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Resumen

La lignocelulosa es la biomasa mas abundante en la naturaleza y estad compuesta principalmente por
celulosa, hemiceulosa y lignina. De éstas, la hemicelulosa esta constituida por xilanos, mananos, -
glucanos con enlaces mixtos, y xiloglucanos. Los mananos, que son los menos estudiados, son
polimeros compuestos principalmente por monémeros de manosa con ramificaciones de glucosa,

galactosa y acetilaciones en algunos monémeros.

Por esta complejidad, la hemicelulosa requiere ser degradada por un conjunto de enzimas: la B-
manosidasa, la endo-B-manosidasa, la B-glucosidasa y la a-glucosidasa. De este grupo, la menos
estudiada ha sido la B-manosidasa pues hasta la fecha presenta menos estudios publicados respecto
a las otras enzimas. Esta enzima cuenta con aplicaciones industriales en la industria papelera,

farmacéutica y cafetalera, entre otras.

La bacteria Cellulomonas uda se caracteriza por ser productora de celulasas y hemicelulasas. En
nuestro grupo de trabajo, se logro obtener el 100 % de la secuencia del gen codificante de la -

manosidasa ManA y expresarla heter6logamente en Escherichia coli.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar bioquimicamente a la enzima recombinante ManA
expresada en E. coli y, expresar esta enzima en Pichia pastoris mediante la optimizacién de codones

especificos para esta levadura.

Para caracterizar bioguimicamente la enzima expresada en E. coli, se partié de la construccion pQE-
30Xa-manA realizada por Ortega-Licona en 2011. Finalmente, se logré obtener cepas de P. pastoris

transformadas con el gen manA de C. uda, pero sin actividad enzimatica.
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Abstract

Lignocelluose is the most abundant biomass in the nature and its main components are cellulose,
hemicellulose and lignin. From them, the hemicellulose is composed by xylan, mannan, B-glucan with
mixed bonds and xyloglucan. The mannan, which is the less studied, is a polymer made mainly by

manose with ramifications of glucose, galactose and acetylations in some monomers.

By this complexity, the hemicellulose needs to be degraded by an enzyme group: the p-manosidase,
endo- B-manosidase, B-glucosidase and a-glucosidase. From this group, the less studied is the B-
manosidase because until this day shows the less number of papers than the other enzymes. This

enzyme has industrial applications in the pulp, pharmaceutical, coffee and others industries.

The bacteria Cellulomonas uda is characterized by the production of cellulases and hemicellulases. In
our work group, we achieved to know 100 % of the sequence of the f-manosidase gene, ManA, and to

express this gene in Escherichia coli.

The objective of this work was the biochemical characterization of the recombinant enzyme ManA

expressed in E. coli and the expression of this enzyme in Pichia pastoris through codon optimization.

We used the construction pQE-30Xa-manA, made it by Ortega-Licona in 2011, for the characterization
of the recombinant enzyme expressed in E. coli. Finally, we obtained strains P. pastoris harboring the

manA gene, but showing no enzymatic activity.
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Capitulo 1

Introduccioén
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Introduccion

1.1 Biomasa lignocelulésica

La biomasa lignocelulésica es la mas abundante de la naturaleza y es un recurso sustentable
unico y de bajo costo que, de acuerdo a Peng et al. (2012), se encuentra constituido
principalmente por:

e Celulosa: Constituyente principal de la pared celular conteniendo principalmente
poliglucanos con enlaces 3-(1—4).

e Hemicelulosa: El segundo polisacarido mas abundante en plantas, contiene una
amplia variedad de monosacaridos: xilosa, arabinosa, glucosa, galactosa, manosa,
fucosa, entre otros dependiendo de la fuente.

e Lignina: Es una red de polimeros de fenilpropanoides (C6-C3) con enlaces carbono-

carbono y otros enlaces.

En la Figura 1 se muestra un esquema representativo de la estructura de la lignocelulosa.

El término hemicelulosa fue originalmente propuesto por Schulze en 1891 para designar a los
componentes de la pared celular que son solubles y extraibles por medio de soluciones
alcalinas (Whistler, 2014). La hemicelulosa, que comprende hasta el 50 % de la biomasa de
plantas perenes y anuales, ha emergido en los ultimos afios como una inmensa fuente

renovable de polisacaridos (Ebringerova et al., 2005).

Pectin

Middle E
Lamella

Primary
CellWall

Cellulose
Microfibril

Plasma { . Hemicellulose
Membrane

Soluble

Protein

Figura 1. Estructura de la pared celular de plantas (Ortega-Licona, 2011).
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La clasificacion de los componentes de la hemicelulosa varia de acuerdo al autor que se ha
dedicado a su estudio; sin embargo, de acuerdo a Ebringerova et al. (2005) se pueden
clasificar en 4 grandes grupos:

e Xilanos

e Mananos

e B-glucanos con enlaces mixtos

e Xiloglucanos

1.2 Mananos

Los mananos son el componente mas antiguo de la hemicelulosa puesto que se han
encontrado en la pared celular de algunas algas (Domozych et al., 2012). En las plantas, sus
principales funciones son: contribucion de rigidez a la pared celular, almacenamiento de
polimeros en la semilla, sefializacién en la pared, embriogénesis y diferenciacion de tejidos
(Rodriguez-Gacio et al., 2012). Ademas, son el componente principal de semillas de la nuez
de marfil, semilla de café verde y de la pulpa seca de coco (van Zyl et al., 2010; Yamabhai et
al., 2014).

Los mananos son polisacaridos de cadenas lineales de manosa con enlaces (3-1,4 que
tienden a presentar cadenas laterales de galactosa y glucosa, y residuos de glucosa en la
cadena principal. Estos se pueden dividir segun su composicion en (Pauly et al., 2013):

e Mananos

e Galactomananos

e Glucomananos

¢ Galactoglucomananos

Los mananos son cadenas lineales de manosa con enlaces [(-1,4 que raramente se
encuentran sin otros componentes, y contienen menos del 5 % (w/w) de residuos de

galactosa. En la Figura 2, se muestra un esquema de la estructura de la manana lineal.

15
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o ~c HO 0 g HO
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OH
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Figura 2. Estructura de la manana lineal (Yamabhai et al., 2014).

Los galactomananos son cadenas lineales de manosa con enlaces 3-1,4 y cadenas laterales
de galactosa con enlaces a-1,6 mayor al 5% (w/w). Esta cadena lateral le confiere
hidrofilicidad ayudando a prevenir la agregaciéon de la cadena lineal de manana (Dea &
Morrison, 1975). En la Figura 3 se muestra un esquema de la estructura de la

galactomanana.

OH
OH
0
Gal
HO
OH O OH
OH OH
-0 -0
’(4)0 0 ?)O OO
- H
OH OH
OH OH
Man Man Man Man

Figura 3. Estructura de la galactomanana (Yamabhai et al., 2014).

Los glucomananos son cadenas lineales de manosa y glucosa con enlaces 3-1,4 en una
proporcién manosa: glucosa (2:1 a 4:1) presentando un grado de polimerizacién superior a
los 200 residuos. Las conformaciones del glucomanano son muy similares a las de la
celulosa (Al-Ghazzewi et al., 2007; Yamabhai et al., 2014). En la Figura 4 se muestra un

esquema de la estructura de la glucomanana.
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Figura 4. Estructura de la glucomanana (Yamabhai et al., 2014).

Los galactoglucomananos son cadenas lineales de manosa y glucosa con enlaces 3-1,4 en
la cadena lineal y cadenas laterales de galactosa con enlaces a-1,6 enlazadas a manosa o
glucosa. Se encuentran principalmente en las maderas suaves y presentan una proporcion
de manosa:glucosa:galacotosa (3:1:1 y 4:1:0.1) (Lundgvist et al., 2002; Yamabhai et al.,
2014). En la Figura 5 se muestra un esquema de la estructura de la galactoglucomanana.

OH
OH
(o)
HO Gal
OH o
(o)
OH
OH OH OHO
HO -0 HO (o) ¥
0 O o
/ 0 HO 0O HO
OH OH
Gle Man Glc Man

Figura 5. Estructura de la galactoglucomanana (Yamabhai et al., 2014).

Los galactoglucomananos también pueden presentar acetilaciones aleatorias en los
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carbonos 2 y 3 de los residuos de manosa pero no en los de glucosa. En promedio, se
encuentran cada 3-4 residuos de manosa. Tienen un grado de polimerizacion de 100-150
residuos (Timell, 1965; Yamabhai et al., 2014). En la Figura 6 se muestra un esquema de la

estructura de la galactoglucomanana con una acetilacion.

OH
OH

HO Gal
OH
OH <

OH
_—0 o HO
o)

Glc Man Gle Man

Figura 6. Estructura de la galactomanana con acetilacion (Yamabhai et al., 2014).

1.3 Degradacion de los mananas

El esquema general para la bioconversion de la lignocelulosa, una plataforma de
carbohidratos, comprende un tratamiento de la materia prima, una hidrélisis enzimatica de la

celulosa y la hemicelulosa en azucares fermentables (Liu et al., 2013).

La degradacion de las mananas se lleva a cabo por un complejo enzimatico debido a su
complejidad estructural. En la Tabla 1 se muestran las principales enzimas involucradas en la

degradacion enzimatica de las mananas.

Tabla 1. Enzimas del complejo enzimatico para la degradacion de las mananas.
Nombre E.C. |Enlace hidrolizado

Endo-B-1,4-manosidasa|3.2.1.78 B-1,4 interno
B-1,4-manosidasa 3.2.1.25 B-1,4 terminal
B-glucosidasa 3.2.1.21 B-1,4 terminal
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a-galactosidasa 3.2.1.22 a-1-6 terminal

La B-manosidasa es una exoglicosidasa especifica para la hidrdlisis de manosas terminales
con enlaces 3-1,4. Esta enzima es esencial para la completa hidrélisis de mananas a
residuos de manosa (Fliedrova et al., 2012). En bases de datos como BRENDA, se han
reportado B-manosidasas de mas de 50 especies diferentes. En la Figura 7 se muestra la
estructura tridimensional obtenida por Cristalografia de Rayos X de la B-manosidasa de

Cellulomonas flavigena.

Figura 7. B-manosidasa de Cellulomonas flavigena (Davies et al., 2008).

La reaccién de hidrolisis involucra a dos grupos carboxilo, uno es utilizado como nucledfilo y
el otro como catalizador acido-base. En el primer paso, el nucledfilo ataca al carbono
anomérico de la manosa, mientras el catalizador &cido-base protona a la manosa liberada,
dejando la formacion de un intermediario covalente manosa-enzima. En el segundo paso, el
catalizador acido-base promueve el ataque de una molécula de agua al carbono anomérico
de la manosa, por lo que el nucledfilo libera a la manosa (Stoll et al., 2000). Esto se describe

de forma gréfica en la Figura 8.
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nucleophile

nucleophile »

Figura 8. Mecanismo de hidrélisis de las B-manosidasas (Ortega-Licona, 2011)

nucleophile nucleophile

1.4 Aplicaciones de las manosidasas

La aplicacibn mas importante, como hidrolasa, es su uso en el blanqueamiento de pulpas de
maderas suaves para la produccion de papel que actualmente se realiza por tratamientos
alcalinos, representando un grave problema de contaminacion. La extraccion de lignina es un
paso esencial en el blanqueamiento. El uso de manosidasas facilita la remocion de la lignina
y tiene resultados comparables al tratamiento alcalino (Cuevas et al., 1996; Hongpattarakere,
2002).

Los heteromananos son los principales componentes de los extractos de café, dandole una
mayor viscosidad, lo que afecta negativamente el procesamiento de café soluble e
instantaneo. Las manosidasas se pueden usar para la hidrélisis de los galactomananos

presentes en el café (Sachslehner et al., 2000).

La manosa es utillizada en la industria farmacéutica como excipiente en algunos
medicamentos. La B-manosidasa es usada para la produccion de manosa, este proceso es
posible gracias a que algunas de estas enzimas pueden llevar a cabo la reaccion de
transglicosidacion. Actualmente la sintesis de manosa es realizada mediante una sintesis

guimica, el cual resulta un proceso caro y complicado (Fu et al., 2006)
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1.5 Cellulomonas uda

Actinobacteria es un filo de bacterias Gram (+) con un alto contenido de GC (hasta un 70 %)
en el genoma de la mayoria de las especies que lo componen y son principalmente bacterias
del suelo. Actinobacteria es uno de los filos dominantes y contiene a Streptomyces, uno de
los mayores géneros de bacterias y productores de una gran cantidad de antibiéticos (Hogan,
2014).

Cellulomonas uda es una bacteria Gram (+) del filo Actinobacteria y posee un alto contenido
de GC en su genoma. Crece en ambientes ricos en vegetales en proceso de degradacion.
Este microorganismo tiene la capacidad de hidrolizar polisacaridos, como xilanos, glucanos y
mananos, debido a que secreta un complejo de glicosil hidrolasas, de las cuales se han
reportado endo y exoglucanasas, que actldan sinérgicamente degradando celulosa y
hemicelulosa (Glazer y Nikaido, 2007).

1.6 Sistemas para expresion de proteinas recombinantes

Existen diversos organismos modelo para la expresion heter6loga de proteinas. Entre los
mas empleados se encuentran Escherichia coli y Pichia pastoris.

