasas a partir de metagendémas (Rondon et al., 2000, Schloss, 2003, Miller et al,
1999, Henne et al.,2000), una de las primeras fosfolipasas bacterianas caracterizadas
fue una fosfolipasa C de la bacteria Bacillus cereus, en la cual, era éptimamente activa
a 75 °C a un pH de 4-5 (Seo y Rhee, 2004).
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El estudio de las fosfolipasas en bacterias termofilas inicié con la descripcion de una
fosfolipasa producida por la bacteria psicotréfica Serratia sp. aislada de suelo glaciar en
China. La fosfolipasa fue clonada en E. coli y sobre expresada en P. pastoris, y posee
actividad en la posicion sn-1, es éptimamente activa a 10 °C a un pH de 5.5, se actividad
es dependiente de Ca?*, y es inhibida por Na*, Zn?*, Cu?* y Mn?* (Fu et al., 2008).

Navas y cols. (2018) caracterizaron una nueva fosfolipasa termoestable de la bacteria
termdfila Thermus sp. El gen fue clonado en un vector pJexpress 404 en E. coli XL-1
Blue MRF’. La temperatura 6ptima de la enzima fue de 65 °C a pH 9; es dependiente de
Ca?*, tiene la capacidad de hidrolizar acidos grasos en la posicién sn-1 y sn-2, y posee

también actividad aciltransferasa.

2.10 Brevibacillus thermoruber

Brevibacillus thermoruber es una bacteria Gram-positiva, movil, formadora de esporas,
aerobica y termdfila, productora de exopolisacaridos, con variedad de aplicaciones en
alimentos, cosméticos, productos farmacéuticos y quimicos (Yildiz et al., 2013, 2015). Se
ha encontrado que esta especie produce grandes cantidades de [B-D-glucosidasa y

celobiohidrolasa cuando se cultiva en celobiosa y avicel (Tellez et al., 2017).

Actualmente solo dos genomas de Brevibacillus thermoruber han sido secuenciados en
el mundo de acuerdo a la base de datos PATRIC, uno de una cepa de Brevibacillus
thermurober PM1 aislada en Estados Unidos a partir de cenizas del volcan Kilauea en
2014 (PATRIC, 2020), y el otro de una cepa de Brevibacillus thermoruber 423 aislada en
Bulgaria a partir de una fuente termal en 2010 y secuenciado en 2013 (Yildiz et al., 2013).

La clasificacion taxondmica de Brevibacillus thermoruber se muestra en la Tabla 2.10.

TABLA 10. Clasificacion taxondmica de Brevibacillus thermoruber.

CLASIFICACION TAXONOMICA

Dominio: Bacteria

Division: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Paenibacillaceae
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Género: Brevibacillus

Especie: thermoruber

La cepa de estudio de este trabajo fue Brevibacillus thermoruber HT42, que fue aislada
en la zona geotermal Los Humeros, Puebla, a partir de muestras de piedra tepezil a 42
°C. De acuerdo con la secuenciacion del gen 16S rRNA, se encontré una homologia de
98% con el género Brevibacillus y de especie thermoruber (Modad-Reyes, 2015). Se
realizé la secuenciacion completa del genoma y se demostrd en el andlisis in silico que
tiene un genoma de 4,760,482 pares de bases, que codifican para 4,117 genes, en la
cual 157 genes (2%) codifican para hidrolasas de las subclases de esterasas,

glicosidasas y peptidasas (Vazquez-Tinajero, 2017).
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3 JUSTIFICACION

Actualmente, se conoce poco de las fosfolipasas de microorganismos extremofilos, ya
gue la mayoria de los estudios estan basados en bacterias mesofilas, que tienen ciertas
consideraciones y limitaciones de sus aplicaciones, debido a la poca resistencia a

condiciones extremas en la industria.

Los microorganismos extremofilos y sus enzimas generan un creciente interés, tanto
cientifico como industrial, debido a sus aplicaciones en condiciones extremas; por ello,
resulta de interés la obtencién y estudio de fosfolipasas extremdfilas que puedan tener

mas amplias o nuevas aplicaciones biotecnoldgicas.
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4 OBJETIVOS

4.1  Objetivo general

Clonar y caracterizar una fosfolipasa de Brevibacillus thermoruber HT42 aislado de la

zona geotérmica Los Humeros, Puebla.

4.2  Objetivos especificos

o Seleccionar de genes de fosfolipasas in silico a partir del genoma de Brevibacillus
thermoruber HT42.

. Obtener la enzima recombinante de Brevibacillus thermoruber HT42.

. Caracterizar la enzima recombinante de Brevibacillus thermoruber HT42.
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5 METODOLOGIA

DIAGRAMA GENERAL

e N e A e A
., Evaluacion de
Evaluacion de la Caracterizacion de la temperatura sobre la
actividad fosfolipasa : tividad de bNF
en cajas LB-YH enzima actividad de pNF-
laurato
- Y, N\ Y, - Y,
e ™ e R e R
Analisis in silico de Clonacion y Evaluacién del pH
las fosfolipasas expresion del gen de sobre la actividad de
seleccionadas estudio pNF-laurato
\ J \ Y, \ Y,
e ™ A
Disefio de
Modelado de las oligonucleétidos para
fosfolipasas fosfolipasa A2,
amplificacion del gen
- Y, Y,

5.1 Evaluacion de la actividad de fosfolipasa de la cepa Brevibacillus thermoruber HT42.

La capacidad de producir fosfolipasas de Brevibacillus thermoruber HT42 se evalué en
medio LB (agar, 2%) enriguecido con yema de huevo estéril al 10 %. De un pre-indculo
de Brevibacillus thermoruber HT42 se obtuvo 1 mL y se centrifugé a 13,700 x g, se separd
el medio libre de células y el paquete celular, y ambos se colocaron en una caja de Petri
con medio LB-YH. La actividad fosfolipasa se consideré positiva al presentar halos de
hidrolisis alrededor de la colonia en la caja Petri después de incubacién a 55 °C durante
24 h (Sachin et al., 2012).

5.2 Analisis de traduccion in silico de los genes de fosfolipasa y seleccion del gen

A partir del analisis del genoma de Brevibacillus thermoruber HT42, se seleccionaron dos
genes para ser analizados por modelado in silico. Para ello, se utilizaron las siguientes

herramientas informaticas, tanto en linea como en software:
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e PFAM: Es una base de datos libre en linea del European Molecular Biology
Laboratory perteneciente al European Bioinformatics Institute, este software funciona
realizando un alineamiento de la secuencia de aminoéacidos de la proteina a analizar
y comparandola con una base de datos de secuencias de los dominios funcionales
reportados (Finn et al., 2003). Este programa se utilizé para conocer las fosfolipasas

y los dominios funcionales de éstas, disponible en: https://pfam.xfam.org/ .

e Blastp: Es una herramienta bioinformatica libre en linea del National Center of
Biotechnology Information, este programa funciona realizando un alineamiento de la
secuencia de aminoacidos de la proteina a analizar comparandola con una base de
datos de secuencias de proteinas reportadas, para identificar por homologia entre
las secuencias la funcién que tiene la proteina (Mount, 2007). Este programa se
utilizo para establecer la funcion de las fosfolipasas y poder comparar los resultados
de la secuenciacion del gen elegido.

e Serial Cloner: Es un programa libre que permite realizar in silico reacciones en
cadena de la polimerasa (PCR), digestiones con enzimas de restriccion y reacciones
de ligacion entre vector y gen (Basics, 2009). Este programa se utilizé para
establecer resultados tedricos del proceso de clonacion.

e SignalP 4.1: Este es un programa libre en linea de la pagina www.cbs.dtu.dk

gue permite encontrar la presencia y secuencia de péptido sefial en proteinas,
comparando la secuencia de la proteina con una base de datos de secuencias
reportadas (Nielsen, 2017). Este programa se utiliz6 para analizar la presencia de
péptido sefial en las secuencias de pla-hty plc-ht.

e NEBcutter: Pagina en linea de libre acceso de la empresa NEW ENGLAND

BioLabs,Inc (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) fue utilizada para conocer las enzimas

de restriccion que tienen la capacidad de cortar el gen y poder ser descartados para
la clonacion y a su vez conocer aquellas enzimas que no cortan el geny ser utilizados

con el vector de clonacion pET-28a (+).
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5.3 Analisis bioinformético de las posibles fosfolipasas de acuerdo con la secuencia de

aminoacidos.

A partir de las secuencias de los genes elegidos, se realizé la traduccion in silico y el
modelado de la estructura secundaria, terciaria, sitios cataliticos, y la funcion de acuerdo

con la interaccidn con otras proteinas.
5.3.1 Modelado de las fosfolipasas.

Las secuencias de aminoacidos fueron analizadas con la ayuda de las siguientes

herramientas bioinformaticas y softwares:

e Uniprot: Es una coleccidon de secuencias de proteinas y sus anotaciones
funcionales. Contiene varias secciones, entre ellas la UniProtKB/Swiss-Prot con
secuencias revisadas y caracterizadas, la UniProtKB/TrEMBL con las secuencias
gue no estan revisadas, y la seccion Proteomas, con el conjunto de proteinas de

genomas completamente secuenciados (UniProt Consortium, 2018).

e MultAlin: Algoritmo utilizado para la alineacion multiple de secuencias, ya sea
acidos nucleicos o aminodcidos, basado en el método de programacion dinamica

de alineacion por pares (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

e ProteinDataBank: Contiene datos estructurales de las moléculas bioldgicas
grandes, obtenidos mediante cristalografia de rayos X o resonancia magnética

nuclear (https://www.rcsb.org/) (Parasuraman, 2012).

e Interpro: Base de datos que integra métodos predictivos para dominios de
proteinas, familias y sitios funcionales. Engloba varias plataformas de bases de
datos entre las que se encuentran Gene3D, PANTHER, Pfam, PIRSF, PRINTS,
ProDom, PROSITE, SMART, SUPERFAMILY y TIGRFAM
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) (Hunter et al., 2008).

e PSIPREED: Servidor utilizado para la prediccién de estructuras de proteinas,
utilizando métodos como PSIPREED para la prediccion de estructura secundaria,

MEMSAT?2 para la prediccion de la topologia transmembranal, y GenTHREADER
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para el reconocimiento del plegamiento (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/introduction/)
(McGuffin et al., 2000).

Raptorx: Servidor basado en un método estadistico para el modelado de proteinas
por medio de plantillas, lo que mejora la precision de la alineacion. Utiliza bases
de datos como PSI-BLAST y HHpred (http://raptorx.uchicago.edu/) (Peng y Xu,
2011; Kéllberg et al., 2014).

I-TASSER: Servidor para la identificaciéon de la estructura de proteinas y la
prediccion de funciones (hitps://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/l-TASSER/)
(Zhang, 2009; Roy, 2010).

Phyre2: Utilizado para predecir y analizar estructura y funcion de las proteinas,
con la capacidad para predecir sitios de unién a ligandos y analizar posibles
efectos de variaciones en la secuencia de aminoacidos

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cqgi?id=index) (Kelley et al., 2015).

Robetta: Servidor automatizado para la prediccion y andlisis de las estructuras de
las proteinas por modelacion comparativa o predicciones de novo, utilizando
subsistemas de bases de datos como BLAST, PSI-BAST, FFASO03
(http://new.robetta.org/) (Kim et al., 2004).