E. coli es un microorganismo muy versatil para la produccion de proteinas recombinantes y
varios sistemas de expresion de proteinas han sido desarrollados y comercializados para la
produccion de proteinas recombinantes (Cornelis, 2000). Sin embargo, el 70-80 % de las
proteinas recombinantes expresadas en E. coli se agregan en cuerpos de inclusion. La
purificacion a partir de estos cuerpos usualmente requiere dos pasos: extraccion de los
cuerpos y la posterior solubilizacion de estos, siendo este procedimiento muy laborioso y

poco efectivo (Yang et al., 2011).
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Pichia pastoris es frecuentemente usado como sistema de expresion para proteinas
recombinantes. La mayor ventaja de P. pastoris sobre E. coli es que el primero es capaz de
producir puentes disulfuro y glicosliar proteinas, dandose el caso de que si una proteina
requiere un puente disulfuro y es expresada en E. coli, ésta sera expresada con un
plegamiento incorrecto, de forma inactiva, insoluble o en cuerpos de inclusién (Brondik,
2009).

1.7 Optimizacién de codones

La expresion en sistemas heter6logos puede disminuir el rendimiento. La competencia de
tRNA diferentes a los tRNA del organismo puede afectar adversamente la expresion de
genes externos. Por ejemplo, los codones de arginina AGA y AGG son particularmente raros
en E. coli y se ha mostrado que causa errores en la traduccion, asi como bajos niveles de

expresion (Chen et al., 2013).

Una forma de aumentar los niveles de expresion en levaduras es por medio de la
optimizacion de codones. Muchos estudios han reportado un mejoramiento significativo en la
expresion transgénica en levaduras por medio de la optimizacién de codones. Con ello, se
han reportado altos rendimientos de proteina en su estado nativo de plegamiento, una alta
pureza e inclusive una mejora en su funcion (Li et al., 2014). En la Tabla 2 se muestra la
frecuencia de uso de codones de la maquinaria de transcripcion de P. pastoris.

Tabla 2. Preferencia de codones por Pichia pastoris (GenScript).

Codén | aa Frecgencia Codén | aa FreCL_Jencia Codén | aa FreCL_Jencia Codén | aa FreCl_Jencia
(miles) (miles) (miles) (miles)
TTT | F 23.9 TCT | S 235 TAT | Y 14.7 TGT | C 8.3
TTC | F 19.1 TCC | S 16.3 TAC | Y 18.3 TGC | C 4.5
TTA L 14.9 TCA | S 15.6 TAA * 0.9 TGA * 0.3
TTG | L 31.4 TCG | S 7.2 TAG | * 0.5 TGG | W 9.9
CTT | L 16.0 CCT | P 15.3 CAT | H 10.5 CGT | R 6.9
CTC | L 7.6 CCcC | P 6.7 CAC | H 8.9 CGC | R 2.3
CTA | L 11.2 CCA | P 17.1 CAA | Q 23.9 CGA | R 4.6
CTG | L 15.3 CCG | P 4.1 CAG | Q 14.5 CGG | R 2.2
ATT | 31.7 ACT | T 23.3 AAT N 23.5 AGT | S 12.1
ATC | 19.3 ACC | T 13.7 AAC | N 25.7 AGC | S 7.4
ATA | 11.5 ACA | T 14.3 AAA | K 30.2 AGA | R 19.9
ATG | M 19.2 ACG | T 6.3 AAG | K 34.4 AGG | R 6.6
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GTT
GTC
GTA
GTG

<<<<

26.7
145
10.1
12.8

GCT
GCC
GCA
GCG

>>>>

29.6
16.7
15.9
3.7

GAT
GAC
GAA
GAG

mmoOOo

37.2
26.2
40.2
29.6

GGT
GGC
GGA
GGG

OO0

26.6
8.6
20.0
6.4
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Antecedentes directos

En el grupo de trabajo, se han realizado 3 estudios previos con la 3-manosidasa de C. uda.
Pavoén (2007) detectd la actividad intracelular de la B-manosidasa en C. uda. Dentro de este
trabajo, se encontré que la enzima tiene un peso molecular de 94 kDa, un pH oOptimo de 7 y
una temperatura optima de 50 °C. En ese trabajo también se logré obtener un fragmento de
1,375 pb, correspondiente a aproximadamente el 50% de la secuencia del gen, tomando
como referencia el tamafio del gen de la p-manosidasa en Cellulomonas fimi, el cual
presenta un tamafio molecular de 2529 nucleoétidos. Esto se llevé a cabo por medio de PCR,
a partir del DNA gendmico de C. uda, y utilizando oligonucleétidos disefiados a partir de

regiones conservadas de otras B-manosidasas bacterianas

Alarcén (2009) logré obtener secuencias adicionales en ambos extremos de la secuencia
obtenida por Pavon (2007), alcanzando un 85 % de la secuencia del gen siendo un total de
2211 pb. En la Tabla 3 se muestran los oligonucle6tidos utilizados para la obtencion de 85 %

del gen en los dos estudios previos.

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados por Pavén (2007) y Alarcon (2009)

Nombre Secuencia Tm °C | Autor
DOSIDASA | ATGGCGTGCTCGTTCGGCTGGGACTG 79 Pavén (2007)
ROSIDASA | CACCGGCCAGCAGTCCGTTGAGCTGCCA 82 Pavén (2007)
MancfiD1 CCGACCCGTACCTCGACCGCAACGAG 38 Alarcon (2009)
MancfiR1 GCGCCACCGCTCGACGCGCACCGG 88 Alarcon (2009)
MancfiD2 CTCACCCAGGCGCGCGCGGTCGCG 86 Alarcon (2009)
MancfiR2 CGTCGCGTCGGGGTCGAGCGCGTC 86 Alarcén (2009)

En estudios realizados por Ortega (2011), se obtuvo la secuencia completa del gen manA
gue codifica para la B-manosidasa. Es un gen de 2,577 pb que codifica para una proteina de
858 aminoéacidos con un peso molecular de 93.86 kDa. Esta enzima presenta un dominio
conservado de transglicosidasa. Sin embargo, serd necesario demostrar que la enzima

presenta actividad de transglicosilacion.
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En la secuencia deducida de la B-manosidasa de C. uda se identificaron dos residuos de
acido glutamico (E): E446, que estaria participando como catalizador acido-base, y E536
como nucledfilo. La posicidon de los residuos E446 y E536 se muestran a continuaciéon y se
identificaron por similitud a los residuos de acido glutamico del sitio catalitico de la B-

manosidasa de C. fimi (Ortega-Licona, 2011).

A continuacion, se muestra la secuencia completa del gen manA y la secuencia de la

proteina ManA.

atgcaccacccggagcacacccatgaccttcccgacctcecgeccgacggectggectgectgacce 60
M H H P EHTHDL P DL ADGWTUL L T 20
gccacggcgggcacgcccggcgacctcgacccggegetggecggecgecctggeccgecggge 120
A T A G T P G D L D P A L A A A L A A G 40
Gtcccecgeccgecgteccccggcaccagceccacacggcgctgectcgacgecgggectgateeeg 180
V P A AV P GT S HTOAULTULUD A AGTLTITUP 60
Gacccgtacctcgaccggaacgaggaggcgctcecgecgtggatgecggcacgtcgactggege 240
D P Y L D RNUEE ATILA AWMMU®BRUHV D W R 80
Tacgagcgcccgctcgacgagcecccgecggccgecgcacgacgagcecgegtecgacctegegtte 300
Y ER P LD E P A A A HDEUZRUVDULAF 100
Gacggcatcgacacggtcgcgacgacctcgctecgtegtecgecgggecgacgecccacgtgete 360
D 6 I b T V-ATTS L V V A G D AUHV L 120
Ggccgcaccgccaaccagcaccgctectaccggttecgacgtgegecgegetggtecggecge 420
G R T A N Q H R S Y R F D V R AL V G R 140
Gccggcacgacgctgecgggtcgacctcecgectecggeecctgcaccacgeccgaggeccgaggag 480
A G T T LR V DL A S AL HHAUEA AE E 160
Gccececgectggggcaccgcecccgctcecgegtacccgcagecgttcaacatggtcecgecaagatyg 540
A R L G H R PULAY P Q P F NMV RIKM 180
Gcgtgctcecgttcggectgggactggggacccgacctgcagaccgecggggetgtggecgeccg 600
A C S F G WDWG P DL Q T A G L W R P 200
Gtgcgcgtcgagecggtggecgegtecgegeggectegegcaggtgegececcgtegtcacgetyg 660
V RV E R WUR V A R LA Q V R P V V T L 220
Ggcgccgacggcacgggcecgcgeggagectgcacgtcaccgtggagegetegggectgeca 720
G A D GTGU R AUELHV TV EUR S G L P 240
Ggcggtgacgccccgctcacggteccgegegcaggtecgecgggegtecgtecgeggtegegteg 780
G G DA P LTV RAQV A GV V A V A S 260
Ctcgcgecccgacgaggacgcggcgacgctegtegtcgaggteccegacgegecegtgtgg 840
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L A PDEDAATTULV YV E V P DA AUPUVW
Tggcccgtcggccacggcgaccagceccgctecgtecgacgecgaccgtgacgetcgecggeggeg
W PV G H GD Q P L V DATV T UL A A A
Ggccacgacgacctcggccgctggcaccggcggctecggetteccgecgacgtgegegtecgac
G H D DL G RWHIRIRILGU F R D V R V D
Cgcaaccgcgacgagcacggcacgcggttcacgttecgtecgtgaacggeccgaccggtgtte
R NRDEHGT R FTF V V NGIR P V F
Gtccgcggcecgccaactggatccccgacgaccacctgctcacccggatcacccgecgagecge
V R GANWTI PDDHTILULTRTITRE R
Ctcgagcgtcgcecgtcgaccaggcecgectcggecgegcacctcaacctgectgegggtgtgggge
L E R R V D Q AL G AHULNUILIULU RV W G
Ggcggcatctacgagtccgacgacctctacgacgtgtgecgacgagecgecggegtgectegte
G G I Y E S D DUL YDV CDEUZRGV L V
Tggcaggacttcctgctcgecgtgecgecggegtacccggaggagteccecgetgectecgaggag
W Q D F L L A CAAYPEE S P L L E E
Atcgaggcggaggcgcgcgagaacgtcgtgecggectecgegtecgcacgecgagectegtgetyg
I E A E A RENV YV R L A S HA S L V Lc
Tggaacggcggcaacgagaacgtgtggggccacgaggactggggctggaaggacgagctce
W N G G N I:IDJ V WG HEDWG W K D E L
Gacggccgcacgtggggccaccggcatgccacggagctgectecccecgeggtecgtecgeggag
D G R T WG HURHATETLUL P A V V A E
Ctcgacccgagccgcecccgtacgeccgacaacageccgtactceccececececgggttecgegeccgac
L D P S R P Y A DNSUP Y S P G F A P D
Gaggtgcaccccgacgacccggcccacggcacccaccaccagtgggaggtgtggaaccge
E V H P D D P A HGTHUHQWE V WN R
Gtcgactacacgcactaccgcgacgacgtgccgecggttectgecteccgagttecgggttceccag
vV D Y T H Y R D D V P R F C S I:I F G F Q
Ggcccgcecccacgtggtcgacgectgacccgegecggtecgecgacgagcagggecgegcectegte
G P P T W S TUL T R AV R D E Q G A L V
Gtcgacaaggagcacccgacgtttctggcgcaccagaaggccgaggacggcaacggcaag
vV D K E H P T F L A H Q K A E D G N G K
Ctcgaccgcgggctcgcaccgcacctcggegtgeccgaggacttcacggactggcactgg
L D R G L AP HULGV P EDVF T D WH W
Gcgacgcagctcaaccaggcgcgegeggtegegtacgecgegacgecaccaccgetegtgg
A T Q L. N Q A R A V A Y A A T H H R S W
Tggccgcgcaccgeccgggtecggtegtgtggcagectcaacgactgectggecccgtgacgteg

W P R T A G S V V W QULNDCW P V T S

280

900

300

960

320

1020

340

1080

360

1140

380

1200

400

1260

420

1320

440

1380

460

1440

480

1500

500

1560

520

1620

540

1680

560

1740

580

1800

600

1860

620

1920

640
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Tgggccgccgtcgacggcgacgagcgcgtcaagecgectgtggtgggegetgeggcacgec 1980

W A A V D GD E RV K P L WWATULTRH A 660
Aacgcgccgcecgtcectgctcacggtgcaggagcgcgacggcgecccecgtggtegeggtggte 2040
N A P R L L TV Q ERDGA P V V A V V 680
Aacgacacggcggacgcgtggaccgggcggctggecggtctcgecggcagacgttecgacgge 2100
N D T A DA AWTGURLA AV S R Q T F D G 700
Gacgagcgcgcgtccgcgaccctcecgeggtcgacgtgeccgecgegecgaggtgegecatectyg 2160
D ERASATTU LA AV DV P P REV RTITL 720
Ccgctgcccgacgacgtcgecgecgecgecgcaggacgtecgegegtgaggecgetegtegtgegg 2220
P L P DDV A RAIGQDV A REAULV V R 740
Ctcgacgacgcgtcgagcgtgcacctgctcgeccgaggacgtggecgectcgacctcgaccece 2280
L D DAS SV HLULAEUDVATLUDTLTDP 760
Gacccgctgtccgcgagcgccacgcccgtgecccggegggtacgeggtcacggtcaccgeg 2340
D P L S A S ATU©PV P GG Y AV T V T A 780
Cgctcgctcgcecgecgecgacgtgacggtgectecgtggaccggectcgacccggeggecgacggte 2400
R S L. A R DV TV L V DRULD P A ATV 800
Gacgacgcgctcgtcgacctcceccgegggecgecgagegtcacgttccacgtececgecacggac 2460
D DALV DUL?PAGA ASV T FHUVRTD 820
Gcggtgctcgaccccgacgecgctgacctecgecgececgtgectgegcagecgeccaacgacgte 2520
AV L D P DALTS PP VL R S A NTDV 840
Gtggtcccecgecggceccgtceccggecggtggegtccggegeccccgecgecggacgetga 2574
vV v P A A R PAV A S GA P A A G R - 858

En ese mismo estudio, el gen codificante para la B-manosidasa se expreso en E. coli, y la
proteina recombinante se encontré en la fraccion soluble del lisado bacteriano, presentando
una actividad de B-manosidasa de 123.87 U/ml (Ortega-Licona, 2011). Sin embargo, la

induccion resulté ser muy baja tal como se muestra en la Figura 9.
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kDa 1 2 3 a 5 6 7 8 9

Figura 9. Induccion de la B-manosidasa por Ortega-Licona 2011. Carril 1. Marcador de PM. Carril 2: clona 1 pQE30-Xa-
manA (IPTG, t=0 h). Carril 3: clona 1 pQE30-Xa-manA (IPTG, t=4 h). Carril 4: clona 2 pQE30-Xa-manA (IPTG, t=0 h). Carril
5: clona 1 pQE30-Xa-manA (IPTG, t=4 h). Carril 6: clona 3 pQE30 (IPTG, t=0 h). Carril 7: clona 1 pQE30 (IPTG, t=4 h). Carril
8: clona 4 pQE30-Xa-manA (IPTG, t=0 h). Carril 9: clona 4 pQE30-Xa-manA (IPTG, t=4 h).
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Planteamiento del problema

3.1. Justificacioén

Debido a la importancia biotecnolégica que representa la aplicacion de la fB—manosidasa
en la industria farmacéutica, cafetalera y papelera, entre otras, el interés de este proyecto
es continuar con el estudio de la fB—manosidasa recombinante de C. uda expresada en E.
coli, la cual no ha sido purificada y caracterizada bioguimicamente. Asi mismo, y dado
gue se observo una baja induccién de la B—manosidasa expresada en este sistema
heterélogo, se tiene el interés de utilizar a P. pastoris como sistema de expresion y

caracterizar bioquimicamente a la enzima recombinante.

3.2. Hipotesis

Sistemas de expresion heteréloga basados en Escherichia coli y Pichia pastoris
permitiran la expresion de la PB-manosidasa de Cellulomonas uda en forma

cataliticamente activa.

3.3. Objetivos

3.3.1. Objetivo general

Purificar y caracterizar bioquimicamente la B-manosidasa de Cellulomonas uda

expresada en Escherichia coli.

Expresar el gen codificante para la B-manosidasa de Cellulomonas uda en Pichia

pastoris.

3.3.2 Objetivos especificos

Purificar la B-manosidasa recombinante de C. uda expresada en células de E. coli
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M15/pREP4 que portan la contruccion pQE30-Xa-manA.

Caracterizar bioquimicamente la B-manosidasa de C. uda expresada en E. coli.

Generar la construcciéon pGAPzaB-manA.

Expresar el gen manA de C. uda en P. pastoris.

3.2. Estrategia experimental

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Expresion del gen codificante para la f-manosidasa de C. uda en células de E. coli
M15/pREP4 que portan la construcciéon pQE30-Xa-manA.

Purificacion de la B -manosidasa expresada en E. coli por cromatografia de afinidad a
niquel.

Caracterizacion bioquimica de la  -manosidasa expresada en E. coli, mediante la
evaluacion de pH y temperatura 6ptimos, termoestabilidad, resistencia a iones metélicos y
parametros cinéticos Km y Vmax.

Optimizacion de codones de la secuencia del gen manA para la expresion en P. pastoris,
y sintesis del gen.

Obtencién de la construccion pGAPzaB-manA compatible con el sistema de expresion P.
pastoris X-33.

Expresion del gen manA de C. uda en P. pastoris X-33.
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Materiales y métodos

4.1 Materiales

4.1.1. Microorganismos

E. coli DH5a se usé para la subclonacion del gen de la B-manosidasa y la cepa M15 para los

ensayos de expresion de la enzima recombinante. La cepa que contenia la construccion

pQE-30Xa-manA se le asigno el numero 70 para su manejo en el grupo de trabajo.

C. uda se us6 para la obtencion de DNA gendmico, utilizado como DNA molde para

amplificacion del gen de la B-manosidasa por PCR directa. La cepa de P. pastoris X-33

(Invitrogen) se utilizo en los ensayos de expresion de la proteina recombinante.

4.1.2. Oligonucleotidos utilizados

En la Tabla 4 siguiente se muestran los 2 pares de oligonucleétidos para la amplificacion del

ORF del gen manA vy los sitios de corte subrayados para las enzimas EcoRI y Xbal

Tabla 4. Lista de oligonucledtidos utilizados en PCR.

Man-EXR1 5-CGTICTAGATCAGCGTCCGGCGGCGGGGGCL-3’

Oligonucleétido Secuencia Tm |Longitud
Man-D2 5 -CAGAATTCCACCACCCGGAGCACACC-3° /8.7 26
Man-R2 5 -AATCTAGATCAGCGTCCGGCGGCGGG-3© (812 26

Man-EXD1 | 5-GCGGAATTCATGCACCACCCGGAGCACACC-3' 854 30
87.7 29

4.1.3. Vector de expresion

Los vectores utilizados para la clonacion y expresion fueron los siguientes:
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4.1.3.1. pQE-30Xa

Este vector de expresion (Qiagen) tiene el promotor T5, dos secuencias del operador lac,
sitio sintético de union a ribosomas RBSII, sitio multiple de clonacion (SMC), codones de
terminacion de la traduccion, marcador de resistencia a ampicilina para la seleccion de
clonas transformantes, asi como una etiqueta de polihistidinas (tag His6X). Este vector
también contiene secuencias codificantes para cinco aminoacidos (Y R G K A) que reconoce
la proteasa Xa, los cuales son adicionados a la proteina recombinante en el extremo N-
terminal. Esta caracteristica permite eliminar la etiqueta de polihistidinas (tag His6X) después
de que la proteina fue purificada por cromatografia de afinidad a niquel. EI mapa del vector

se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Mapa del vector pQE-30Xa (Qiagen).

4.1.3.2 pUC57

El pUC57 (GenScript), es un vector derivado del vector pUC19, es usualmente usado para
clonacién en Escherichia coli y aislado de la cepa DH5a. Tiene una longitud de 2,710 pb, el
sitio multiple de clonacién del vector contiene 6 sitios de restriccion, contiene el gen para
resistencia a ampicilina, inicio de origen de replicacién del vector pMB1 y el gen lacZ para la
expresion de la B-galactosidasa. El mapa del vector se muestra en la Figura 11.
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Figura 11. Mapa del vector pUC57 (GenScript).

4.1.3.3 pJET1.2

El pJET1.2/Blunt (ThermoScientific) es un vector linearizado que tiene un tamafio de 2,974
pb y que acepta insertos de 6 pb a 10 kb. Este vector tiene la caracteristica de que pueden
ser ligados fragmentos con extremos romos o cohesivos. Tiene un marcador de resistencia a
ampicilina y también contiene un gen letal que codifica para la enzima ECO47IR, que es
interrumpido por la ligaciéon del inserto de DNA permitiendo una seleccion positiva. El mapa

del vector se muestra en la Figura 12.
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4.1.3.4. pGAPZaB

Figura 12: Mapa del vector pJET1.2/blunt (ThermoScientific).
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El pGAPz (Invitrogen) es un vector disefiado para expresion constitutiva en P. pastoris. Tiene
una longitud de 3.1 kb y contiene el promotor del gen gap que codifica para la enzima GAPH
(gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), una enzima que se expresa constitutivamente en
P. pastoris. Las proteinas recombinantes pueden ser fusionadas con un péptido que contiene
el epitopo myc para su deteccion y con una etiqueta de histidinas para su purificacion.
Ademas, puede fusionarse el péptido sefial del factor a de Saccharomyces cerevisiae, para la
secrecion. Contiene un marcador de resistencia a Zeocina. El mapa del vector se muestra en

la Figura 13.

- o
=R TS5 ox®
| NSRS myc epitope  6xHis |

Figura 13: Mapa del vector pGAPZaB (Invitrogen).
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4.2. Métodos
4.2.1. Cultivo de E. coli

Las cepas de E. coli M15, se cultivaron a 37°C y 180 rpm en medio LB complementado con

kanamicina y/o ampicilina segun se necesitara.

4.2.2. Cultivo de C. uda

Para la produccion de biomasa y la posterior extraccion de DNA gendmico, se empleo el
medio definido descrito por Ortega-Licona (2011), inoculado al 1% de un cultivo joven a una
temperatura de 37 °C por 24 h en agitacion moderada (180 rpm) en un volumen de 50 ml en
matraces de 250 ml.

4.2.3. Extraccién de DNA plasmidico de E. coli

El DNA plasmidico de la cepa 70, que contiene la construccién pQE-30Xa-manA, se purificod

por el método de lisis alcalina (Sambrook, 2001)

4.2.3.1. Preparaciéon de DNA plasmidico por lisis alcalina con SDS: Minipreparacion

Se inocularon 2 ml de medio LB, con el antibiético respectivo, con bacterias transformadas y
se incubo durante 18 horas a 37°C y con agitacion de 180 rpm. Se transfirieron 1.5 mL del
cultivo a un tubo eppendorf. Se centrifugd a 14,000 rpm por 30 s a 4°C en la microcentrifuga.
El cultivo restante sin usar se almacené a 4°C. Cuando la centrifugacion terming, se elimind
el medio por aspiracion, dejando la pastilla bacteriana lo mas seca posible. Se resuspendioé la
pastilla en 0.25 volumenes del cultivo original en amortiguador STE frio y se centrifugo otra
vez. Se resuspendid la pastilla bacteriana en 100 ul de Solucion de lisis alcalina | por
agitacion vigorosa en vortex. Se afadieron 200 ul de Solucion de lisis alcalina Il recién
preparada a cada suspension bacteriana. Se cerré el tubo herméticamente y se mezclo todo
el contenido invirtiendo el tubo 5 veces rapidamente y se mantuvo en hielo. Se afiadieron 150

Ml Solucion de lisis alcalina 1l fria. Se cerrd el tubo y se distribuyé toda la solucién a través
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del lisado bacteriano viscoso invirtiendo el tubo varias veces. Se almacend el tubo en hielo
por 3-5 min. Se centrifug6 el lisado bacteriano a 14,000 rpm por 5 minutos a 4°C. Se
transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo. Se agregé un volumen de fenol:.cloroformo
mezclando ambas fases (organica y acuosa) por vortex y se centrifugo la emulsion a 14,000
rpm por 2 minutos a 4°C. La fase acuosa superior se transfirié a un tubo nuevo. Se precipito
el DNA plasmidico desde el sobrenadante afiadiendo 2 volumenes de etanol a temperatura
ambiente. Se mezcld por vortex y se mantuvo la mezcla por 2 minutos en posicion vertical a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 14,000 rpm por 5 minutos a 4°C para obtener un
precipitado de DNA plasmidico. Se elimind el sobrenadante como se describe en el paso 3.
El tubo se mantuvo en posicion invertida sobre papel absorbente para permitir que saliera
todo el fluido. Se afadié 1 ml de etanol al 70% a la pastilla e invirti6 el tubo varias ocasiones.
Se centrifugd a 14,000 rpm por 2 minutos a 4°C para recuperar el DNA plasmidico.
Nuevamente, se elimind todo el sobrenadante como se describe en el paso 3. Se elimind
cualquier residuo de etanol y se dej6 el tubo abierto a temperatura ambiente hasta que el
etanol se evapor6 (10-15 minutos) y no hubo residuos visibles en el tubo. Se disolvié el DNA
plasmidico en 50 ul de amortiguador TE con 20 ug/ul de RNAsa A. Se mezclé suavemente

por vortex por un par de segundos y se almaceno a -20°C.