MPI Bioinformatics Toolkit: Servicio web utilizado para busqueda de secuencias,
prediccion y clasificacion de las estructuras secundarias y terciarias, asi como de
zonas de desorden y regiones transmembrana (http://toolkit.tuebingen.mpg.de)
(Biegert et al., 2006).

CASTp: Atlas Computado de Topografia de Superficie de Proteinas; es un recurso
en linea que proporciona las propiedades geométricas y topologias de las
estructuras proteicas, sean bolsas superficiales, cavidades interiores y canales
cruzados, en relacion con la funcién que desempefian
(http://sts.bioe.uic.edu/castp/) (Tian et al., 2018).
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e PyMOL: Software para el manejo de graficos moleculares escritos en C o Fortran
de cédigo abierto, generando la comprension y optimizacion de las interacciones

proteina-ligando (DeLano, 2002).

e UCSF Chimera: Software utilizado para la visualizacion interactiva y analisis de

mapas de densidad, y para dilucidar estructuras (Goddard et al., 2007).

5.3.2 Analisis de interaccion proteina-proteina.

Se realiz6 el analisis de la interaccién proteina-proteina para inferir la funcién que

pudieran tener las proteinas codificadas por los genes seleccionados.

e STRING: Es una base de datos que integra las interacciones proteina-proteina,
incluyendo asociaciones directas (fisicas) e indirectas (funcionales), lo que
contribuye a inferir la funcién bioldgica utilizando algoritmos con informacién
gendmica o andlisis de coexpresion (https://string-db.org/cgi/input.pl) (Szklarczyk
et al., 2015).

5.4 Obtencion del gen de interés.

A partir del analisis in silico, se seleccioné un gen para ser clonado, expresado y llevar a

cabo la caracterizacion de la fosfolipasa.

5.4.1 Extraccion de DNA gendmico.

La cepa de la coleccion del Laboratorio de Bioquimica de la Unidad de Investigacion y
Desarrollo en Alimentos (UNIDA) Brevibacillus thermoruber HT42 aislada de los
Humeros, Puebla, se hizo crecer en 2 mL de medio LB (10 gr triptona, 5 gr extracto de
levadura, 10 gr NaCl en 1L), 12 h al.2 x g, y cuando alcanzé una densidad 6ptica de 0.8
a 600 nm, se transfirio 1 mL a un matraz Erlenmeyer con 25 mL de medio LBy se cultivo
a 55 °C, 1.2 x g por 24 h. Al término de la incubacién se obtuvo 2 mL y se centrifugo, el
sobrenadante se decantd y la biomasa resultante se procesd de acuerdo con la

metodologia del kit comercial Wizard® Genomic DNA purification de la marca Promega.
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El DNA gendmico obtenido se verifico por medio de geles de agarosa (1 %) y se
cuantificé por espectrofotometria con el equipo NanoDrop™ 2000c de la marca Thermo
Scientific®.

5.4.2 Disefio de oligonucleétidos para el gen de interés

Una vez elegido el gen de interés, la secuencia de nucleotidos se analiz6 mediante la
herramienta informética en linea NEBcutter de la empresa NEW ENGLAND BioLabs,Inc

(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) para elegir las enzimas de restriccion que no cortaran

el gen y tambien estuvieran presentes en el vector pET-28a (+): Ndel y Hindlll.

Los oligonucledtidos se disefiaron con la ayuda del programa Serial Cloner v2.6.1 y
FastPCR v6.6 y se realizé la comprobacion in silico por medio del programa Serial Cloner

(version 2.6.1).

Para la determinacion de la Tm (temperatura de fusién) se utilizé la regla de Wallace

(Wallace et al.,1979) cuya férmula es la siguiente:

Tm=2°C(A+T)+4°C(G+C)

5.4.3 Amplificacién por PCR del gen de fosfolipasa

Los oligonucledtidos fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de
DNA (USSDNA) del Instituto de Biotecnologia de la UNAM (IBT-UNAM). La amplificacion
del gen se realiz6 por la técnica de PCR utilizando el DNA gendémico de Brevibacillus
thermoruber HT42.

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 50 uL (Tabla 5.1) de
acuerdo a las indicaciones de Taq DNA Polymerase (recombinant) de Thermo
Scientific® y procedié a realizar la amplificacion en el termociclador T100™ thermal

Cycler de la Marca BioRad®
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TABLA 11. Composicion de la mezcla de reaccion para la PCR.

Muestra Volumen
Buffer de reaccion 10x 5uL
MgCl2 6 pL
dNTP’s 1puL
Oligonucledtidos 1.5puL
DNA 0.5 pL
Taq polimerasa 0.2 uL
Agua 34.3 uL

Las reacciones de amplificacion se realizaron usando 94°C como la temperatura de
desnaturalizaciéon del DNA, 56°C como temperatura de alineacion y 72°C como la

temperatura de elongacion, en 30 ciclos.

TABLA 12. Condiciones de reacciéon para PCR del gen pla-bt

Tiempo Temperatura

Pasos Repeticiones . o
min:seg C
Desna.tu.ra_lllzacm 1 4:00 95

inicial

Desnaturalizaci6 1:00 95
Alineamiento 30 1:00 56
Extensioén 1:00 72
Extensidn final 1 7:00 72

El producto de la PCR fue purificado con el kit FavorPrep® GEL/PCR purification MiniKit
al término de la reaccion, de acuerdo con las indicaciones del fabricante. La

secuenciacion del amplificado fue realizada en la Unidad de Secuenciacion del IBT.

5.4.4 Determinacion del tamafio del fragmento de PCR por electroforesis en geles de

agarosa.

Para la determinacion del tamafio de los amplicones, el producto de PCR fue separado
por electroforesis horizontal en geles de agarosa (1 %), con bromuro de etidio para la

visualizacion de las bandas. Se utilizaron 5 pL de la mezcla de PCR, TAE 50X (Tris base
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2M, acetato de sodio 50mM, EDTA 1M y &cido acético 1M) (Sambrook y Russel, 2001)
como soluciéon amortiguadora de corrimiento, y una solucion de azul de bromofenol y
xilencianol, ambos al 0.4% (Sambrook y Russel, 2001) como solucién amortiguadora de
carga. Las condiciones de electroforesis fueron de 90V durante 35 min. El gel de agarosa
resultante fue observado en un transiluminador de luz UV usando el fotodocumentador
(Gel Doc™ XR+, BioRad). La concentracion de DNA amplificado se determiné por medio

del equipo Nanodrop 2000c de la marca Thermo Scientific®.
5.4.5 Purificacion del gen amplificado.

La purificacion del gen amplificado por PCR se realiz6 a partir de las bandas separadas
en la electroforesis en gel de agarosa. La banda con el niumero de pares de bases
esperado fue cortada con bisturi, se colocé en un microtubo Eppendorf de 1.5 mL, y se
realiz6 el protocolo de purificacion del Kit GEL/PCR purification mini kit de la marca
FavorPrep™. Se determind la concentracion de DNA obtenido después de la purificacion
y se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% para verificar la integridad del
DNA obtenido.

5.5 Clonacion y expresion del gen de estudio.
Se realizé el procedimiento para clonar el gen amplificado por PCR en el vector de
clonacion pET-28a (+) para ser expresado en E.coli BL21 DE3 pLysS.

5.5.1 Vector de clonacién

Se utilizo el vector de clonacién pET-28a (+), que tiene un tamafio de 5,369 pb, cuenta
con un sitio multiple de clonacién que incluye un doble sitio de etiqueta de histidinas, y
una de trombina que facilita la purificacion de proteinas recombinantes usando una
columna de cromatografia por afinidad, presenta un gen de resistencia a kanamicina y

gue sirve como marcador de la insercion del vector (Figura 5.1).
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5.5.2 Digestion de los productos de PCR y vector de expresién pET28a (+)

Los productos de PCR y el vector de expresién pET-28a (+) fueron digeridos de forma
individual con las enzimas de restriccion Hindlll de Nzytech genes enzymes ® y Ndel de
la marca New England Biolabs® Inc. Las muestras digeridas fueron purificadas de

acuerdo al punto 5.4.5, a partir de un gel de agarosa al 1%. El tamafio aproximado total
después de la digestion del vector pET28a (+) fue 5305 pb.

5.5.3 Ligacion del producto de PCR y el vector

La concentracion final y la pureza de los productos de PCR y el vector pET28a (+)
digeridos y purificados se analizaron por medio de espectrofotometria en el equipo
Nanodrop 2000c de la marca Thermo Scientific®. La cantidad de inserto y de vector para

realizar la reaccion de ligacion se calcul6 de acuerdo a la siguiente formula:
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kb inserto inserto

ng de vector = X (relacion molar ) = ng inserto

kb vector vector

Esta fue comprobada por medio de la App Biomath version 1.1.1 de Promega
Corporation®©. Para la ligacion se utilizé el kit Speedy Ligase de Nzytech genes enzymes
®, se realizaron las mezclas de vector e inserto en una relacion molar de 1:3, se afiadio
1 uL de la ligasa, 1 uL de solucién amortiguadora de ligacion, ajustando a 20 uL, y se

utilizé inmediatamente para transformacion y/o conservando a -80°C hasta su utilizacion.
5.5.4 Sintesis del vector recombinante

Se realiz6 la sintesis del vector recombinante por la casa comercial GenScript, utilizando

el vector pET-28a (+) y el gen pla-ht, conteniendo los sitios de clonacion: Ndel y Hindlll.
5.5.5 Preparacion de células electrocompetentes de E.coli BL21 DE3 pLysS

La preparacion de células electrocompetentes se realizd de acuerdo al método descrito
por Miller y Nickoloff (1995) con modificaciones: se reactivé la cepa E.coli BL21 DE3
pLysS en 2 mL de caldo LB estéril con cloranfenicol 34 ug/mL, se cultivo a 37°C de 8-10
h a0.8 x g. Posteriormente, se transfirieron 100 puL en un tubo con caldo LB de 2 mL con
cloranfenicol 34 pug/mL, se cultivd a 37°C y 0.8 x g, durante 2 h aprox., hasta observar
una densidad optica de 0.4 Asoo. El cultivo se decantd en 2 microtubos estériles y
conservo en frio a 4°C durante 20 min, los tubos fueron centrifugados a 4,000 xg durante
15 min a 4°C, se decant6 el medio y el paquete celular fue resuspendido en 1 mL de
agua estéril fria. A continuacion fue centrifugado a 3,000 xg durante 10 min a 4°C, se
decanto el sobrenadante y el paquete celular se volvio a resuspender en 400 uL de agua
estéril fria, se centrifugd a 3,000 xg durante 7 min a 4°C, se volvié a decantar el
sobrenadante y se resuspendi6 el paquete celular en 100 uL de glicerol al 10% frio, se
realizo el ultimo lavado y se centrifugdé a 3,000 xg durante 5 min a 4°C, se aspir6 el
sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en 40 uL de glicerol 10% frio, para ser

utilizado inmediatamente o guardado a -80°C.
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5.6. Transformacion.
5.6.1 Transformacion de las células competentes.