4.2.2.2. Preparacion de DNA plasmidico por lisis alcalina con SDS: Midipreparacion

Se inocularon 10 ml de medio LB, con el antibiético respectivo, con la bacteria transformada.
El cultivo se incubd toda la noche a 37°C a con agitacion vigorosa (180 rpm). Para
asegurarse que el cultivo estuviera lo suficientemente aereado, se cuidd que el volumen del
tubo de cultivo fuera cuando menos 4 veces mayor que el volumen del cultivo y que la
agitacion fuera vigorosa. El cultivo se transfiri6 en un tubo de 15 ml y se centrifugdé a 2000 g
por 10 min a 4°C para formar la pastilla bacteriana. El medio se elimind por aspiracion y se
dej6 la pastilla bacteriana lo mas seca posible. La pastilla se resuspendio en 0.25 volimenes
del cultivo original en amortiguador STE frio y se centrifugd otra vez. Nuevamente se
resuspendié en 200 ul de Solucion de lisis alcalina | por agitacién vigorosa en vortex. Se
afadieron 400 pl de Solucién de lisis alcalina Il recién preparada a cada suspension
bacteriana. El tubo se cerr6 herméticamente y se mezclé todo el contenido invirtiendo el tubo
5 veces rapidamente y se mantuvo en hielo. Se afiadieron 150 pl Solucién de lisis alcalina
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fria y se distribuy6 toda la solucion a través del lisado bacteriano viscoso invirtiendo el tubo
varias veces. El tubo se almacend en hielo por 3-5 min y se centrifugé el lisado bacteriano a
14,000 rpm por 5 min a 4°C. Después, 600 pl del sobrenadante se transfirieron a un tubo
nuevo. Se afadio un volumen de fenol:cloroformo, se mezclaron ambas fases (organica y
acuosa) por vortex y se centrifugd la emulsion a 14,000 rpm por 2 minutos a 4°C. La fase
acuosa superior se transfirid6 a un tubo nuevo y se precipité el DNA plasmidico desde el
sobrenadante afiadiendo 600 ul de isopropanol a temperatura ambiente. La solucién se
mezclé por vortex y luego se mantuvo la mezcla por 2 min en posicion vertical a temperatura
ambiente. Para obtener un precipitado de DNA plasmidico se centrifug6 a 14,000 rpm por 5
min a temperatura ambiente y se elimind el sobrenadante como se describe en el paso 3.
Para permitir que saliera todo el fluido, se mantuvo el tubo en posicién invertida sobre papel
absorbente. Para recuperar el DNA plasmidico se afiadio 1 mL de etanol al 70% a la pastilla 'y
centrifugar a 14,000 rpm por 2 min a temperatura ambiente. Nuevamente, se elimino todo el
sobrenadante como se describe en el paso 3. Todo residuo de etanol se elimind
cuidadosamente y el tubo se mantuvo abierto a temperatura ambiente hasta que el etanol
restante se evaporo (10-15 min). El DNA plasmidico se disolvié en 100 yl de amortiguador TE

(pH 8.0 y con 20 pg/ul de RNAsa A) y se almacen6 a -20°C.

4.2.3. Extraccion de DNA gendmico de C. uda

La extraccion de DNA genomico se realizé con el kit “DNA easy blood and tissue” de Qiagen.
Se centrifugaron 1.5 ml de cultivo a 5000 xg por 10 min y se deseché el sobrenadante. La
pastilla bacteriana se resuspendid en 180 ul de “Enzymatic lysis buffer’. La pastilla ya
resuspendida se incubd a 37 °C por al menos 30 min. Se anadieron 25 pl de proteinasa Ky
200 pl de amortiguador AL y se mezclé por vortex. Se incubé a 56 °C por 30 min.
Posteriormente, se afiadieron 200 ul de etanol 96-100% a la muestra y se mezcl6 totalmente
por agitacion en vortex. Se transfirio la mezcla a la columna de adsorcion insertada en un
tubo de colecta de 2 ml. Se centrifugd a 26000 xg por 1 min y se desechd el sobrenadante
colectado junto con el tubo de colecta. La columna se inserté en un nuevo tubo de colecta de
2 ml y se afadieron 500 yl de amortiguador AW1 y se centrifugd por 1 min a 26000 xg. Se
desecho el sobrenadante colectado junto con el tubo de colecta. La columna se inserté en un
nuevo tubo de colecta de 2 ml y se afiadieron 500 yl de amortiguador AW2 y se centrifugd
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por 3 min a 20,000 xg para secar la membrana de la columna. Se deseché el sobrenadante
colectado junto con el tubo de colecta. La columna se insert6 en un tubo Eppendorf de 1.5 ml
y se afnadieron 200 pl de amortiguador AE directamente en la membrana de la columna. Se
incubod a temperatura ambiente por 1 min y posteriormente se centrifugd por 1 min a 26000

xg para eluir el DNA gendmico.

4.2.3. Purificacion y caracterizacién bioquimica de la p-manosidasa expresada en E.
coli.

4.2.3.1. Induccidén de la expresidén B-manosidasa.

La induccion se realizd bajo los siguientes pasos y se basdé en el manual “The

QIAExpressionist” de Qiagen.

Se cultivé la cepa E.coli M15 con la construccién pQE-30Xa-manA en agar LB suplementado
con ampicilina a una concentracién de 200 pg/ml y kanamicina a una concentracion de 30
pg/ml durante 18 h, a 37°C y 180 rpm. Con estas colonias se inocularon 50 ml de medio LB
liquido suplementado con ampicilina a una concentracién de 100 pg/ml y kanamicina a una
concentracion de 30 pg/ml, en un matraz bafleado, a 37 °C y 180 rpm durante 18 h. Del
in6culo anterior, se tomaron 10 ml del cultivo y se inocul6 1 | de medio LB liquido
suplementado con ampicilina a una concentracion de 100 pg/ml y kanamicina a una
concentracion de 30 pug/ml en un matraz bafleado a 37°C y 180 rpm hasta alcanzar una
D.O.s00= 0.6. En este punto se agregd IPTG a una concentracion final de 1 mM. El cultivo se

incubd a 30 °C por 5 hy 120 rpm.

4.2.3.2. Pruebas de solubilidad.

La pastilla de los cultivos inducidos se resuspendié en amortiguador de lisis, en una
proporciéon de 1 ml de amortiguador por cada 20 ml del cultivo original. Se adicioné inhibidor

de proteasas PMSF a una concentracion final de 0.1 mM. Se agregaron 10 pl de lisozima (10
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mg/ml) por cada 1 ml de amortiguador de lisis. Se incub6 a 4 °C durante 30 min. Se
centrifugé a 8,000 rpm durante 20 min. A 50 ul del sobrenadante se le adicionaron 100 pl de
amortiguador de muestra y 5 % de B-mercaptoetanol, para su posterior analisis en SDS-
PAGE. La pastilla se resuspendiéo en amortiguador de lisis. A 50 ul de esta muestra se le
adicionaron 100 pl de amortiguador de muestra 'y 5 % de -mercaptoetanol, para su posterior
analisis por SDS-PAGE.

4.2.3.3. Ensayo de actividad de la B-manosidasa.

La actividad de B-manosidasa se determind en la fraccion soluble del lisado bacteriano de
células de E. coli M15 pREP4 transformadas con la construccion pQE30Xa-man,
previamente inducidas con IPTG 1 mM. La mezcla de reaccion enzimatica contenia 400 pl de
p-nitrofenyl-B-D-manopirandsido disueltos en amortiguador de fosfato de sodio (1 M, pH 7) y
100 pl de la muestra de enzima. La mezcla se incub6 a 37 °C durante 20 min y la reaccién se
detuvo agregando 200 pl de Na2COs (1 M). La liberacién de p-nitrofenol se midié por
Absorbancia a una A=405 nm (A4osnm), utilizando una absortividad molar de 18,000 M-1 cm-1.

Una unidad es definida como los pM liberados de p-nitrofenol por ml/min.

4.2.3.4. Purificacion de la B-manosidasa.

La purificacion se llevo a cabo mediante cromatografia de afinidad a niquel con columna “Ni-
Sepharose” de BioRad, utilizando un equipo de purificacion con bomba peristaltica capaz de
generar gradientes y un colector de muestra de BioRad bajo el siguiente programa de

purificacion:

1) Equilibrio de la columna con 5 volimenes de amortiguador A, a un flujo de 1 ml/min.
2) Inyeccion de la muestra a un flujo de 0.5 ml/min.

3) 5 volumenes de amortiguador A, a un flujo de 1 ml/min.

4) Gradiente: 5 volumenes de amortiguador A/amortiguador B a un flujo de 0.5 ml/min.
5) Lavado 1:2 voliumenes de amortiguador B a un flujo de 1 ml/min.

6) Lavado 2: 1 volumen de amortiguador A a un flujo de 1 ml/min.
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7) Paso final: 1 volumen de amortiguador A a un flujo de 1 mi/min.

4.2.4. Amplificacion por PCR a partir de DNA gendémico de C. uda

La mezcla y las condiciones para la amplificacion del gen por PCR se muestran en la Tabla
5.

Tabla 5. Condiciones para la PCR a partir de DNA gendémico.

Condiciones
Buffer 10x 10 pl
Sol. Q 20 ul Activacion | 5 m 95°C
DNTP’s 2 pl Desnaturalizacion | 1 m 94°C
Primer Man-D2 | 2 ul Alineamiento | 1 m 65-75°C
Primer Man-R2 | 2 ul Extension | 2:45s 72°C
Taqg Plus 0.5 ul Paso final | 10 m 72°C
H20 61.5 ul 30 ciclos
DNA 2l
Total 100 uL

4.2.5. PCR a partir de DNA plasmidico

Con el fin de clonar el gen manA a partir de la construccion realizada por Ortega-Licona
(2011) se realizé una PCR usando como molde el DNA plasmidico de E. coli M15 que
contiene la construccién pQE30X-manA. Para ello se utiliz6 DNA plasmidico purificado y los
oligonucledtidos mencionados en la seccion 4.1.2. La mezcla y las condiciones de la PCR
para la amplificacién del gen se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de la PCR a partir de DNA plasmidico.

Condiciones
Amortiguador 10x | 10 ul
Sol. Q 20 pl Activacién | 5 min, 95 °C
DNTP’s 2 ul Desnaturalizacion | 1 min, 94 °C
Primer Man- EXD1 | 2 pl Alineamiento | 1 min, 65-75 °C
Primer Man-EXR1 | 2 pul Extension | 2.75 min, 72 °C
Tag Plus 0.5 pl Paso final | 10 min, 72 °C
H20 61.5 pl 30 ciclos
DNA 2 pl
Total 100 uL
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4.2.6. Purificacion de DNA a partir de agarosa de bajo punto de fusion

La banda de interés se purificd a partir de agarosa bajo punto de fusion al 0.8% mediante el

empleo del kit “GEL EXTRACTION” (Qiagen), de acuerdo al siguiente procedimiento:

El fragmento de DNA de interés se cortd del gel de agarosa de bajo punto de fusion. El gel se
peso6 en un tubo Eppendorf de 1.5 ml. Se adicionaron tres volimenes de amortiguador QG
por cada volumen del gel. El tubo se incubd a 50 °C por 10 min. Se mezclé cada 2 minutos.
Se adicioné un volumen de isopropanol y se mezclé. Se vertié el sobrenadante en una
columna de adsorcion de 1 ml. Se centrifugd a 12,000 rpm por 1 min en un volumen maximo
de 800 pl. Se decantd el eluido. Se repitid6 del paso anterior hasta filtrar la totalidad del
volumen de la muestra. Se lavo la columna de adsorcion con 750 pl de amortiguador PE. Se
centrifugd a 12,000 rpm por 1 min. Se decanté el sobrenadante y se centrifug6 a 13,000 rpm
por 1 min. Se colocé la columna en un tubo de microcentrifuga estéril de 1.5 ml. Se adicioné
el amortiguador de elucion EB en el centro de la membrana en un volumen de 20 a 50 pl. Se
centrifugd a 13,000 rpm por 1 min. EI DNA eluido se almacen6 a —20 °C hasta su uso. La

eficiencia de la extraccion se comprobo por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

4.2.7. Ligacion en el vector pJETt1.2

La ligacion del DNA obtenido a partir de la purificacion desde agarosa de bajo punto de

fusién con extremos cohesivos y romos se llevo a cabo de la siguiente manera.

4.2.7.1. Para los extremos cohesivos

Se preparo la mezcla de reaccion en hielo, tal como se presenta en la Tabla 7:

Tabla 7. Componentes para laligaciéon en pJET con extremos cohesivos.

Componente Cantidad
Buffer de reaccion 2X 10 pl
Producto de PCR 1l
Agua libre de nucleasas 6 pl
Enzima DNA blunting 1l
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La mezcla se centrifugd por 3-5 s, posteriormente se incubd a 70 °C y se enfrié en hielo. La
mezcla de reaccion se mantuvo en hielo y se agregaron los componentes que se muestran

en la tabla 8:

Tabla 8. Componentes para la ligacién en pJET con extremos cohesivos.
Componente | Volumen
Vector pJET1.2 1l
T4 DNA ligasa 1l

La mezcla de ligacién se incub6 a 22 °C por 30 min.

4.2.7.2. Paralos extremos romos

Se preparo la mezcla de la reaccion en hielo, tal como se presenta en la Tabla 9:

Tabla 9. Componentes para laligacién en pJET con extremos romos.

Componente Volumen
Buffer de reaccion 2X 10 pl
Producto de PCR 1 pl
Vector pJET1.2 1 pl
Agua libre de nucleasas| 7 ul
T4 DNA ligasa 1 pl
Volumen total 20 ul

Se incubd la mezcla de ligacion a 22 °C por 30 min. La mezcla de ligacion se utilizé

directamente para la transformacion.