Para la transformacién de las células electrocompetentes, primero se enfrié la muestra
de DNAy la cubeta de electroporacion en hielo, y a continuacién se transfirid de 1 a 2 pL
de DNA a un tubo de 1.5 mL estéril y se conservo en hielo, se agregé 40 uL de células
electrocompetentes, se realiz6 el mezclado de las células por pipeteo y se transfirio la
mezcla a la cubeta de electroporacion, se agitdo suavemente para eliminar las burbujas y
gue el volumen se distribuyera entre los dos electrodos, se eliminé la humedad del
exterior de la cubeta y se coloco en el sistema de electroporacién 2510 Eppendorf®. Se
dieron dos pulsos de decaimiento exponencial de 2.3 KV o 23uF capacitancia y
resistencia de 200 Ohms durante un tiempo constante de 4.8 ms, inmediatamente la
mezcla fue transferida a un tubo eppendorf de 1.5 mL con 1 mL de caldo LB a
temperatura ambiente, se incub6 durante 1 h a 37 °C con movimiento suave, y se
centrifugd a 700 x g durante 45 s, se decantd el sobrenadante dejando cerca de 100-200
uL con el paquete celular, se resuspendid y con ese volumen final, se inoculo por técnica
de vertido en placa con medio LB con kanamicina 50 pg/mL y cloranfenicol 34 ug/mL a
37°C durante 12 h.

5.6.2 Confirmacién de insercién del gen por PCR de colonia.

Se tomaron células de las colonias con un palillo de madera estéril y se resembraron por
estriado en una caja Petri con medio LB con kanamicina 50 ug/mL y cloranfenicol 34
ug/mL y se cultivaron a 37 °C por 12 h. El palillo con el que se picé la colonia se depositd
en un tubo de ensaye con 1 mL de medio LB con kanamicina y se cultivé a 37 °C a 1.8
X g durante 12 h. Se obtuvo una asada con asa bacteriologica y se coloco en 50 uL de
agua miliQ, se calent6 a 95 °C durante 5 min, se centrifug6 a 15,000 x gdurante 5 min a
4 °C,y se tom0 1 uL de sobrenadante para realizar la PCR con las mismas condiciones
de reaccioén, volumenes de reactivos y oligonucleétidos especificos para la fosfolipasa

de interés descritos en la seccién 5.4.3.
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En la caja Petri con Kanamicina se observd presencia de colonias confirmando la
insercion del vector recombinante pET28a (+)-pla-bt en la célula hospedera BL21 DE3
pLysS, ademas de la presencia de Cloranfenicol como marcador para el Vector pLysS
gue lleva el gen que produce una lisozima T7 que inhibe o reduce el nivel de expresion
de fondo del transcrito del gen en el vector recombinante que estan bajo el control del
promotor T7, esto debido a la sospecha de que el gen a expresar sea potencialmente
toxico para la célula hospedera, produciendo una lisis antes de la expresion de la
proteina, aunque los niveles de lisozima T7 son bajos no afectan para la expresién de la

proteina recombinante con IPTG.
5.6.3 Induccion para la produccion de la fosfolipasa recombinante.

Las células de Escherichia coli BL21 DE3 pLysS transformada con el vector pET28a (+)
se cultivaron en medio LB con kanamicina 50 ug/mL y cloranfenicol 34 pg/mL a 37 °C
hasta que la D.O alcanz6 0.6-0.8 en una Abseoo. La expresion de la proteina fue inducida
afiadiendo IPTG (0.4 mMy 1 mM) al cultivo e incubando por 16 ha25°Cal.2xg.

5.6.4 Lisis celular para la recuperacion de la fosfolipasa recombinante.

Para lalisis celular, se recupero el paquete celular por centrifugacion a 10,000 xg durante
7 min a 4 °C y se resuspendio en dos volumenes de amortiguador de fosfato de sodio
0.05 M pH 7.0 (Apéndice B); las células fueron mantenidas en hielo y lisadas en un
equipo de sonicacion mediante 20 pulsos de 20 s con pausas de 30 s entre cada pulso.
Posterior a la ruptura celular, se recuperé el extracto celular (EC) por centrifugacion a
16,000 xg por 15 min a 4°C.

5.6.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Para el analisis del patron de proteinas producidas por Escherichia coli BL21 DE3pLysS
transformada con el vector pET28a (+), se centrifugaron 100 uL del cultivo a 16,000 xg
por 5 min. Al paquete celular se le adicion6 20 uL de solucion de carga para

electroforesis, y se calentd a 95°C por 5 min. Las muestras fueron sometidas a

electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% en condiciones disociantes (SDS-PAGE)
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(Laemmli,1970) con una corriente de 17 mAmp por 60 min. Los geles fueron tefiidos con

solucion de Azul brillante de Comassie R-250 (Apéndice B) (Syrovy y Hodny, 1991).

El peso molecular de la enzima fue estimado por comparacion con los estandares de
peso molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards de BioRad®, y utilizando

el servidor Expasy®©.
5.6.6 Andlisis de la actividad fosfolipasa In situ

La actividad fosfolipasa In situ se observo en una placa de agarosa al 1% preparada con
una solucién 4 mM de NaTDC, 0.3 mM de rojo fenol como indicador de pH, 100 mM de
NaCl, 10 mM CacClz, a pH de 8.5, 0.8 % p/v de lecitina de soya, 50 mM Tris_HCI (pH 8.0),
1% de NaCl, 0.25 % de acido taurocdlico (Song et al.,1999), a lo cual se colocaron

circulos de papel filtro Whatman con 20 pL del extracto celular.
5.6.7 Western Blot de la fosfolipasa recombinante.

La producciéon de la fosfolipasa recombinante por la cepa de Escherichia coli BL21
DE3pLysS transformada con el vector pET28a (+) se verificd por Western Blot (WB)
utilizando anticuerpos contra la secuencia de histidinas afiadida por el vector a la
fosfolipasa recombinante. La transferencia se realiz6 utilizando membranas de PVDF y
el gel de SDS-PAGE con las proteinas del EC en el equipo transblot BioRad® durante 1

h a 20 V. La preparacion de la membrana, el gel y el WB se presentan en el anexo C.

Al término de la transferencia, la membrana fue retirada e incubada en 10 mL de solucion
bloqueadora (PBS al 1% + 5% de leche sin grasa w/v) por 1 h a temperatura ambiente
con agitacion. A continuacion, se lavé la membrana con 10 mL de solucién amortiguadora
de dilucién (TBST + 1% de leche sin grasa) y se incubé con 2 pL de anticuerpo Anti-His
(C-term)/AP Ab de la marca Novex® by Life Technologies© toda la noche a 4°C en
agitacion. A continuacion, la membrana se lavé con 20 mL de TBST 1X (899 mL de agua
destilada + 1 mL Tween 20) por 5 min con agitacion suave (este proceso se repitid tres
veces), y se transfirié a una solucién de TBS 1X (0.01 M Tris, 80 g NaCl) para remover
el detergente. A continuacion, se le adiciono la solucién NBT/BCIP de la marca comercial

ThermoScientifc, y se incubé hasta el desarrollo de color en las bandas que contienen la
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etiqueta de Histidina. Finalmente, se lavé la membrana en agua destilada durante 10 min
y se dejo secar al aire. La membrana fue fotografiada y analizada en el fotodocumentador
Gel Doc™ XR+, BioRad. Las soluciones utilizadas se encuentran enlistadas en el

Apéndice C.
5.7 Caracterizacion de la enzima recombinante.
5.7.1 Ensayo de actividad enzimatica en p-NP-ésteres.

Se evaluo la actividad enzimatica (esterasa y lipasa) de la fosfolipasa recombinante en
el extracto crudo (EC) utilizando como sustrato 0.1 mM decanoato p-nitrofenilo (p-NPD),
0.1 mM laurato p-nitrofenilo (pNPL), 0.1 mM miristrato p-nitrofenilo (p-NPM), 0.1 mM
palmitato p-nitrofenilo (p-NPP), 0.1 mM estereato p-nitrofenilo (p-NPE) disueltos en
etanol absoluto. ElI EC fue diluido 1:400 en solucion amortiguadora de fosfato de sodio
0.05 M, pH 6.5. En el ensayo de actividad se utilizaron 50uL del EC diluido, 400 pL de
solucion amortiguadora de fosfato de sodio 0.05 M, pH 6.5, y 50 pyL de sustrato. La
mezcla de reaccion se agitd en vortex durante 5 s e inmediatamente se incubd a 65°C
durante 25 min en el Thermo Mixer F0.5 Eppendorf®. Posteriormente, se adiciono 125
uL de carbonato de calcio 0.1 M, se agité en voértex 5 s y se centrifugé a 16,000 xg
durante 15 min (Nawani et al.,1996). El desarrollo de color fue verificado en muestras por
triplicado en una microplaca de 96 pozos con un volumen final de 250 pL por cada pozo,
utilizando un espectrofotometro a una longitud de onda de 410 nm. La cuantificacion de
la actividad enzimatica esta basada en el cambio de densidad 6ptica (D.O) producido por
la liberacion del i6n p-nitrofenolato por la hidrdlisis del enlace éster, caracterizado por la

aparicion de un color amarillo en la mezcla de reaccion.

Una unidad de actividad fue definida como la cantidad de enzima requerida para catalizar
la formacién de 1umol paranitrofenol/min bajo condiciones del ensayo. La actividad

enzimatica se expresoé en katales, utilizando la siguiente formula:

1
Mol ggpMol ~ 16.67nmol
W=1p——= es decir ——,
min S S

16.67nMol
16.67 nKat cataliza a velocidad de ——————
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1 unidad enziméatica corresponde a 16.67 nKat
5.7.2 Evaluacion del efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica

El efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima recombinante fue evaluado
con el método descrito en el apartado 5.7.1 a pH 6.5, a las siguientes temperaturas: 30°C,
40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C, 70°C, 75°C, 80°C, 90°C.

5.7.3 Evaluacion del efecto del pH sobre la actividad enzimatica

El efecto del pH sobre la actividad de la enzima recombinante fue evaluado con el método
descrito en el apartado 5.7.1 a 60 °C, a los siguientes pHs: 3, 4, 5, 6, 6.5,7, 7.5, 8, 8.5,
9, 10.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Evaluacion de la actividad fosfolipasa de Brevibacillus thermoruber HT42

La capacidad de Brevibacillus thermoruber HT42 de producir fosfolipasas fue evaluada
al cultivarse en cajas de Petri con medio LB enriquecido con 10% de yema de huevo
estéril. Se utilizé también el sobrenadante libre de células de un cultivo previo, para
verificar la posible secrecién de las enzimas. Los resultados se muestran en la Figura
6.1, en donde se observa, del lado derecho, el crecimiento de la colonia con un halo de
hidrolisis de la yema de huevo. El diametro del halo mas pequefio fue de 15 mm, por lo
qgue el resultado fue considerado como positivo e indicativo de la produccién de
fosfolipasas por las colonias. Del lado izquierdo no se observa hidrélisis del sustrato, lo
gue sugiere la ausencia de fosfolipasas en el medio de cultivo libre de células, es decir,

gue la fosfolipasa no es excretada al medio de cultivo durante el crecimiento.

FIGURA 7. Caja de Petri con medio LB+yema de huevo al 10%.

Del lado izquierdo se muestra el medio libre de células, y del lado derecho se
observan colonias de Brevibacillus thermoruber HT42 rodeadas de halo de

hidrolisis, después de 24 h de incubacion a 55°C.

6.2 Andlisis in silico de los genes de fosfolipasa y seleccién de dos genes de estudio.

De acuerdo con el analisis de la secuencia del genoma de Brevibacillus thermoruber
HT42 (Vazquez-Tinajero, 2017), existen cinco genes que codifican para fosfolipasas. En

la Tabla 6.1 se muestran las caracteristicas de cada uno de acuerdo con los servidores
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de andlisis de proteinas Pfam y BLASTp: tipo de enzima, funcién, cédigo Pfam, tamafio
del gen y tamafio de la proteina. Como puede observarse, de los cinco genes, tres
codifican para posibles fosfolipasas Az, dos de ellas del tipo patatina, un gen codifica
para una posible fosfolipasa C dependiente de zinc de funcion desconocida, uno codifica
para una lisofosfolipasa con funcion de lipasa/acilhidrolasa, y uno codifica para una

lipasa.

TABLA 13. Fosfolipasas en el genoma de Brevibacillus thermoruber HT42.

TAMANO DEL GEN

ENZIMA TIPO FUNCION PFAM Y PROTEINA
: : Gen: 948 pb
PLA2 Fosfolipasa tipo  prg9 754
patatina Proteina: 315 a.a
. Gen: 792 pb
PLPC dep Zn 560;2'1”83 PF13803
Proteina: 263 a.a
Lipasa/ Gen: 768 pb
Lisofosfolipasa acilhidrolasa tipo PF13472 )
Fosfolipasa GDSL Proteina: 255 a.a
: : Gen: 849 pb
PLA? Fosfolltp?sa tipo PE01734
patatina Proteina; 282 a.a
Gen: 711 pb
Lipasa Lipasa GDSL 2 PF13472
Proteina: 236 a.a
PLA2 Fosfolipasa A2  PFooosg ~ C€M:279pb

Proteina: 92 a.a

De acuerdo con la busqueda en Pfam, Blastp, y SignalP 4.1, se encontré similitud en las
secuencias de aminoacidos con genes de Brevibacillus brevis y B. laterosporus; el
péptido sefal solo se encontro en la Lisofosfolipasa PF13472. En la Tabla 6.2se muestra
la clasificacion de las fosfolipasas de acuerdo con la base de datos de Pfam. En base a
estos resultados, se eligieron los genes que codifican para la PLA2 tipo patatina de 948

pb (llamado pla-bt), y el gen que codifica para la PLPC dependiente de zinc de 792 pb
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(Ilamado plc-bt), debido a que no se encontraron reportes de caracterizacion de estas

enzimas en la literatura.

TABLA 14. Clasificacion de las fosfolipasas de Brevibacillus thermoruber HT42 de
acuerdo con el Pfam.

Enzima # PFAM Familia Subfamilia
Fosfolipasa PF01734 Fosfolipasa Proteina de funcién desconocida
similar a UPF0028
patatina
Posible PF13803 DUF4184 Funcién desconocida
fosfolipasa
C
Lisofosfolipasa PF13472 Lipasa Acilhidrolasa similar a GDSL
Fosfolipasa PF01734 Fosfolipasa Proteina de funcion desconocida
similar a UPF0028
patatina
Fosfolipasa PF00068 Fosfolipasa sPLAZ2 (fosfolipasas secretadas)
A2 cPLAZ2 (fosfolipasas citosolicas)

Ip-PLA2(fosfolipasas asociadas a
lipoproteinas)

6.3 Andlisis de la secuencia de aminoacidos de la proteina PLA-BT

El gen pla-bt codifica para la posible fosfolipasa A2 (PLA-BT). Se realiz6 el alineamiento
de la secuencia de nucleotidos por medio de la herramienta Blastn, y no se encontrd
similitud con ningun organismo, lo que puede ser debido a que las secuencias del
genoma de Brevibacillus thermoruber no han sido depositadas, o ido a que sea una
region de baja complejidad. Posteriormente, se hizo la traduccién de acuerdo al servidor

ExXPASy, que se muestra en la tabla 6.3.

Tabla 6.3 Secuencia de nucledtidos y la traduccidn a aminoacidos de pla-ht.

Secuencia de nucle6tidos y su traduccion a aminoacidos

atgaaggcggacgcggtgtttgagggcggcggggtgaaagggatcgectttatecggggeg
M K A DAV F E GGGV K G I A F I G A
ctgcaggtgatggaggagcacggctatacgtgggcgaacctggccggcacgteggeggge
L Q VM EE EHGYTWA ANULA ASGT S A G
tcgtttgtcegecgectetgetecggggecgggectacaagagecggagagatcaggeececgtgttt
S F va AL LG AGY K S G ETI R P V F
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gagcggctcgactatctgcactttctecgagecggegeggecatecggacggetgeecggtcate
E R L DY L HF L ERRGTI GRUL P V I
ggccccctgtacgaactgatggtgecggcagggaatgtaccggaccaaccggattgagegg
G P L Y EL MV RQGMYURTNUZRTIE R

tttatggacgaattgttgaggagaaaaggcatccgcacctteggggacctgececgeecgggt
FMDEU LU LRI RIKGTIIRTF G DL P P G
aagctcaggatcatcgcgtccgacatcacggcgggaaaaatgctggtcctgecggacgat
K L R I T A s DI T A G KMUL V L P DD

ctcgtccagtttgacatcgtcccggaagaattcecccatecgececgggecgtecgecatgteg
L v Q F DI V P EEF P I A R A V R M S

tgctcgctceecgtatttetttcagecggtececggttggagcagaacggggaaccgecactat
c s L P Y F F Q P VR®RL E QNGE P H Y
atcgtggacggcgggctgctgagcaactatcecggtctggttgttcgacgttcccggaaaa
I vD G GL L S N Y P V WL F D V P G K

ccgcgctggeccgacgatecgggtttecggetgcacggcaaacgggtggagecgggaaccgtac
P R W P T I G F R L HG KRV EIRE P Y

cggatccggggacttttttecgttctccecgecagtctgatcaccacgatgetggacgecccac
R I R G L F S F s R S L I T T M L D A H
gaccggctgtatgtggagagggcgcaggcggtgcggacggtcttcattecccacgetgggg
DR L Y V EURA AAOQA AV RTV F I P TUL G
gtgcggaccacgcagttcggcctectegeccgaactgegegegtececectgettegttegggg
V R T T Q F G L S P E L R A S L L R S G
gaggaggcggcccggcagtttctggccaaatggaacttcgagcagtacgtcgaagtgttt
E E A A R Q F L A KWNUVFE QY V E V F

cgcagcataccgcctgcgccaaacgaaaaaacaggctgectecgtatag
R S I P P A P NEI KT G C L V -

Se analiz6 la secuencia de la proteina PLA-BT por medio de las herramientas Blastp de
la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) y PFAM. Con
ambas herramientas, se encontré6 que la proteina PLA-BT es una enzima serin
acilhidrolasa que pertenece a la superfamilia de las fosfolipasas similares a patatinay las
fosfolipasas Az con una identidad de 99.37%, y se identificaron los dominios del codo
nucleofilico y sitio activo caracteristico de estas enzimas (Figura 6.2 y 6.3). Se encontrd
también que la enzima no posee péptido sefial, lo que indica que no es secretada al

medio de cultivo por la bacteria.
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FIGURA 8. Alineacion de la secuencia de aminoacidos de PLA-BT en la plataforma

Blastp.

En la figura 6.2 en el apartado a) se muestra la alineacion de la secuencia de
aminoacidos y similitud con secuencias depositadas en la base de datos b) Consulta
de dominios conservados de la secuencia de aminoacidos en la base de datos de

dominios conservados (CDD).
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FIGURA 9. Alineacién de los aminoacidos de la proteina PLA-BT por medio de la
herramienta PFAM.

6.4. Analisis de la secuencia de aminoacidos de la proteina PLC-BT

El gen plc-bt codifica para la posible fosfolipasa C (PLC-BT). Se realizo el alineamiento
de la secuencia de nucledtidos del gen plc-bt por medio de la herramienta Blastn, y no

se encontro resultado de similitud con ningan organismo, lo que puede ser debido a que
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las secuencias del genoma de Brevibacillus thermoruber no han sido depositadas o la
secuencia de nucledtidos sea de baja complejidad. Se hizo la traduccion de acuerdo al
servidor EXPASYy (Tabla 6.4).

Tabla 6.4 Secuencia de nucle6tidos y la traduccién a aminoacidos de plc-ht

Secuencia de nucle6tidos y su traduccion a aminoacidos
ttgccgttcacgttcgecccaccecggegatecgttttgeeccttttggegegttegetggetg
L P F T F A H P A I VL P F WRV R W L
tcctttaccgegetggtecttecggcagcatggetecccgattttgaatactttttecggetg
s F T A L V F G S M A PDVFE Y F F R L
aggccgtacagcacagtcagccattccectgecttggectgattgtgtttgatectgecegte
R P ¥ S TV S H S L L G L I VvV F DL P V
gctttgctgctggeecgttctetttcaccgaatecgtcaagegececectggtegectgectg
A L L L AV L F HR I V KIRUPULV A C L
cccgcececcgtttgacecggggattecgggtacgectgeggeccaagecctggggecateggeteg
P A P F DRGVF G Y A A A KUPWGTI G s
ctgcgtgatgggctggtcttttectattecggeggtgatcgggagectcacccatategte
L R D GL V F S Y S AV I G S L T HTIV
tgggacgcgtttacccatcagggggcgttcatggtcageccgeccttececgettettcaacag
W D A F T H Q G A FMV S RL P L L Q Q
cgggtgccggtgeccgtggacgggecttggacgtteccecgtctacaagatgetgecagecacgge
R VvV PV P WT G L D V P V Y KMTUL Q H G
agtacgcttaccggcttgtcgectgattgegectgacactectggetggeggegegtecgggga
s T L T G L S L I A L T L W UL A A R R G
gcggctgcaggtggcggcgggagaagtcttccggeccggacaaaatggetgtattggetg
A A A G GGG R S L PAIRTIKMWIUL Y W L
ggcgtgggaggctgeggectgetegeggeecgecgegtggggatggagegetggeggegea
G v G G C G L L A A A A WGWS A G G A
tggccgatggcgecgtectgetgggecggcatecgtgeecgettetgteccggetgecatggeecggt
W P MA RUL LG G I V P L L S G CMA G
ctgctcgtcatgtecgtggetgttcgaccggtttggtcecggcaggtgecccacaacaggtac
L L VvV M S WL F DR VF G P A G A HNIR Y
ccggccctgtag
P A L
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El andlisis de la proteina PLC-BT se realizé por medio de las herramientas Blastp de la
base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) y PFAM. Con
ambas herramientas, se encontré que la proteina PLC-BT codifica para una proteina
DUF 4184 (dominio de funcién desconocida) de Brevibacillus thermoruber con una
identidad de 99.37%, y no se identificaron los dominios del codo nucleofilico ni de sitio
activo caracteristico (Figura 6.4). Sin embargo, de acuerdo con el analisis de dominios
conservados, se encuentra similitud de la secuencia con una superfamilia de proteinas

fosfolipasa C dependiente de Zinc.

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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FIGURA 10. Alineacién de la secuencia de aminoacidos de la proteina PLC-BT en

la plataforma Blastp.

En la figura 6.4 en el apartado a) se muestra la alineacion de la secuencia de
aminoacidos y similitud con secuencias depositadas en la base de datos, y en b) se
muestra la consulta de dominios conservados de la secuencia de aminoacidos de

PLC-BT en la base de datos de dominios conservados (CDD).
6.5 Analisis de la proteina PLA-BT

La secuencia de aminoacidos de la proteina PLA-BT fue analizada utilizando las bases

de datos UniProtKB, que a su vez utiliza la base de datos uniprotkb_refprotswissprot

46



(Proteina) con el programa de blastp (blastp BLASTP 2.9.0+), y se encontré que tiene
una identidad de 100% con la secuencia de una fosfolipasa de Brevibacillus sp WF146,
y de 75.2 % con una fosfolipasa A de Brevibacilllus bortelensis AK1; ademas, de acuerdo
con el Gen Ontology (GO), PLA-BT posee funcién de hidrolasa, esta involucrada en el
proceso catabdlico de lipidos, y se identifican dos aminoacidos en el posible sitio activo,
el aminoacido 38 con accién nucleofilica y el aminoacido 183 como aceptor de protones.
De Acuerdo a BioCyc y el Protein Homology, el peso molecular de PLA-BT es de 35.6
kD.