4.2.8. Preparacion de células competentes

La preparacion de células competentes se presenta a continuacion:

Se inocularon 0.5 ml. de un in6culo en 50 ml de medio LB. Se crecieron las células con
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agitacion a 37 °C hasta que llegaron a una densidad optica de 0.6 a una longitud de onda de
600 nm. Se enfrié el cultivo en hielo por 10 min, se centrifugd la suspension celular a 6,000
Xxg a 4 °C por 5 min. El sobrenadante se desecho y las células se resuspendieron en la mitad
del volumen original de una solucién fria y estéril de CaCl2 50 mM y Tris-HCI 10 mM, pH 8.
Se incubaron durante 15 min en hielo y después se centrifugé la suspension a 6,000 xg por 5
min a 4 °C. Se desechd el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 1/15 del volumen
original de la solucion fria y estéril de CaClz 50 mM y Tris-HCI 10 mM, pH 8. Se repartieron

alicuotas de 50 pl en tubos pre-enfriados y se almacenaron a -70 °C.

4.2.9. Transformacion de células competentes E. coli DH5a por choque térmico.

Se descongelaron los tubos necesarios de células competentes desde -70°C en hielo y se
calentaron a temperatura ambiente. Se afiadié 1-2 pl de mezcla de reaccion por tubo de
células competentes. Se mezclo ligeramente y se incub6 en hielo por 5 min. El tubo se pasoé
a 42 °C por 30-90 segundos sin agitar y posteriormente se incub6 en hielo por dos minutos.
Se afadieron 250 pl de medio SOC a temperatura ambiente por tubo y se dejé incubando a

37 °C por 3 h para finalmente sembrar cajas Petri con medio LB con agar y ampicilina (100

pg/ml).

4.2.10. Transformacion de células competentes E. coli DH5a por electroporacion.

Se descongelaron las células en hielo. Para cada muestra a ser transformada por
electroporacion se utilizé un tubo de 1.5 ml y una cubeta de electroporacion de 0.1 cm. En el
tubo que se mantuvo en frio, se mezclaron 40 ul de las células electrocompetentes con 1-2 pl
de DNA. El DNA debe estar disuelto en un buffer de baja fuerza i6nica, como TE o en H:20.
Se mezclé e incubd por 1 min en hielo. Se seleccioné la opcion “Ec1” para E. coli. La mezcla
de células y DNA se transfirio a la cubeta y se paso6 la mezcla hasta el fondo de la misma. Y
la cubeta se paso a la camara de la electroporacion hasta ponerse entre los electrodos y dar
el pulso eléctrico. Inmediatamente se sacO la cubeta de la camara de elctroporacién y
rapidamente se afiadi®6 1 ml de medio SOC a la cubeta. Répida y suavemente se
resuspendieron las células, ya que se ha observado que el periodo entre aplicar el pulso y
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afiadir el medio es crucial para la recuperaciéon de transformantes de E. coli. (Dower et al.

1998). Se transfiri6 la mezcla a un tubo de 15 ml y se incub6 a 37 °C por 3 h a 180 rpm.
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4.2.11. Expresion de la B-manosidasa en P. pastoris
Para generar la secuencia de nucleotidos del gen con codones optimizados, se

utilizé la herramienta “Translate tool” de Expasy (http://web.expasy.org/cgi-

bin/translate/dna_aa)

4.2.11.1 Ligacién en pGAPZaB

Ligacion con la enzima T4 DNA ligasa

En un tubo de 1.5 ml se realiz6é la mezcla de acuerdo a la Tabla 10.

Tabla 10. Componentes para la ligacion en pGAPzaB.

Componente Volumen
Buffer 10x 2 ul
pGAPz 50 ng
Inserto de DNA 37.5ng
Agua libre de nucleasas | Hasta 17 pl
T4 DNA ligasa 1l
Volumen total 20 ul

La reaccion se mezclé pipeteando todo el volumen y centrifugando un par de
segundos. Se incub6 a 16 °C por 2 h y se inactivé por calor a 65 °C por 10 min.
Finalmente, la mezcla se enfridé en hielo y se utilizaron 1-5 pl en 50 ul de células

competentes.

4.2.11.2 Transformacioén de P. pastoris por electroporacion

P. pastoris se cultivd en 5 ml de medio YPD en un tubo coénico de 50 ml a 30 °C
toda la noche. En un matraz de 2 | se inocularon 500 ml de medio fresco con 0.1-
0.5 ml del pre-inéculo y se mantuvo toda la noche hasta lograr una D.O. de 1.3-1.5

a 600 nm. Las células se centrifugaron a 1500 xg por 5 min a 4 °C. La pastilla
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resultante se resuspendié con 500 ml de agua a 0 °C. Una vez mas, las células
resuspendidas se volvieron a centrifugar y la pastilla resultante se resuspendio en
250 ml de agua a 0 °C. Se centrifugaron las células nuevamente y la pastilla
resultante se resuspendié ahora en 20 ml de agua fria a 0 °C con sorbitol 1 M. Se
centrifugaron las células por ultima ocasion y la pastilla resultante se resuspendio
en 1 ml de agua a 0 °C con sorbitol 1 M para un volumen final de 1.5 ml. Estas
células se mantuvieron en hielo hasta su uso en el mismo dia. Se mezclaron 80 pl
de las células del paso anterior con 5-10 pg de DNA linearizado, que se encuentra
en 5-10 ul de agua estéril, y se mantuvo en el vaso de electroporacion a 0 °C. El
vaso de electroporacion se incubd con las células por 5 min y se realizaron los
pulsos necesarios para la transformacién. Inmediatamente se afiadi6 1 ml de
sorbitol 1 M enfriado en hielo al vaso de electroporacién y el contenido se transfirio
a un tubo de 15 ml estéril. Se incubd el tubo a 30 °C sin agitar por 1-2 h y a partir
de este tubo, se sembraron 10, 25, 50, 100 y 200 pl del resultado de la
transformacién en cajas Petri con YPDS con 100 pug/ml de Zeocina. Las cajas se
incubaron por 2-3 dias a 30 °C hasta que hubo crecimiento de colonias. Se

picaron 10 colonias y se transfirieron a medio YPD con 100 pug/ml de Zeocina.

4.2.11.3. Evaluacion de colonias transformadas por PCR a partir de colonia
Para verificar si las cepas que mostraron crecimiento tenian la construccion dentro
de su genoma, se realiz6 una PCR a partir de colonia bajo las siguientes

condiciones que se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Condiciones de la PCR Colonia desde Pichia pastoris.

Condiciones
HotStarTag Master Mix | 50 ul Activacion 15 min, 95 °C
Primer Man-EXD1 2 ul | Desnaturalizacion | 1 min, 94 °C
Primer Man-EXR1 2 pl Alineamiento 1 min, 64 °C
H20 46 pl Extension 3 min, 72 °C
Total 100 pL Paso final 10 min, 72 °C
35 ciclos
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Capitulo 5

Resultados y discusion
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Resultados

5.1. Purificacién y caracterizacion de la B-manosidasa de Cellulomonas
uda expresada en E. coli.

Con el fin de caracterizar las propiedades bioquimicas de la p-manosidasa ManA
de C. uda expresada en E. coli, esta se expreso en células de E. coli M15/pREP4
transformadas con la construccion pQE30Xa-manA, la cual fue obtenida por
Ortega-Licona (2012). Posteriormente, se prepard la fraccion soluble para ser
purificada mediante cromatografia de afinidad a Niquel. Las fracciones que

presentaron mayor actividad se colectaron para su analisis.

5.1.1 Expresion y purificacion de la B-manosidasa de C. uda expresada en E.
coli.

La enzima ManA se expreso en células de E. coli M15/pREP4 transformadas con
la construccion pQE30Xa-manA, por induccion con IPTG 1 mM. La induccién de la
B-manosidasa recombinante se siguid por analisis del perfil proteico de las
fracciones solubles, antes y después de la induccion con IPTG, por SDS-PAGE en
geles al 10%. Esto permitio identificar la sobreexpresion de una banda de 94 kDa,

de acuerdo al peso esperado, después de las 5y 10 h de induccién (Figura 14).
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Figura 14. Andlisis electroforético de las fracciones solubles después de la induccién con IPTG 1mM. Carril 1.
Marcador de PM. Carril 2. Sin induccién. Carril 3: Induccién con IPTG por 5 h. Carril 4: Induccion con IPTG por
10 h.

En la induccién se esperaba una banda de 94 kDa mas intensa que en la fraccion

soluble, sin embargo, solo se observo un ligero aumento.

Posteriormente a la induccion, se prosiguido a la purificacion por medio de la
cromatografia de afinidad a niquel. El vector pQE30-Xa, utilizado para obtener la
construccion pQE30Xa-manA, contiene secuencias codificantes para una cola de
histidinas, la cual se adiciona a las enzimas recombinantes expresadas con este
vector. Por tanto, la presencia de esta cola de histidinas se aprovech6 para
purificar la B-manosidasa recombinante por cromatografia de afinidad al niquel. La
B-manosidasa recombinante, con un PM estimado de 94 kD, se eluyé de la

columna con un gradiente lineal de 20-300 mM de imidazol.
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Las fracciones obtenidas se analizaron por concentracion de proteina,
determinada por Absorbancia a 280 nm, y por analisis de actividad p-manosidasa
utilizando p-nitrofenil-B-D-manopirandsido como sustrato, de acuerdo al ensayo de
actividad de la B-manosidasa descrito en la seccion de Materiales y Métodos. El

cromatograma obtenido se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Cromatograma de la purificacion de la p-manosidasa de C. uda por cromatografia de
afinidad a niquel. La cromatografia se llevé a cabo con amortiguador de fosfatos 0.2 M, NaCl 300 mM.
Las proteinas se eluyeron con un gradiente lineal de imidazol (20 a 500 mM) en amortiguador de
fosfatos 0.2 M, NaCl 300 mM.

Se obtuvo un pico de actividad a concentracién aproximada de 270 mM de
imidazol. Posteriormente, se realiz6 un analisis por SDS-PAGE para verificar el

PM de la proteina (Figura 16).
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Figura 16. Analisis electroforético por SDS-PAGE de la proteina purificada. Carril 1: Marcador de PM.
Carril 2: Proteina purificada con un peso tedrico aproximado de 94 kDa

Se esperaba una banda de aproximadamente 94 kDa correspondiente a la B-
manosidasa recombinante, aunque se observd una banda en una posicion mas
arriba de lo esperado. Esto posiblemente debido a que el vector pQE-30Xa agrega
a la enzima recombinante una metionina como iniciador de la traduccion, 6
residuos de histidina y su epitope y un sitio de reconocimiento para proteasas
“Factor Xa”, agregando un total de 27 aminoéacidos (aprox. 3 kDa) a la enzima
recombinante, aumentando su peso molecular a 97 kDa aproximadamente. Los

elementos que se afiaden a la enzima recombinante se muestran en la Figura 17.

pPQE-30 Xa
$mal

mal
EcoRI/RBS 6xHis Sl BamHl Sphl  Sael Kpnl  Xmal Sal Psil Hindlll ty
[ AGAGAGGATCG I - -[GGATCTGGCTCTGGAIC TGGTATCGAGGGAAGG| [CCTTATAATGGAAC TGGATCCGCATGCGAGC TCGGTACCCCGGGTCGACC TGCAGCCAAGC TT AATIAGC TGAG [

RGS-His epitope Factor Xa
recognition site | Factor Xa cleavage site

Figura 17. Elementos afladidos a la enzima recombinante por el vector pQE-30 Xa
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5.1.2. Caracterizacién bioquimica de la B-manosidasa recombinante.

Con el fin de caracterizar bioquimicamente a la B-manosidasa, se determinaron:
pH 6ptimo, temperatura 6ptima, termoestabilidad, los parametros cinéticos Kwm, y
Vmax, ¥ el efecto de iones metalicos sobre la actividad de la enzima, mediante el

ensayo de actividad descrito en la seccion 4.2.12.3, y por triplicado.

5.1.2.1 pH o6ptimo

Para medir el valor de pH 6ptimo, se utilizo el buffer fosfatos a una concentracion
de 200 mM. EIl ensayo de actividad se realiz6 en un intervalo de pH de 3 a 8.
Dentro de este andlisis, se obtuvo una actividad maxima a un pH de 5.5, como se

observa en la Figura 18.
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Figura 18. Actividad de la B-manosidasa a diferentes valores de pH.

Este valor es acorde a otros reportes de B-manosidasas de otras especies

encontradas en la literatura tal como se muestra en la Tabla 12.
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Tabla 12. Valores de pH éptimo de B-manosidasas de otras especies.

Organismo pH 6ptimo Referencia
Aspergillus sulphureus 2.4 Chen et al., 2008
Thrichoderma reesei 3.5 Kulminskaya et al., 1999
Solanum lycopersicum (Tomate) 5.0 Mo et al., 2002
Thircosporon cutaneum 6.5 Oda et al., 1996
Phlebia radiata (Hongo) 5.5 Prendecka et al., 2007
Cellulomonas uda (extracto crudo) 7.0 Pavon-Orozco, 2007
Thermotoga neapolitana 7.7 Parker et al., 2001
Cellulomonas uda_(e_:nzima recombinante 55 Este trabajo
purificada)

La mayor parte de las enzimas con un pH 6ptimo similar al de la B-manosidasa de
C. uda son enzimas pertenecientes al reino de las plantas (BRENDA). Cabe
destacar que las enzimas reportadas en la literatura hasta la fecha, tienen pH
optimos que van desde 2.4 hasta 7.7. Este resultado no es muy similar al obtenido
de la B-manosidasa nativa en el trabajo de Pavon-Orozco (2007) en el cual se
trabajo con la fraccion soluble de un lisado celular de C. uda, y a partir del cual se

observé un pH 6ptimo de 7.

5.1.2.2. Temperatura 6ptima.

Dentro de este analisis, se analizé la actividad de la B-manosidasa en un intervalo
de temperaturas de 30 a 70 °C. Se obtuvo una actividad maxima a una
temperatura de 55 °C como se observa en la Figura 19. ManA retuvo mas del
40% de su actividad en el rango de actividad de 50-60 °C decreciendo hasta cerca

de un 20% de actividad a temperaturas de hasta 70 °C.
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Figura 19. Actividad de la B-manosidasa ManA a diferentes temperaturas.

La temperatura O6ptima mostrada por ManA recombinante es similar a
temperaturas Optimas de B-manosidasas de Cellulomonas fimi, sin embargo, se
tienen enzimas mas termoestables como las de las especies Aspergillus niger

(70°C) y Thermotoga neapolitana (87°C) como se muestra en la Tabla 13.

Tabla 13. Temperatura 6ptima de B-manosidas de otras especies.

Temperatura 6ptima
Organismo Referencia
(°C)

Homo sapiens. 37 Samra et al., 2008
Solanum lycopersicum 40 Mo et al., 2002
Bacillus sp. 50 Akino et al., 1988
Cellulomonas uda 50 Pavén-Orozco, 2007
Cellulomonas fimi 55 Stoll et al., 1999
Aspergillus niger 70 Ademark et al., 1999
Thermotoga neapolitana 87 Parker et al., 2001
Cellulomonas uda 55 Este trabajo

Cabe destacar que la B-manosidasa de C. uda tiene una temperatura optima igual
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gue Cellulomonas fimi y similar a los resultados de la p-manosidasa nativa de C.
uda de Pavon-Orozco (2007).

5.1.2.3 Termoestabilidad.

Dentro del andlisis de la termoestabilidad, se midié la actividad de la enzima a
temperaturas de 40 a 60 °C, en intervalos de 10 °C, obteniendo los siguientes

resultados que se muestran en la Figura 20.
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Figura 20: Termoestabilidad la B-manosidasa de Cellulomonas uda

Dentro de estos resultados se observo que a 50 y 60 °C la f -manosidasa pierde el
50% de la actividad inicial (ti2) en un tiempo de 60 minutos. A 40 °C la enzima

presentd una ti2 de 80 minutos aproximadamente.

Comparando estos resultados con los reportados en la literatura, se observa que
en temperaturas cercanas a la temperatura éptima de la enzima, tienen un bajo
porcentaje de actividad relativa. Cabe destacar el ejemplo de A. sulphureus donde
a 40 y 60 °C se pierde toda la actividad a los 30 min y en el otro extremo al
ejemplo de Thermotoga neapolitana con una vida media de 18 horas a 85°C.
(Tabla 14).
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Tabla 14. Termoestabilidad de B-manosidasas de otras especies.

Organismo Intervalo (°C) Observacion Referencia
Bacillus sp. 40-60 40 °C: 55% de actividad maxima Akino et al.,

por 60 min 1987

60 °C: 65% de actividad maxima

por 60 min.
Aspergillus 40-60 Pérdida de actividad a los 30 min. Chen et al.,
sulphureus 2008.
Thermotoga 70-90 85°C vida media de 18 h. Duffaud et al.,
neapolitana 1997

Cellulomonas uda 40-60 Pérdida de 50% de actividad a Este trabajo
los 60 min a 40y 60 °C.

5.1.2.4. Estabilidad ante iones metalicos.

Para evaluar la estabilidad de la B-manosidasa de C. uda en presencia de iones
metalicos, se determind la actividad de la B-manosidasa utilizando los siguientes
metales: FeSOs, LiCl, CsClz, MgClz, CuSO4, AgNOs, NiCl2, ZnSO4 y CaClz, a una
concentracion final de 5 mM de cada catién, por separado. Se obtuvieron los

resultados mostrados en la Figura 21.
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Figura 21. Efecto de iones metdlicos sobre actividad de la enzima.

De los iones metélicos utilizados, el ZnSO4 y el CaCl2 no mostraron efecto en la
actividad de la enzima contrastando con el NiCl2, AgNOs, CuSOas y LIiCl2 que
tuvieron un efecto en la actividad reduciendo a menos del 20 % de la actividad

comparado con el control.

Comparando los resultados obtenidos con la literatura (Tabla 15), se observé que
los iones ZnS0O4 y CaClz que no tuvieron efecto inhibitorio en la B-manosidasa de
C. uda, generaron un aumento en la actividad de la B-manosidasa de Tremella
fuciformis a una concentracion de 0.5 mM, que es una concentracion 10 veces
menor a la utilizada en este trabajo para evaluar el efecto del ZnSO4y CaClz en la

B-manosidasa de C. uda.

Tabla 15. lones con efecto en B-manosidasas.

Organismo lon Observacion Referencia
Tremella Aumento de actividad en 22 % a
fuciformis CaCl, 0.5 mM Sone et al., 1998
— 3
Tre_rmella MgSOs. Aumento de actividad en 26 % a 10 Sone et al., 1998
fuciformis mM
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— 5
Trgmellg ZnSO. Aumento de actividad en 25 % a Sone et al., 1998
fuciformis 0.5mM
. — 5

Trlchoderma caCl, Aumento de actividad en 15 % a 12 Kulminskaya et al., 1999.

reesei mM.
Trichoderma Aumento de actividad en 15 % a 12 .
reesei MnCl; mM. Kulminskaya et al., 1999.

5.1.2.5. Km Y Vmax

Para medir los parametros cinéticos (Km y Vmax) de la B-manosidasa, se midio la
actividad a concentraciones finales de sustrato de 1 mM hasta 50 mM. En la
Figura 22 se muestra gréafica de velocidad sobre concentracion de sustrato para

determinar la Km y la Vmax.
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Figura 22: Gréfica de velocidad contra concentracion de sustrato.

Con esta grafica y con el uso del programa PRISM, se pudo determinar una Km de

21.18 mM y una Vmax de 42.02 mmol/min.
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Cabe destacar que la mayoria de los valores de Km reportados en la literatura de
B-manosidasas de especies, como bacterias y hongos, se encuentra por debajo de
2 mM utilizando el mismo sustrato que se utilizé en los ensayos de actividad. Esta

comparacion se muestra en la Tabla 16.

Tabla 16. Valores de Km de otras especies.

Organismo Sustrato Km (mM) Referencia

2,4-dinitrofenil-B-

Bacteroides thetaiotaomicron . , )
D-manopiranésido

0.09 Tailford et al., 2007

o-nitrofenil-B-D-

Cyamopsis tetragonoloba manopiranésido 3 Kaper et al., 2002

Cellvibrio mixtus p-nitrofenil-B-D- |51 | piasetal., 2004
mannopiranosido

Capra hircus p-nitrofenil-§-D- 9 Frei et al., 1988

manopiranésido

4-nitrofenil-B-D-

Pyrococcus horikoshii . .
manopiranosido

30.4 Elbein et al., 1997

p-nitrofenil-B-D-

Celllulomonas uda : >
manopiranésido

21.18 Este trabajo

Los resultados obtenidos de la caracterizacion bioquimica de la B-manosidasa
muestran una enzima con poca actividad comparado con la literatura como se
muestra en la Tabla 8, una Kwu alta en comparacién con otras especies reportadas
en la literatura que utilizan el mismo sustrato. Sin embargo, puede llegar a ser
cercana a la Km de otras especies como P. horikoshi que utilizan un sustrato

similar.

También muestra una Vmax alta en comparacion con B-manosidasas de otras
especies, a diferencia de Thermotoga neapolitana, como se puede ver en la Tabla
17.
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Tabla 17. Valores de Vmax de otras especies.

Organismo Vmax_ Referencia
(mmol/min)
Thermobifida fusca 5.96 Kukolya et al., 2003
Aplysia kurodai 3.75 Ojima et al., 2012

Thermotoga thermarum DSM

5069 227.27 Wang et al., 2013

Celllulomonas uda 42.02 Este trabajo

Finalmente, se concluyo la caracterizacion bioquimica de la enzima con una Kv de
21.18 mM y una Vmax de 42.02 mmol/min, una temperatura 6ptima de 55 °C y un
pH 6ptimo de 5.5. Esto es similar a los resultados obtenidos por Pavon-Orozco
(2007), excepto en el pH 6ptimo. Cabe sefalar que Pavén-Orozco (2007) realizé
una caracterizacion preliminar de la actividad B-manosidasa nativa de C. uda,
apartir de un lisado celular, asociando la actividad B-manosidasa a una banda con
peso molecular estimado de 94 kDa, y observando un méximo de actividad
enzimatica a un pH oOptimo de 7 y a una temperatura Optima de 50 °C. Ya
anteriormente, en nuestro grupo de trabajo, se ha observado que los parametros
bioquimicos de una enzima cambian al momento de expresarse en un sistema

heterdlogo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo y de acuerdo a
observaciones previas realizadas por Ortega-Licona (2011), encontramos que la B-
manosidasa de C. uda se expresa en E. coli como una enzima activa y soluble,
pero a un bajo nivel de expresion; mientras que la mayor parte de la enzima se
agrega formando cuerpos de inclusion (Ortega-Licona (2011). En el grupo de

trabajo se han solubilizado los cuerpos de inclusién de B-manosidasa, pero la
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enzima se degrada facilmente y resulta dificil su purificacion (Santiago-Hernandez,

comunicacion personal).

5.2 Expresion del gen de la B-manosidasa de C. uda en P. pastoris

Para la expresion del gen de la B-manosidasa de C. uda en P. pastoris se clonoé el

gen a partir de DNA gendmico de C. uda.

5.2.1 Extraccion de DNA gendmico de C. uda.

Para la extraccion de DNA gendmico de C. uda se cultivé bajo las condiciones
mencionadas en la seccion 4.2.1 y se obtuvo DNA gendmico con el kit “DNA
Tissue & Blood” (Figura 23).

1234

DNA genomico

Figura 23. Analisis electroforético del DNA genémico de C. uda. Carril 1: Marcador de PM. Carril 2-4:

DNA gendémico.
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5.2.2. PCR a partir de DNA genémico

Con el DNA genoémico purificado, se amplificé por PCR el gen de la B-manosidasa
utilizando las condiciones mencionadas en la seccion 4.2.4 y se obtuvo el

siguiente resultado (Figura 24).

1 2345

2.6 kb

Figura 24. Analisis electroforético de la PCR a partir de DNA gendmico de C. uda. Carril 1: Marcador de
PM. Carril 2-6: Gradiente de temperaturas 65-75 °C

Se obtuvo una banda del tamafio esperado, sin embargo la amplificacion fue no
especifica ya que se amplificaron fragmentos de otros tamafos. Esto puede
deberse principalmente a un contenido de GC del 74% haciendo que se
obtuvieran resultados positivos en la PCR a temperaturas mayores que a la que

trabaja la polimerasa.
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Ante esta problematica se opté por sintetizar el gen con una modificacion en la

secuencia nucleotidica utilizando codones optimizados para su expresion en P.

pastoris, sin alterar la secuencia aminoacidica.

La secuencia del gen sintético con codones optimizados para la expresion en P.

pastoris se muestra continuacion dentro de la clonacion virtual que incluye a toda

la construccion pGAPZaB-manA. La secuencia de la proteina se muestra en

aminoacidos, en negritas se resaltan los sitios de corte Pstl para el extremo 3’y

Xbal para el extremo 5’ y en subrayado se muestra el péptido sefal.