Por otro lado, en el UniProtKkB AOA1A5XU22 se encontraron dos proteinas tipo

fosfolipasa de las especies de Brevibacillus sp y Brevibacillus sp. LEMMJO3 con
identidad mayor al 90% con PLA-BT.

De acuerdo con la base de datos del Protein Data Bank (PDB), se encontr6 que PLA-BT
tiene similitud con una proteina cristalizada ortorrombica de PlpD de Pseudomonas
aeruginosa PAO1 clasificada como proteina de transporte (ID de entrada 5FQU) de la
proteina tipo papatina con dos cadenas (A y B), es decir, presenta una simetria ciclica,
en la cual dos monémeros (homo-dimeros) estan unidos por puentes de sal en dos alfa-
hélices. Esta proteina esta asociada con el sistema de catabolismo de lipidos, utilizada
en el proceso de infeccién (Da Mata Madeira et al., 2016). En la Figura 6.5 se muestra
un resumen de las caracteristicas encontradas en la secuencia de aminoacidos de la
PLA-BT en el PDB.
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FIGURA 11. Resumen de las caracteristicas de la PLA-BT en diferentes bases de datos del PBD.

Los resultados en la fila 1, en verde, corresponden a los andlisis de UniProtKB e indican la similitud con nimero de entrada
Q9HYQ6 en comparacion con la secuencia de una proteina similar a patatina de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15692 / DSM
22644 / CIP 104116 / JCM 14847 | LMG 12228/ 1C/ PRS 101/ PAO1), con una secuencia conservada de fosfolipasa A. En la
fila 2, de color gris, se muestran los resultados de la prediccion por BioJava de las regiones ordenadas e hidrofilicas (en azul) y
las regiones desordenadas e hidrofébicas (en rojo) que indican las regiones que podrian albergar el canal hidrofébico
caracteristico de enzimas lipoliticas. En la fila 3 se observa en Secstruc (del PDB) la estructura secundaria sefialando las alfa-
hélices y las hojas beta correspondientes a proteinas tipo papatina. En la fila 4 se muestra el analisis del SwissModel que
representa a la proteina de PLA-BT con dos cadenas, presentes en la entrada Q9HYQ6, lo que sugiere la formacion

homodimeros en la proteina.
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En el Pfam, con la entrada PF01734, se analizé la distribucion taxondmica de las
fosfolipasas similares a patatina. Como se observa en la Figura 6.6, la familia de proteinas
a las que pertenece PLA-BT se encuentra en el dominio bacteria (56%), en el eucaria
(43%), y en menor proporcién (1%) en arquea, y sugiere que la proteina puede ser
utilizada para el reordenamiento de la membrana celular o en el proceso metabdlico de

utilizacion de lipidos.

yi
i

i

FIGURA 12. Representacion gréafica de la distribucion taxonomica de la familia de

fosfolipasas similares a patatina (PF01734).
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6.5.2 Modelacion de la estructura secundaria y terciaria de PLA-BT.

De acuerdo con el andlisis de la estructura secundaria realizado en la base de datos
PSIPREED vy la plataforma PDBsum, la proteina PLA-BT posee ocho hojas beta, trece
alfa hélices, y giros; no se encuentran regiones extracelulares, transmembranales ni de
interaccién con la membrana, ni péptido sefial, lo cual indica que es una proteina que no

es secretada ni esta en la region transmembranal (Figura 6.7).

10 20 30 40 50
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FIGURA 13. Prediccion de la estructura secundaria de la proteina PLA-BT de acuerdo con
la base de datos PSIPREED.

El alineamiento de la secuencia en la plataforma PDBsum, con los dos mondmeros de la
entrada 5FQUA y el codigo UniProt Q9HYQ6, demostré la presencia de ocho hojas beta y
catorce alfa-hélices, que son caracteristicas del plegamiento candénico de las lipasas a/

hidrolasas (Figura 6.8).

50



REEIGINTSGEAARSTAHTGVIEATDECG TOTOA TAGTEMEAVVGE LYASSYTEAELERT
22 30 35 40 45 50 55 a0 ah 70 75 &0

HS Ha H7 A A

P
ALEMCWO PLGVICGONIAMVIESLINVHTSDMREDFDELATPFRAVSTDIATSEEVVER
g2 lz\ 135 140 145 150 155 1e0 185 170 175

%

HE A A H2 H10 &

GHLPOATRASMSTFAVFARVETI RLINTDGEMVDHI FVOWVARCMSVIAW TVVDIGHE
179 185 190 195 200 210 215 220 225 230 235
H11 Hl1z B Hl3
TR Y

REDTSTVICAVMMNOS ITIMTRENS FACTA TTE BRI LI O PPLSEY S TTD FGRV POL T DR
239 245 250 255 260 265 270 275 280 28h 290 285

H14
RATTVIARRIAEL
| P 1 R 1Y

FIGURA 14. Prediccion de la estructura secundaria de la proteina PLA-BT de

acuerdo con la plataforma PDBsum.

El diagrama de la topologia de la estructura secundaria de la PLA-BT se encuentra en la
Figura 6.9, donde en A) se muestran las alfa-hélices como cilindros color rojo y las hojas
beta como flechas, y los extremos amino y carboxilo en cuadros amarillos del primer

dominio 5FYA.A; y en B) se observa la topologia, pero mostrando los residuos de

aminoacidos y sus interacciones.
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FIGURA 15. Diagrama de la topologia de la estructura secundaria similar a PLA-BT de

acuerdo a la plataforma PDBsum.

En la figura 6.9, en a) cilindros color rojo: alfa-hélices, flechas color rosa: hojas beta;
cuadros amarillos: extremos amino (A) y carboxilo (C) del dominio 5FYA.A;y en b) nimero

y abreviatura de cada residuo de aminoacido en dvalos. Con este analisis se predice el
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arreglo estructural de PLA-BT y de las interacciones que presentan entre aminoacidos,

confirmando su pertenencia al grupo de las enzimas fosfolipasas.

Se realiz6 el modelamiento de la estructura terciaria por medio de I-TASSER vy, con el
modelo que tuvo el mayor puntaje de calidad (C=-0.3, de un rango que va de -5 a 2), se
realizo la alineacion estructural con TM-align, utilizando modelos depositados en el PDB
con similitud estructural al objetivo. Se encontré una similitud de 0.256 y el puntaje mas

alto de TM (0.729) con el modelo de 5FQU. A (Figura 6.10).

y

-
:
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>

FIGURA 16. Modelaje de la alineacién estructural de la proteina objetivo (PLA-BT)
y la estructuralmente idéntica de PDB (4FYA.A). Espiral: alfa-hélice; flecha: hoja

beta.

En la Figura 6.11 se muestra el modelo obtenido utilizando RaptorX, Robetta. Se pronostico
una estructura, utilizando la plantilla con ID de entrada 5FQU.A como la mas adecuada y
modelando el 100% de la secuencia, y se pudo predecir la presencia de un dominio de
fosfolipasa tipo papatina, con un valor p reportado en el servidor de 9.14e-07, con una
estructura secundaria que contiene 36% de alfa-hélices, 12 % de hojas beta, y 50 % de

giros, con 37% de la molécula expuesta al solvente, 28% con acceso medio, y 33% oculto.
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FIGURA 17.Modelo predictivo para la estructura terciaria de la proteina PLA-BT
obtenida con el servidor RaptorX.

A través del servidor Phyre2 se analizaron los residuos conservados, que son
correspondientes a los obtenidos en Robetta e I-TASSER, y se identificaron los residuos
del sitio de unién a ligando y del sitio activo (Figura 6.12, Tabla 6.5) con una probabilidad
por arriba de 0.9 (siendo 1 la mas alta), obtenidos a partir del servidor COFACTOR.

TABLA 15. Residuos potenciales con las probabilidades mas altas de pertenecer al sitio

activo.

RESIDUO POSICION PROBABILIDAD

GLY 9 0.915
GLY 10 0.933
GLY 11 0.940
SER 38 0.934
ALA 39 0.930
CYS 161 0.927
ASP 183 0.917
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El sitio activo de las enzimas lipoliticas, incluyendo a las fosfolipasas, suele estar
compuesto por una triada catalitica formada por residuos de serina, histidina y acido
aspartico. Sin embargo, se han reportado también fosfolipasas cuyo sitio activo esta
constituido por una diada catalitica formada por residuos de serina e histidina, como la
fosfolipasa sPLA:S, y por serina y acido aspartico, como la fosfolipasa cPLAz (Six and
Dennis, 2000; Hiraoka et al., 2002; Schaloske y Dennis, 2006). En el modelado de la PLA-
HT no se pudo encontrar una cercania con algun residuo de histidina, corroborando que
solo presenta una diada catalitica Ser38-Aspl183 y, de acuerdo con Da Mata Madeira y
cols. (2016), que reporta una fosfolipasa Az con caracteristicas similares, este tipo de

proteinas corresponden a cPLA2.

FIGURA 18. Sitios de unién a ligando y sitio activo de PLA-BT.

En la figura 6.12, por medio del modelado de PLA-HT se indica en a) residuos del canal

oxianion, b) sitio de union a ligando.

6.5.3 Analisis de las interacciones proteina-proteina de PLA-BT.

Para el analisis de las interacciones proteina-proteina de PLA-BT se utilizo el servidor
STRING y la fosfolipasa A de Brevibacillus brevis NBRC100599, que tiene un 71.15% de
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semejanza con PLA-BT. Con este analisis se encuentran las proteinas que pueden tener

una funcidon compartida con la fosfolipasa. Los resultados se muestran en la Figura 6.13.

BAH42573 1 Interacciones conocidas

et De base de datos curadas
Determinado

experimentalmente
Interacciones predichas
_—__ Vecindad genética

_—__ Fusiones de genes

_=__ Coocurrencia de genes
BAH44963.1

Otros
Extraccién de textos
—'"  Coexpresion

Homologia de proteinas

FIGURA 19. Diagrama de la interaccion proteina-proteina de la PLA-BT

(BAH43284.1) con otras proteinas del microorganismo.

En la Tabla 6.6 se muestran, en orden decreciente, las proteinas que interactian con la
fosfolipasa A y, por analogia, es posible inferir que la funcion de la PLA-BT esta
relacionada con la integracion y reordenamiento de la membrana celular, la duplicacion
celular y la formacion de endosporas, procesos celulares que son primordiales
particularmente en ambientes extremos, como supervivencia en momentos de tension
ambiental, accion de ciertas sales, o por las condiciones de elevada temperatura del

suelo del que se aisl6 a Brevibacillus thermoruber HT42.
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TABLA 16. Resumen de las proteinas relacionadas funcionalmente con PLA-HT.