AGATCTTTTTTGTAGAAATGTCTTGGTGTCCTCGTCCAATCAGGTAGCCATCTCTGAAATATCTGGCTCCGT
TGCAACTCCGAACGACCTGCTGGCAACGTAAAATTCTCCGGGGTAAAACTTAAATGTGGAGTAATGGAACCA
GAAACGTCTCTTCCCTTCTCTCTCCTTCCACCGCCCGTTACCGTCCCTAGGAAATTTTACTCTGCTGGAGAG
CTTCTTCTACGGCCCCCTTGCAGCAATGCTCTTCCCAGCATTACGTTGCGGGTAAAACGGAGGTCGTGTACC
CGACCTAGCAGCCCAGGGATGGAAAAGTCCCGGCCGTCGCTGGCAATAATAGCGGGCGGACGCATGTCATGA
GATTATTGGAAACCACCAGAATCGAATATAAAAGGCGAACACCTTTCCCAATTTTGGTTTCTCCTGACCCAA

1 ATGAGATTTCCTTCA

1

76
26
151
51
226
76
301
101
376
126
451
151
526
176
601
201
676
226
751
251
826
276
901
301
976
326
1051
351
1126
376
1201
401
1276
426

ATTTTTACTGCTGTT TTATTCGCAGCATCC TCCGCATTAGCTGCT

CCAGTCAACACTACA

M R F P S
ACAGAAGATGAAACG

I F T A V
GCACAAATTCCGGCT

L F A A S
GAAGCTGTCATCGGT

S A L A A
TACTCAGATTTAGAA

P V N T T
GGGGATTTCGATGTT

T E D E T
GCTGTTTTGCCATTT

A Q I P A
TCCAACAGCACAAAT

E A V I G
AACGGGTTATTGTTT

Y S D L E
ATAAATACTACTATT

G D F D V
GCCAGCATTGCTGCT

A V L P F
AAAGAAGAAGGGGTA

S N S T N
TCTCTCGAGAAAAGA

N G L L F
GAGGCTGAAGCTGCA

I N T T I
GGTCACCACCCTGAG

K E E G V
CCTGACCTTGCCGAT
P DL A D
GCACTTGCTGCCGGA
A L A A G
GACCCTTACCTTGAT
D P Y L D
GACGAGCCTGCCGCA
D E P A A
TTGGTTGTCGCTGGA
L V V A G
GCTTTGGTTGGAAGA
A L V G R
GCCAGATTGGGTCAT
A R L G H
TGGGACTGGGGTCCA
W D W G P
TTGGCTCAAGTTAGA
L A Q V R
AGATCAGGATTGCCA
R S G L P
TTGGCTCCTGATGAA
L A P D E
GGTGATCAACCTTTG
G D Q P L
AGACTTGGATTTAGA
R L G F R
GGAAGACCAGTTTTC
G R P V F

S L E K R
GGATGGCTTTTGACA
G WL L T
GTCCCAGCAGCTGTT
V P A A V
AGAAACGAAGAGGCA
R N E E A
GCTCACGACGAAAGA
A H D E R
GATGCCCATGTTCTT
D A H V L
GCCGGTACTACTTTG
A G T T L
AGACCTCTTGCATAC
R P L A Y
GATTTGCAGACTGCT
D L Q T A
CCAGTTGTCACCTTG
P V VT L
GGTGGAGACGCTCCT
G G D A P
GACGCCGCAACTTTG
D A AT L
GTTGATGCTACAGTT
V DA T V
GACGTTAGAGTCGAT
D V R V D
GTCAGAGGTGCTAAT
V R G A N

E A E A A
GCTACCGCCGGAACC
A T A G T
CCTGGTACATCTCAT
P G T S H
TTGGCTTGGATGAGA
L A W M R
GTTGATTTGGCATTT
V DL A F
GGTAGAACAGCTAAC
G R T A N
AGAGTTGACCTTGCC
R V D L A
CCACAACCTTTCAAC
P Q P F N
GGACTTTGGAGACCT
G L W R P
GGTGCAGATGGAACT
G A DG T
CTTACCGTCAGAGCC
L T V R A
GTTGTCGAGGTTCCA
V V E V P
ACCCTTGCTGCCGCA
T L A A A
AGAAACAGAGACGAA
R N R D E
TGGATTCCTGATGAC
W I P DD

G H H P E
CCTGGAGACTTGGAT
P G DL D
ACCGCATTGCTTGAT
T A L L D
CATGTTGATTGGAGA
H V D W R
GACGGTATCGATACT
D G I D T
CAGCACAGATCCTAC
Q H R S Y
TCTGCATTGCATCAC
S A L H H
ATGGTTAGAAAGATG
M V R K M
GTTAGAGTCGAAAGA
V R V E R
GGTAGAGCTGAATTG
G R A E L
CAGGTTGCAGGTGTT
Q V A G V
GATGCTCCTGTCTGG
D APV W
GGACATGATGACTTG
G H D D L
CACGGTACTAGATTT
H G TR F
CATTTGCTTACCAGA
H L L T R

A S I A A
CACACACACGATTTG
H T H D L
CCAGCTTTGGCTGCC
P A L A A
GCTGGTTTGATTCCA
A G L I P
TATGAAAGACCATTG
Y E R P L
GTTGCTACTACATCT
vV A T T S
AGATTCGATGTCAGA
R F D V R
GCTGAAGCCGAAGAG
A E A E E
GCTTGTTCCTTCGGA
A C s F G
TGGAGAGTCGCAAGA
W R V A R
CACGTTACAGTCGAG
H vV T V E
GTCGCAGTTGCTAGT
vV A V A S
TGGCCAGTTGGACAT
W P V G H
GGTAGATGGCACAGA
G R W H R
ACATTCGTTGTCAAC
T F VvV V N
ATCACTAGAGAAAGA
I T R E R
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1351
451
1426
476
1501
501
1576
526
1651
551
1726
576
1801
601
1876
626
1951
651
2026
676
2101
701
2176
726
2251
751
2326
776
2401
801
2476
826
2551
851
2626
876
2701
901
2776
926

TTGGAGAGAAGAGTT
L E R R V
TCTGATGACTTGTAT
S DD L Y
TACCCAGAAGAGTCC
Y P E E S
GCTTCCTTGGTTCTT
A S L V L
GATGGAAGAACTTGG
D G R T W
CCATACGCTGACAAC
P Y A DN
ACTCATCACCAATGG
T H H Q W
GAATTTGGATTCCAA
E F G F Q
GTTGATAAGGAGCAT
V D K E H
GCTCCACATCTTGGT
A P H L G
GCATACGCAGCTACC
A Y A A T
TGGCCTGTCACTTCC
W P V T S
AACGCCCCTAGATTG
N A P R L
GCTTGGACCGGAAGA
A W TG R
GATGTCCCACCTAGA
D V P P R
GCCTTGGTTGTCAGA
A L V V R
GATCCTTTGTCAGCA
D P L S A
GATGTTACTGTCTTG
D V T V L
GCAAGTGTCACTTTC
A S VT F
TCCGCTAATGATGTT
S A N D V

GATCAGGCTCTTGGA
D Q A L G
GACGTTTGTGATGAG
D V C D E
CCTTTGCTTGAAGAG
P L L E E
TGGAATGGTGGTAAC
W NG G N
GGTCATAGACACGCT
G H R H A
TCACCATATAGTCCT
S P Y s P
GAGGTCTGGAACAGA
E V W N R
GGTCCACCTACTTGG
G P P T W
CCTACTTTCTTGGCC
P T F L A
GTTCCTGAGGACTTC
V P ED F
CATCACAGATCATGG
H HR S W
TGGGCCGCAGTTGAT
W A A V D
CTTACTGTTCAGGAG
L T V Q E
TTGGCTGTTTCAAGA
L A V S R
GAGGTTAGAATTTTG
E V R I L
CTTGATGACGCTTCT
L DDA S
AGTGCTACTCCAGTT
S AT P V
GTTGACAGACTTGAT
V D R L D
CACGTTAGAACAGAC
H V R T D
GTTGTTCCAGCCGCC
V V P A A

GCCCACTTGAATTTG
A HL N L
AGAGGTGTTTTGGTC
R G V L V
ATCGAAGCCGAGGCA
I E A E A
GAAAATGTTTGGGGA
E N V W G
ACAGAATTGCTTCCA
T E L L P
GGATTTGCCCCTGAT
G F A P D
GTTGATTACACTCAT
V D Y T H
TCCACTTTGACAAGA
S T L T R
CACCAAAAGGCAGAA
H Q K A E
ACAGATTGGCACTGG
T D W H W
TGGCCAAGAACTGCT
W P R T A
GGTGACGAAAGAGTC
G DEUR V
AGAGATGGTGCTCCA
R D G A P
CAAACATTCGACGGT
Q T F D G
CCACTTCCTGATGAC
P L P D D
TCCGTTCATTTGCTT
S V H L L
CCTGGAGGTTATGCT
P G G Y A
CCAGCTGCCACAGTC
P A ATV
GCCGTTTTGGACCCA
AV L D P
AGACCAGCCGTCGCT
R P A V A

CTTAGAGTTTGGGGT
L RV W G
TGGCAAGATTTCTTG
W Q D F L
AGAGAARACGTTGTC
R E N V V
CACGAGGATTGGGGT
HEDW G
GCCGTTGTCGCAGAA
AV V A E
GAAGTTCATCCAGAT
E V H P D
TACAGAGATGACGTT
Y R D D V
GCTGTTAGAGATGAA
A V R D E
GATGGAAACGGTAAA
D G N G K
GCTACCCAATTGAAT
A T Q L N
GGAAGTGTTGTCTGG
G S VV W
AAACCATTGTGGTGG
K P L W W
GTTGTCGCCGTTGTC
V V AV V
GACGAAAGAGCCAGT
D E R A S
GTTGCTAGAGCCCAA
V A R A Q
GCAGAGGATGTTGCT
A E D V A
GTTACCGTCACTGCC
V TV T A
GATGACGCTTTGGTT
D DALV
GATGCACTTACTTCT
D A LT S
TCAGGAGCCCCAGCC
S G A P A

GGAGGTATTTACGAA
G G I Y E
CTTGCTTGCGCTGCC
L A C A A
AGATTGGCATCTCAT
R L A S H
TGGAAAGACGAGTTG
W K D E L
TTGGACCCATCCAGA
L D P S R
GACCCTGCTCATGGT
D P A H G
CCAAGATTCTGTTCT
P R F C S
CAGGGTGCCTTGGTT
Q G A L V
CTTGACAGAGGATTG
L DR G L
CAGGCTAGAGCCGTT
Q AR A V
CAATTGAACGATTGC
Q L N D C
GCTCTTAGACACGCT
A L R H A
AATGACACAGCAGAT
N D T A D
GCAACCTTGGCTGTT
A T L A V
GACGTCGCTAGAGAA
D V A R E
TTGGATCTTGACCCA
L DL D P
AGATCATTGGCAAGA
R S L A R
GATCTTCCTGCCGGT
D L P A G
CCACCTGTTTTGAGA
P P V L R
GCAGGTAGATGA
A G R [

TCTAGATTACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTT
TTAGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAAT
CAAGAGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATTTGTAACCTA
TATAGTATAGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCGTACGAGCTTGCTCCTGATCAGCCTATCTCGCAGC
TGATGAATATCTTGTGGTAGGGGTTTGGGAAAATCATTCGAGTTTGATGTTTTTCTTGGTATTTCCCACTCCT
CTTCAGAGTACAGAAGATTAAGTGAGACCTTCGTTTGTGCGGATCCCCCACACACCATAGCTTCAAAATGTTT
CTACTCCTTTTTTACTCTTCCAGATTTTCTCGGACTCCGCGCATCGCCGTACCACTTCAAAACACCCAAGCAC
AGCATACTAAATTTTCCCTCTTTCTTCCTCTAGGGTGTCGTTAATTACCCGTACTAAAGGTTTGGAAAAGAAA
AAAGAGACCGCCTCGTTTCTTTTTCTTCGTCGAAAAAGGCAATAAAAATTTTTATCACGTTTCTTTTTCTTGA
AATTTTTTTTTTTAGTTTTTTTCTCTTTCAGTGACCTCCATTGATATTTAAGTTAATAAACGGTCTTCAATTT
CTCAAGTTTCAGTTTCATTTTTCTTGTTCTATTACAACTTTTTTTACTTCTTGTTCATTAGAAAGAAAGCATA
GCAATCTAATCTAAGGGCGGTGTTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGG
TGAGGAACTAAACCATGGCCAAGTTGACCAGTGCCGTTCCGGTGCTCACCGCGCGCGACGTCGCCGGAGCGGT
CGAGTTCTGGACCGACCGGCTCGGGTTCTCCCGGGACTTCGTGGAGGACGACTTCGCCGGTGTGGTCCGGGAC
GACGTGACCCTGTTCATCAGCGCGGTCCAGGACCAGGTGGTGCCGGACAACACCCTGGCCTGGGTGTGGGTGC
GCGGCCTGGACGAGCTGTACGCCGAGTGGTCGGAGGTCGTGTCCACGAACTTCCGGGACGCCTCCGGGCLCGGL
CATGACCGAGATCGGCGAGCAGCCGTGGGGGCGGGAGTTCGCCCTGCGCGACCCGGCCGGCAACTGCGTGCAC
TTCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGACACGTCCGACGGCGGCCCACGGGTCCCAGGCCTCGGAGATCCGTCCCCC
TTTTCCTTTGTCGATATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAA
CCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAG
AACGTTATTTATATTTCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAA
ACCTTGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCAAGCTGGAGACCAACATGTGAGCAAAAG
GCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGA
GCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCC
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CCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTT
CGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCT
GGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAAC
CCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCG
GTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCT
GCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGT
GGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTA

CGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGCATGAGATC

5.2.3 Construccion pGAPzaB-manA

El gen sintético se recibio dentro de la construcciéon pUC57-manA con los sitios de

corte Pstl y Xbal que se encuentran en los extremos 3’ y 5, respectivamente. El

mapa del vector pUC57 se muestra en la Figura 25.

Pdml 2318

Begl 2239,
Scal 2201,

Eam11051 1718,

Figura 25. Mapa del vector pUC57.

A partir de esta construccion, se liberé del gen por medio de digestion con las

enzimas de restriccion, Xbal y Pstl que flanquean el gen y se obtuvo el siguiente

resultado (Figura 26):
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Figura 26. Analisis electroforético de la digestion con Pstl y Xbal. Carril 1y 3: Marcador de PM. Carril 2.
pUCS57-manA. Carril 4: Digestion de Pstly Xbal.

Como se observa, el vector es de un tamafio muy similar al del gen sintético, por
lo que se logra ver una sola banda después de la digestion. A partir de la digestion

con Pstl y Xbal se purificé el DNA a partir de agarosa, con la metodologia descrita
en la seccion 4.2.7.

Con el fin de obtener la construccién pGAPZaB-manA, se analizaron mas de 100
clonas de E. coli transformadas de las cuales s6lo 1 tenia la construccion
pGAPZaB-manA. De esta clona, se purific6 DNA plasmidico y se secuencio.

De los resultados obtenidos de la secuenciacion, se observd que estaba presente

una delecién en la posicion 40 de la construccion como se muestra en la Figura
27.

71



Al Mucleotide Sequence Plasmidol_Fw:2 E'@

e

(=1
wn
-]

- O - - | u
L 2 ~ 1 e o c
5 L G L G G C T

[N |
“
oy m
1
[l |
oy m
-
M|
1
|

Gom
[TH}

Figura 27: Electroferograma de la secuenciacion de la construccion pGAPzaB-manA.

A partir de estos datos, la deleciébn se comprobd mediante una digestion con la
enzima Acul, puesto que su sitio de reconocimiento de corte es CTGAAG. La
digestién se realiz6 en la misma construccién que se secuencié y se esperaba
tener 6 sitios de corte con 7 bandas, de acuerdo a los resultados arrojados

mediante analisis in silico por NEB Cutter (Figura 28).
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Acul

Acul

AUl

AcuI
AcLI
# Ends Coordinates | Length (bp)
1 | Acul-Acul | 1251-3296 2046
2 |Acul-Acul | 3691-4772 1082
3 |Acul-Acul | 5480-617 802
4 | Acul-Acul | 4773-3479 707
5 |Acul-Acul | 774-1250 477
6 | Acul-Acul | 3297-3690 394
7 | Acul-Acul 618-773 156

Figura 28: Digestioén in silico de la construccion pGAPzB-manA con Acul.

Si la delecion de la adenina en la posicion 40 (Figura 27) se encontraba presente,
no se obtendria el fragmento nimero 3 de 802 pb (Figura 28). Los resultados de

la digestion si muestran este fragmento tal como se ve en la Figura 29.
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802 pb

Figura 29. Anédlisis electroforético de la digestion de la construccion pGAPzaB-manA con Acul. Carril
1: Marcador de peso molecular. Carril 2: construccién pGAPZaB-manA. carril 3: Digestion con Acul.

La construccion se corrobord por medio de digestién con las enzimas Pstl, Xbal,
para separar el gen del vector, y las enzimas Apall, Aatll y BamHI para

compararse con digestiones in silico.

En la Figura 30, se observa la digestion con Pstl y Xbal.
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m\l/\l/o

Figura 30. Andlisis electroforético de la digestion con Pstly Xbal. Carril 1: Marcador de PM. Carril 2.
pGAPZaB. Carril 3: Digestion con Pstl y Xbal

Se observo la liberacién de un fragmento de 2.7 kb que concuerdan con el tamafio
esperado para el gen manA. Posteriormente, se corroboro la construccién por
medio de cortes con las enzimas Apall, Aatll y BamHI para compararse con

digestiones in silico (Figura 31).
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1

2 3

4

Figura 31. Andlisis electroforético de la construccion pGAPZaB con multiples digestiones. Carril 1.

Marcador de PM. Carril 2: Digestion con ApalLl. Carril 3. Digestién con Aatll. Carril 4: Digestién con

A partir del andlisis in silico de digestidon, se esperaban dos fragmentos por cada

BamHlI.

enzima, tal como se muestra en las figuras 32 a,b,c.

fApaLl

*Apall @
5664 bp

&

thatll @ S664 bp

thatll
# Ends Coordinates | Length (bp) Ends | Coordinates | Length (bp)
1| Apall-Apall| 5246-4575 4954 1| Aatll-Aatll | 4277-2957 4345
2 | Apall-Apall| 4576-5245 670 2 | AatTl-Aatll 1319
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@ BamHI

@ 5664 bp

BamHI

# Ends Coordinates | Length (bp)
1| BamnHI-Bam®T | 850-3745 2896
2| BamHI-BamHI | 3746-R4%9 2768

Figura 32. A)Digestion con ApaLl.b). Digestién con Aatll c) Digestion con BamHI.

A partir de estos resultados, se corroboré que teniamos la construccién deseada y

continu6 con la transformacién de P. pastoris.

5.2.4 Transformacion de P. pastoris

Una vez obtenida la construcciéon pGAPzaB-manA, se transformaron células de P.
pastoris electrocompetentes por medio de electroporacion. Con la electroporacion
se obtuvieron mas de 1000 colonias repartidas en 15 cajas con medio YPD. Para
seleccionar posibles clonas transformadas, se seleccionaron las colonias de
mayor crecimiento a los 2 dias de incubacién y se pasaron a concentraciones
mayores de Zeocina pasando por 200, 500 y finalmente hasta 1000 pg/ml de
Zeocina para seleccionar las cepas que tuvieran multiples copias de la gen manA

obteniendo los siguientes resultados (Figura 33).
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Figura 33. Seleccion de clonas de P. pastoris transformadas a diferentes concentraciones de Zeocina.

Las colonias que presentaron un mayor crecimiento a la mayor concentracion de
Zeocina utilizada, se seleccionaron y resembraron en medio liquido para medir

actividad con resultados negativos. Los resultados se muestran en la Tabla 17.

Tabla 17. Actividad de cepas transformadas de Pichia pastoris.

Clona | Actividad (A4os)
Control 0.001

1 0.003

2 0.001

3 0.000

4 0.002

5 0.001

6 0.002

Para corroborar la presencia del gen manA dentro del genoma de las colonias
seleccionadas, se realiz6 una PCR a partir de colonia. Las condiciones de esta
PCR se mencionan en los apartados 4.2.1y 4.2.6 y los resultados se muestran en

la Figura 34.
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Figura 34. Analisis electroforético de resultados de PCR Colonia. Carril 1: Marcador de PM. Carril 2-5:

PCR a partir de clonas seleccionadas aleatoriamente. Carril 6: Control negativo.

Se observo una amplificacion de 2.7 kb que coincide con el gen manA de 2.7 kb.

Se realizaron ensayos de actividad de B-manosidasa, sin embargo, no se obtuvo
actividad cuantificable. De acuerdo a la literatura, los factores que podrian estar
involucrados son:
¢ No se insertd en el sitio exacto de la recombinacién homéloga.
e Afecta en la pared celular de P. pastoris, pues polimeros de manosa se
encuentran conformando la pared celular.

e La actividad es minima por lo que es dificilmente detectable.
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Capitulo 6

Conclusiones

Se purificé y se caracteriz6 bioquimicamente la [B-manosidasa de C. uda
expresada en E. coli. La enzima recombinante present6 actividad 6ptima a pH 5.5
y a una temperatura de 55 °C, y los parametros cinéticos observados fueron una

Km de 21.18 mM y una Vmax: 42.02 mmol/min, utilizando ¢,??... como sustrato.

Termoestabilidad y efecto de iones

El gen manA, con optimizaciébn de codones para su expresién en P. pastoris, se
clon6 en el vector de expresion pGAPzaB, obteniéndose la construccion
pGAPzaB-manA.

La construccion pGAPzaB-manA se transfirio a células de P. pastoris X-33, sin
embargo no se detecté actividad enzimatica.
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Capitulo 7

Perspectivas del proyecto

La principal perspectiva que se tiene de este proyecto es la expresion del gen

manA de C. uda en P. pastoris y la optimizacidén de su expresion.

Purificar y caracterizar bioquimicamente la B-manosidasa de C. uda expresada en

P. pastoris.

Determinar si la B-manosidasa de C. uda tiene actividad de transglicosilacion, ya
que de ser asi, tendria una gran aplicacion, por ejemplo, en la industria

farmacéutica.
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Apéndice

9.1 Medios de cultivo

9.1.1.

1)

2)

3)

4)
5)

9.1.2.

1)

Medio LB
10 g de NaCl

10 g de triptona
5 g de extracto de levadura

20 g de agar (Medio LB-agar)

Disolver 10 g de NaCl, 10 g de triptona 'y 5 g de extracto de levadura en 900
ml de agua desionizada. Agregar 20 g de agar para preparar medio LB-
agar.

Ajustar el pH con una soluciéon de NaOH 1 N.

Llevar a un volumen final de 1 | y esterilizar en autoclave a 121 °C durante
15 min.

Enfriar hasta 50 °C para afiadir el antibiético deseado.

Almacenar las placas de medio LB-agar con papel aluminio en un lugar

oscuro Y frio.

Medio LB bajo en sales
5 g de NaCl

10 g de triptona
5 g de extracto de levadura

15 g de agar (Medio LB bajo en sales-agar)

Disolver 5 g de NaCl, 10 g de triptona y 5 g de extracto de levadura en 900
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2)
3)

4)
5)

9.1.3.

1)
2)

9.14.

ml de agua desionizada. Agregar 15 g de agar para preparar medio LB-
agar.

Ajustar el pH a 7.5 con una solucion de NaOH 1 N.

Llevar a un volumen final de 1 litro y esterilizar en autoclave a 121°C

durante 15 min.

Enfriar hasta 50 °C para afiadir Zeocina a una concentracion de 25 pg/ml.

Almacenar las placas de medio LB-agar con papel aluminio en un lugar
oscuro y frio.

Medio 2TY
5 g de NaCl

16 g de triptona
10 g de extracto de levadura

900 ml de agua desionizada

Ajustar el pH con una solucién de NaOH 1 N.

Llevar a un volumen final de 1 litro y esterilizar en autoclave a 121 °C

durante 15 min.

Medio SOC
20 g de triptona

5 g de extracto de levadura
4.8 g MgSOa4

3.603 g de dextrosa

0.5 g NaCl

0.186 g KCI
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1) Disolver los 20 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 4.8 g de MgSOQOa,
0.5 g de NaCly 0.186 g de KCI en 900 ml de agua.

2) Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min.
3) Agregar 100 ml con 3.603 de dextrosa.

4) El medio liquido se almacena a temperatura ambiente.

9.1.5. Medio YPD

e 10 g de extracto de levadura
e 20 g de peptona

e 20 g de dextrosa

1) Disolver los 10 g de extracto de levadura y 20 g de peptona en 900 ml de
agua. Agregar 20 g de agar si se desea preparar medio YPD solidificado.

2) Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min.

3) Agregar 100 ml de dextrosa al 20 %.

4) El medio liquido se almacena a temperatura ambiente.

9.1.6. Medio YPDS con Zeocinay agar

e 10 g de extracto de levadura
e 20 g de peptona

e 20 g de dextrosa

e 182.2 g de sorbitol

e 20gde agar

e 1 mlde Zeocina 100 mg/ml

1) Disolver 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona, 182.2 g de sorbitol
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y 20 g de agar en 900 ml de agua desionizada.
2) Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 min.
3) Agregar los 20 g de dextrosa.

4) Enfriar a 55 °C 0 menos y afiadir 1 ml de Zeocina 100 mg/ml.

9.2 Amortiguadores

9.2.1. Solucién de lisis alcalina |
e 50 mM de glucosa

e 25 mM de Tris-Cl
e 10 mM de EDTA

Preparar la solucion desde un stock en lotes de 100 mL, esterilizar por 15 minutos
a 15 psiy almacenar a 4 °C.
9.2.2. Solucion de lisis alcalina ll

e 0.2 N de NaOH (recién diluida de un stock de 10 N)
e 1% (p/v) de SDS

Preparar la solucién fresca y usar a temperatura ambiente.

9.2.3. Solucién de lisis alcalina Il

e 5 M de acetato de potasio (60.0 mL)
e Acido acético glacial (11.5 mL)
e H20 (28.5 mL)

La solucién restante es 3 M con respecto al potasio y 5 M con respecto al acetato.

Almacenar la solucion a 4 °C y transferir a hielo justo antes de su uso.
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9.2.4. Amortiguador STE

e 10 mM de Tris-Cl (pH8.0)
e 100 mM de NaCL
e 1 mMde EDTA (pH 8.0)

Esterilizar por 15 minutos a 15 psi y almacenar a 4°C

9.2.5. Amortiguador TE

e Tris-Cl 100 mM, pH 8.0
e EDTA10 mM, pH 8.0

Esterilizar por 20 minutos a 15 psi y almacenar a temperatura ambiente.

9.2.6. Amortiguador de lisis

e Tris-Cl 20 mM, pH 8.0
e 2mM EDTA 2 mM
e Triton X-100 1.2%

Inmediatamente antes de usar, afiadir 20 mg/ml de lisozima.

9.2.7 Amortiguador A

e 53 mlde Na2HPO40.2 M
e 94.7 mlde NaH2PO4 0.2M
e NaCl 300 mM

e |Imidazol 20 mM

1) Las sales de fosfato se disuelven en 100 ml de agua desionizada.

2) Se agregan a los 200 ml resultantes, el NaCl y el imidazol



9.2.6. Amortiguador B
e 5.3 mlde NazHPO4 0.2 M

e 94.7 ml de NaH2PO4 0.2M
e NaCl 300 mM
e Imidazol 500 mM

Las sales de fosfato se disuelven en 100 ml de agua desionizada y se agregaron a
los 200 ml resultantes, el NaCl y el imidazol.
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