Identificador

Consulta de entrada
Pfam

Resumen Interpro

Son proteinas de
recubrimiento de esporas

gerQ Spore_GerQ (PF09671) GerQ de Firmicutes
formadores de endosporas.
Implicadas en la hidrdlisis de
BAH42573.1 Hydrolase_2 (PF07486) la pared celular, se expresa
durante la esporulacion.
Implicadas en la hidrélisis de
cwlJ Hydrolase_2 (PF07486) la pared celular, se expresa
durante la esporulacion.
Elemento regulador de la
mntR HTH DTXR toxina de la difteria, actia
como proteina represora.
La fumarasa es un
componente del ciclo del
acido citrico, se involucra en
fumA Fumerase (PF05681) la via reductora del
oxaloacetato al succinato
durante el crecimiento
anaerobico.
guaA Pe(%fgﬁig% Actividad Hidrolasa
La proteina portadora de acilo
. . (ACP) es un cofactor esencial
Contiene varias entradas n 12 sintesis de acidos
BAH44963.1 entre la que destaca PP- © I : q
Binding (PF00550) Y08 207 (28 SREmES B
sintesis de acidos grasos en
bacterias y plantas.
Contiene varias entradas . L
o Esta proteina esta implicada
birA de dominios entre la que en el proceso de modificaciéon
p

destaca BPL_C
(PF02237)

6.6 Analisis de la proteina PLC-BT

de proteinas celulares

La secuencia de aminoacidos de la proteina PLC-BT se examiné empleando la base de
datos UniProtKB (blast BLASTP 2.9.0+), en donde se localizd que tiene una identidad
del 97% con la secuencia de una proteina no caracterizada de Brevibacillus sp. WF146,
y con una proteina DUF4184 (proteina de funcion desconocida) de Brevibacillus sp.

LEMMJO03. Asi mismo, no se encontré funcion conocida asociada a PLC-BT vy, de
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acuerdo a Gen Ontology (GO), la proteina PLC-BT es un componente integral
transmembranal. Ademas, no se encontré ningun indicio de la presencia de un sitio activo
gue correspondiera a alguna hidrolasa. Conforme al BioCyc y Protein Homology, el peso
molecular de PLC-BT es de 28.5 kDa.

Conforme a la base de datos del Protein Data Bank (PDB) no se encontré secuencia
reportada o depositada, por lo que se hizo una basqueda en la base de datos de Interpro
con el ID IPR025238, para observar con que otra familia de proteinas comparte la
arquitectura de dominio, observando que comparte con proteinas no caracterizadas de
la especie Acinetobacter baumannii 348935, Acinetobacter sp. 1289694,
Cryptosporangium arvum DSM 44712. Ademas, se encontré que PF13803 esta asociada
con una superfamilia de fosfolipasa C/ p1 nucleasa CL0368, mismas que estan descritas
como supuestas hidrolasas putativas asociadas a membrana, es decir que pueden estar

actuando como fosfolipasas.

Ademas, se realizé una visualizacion en Pfam de la distribucion taxonémica de esta
familia de proteinas, que representa la proteina de funciéon desconocida con la entrada
PF13803.

A

FIGURA 20. Representacion grafica de la distribucion taxonémica de la familia de

proteinas de funcion desconocida (PF13803).
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Como se muestra en la Figura 6.14, de acuerdo con el programa Pfam, la familia de
proteinas de funcién desconocida a la que pertenece PLC-BT se encuentra en mayor
porcentaje (99.5%) en el dominio de las bacterias y en menor proporcién (0.05%) en

arqueas, no encontrandose en el dominio eucaria.

6.6.2 Modelacion de la estructura secundaria y terciaria de PLC-BT.

De acuerdo con el analisis de la estructura secundaria realizado en la base de datos de
PSIPREED Yy la plataforma PDBsum, la proteina PLC-BT est& constituida por doce alfa
hélices y giros, y no posee laminas beta. Ademas, se identifican regiones extracelulares,

transmembranales y que estan interactuando con la membrana (Figura 6.15).

10 20 30 40 50

1t LPFTFAHPRAINVMEPFWRVRWLSFTALVF e sMAPODFEYFFRLRPYSTVS HEL 50
51 LeLl VFDLPVALLLAVLFHRIVKRPLVACLPAPFDRGF GIYAAAKPWGI GS 100
101 IHIR\GSEMESYSAVMEBESS BTN AMETEH QA FMMISRLEBEEEGQRYPVPWTGLD 150
v o vePM¥YKMranesTifestiAtTrwraRRRE A o a[c|c]c|c[r[s[L[r[aA[rR[T[k]WL]¥]WL] 200
201EEGGCGLLAAAAWGWGAGGAWPMARLLGGIVPLLSGCMAGLLVM&WLFDR250
251 [F|e[r[a[c]a[n[n[r[Y]r[a]L] 263
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Strand Helix Coil El Disordered
D Disordered, protein binding Putative Domain Boundary Membrane Interaction Transmembrane Helix
Extracellular . Re-entrant Helix Cytoplasmic Signal Peptide

FIGURA 21. Prediccién de la estructura secundaria de la proteina PLC-BT de acuerdo
con la base de datos PSIPREED.

De acuerdo al alineamiento de la secuencia en la plataforma PDBsum, la proteina
presenta una similitud de 37% con una bomba de protones de Coccomyxa subellipsoidea
C169 con ID 6GYH (Fudim et al., 2019), en forma de mondmero transmembranal, por lo

que no muestra el plegamiento caracteristico de las a/f hidrolasas.

El diagrama de la topologia de la estructura secundaria de la PLC-BT se muestra en la
Figura 6.16, donde en se muestran las alfa-hélices como cilindros color rojo y las hojas beta

como flechas, y los extremos amino y carboxilo en cuadros amarillos.
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Loy

FIGURA 22. Diagrama de la topologia de la estructura secundaria de la PLC-BT.
Cilindros color rojo: alfa-hélices, flechas: hojas beta; cuadros amarillos: extremos amino
(N) y carboxilo (C).

Se realizé el modelamiento de la estructura terciaria por medio de I-TASSER, en la cual
se encontrd una similitud de 37% con una proteina membranal con funcién de bomba de
sodio (4AV3.A) de Thermotoga maritima (Figura 6.17). Se encontré que contiene 63%
de alfa-hélices, 0 % de hojas beta, y 36 % de giros.

FIGURA 23. Modelo de la estructura terciaria de la proteina PLC-BT obtenida con

el servidor RaptorX.
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A través del servidor Phyre2 y I-TASSER se analizaron los residuos conservados, y se
detectaron posibles residuos del sitio de union a ligando y del sitio activo (Tabla 6.7) pero
con probabilidades menores de 0.2 (siendo 1 la mas alta). Por ello, se sugiere que la PLC-

BT no posee el sitio activo caracteristico de las enzimas lipoliticas.

TABLA 17. Residuos potenciales con las probabilidades mas altas de pertenecer al sitio

activo.

RESIDUO POSICION PROBABILIDAD
GLY 104 0.063
PHE 107 0.176
SER 110 0.075
ALA 111 0.101
GLY 114 0.057
VAL 142 0.064
PRO 145 0.030
GLN 158 0.044
THR 162 0.122
LEU 166 0.081
CYS 205 0.115
LEU 208 0.128
ALA 212 0.089
GLY 236 0.064
GLY 240 0.058

6.6.3 Analisis de las interacciones proteina-proteina de PLC-BT.

Para el analisis de las interacciones proteina-proteina de PLC-BT se utilizd el servidor
STRING vy la proteina de la familia DUF4184 de Brevibacillus borstelensis, que tiene un
58.50% de semejanza con PLC-BT (Figura 6.20). En la Tabla 6.8 se muestran, en orden
decreciente, las proteinas que interactian con la proteina DUF4184 y es posible asumir
gue la PLC-BT tiene una funcidn como proteina transmembranal, implicada en el

transporte celular y en procesos de regulacion.

Por lo anterior, se sugiere que la PLC-BT, descrita como posible fosfolipasa C, no es una

enzima lipolitica, por lo que fue descartada para el proceso de clonacion.
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FIGURA 24. Diagrama de la interaccion proteina-proteina de la PLC-BT
(JAQG01000029 gene2448) con otras proteinas del microorganismo.

TABLA 18. Resumen de las proteinas relacionadas funcionalmente con PLC-HT.

IDENTIFICADOR RESUMEN INTERPRO

ATPasas asociadas con diversos
procesos celulares

JAQG01000029 GENE2449 Regulacién de la transcripcion

JAQG01000029_GENE2447

JAQG01000029 GENEZ2451 Actividad metiltransferasa
mntR Elemento regulador de la difteria
JAQG01000029 GENEZ2450 Procesamiento del tRNA
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6.7 Extraccion de DNA gendmico de Brevibacillus thermoruber.

Posterior a la extraccion del DNA gendémico con el kit comercial Wizard® Genomic DNA
purification de la marca Promega®, se obtuvo una concentracion de DNA de 28.5 ng/ pL
en un volumen final de 100 pL. En el gel de agarosa al 1% de la Figura 6.19 se puede

verificar la adecuada integridad del DNA.

- DNA gendmico
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FIGURA 25 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de la extraccion de DNA
gendmico.

Se muestra en el carril 1: estandares de tamafio molecular de 1kb DNA Ladder de

Promega®; Carril 2: DNA gendémico de Brevibacillus thermoruber HT42.

6.7.2 Disefio de oligonucledtidos para la amplificacion del gen pla-bt.

Los oligonucleotidos que se disefiaron para la amplificacién del gen pla-bt son los

siguientes:

Forward (33 pb, Tm: 56°C Ndel) 5-GGAATTCCATATGAAGGCGGACGCGGT-3’

Revers (25 pb, Tm: 56°C HindlIl) 5’- CCCAAGCTTCTATACGAGGCAGCCTGT- 3’
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Los sitios de restriccién que se afiadieron para la clonacion se muestran subrayados. La
efectividad de los oligonucle6tidos se comprob6 con el programa Serial Cloner®,

obteniendo el producto esperado de 948 pares de bases.
6.7.3 Amplificacién por PCR vy purificacion del gen pla-bt

El gen pla-bt fue amplificado mediante PCR utilizando los oligonucledétidos disefiados y
en las condiciones sefialadas en el apartado de materiales y métodos. Después de la
purificacion, se obtuvo una concentracién de 20 ng/uL del gen pla-bt amplificado. En la
Figura 6.20 se muestra la banda del gen pla-bt con adecuada integridad y un tamafio de

948 pb, como era lo esperado.

948 pb

FIGURA 26. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de amplificacion del gen
pla-bt por PCR.

Se muestra en el carril 1) marcador de peso molecular de 1 Kb, y en el carril 2) gen pla-

bt amplificado con un tamafio aproximado de 948 pb.
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6.7.4 Confirmacion del producto de PCR por secuenciacion.

El producto de amplificaciéon del gen pla-bt fue secuenciado en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion de DNA (USSDNA) de Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional Autonoma de México (IBT-UNAM). Las secuencias obtenidas fueron analizadas
con el programa Chromas version 2.6.6., y se empalmaron las obtenidas con los
oligonucledtidos directo y reverso para obtener la secuencia completa y corregir errores.
La secuencia completa (apéndice A) se compard con la secuencia del gen pla-bt
encontrada en el genoma de B. thermoruber HT42, usando el programa Sequencher
4.1.4,y se comprobo su identidad en la base de datos BLAST de la National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Se encontrd6 una homologia del 97.08% entre las
secuencias (apéndice A) y una identidad de 96.50% con una proteina de la familia de las
fosfolipasas tipo papatina de Brevibacillus thermoruber con un dominio funcional de la
superfamilia de fosfolipasas tipo papatina citoplasmaticas usando la secuencia de

aminoacidos.

6.8. Clonacién y expresion del gen de estudio.

El producto de PCR del gen y el vector de expresion fueron digeridos, utilizando un
tiempo menor a 1 h por microgramo para evitar la degradacion del DNA, y sometidos a
la reaccion de ligacién. Se realiz6 el proceso de transformacion con las células
electrocompetentes BL21 pLysS. Se observé crecimiento de colonias en el medio LB con
antibidtico kanamicina 50 pg/mL y cloranfenicol 34 pg/mL a 37°C, pero no hubo
resultados positivos al realizar la PCR de colonia. La ausencia del inserto en el vector
pudo ser debido a varios factores, entre los que estan la falta de una buena digestion de

los sitios de restriccidon por utilizar tiempos, condiciones 0 enzimas inadecuadas.

Debido a esto, se optd por la construccion del vector recombinante pET28a (+) con el
gen pla-bt, llamado pET28a (+)-pla-bt, por la compafiia Genscript® en Piscataway, New
Jersey, Estados Unidos. Con el vector en una concentracion final de 100 ng/uL, se realizé
la clonacion y se observd crecimiento de colonias en la caja con medio LB con los
antibiéticos cloranfenicol y kanamicina. Se confirmd la presencia del vector pET28a (+)-

pla-bt en la célula hospedera BL21 DE3pLysS por PCR de colonia, al observarse un
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producto de amplificacion de 948 pb, que es el tamafio esperado para el gen pla-bt
(Figura 6.21).

948 pb

FIGURA 27.Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion por PCR de colonia del
gen pla-bt

Se muestra en el carril a) Marcador de tamafio molecular de 1Kb marca Biomiga®; b) a

d) controles negativos; e) a 0) amplificaciones del gen recombinante pla-bt.
6.8.3 Induccion para la produccién de la proteina PLA-BT.

La induccién de la proteina recombinante se realiz6 en concentraciones de 1 mMy 0.4
mM de IPTG durante 12 h. En la Figura 6.22 se muestra el perfil de proteinas sintetizadas
por la célula hospedera BL21 DE3pLysS transformada con el vector pET28a (+)-pla-bt
separadas en electroforesis SDS-PAGE.
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FIGURA 28. Separacion en SDS-PAGE de las proteinas producidas por E. coli BL21 DE3
pLysS transformada con el vector pET28a (+)-pla-bt.

Se muestra en el carril 1: estdndares de peso molecular Precision Plus Protein™ Dual
Color Standards. Carril 2: BL21 DE3pLysS silvestre. Carril 3: BL21 DE3pLysS
transformada con el vector pET28a (+)-pla-bt con IPTG 1mM; Carril 4: BL21 DE3pLysS
transformada con el vector pET28a (+)-pla-bt con IPTG 0.4 mM; Carril 5: debris celular
de BL21 DE3pLysS silvestre; carril 6: debris celular de BL21 DE3 pLysS transformada
con el vector pET28a (+)-pla-bt con IPTG 1mM; Carril 7: debris celular de BL21
DE3pLysS transformada con el vector pET28a (+)-pla-bt con IPTG 0.4 mM.

Como puede observarse, en las muestras inducidas con IPTG 0.4 mM se observa una
banda méas ancha en comparacion con E. coli BL21 DE3 pLysS silvestre (carril 2 y 5), la
inducida con IPTG 1 mM (carriles 3y 6), de un peso aproximado de 35.5 kDa, que es el
peso esperado para la PLA-BT. Esto sugiere que la enzima recombinante esta siendo
producida por la cepa hospedera, aunque no en elevadas concentraciones, por lo que
deberan optimizarse las condiciones de cultivo y de induccién para incrementar la

produccion de la enzima.
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.8.4 Western blot de la proteina PLA-BT.

La expresién de PLA-BT fue analizada también por western blot, utilizando anticuerpos
especificos contra la secuencia de histidinas que queda unida a la proteina recombinante
(como marca para la purificacién). En la Figura 6.23 se pueden observar dos bandas
reveladas por el anticuerpo, una del peso molecular esperado de 35.5 kDa y otra de 71
kDa. Se ha reportado que ciertas fosfolipasas similares a PLA-BT forman dimeros a
través de la interaccion entre las hojas beta de su estructura, lo que las hace mas
estables y les permite tener una actividad enzimatica mas eficiente (Da Mata Madeira et
al., 2016). Por lo tanto, se sugiere que la banda de 71 kDa corresponde a los dimeros
formados por PLA-BT.

71 kDa

<+— 35.5kDa

FIGURA 29.Western Blot de las proteinas producidas por BL21 DE3pLysS transformada
con el vector pET28a (+)-pla-bt.

En el carril 1: estandares de peso molecular Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards en la SDS-PAGE; Carril 2: estandares de peso molecular en western-blot:

Caurril 3: bandas reveladas con Ac anti-His.
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Con el western-blot se demostré que la BL21 DE3pLysS transformada con el vector
pET28a (+)-pla-bt si esta sintetizando la proteina recombinante PLA-BT. La baja
intensidad de las bandas puede ser debida a la baja concentracion de la proteina PLA-
BT y a la baja especificidad del anticuerpo anti-His, ya que esta dirigido contra la histidina
unida al extremo carboxilo terminal, y la PLA-BT tiene unida la cola de histidinas en el

extremo amino terminal.

6.8.5 Andlisis de la actividad fosfolipasa in situ

Una vez que se demostré la produccion de la PLA-BT recombinante por Western blot, se
realizaron diversas pruebas para detectar la actividad enzimatica de las bandas en un
zimograma de la SDS-PAGE. Sin embargo, no se obtuvieron resultados positivos, por lo
gue se probo la actividad de fosfolipasa en caja Petri del extracto y del debris celular
obtenido después de lisis por sonicacion de la BL21 DE3pLysS transformada con el
vector pET28a (+)-pla-bt, al colocarlo en discos de papel filtro sobre una caja de Petri
con lecitina. En la Figura 6.24 se puede observar un halo de hidrdlisis alrededor del
extracto celular de un cultivo inducido con 1 mM de IPTG, mismo que no se observa en
los discos que contienen el debris celular (4), ni en aquellos con el extracto o debris
celular de la cepa silvestre (1 y 2). El cambio de color en el halo se debe a la acidificacion
del medio resultado de la liberacién de acidos grasos, como producto de la hidrélisis de
la lecitina por la PLA-BT recombinante, lo que sugere la produccion de la enzima.

FIGURA 30. Caja LB-YH con lecitina para evaluacién de la actividad fosfolipasa
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Se muestra el extracto y debris celular de E. coli BL21 pLysS (1 y 2, respectivamente) y
en el extracto y debris celular de E. coli BL21 DE3 pLysS transformada con el vector
pET28a (+)-pla-bt (3 y 4), después de 24 h de incubacion.

6.9 Caracterizacion de la PLA-BT recombinante en p-NP-ésteres.

La fosfolipasa PLA-BT recombinante mostr6 actividad de hidrolisis de p-NP-ésteres, lo
gue sugiere que, ademas de la actividad de fosfolipasa, tiene también actividad de lipasa.
Utilizando laurato p-nitrofenilo (pNPL) como sustrato, a 60°C y pH 6.5, PLA-BT tuvo una
actividad de 332.7 pkatales.

6.9.2 Determinacién de la preferencia de sustrato

Se analizé la preferencia de longitud de cadena del sustrato utilizando p-NP-ésteres.
Como se observa en la figura 6.25, la actividad mas alta se encontro al utilizar el laurato
p-nitrofenilo (pNPL) como sustrato, en un ensayo realizado a pH 6.5 y 60 °C. Sin
embargo, faltaria evaluar sustratos de cadena mas corta, para definir adecuadamente la

preferencia de sustrato.
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FIGURA 31 Efecto de longitud de cadena en la actividad fosfolipasa de la PLA-BT
recombinante
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6.9.3 Efecto de la temperatura sobre la actividad de PLA-BT.

La evaluacion del efecto de la temperatura sobre la actividad se realiz6 con laurato p-
nitrofenilo (pNPL) como sustrato, a pH 6.5. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 6.26, donde se observa que la PLA-BT recombinante tiene actividad en un amplio
rango de temperaturas, ya que tanto a 30°C como a 90°C muestra un 40% de actividad,
en relacién con la maxima actividad que se encontré a 60 °C. Estos resultados sugieren

gue la fosfolipasa PLA-BT es termofilica.
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FIGURA 32 Efecto de la temperatura sobre la actividad de la PLA-BT recombinante. El

sustrato utilizado fue laurato p-nitrofenilo (pNPL), a pH 6.5.

6.9.4 Efecto del pH sobre la actividad de PLA-BT.

La evaluacion del efecto del pH sobre la actividad se realiz6 con laurato p-nitrofenilo
(pPNPL) como sustrato, a 60 °C. Los resultados se muestran en la Figura 6.27, donde se
observa que la PLA-BT tiene actividad desde un pH de 5 hasta pH 10, en el que mantiene
un 50% de actividad. La actividad mas alta se encontré a pH 8, lo que sugiere que la

PLA-BT es una fosfolipasa alcaldfila.
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FIGURA 33 Efecto del pH sobre la actividad de PLA-BT recombinante. El sustrato

utilizado fue laurato p-nitrofenilo (pNPL), a 60°C.

Existen pocos trabajos relacionados con el estudio de las fosfolipasas de termdfilos
(Tirawongsaroj et al., 2008; Wemheuer et al., 2013; Fu et al., 2015). El primer reporte de
caracterizacion de una fosfolipasa tipo patatina clonada que fue aislada de una bacteria
terméfila es el de Navas y colaboradores (2017), que describe una fosfolipasa B con
actividad 6ptima a 65°C y pH 9 proveniente de Thermus sp. La PLA-BT del presente
trabajo es también una fosfolipasa tipo patatina, con temperatura y pH éptimo similar (60
°C, pH 8), con un sitio activo formado por una diada catalitica que no es comudn en las
enzimas lipoliticas, y que posiblemente forme dimeros en su forma mas activa y estable,
como lo reporta Da Mata Madeira y colaboradores (2016) en una fosfolipasa mesofila
(PIpD) de Pseudomonas aeruginosa. Por lo anterior, resultaréa de interés el profundizar
en el estudio de la fosfolipasa PLA-BT tanto desde el punto de vista bioquimico para
ampliar el conocimiento de sus capacidades cataliticas y de la organizacion de su

estructura, como desde sus aplicaciones biotecnoldgicas.
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7. CONCLUSIONES

Del genoma de Brevibacillus thermoruber HT42 se eligieron dos genes: el gen de

una posible fosfolipasa Az similar a patatina y el de una posible fosfolipasa C.

De acuerdo al modelado in silico, la PLC-BT es una proteina integral de membrana,
en la que no se pudo identificar la estructura tridimensional ni el sitio activo

caracteristico de las fosfolipasas.

De acuerdo al andlisis in silico, la PLA-BT posee la estructura tridimensional
caracteristico de enzimas lipoliticas, se identificd el canal oxianién y un sitio activo
formado una diada catalitica (Ser38-Asp183) que corresponde a ciertas fosfolipasas
citoliticas, ademas en el andlisis de interaccion proteina-proteina, se infiere que
posee una funcion relacionada con la remodelacién de la membrana durante la

division celular y la formacion de esporas.

El gen pla-ht se logro clonar y expresar exitosamente en E. coli BL21 DE3 pLysS,

aunque no se obtuvo una sobreexpresion de la enzima recombinante.

La proteina recombinante PLA-BT es una fosfolipasa termdfila (60°C) y alcaldéfila
(pH 8) con un peso de 35.5 kDa que forma dimeros y con preferencia por sustratos

de cadena media.
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8 APENDICES
Apéndice A

Secuencia generada por del Instituto de Biotecnologia de la UNAM del gen pla-bt (975
pb).

TTGTGGAAATTCCCAWTAGAAGGCGGACGCGGTGTTYGAGSGCRRCRKSGKGMR
ARGGWTCGCCTTTATCGGGGCGCTGCAGGTGATGGAGGAGCACGGCTATACGTG
GGCGAACCTGGCCGGCACGTCGGCGGGCTCGTTTGTCGCCGCTCTGCTCGGGGC
GGGCTACAAGAGCGGAGAGATCAGGCCCGTGTTTGAGCGGCTCGACTATCTGCA
CTTTCTCGAGCGGCGCGGCATCGGACGGCTGCCGGTCATCGGCCCCCTGTACGA
ACTGATGGTGCGGCAGGGAATGTACCGGACCAACCGGATTGAGCGGTTTATGGAC
GAATTGTTGAGGAGAAAAGGCATCCGCACCTTCGGGGACCTGCCGCCGGGTAAG
CTCAGGATCATCGCGTCCGACATCACGGCGGGAAAAATGCTGGTCCTGCCGGAC
GATCTCGTCCAGTTTGACATCGTCCCGGAAGAATTCCCCATCGCCCGGGLCLCGTCC
GCATGTCGTGCTCGCTCCCGTATTTCTTTCAGCCGGTCCGGTTGGAGCAGAACGG
GGAACCGCACTATATCGTGGACGGCGGGCTGCTGAGCAACTATCCGGTCTGGTTG
TTCGACGTTCCCGGAAAACCGCGCTGGCCGACGATCGGGTTTCGGCTGCACGGC
AAACGGGTGGAGCGGGAACCGTACCGGATCCGGGGACTTTTTTCGTTCTCCCGCA
GTCTGATCACCACGATGCTGGACGCCCACGACCGGCTGTATGTGGAGAGGGCGC
AGGCGGTGCGGACGGTCTTCATTCCCACGCTGGGGGTGCGGACCACGCAGTTCG
GCCTCTCGCCCGAACTGCGCGCGTCCCTGCTTCGTTCGGGGGAGGAGGCGGCCC
GGCAGTTTCTGGCCAAATGGAACTTCGAGCAGTACGTCGAAGTGTTTCGCAGCAT
ACCGCCTGCGCCAAWCGRAAAAACAGGCTGCCTCGTATAGAAAGCTTGGGA

Alineacion de la Secuencia de la fosfolipasa A2 (Seq_1 1) con el producto de la
secuenciacion del gen pla-bt (Seq_2 1).

Alignment of Sequence 1: [Sequence Window #2] with Sequence 2: [Untitled

Sequence #1]

Similarity : 932/960 (97.08 %)

Seg 1 1 = —---——--- AT--—-———- GAAGGCGGACGCGGTGTTTGAGGGCGGCGGGGTGAAAGGGATC 45

|l Frrrrrrrreererrerr reer el [

Seq 2 1 TTGTGGAAATTCCCATAGAAGGCGGACGCGGTGTT -GAGGCCGGAGG-——=——=———— TC 48

Seq 1 46 GCCTTTATCGGGGCGCTGCAGGTGATGGAGGAGCACGGCTATACGTGGGCGAACCTGGCC 105
Frrrrrrrrrrerrerrrrrrerrrerrr et et ettt ettt e

Seqg 2 49 GCCTTTATCGGGGCGCTGCAGGTGATGGAGGAGCACGGCTATACGTGGGCGAACCTGGCC 108

Seq 1 106 GGCACGTCGGCGGGCTCGTTTGTCGCCGCTCTGCTCGGGGCGGGCTACAAGAGCGGAGAG 165

PEErrrrrrrr e e et e et e et
Seq 2 109 GGCACGTCGGCGGGCTCGTTTGTCGCCGCTCTGCTCGGGGCGGGCTACAAGAGCGGAGAG 168

Seq 1 166 ATCAGGCCCGTGTTTGAGCGGCTCGACTATCTGCACTTTCTCGAGCGGCGCGGCATCGGA 225
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Seq 2

Seq_ 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq_ 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq_ 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq_ 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

Seq 1

Seq 2

169

226

229

286

289

346

349

406

409

466

469

526

529

586

589

646

649

706

709

766

769

826

829

886

889

CGGCTGCCGGTCATCGGCCCCCTGTACGAACTGATGGTGCGGCAGGGAATGTACCGGACC

FEErrrerrrrrrr e e ettt et et r et e
CGGCTGCCGGTCATCGGCCCCCTGTACGAACTGATGGTGCGGCAGGGAATGTACCGGACC

AACCGGATTGAGCGGTTTATGGACGAATTGTTGAGGAGAAAAGGCATCCGCACCTTCGGG

PErrrrrrrrr e e et r e et
AACCGGATTGAGCGGTTTATGGACGAATTGTTGAGGAGAAAAGGCATCCGCACCTTCGGG

GACCTGCCGCCGGGTAAGCTCAGGATCATCGCGTCCGACATCACGGCGGGAAAAATGCTG

PEEEErrrrrrr e e e e e e e e e e et e e e e e e
GACCTGCCGCCGGGTAAGCTCAGGATCATCGCGTCCGACATCACGGCGGGAAAAATGCTG

GTCCTGCCGGACGATCTCGTCCAGTTTGACATCGTCCCGGAAGAATTCCCCATCGCCCGG

PEEEEEEErr et e e e e et e e et e e e e e e e e e et
GTCCTGCCGGACGATCTCGTCCAGTTTGACATCGTCCCGGAAGAATTCCCCATCGCCCGG

GCCGTCCGCATGTCGTGCTCGCTCCCGTATTTCTTTCAGCCGGTCCGGTTGGAGCAGAAC

PEEEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GCCGTCCGCATGTCGTGCTCGCTCCCGTATTTCTTTCAGCCGGTCCGGTTGGAGCAGAAC

GGGGAACCGCACTATATCGTGGACGGCGGGCTGCTGAGCAACTATCCGGTCTGGTTGTTC

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrererrrrrrrer e e el
GGGGAACCGCACTATATCGTGGACGGCGGGCTGCTGAGCAACTATCCGGTCTGGTTGTTC

GACGTTCCCGGAAAACCGCGCTGGCCGACGATCGGGTTTCGGCTGCACGGCAAACGGGTG

PEEEErrrrrr e et e e e e e e e e b e e e e e e e
GACGTTCCCGGAAAACCGCGCTGGCCGACGATCGGGTTTCGGCTGCACGGCARACGGGTG

GAGCGGGAACCGTACCGGATCCGGGGACTTTTTTCGTTCTCCCGCAGTCTGATCACCACG

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrererrerrerrrrrrrrrrrrend
GAGCGGGAACCGTACCGGATCCGGGGACTTTTTTCGTTCTCCCGCAGTCTGATCACCACG

ATGCTGGACGCCCACGACCGGCTGTATGTGGAGAGGGCGCAGGCGGTGCGGACGGTCTTC

FEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrerrrrerrerrrr e e e el
ATGCTGGACGCCCACGACCGGCTGTATGTGGAGAGGGCGCAGGCGGTGCGGACGGTCTTC

ATTCCCACGCTGGGGGTGCGGACCACGCAGTTCGGCCTCTCGCCCGAACTGCGCGCGTCC

FEErrrerrrrrrrrr e e et et et r e e
ATTCCCACGCTGGGGGTGCGGACCACGCAGTTCGGCCTCTCGCCCGAACTGCGCGCGTCC

CTGCTTCGTTCGGGGGAGGAGGCGGCCCGGCAGTTTCTGGCCAAATGGAACTTCGAGCAG

PEEEEEErrrr e e e e et e e e e b e e e e e e et
CTGCTTCGTTCGGGGGAGGAGGCGGCCCGGCAGTTTCTGGCCAAATGGAACTTCGAGCAG

TACGTCGAAGTGTTTCGCAGCATACCGCCTGCGCCAAACGAAAAAACAGGCTGCCTCGTA

PEErrrrrrrrrerrrerreerrrrrrerrrerrrrr re rrr e e e e
TACGTCGAAGTGTTTCGCAGCATACCGCCTGCGCCAA-CG-AAAAACAGGCTGCCTCGTA

228

285

288

345

348

405

408

465

468

525

528

585

588

645

648

705

708

765

768

825

828

885

888

945

946
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Seqg_ 1 946 TAG-—————————— 948

[
Seq 2 947  TAGAAAGCTTGGGA 960

plaHT42 1 e, HOVNEIERG v T 1 IR 57
S5FQU: A 1 EARP) DROETOID, YA E 60
SFYA: A 1 EA.RP B 2 QTD f 60

. kAR w ox L -

plaHT42 58 pﬂF_ V‘RRGI.: Ic - pLEEIE —————————- g R ER 100

SFQU: A 61 SDAPPR FRRKQDD ISFRODGTLGLPL 120

SFYA: A 61 E SDAPPRQ E‘REKQDD ISFRDDGTLGLPL 120
. K e

plaHT42 101 FMB= &1 VD PPGE ESE BE P DDIVOFDT VPLEFP 159

SFQU: A 121 E Tqr D -ID AN B ——-——————— r‘RK TRA 168

SFYA: A 121 S ’I‘QE 57 f ———— -RKs-x TRA 168
O s *

plaHT42 160 Veg -fo] - izb FDVE RERWET — 217
SFQU: A 169 \’ AGVDVVI 220
SFYA: A 163 v 3 CVDVV 220

plaHT42 21¢  eryRERcEEsrsrsUE@rHLo2E0ELY E -AvRTlFIBTL 276

SFQU: A 221 —-KD EovMICS TR SEA PEDVL s 278

SFYA: A 221  --K VEDVMIOSE TRKBbEA I‘LEPPDVL opLsE 278
* -

DlaHT42 277 SGEE? YVEVFRS@PP
5FQU: A 279 {TTVL L\ICEungp
SFYA: A 279 Y 'I‘TV‘r ET D LNSEATLD) AR‘

K gCLv g%i

D 314

Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos de homologos de PLA-HT. Las
proteinas son PLA-HT de Brevibacillus thermoruber HT42, cadena A de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15692 (5FQU) y 5FYA cadena A. Las regiones con sombreado gris
oscuro, son regiones con residuos conservados entre las secuencias, con sombreado
gris claro, muestran las regiones con residuos que comparten similitud entre dos
secuencias. Los numeros al final de cada linea al final de la secuencia corresponden al

numero de residuos de aminoacidos.
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Apéndice B

Soluciones utilizadas para realizar el Wester Blot con Fosfatasa alcalina conjugada
(AP)

Buffer de transferencia 10X (1L)
Tris 40mM

Glicina 39mM

SDS 0.037%

Al volumen final 20% de metanol.

PBS 10X (1L)80 g NaCl

2 g Na2HPO4
2 g KCl
Ajustar a pH de 7.3

TBS 10X (1L)
0.01M TRIS
80 g NACI
Ajustar pH 7.5

TBS-T 1X (1L)

TBS 10X-100mL

899 mL de agua destilada
1 mL de Tween 20

Solucién Bloqueadora.
PBS al 1% + 5% de leche sin grasa w/v

Solucion de dilucién.

TBST + 1% de leche sin grasa
2 UL de Anticuerpo anti-His tag
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