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1. RESUMEN

A partir de la rizosfera de plantas de frijol, en el Laboratorio de Fisiologia Molecular de Plantas-
CelB/UAEM se aisl6 una cepa denominada Pseudarthrobacter chlorophenolicus Mor30.16 que
acumula trehalosa de manera natural; la secuenciacion de su genoma reveld que esta bacteria
posee tres rutas de biosintesis de trehalosa. La primera, codificada por los genes otsA y otsB que
involucra la formacidn de trehalosa-6-fosfato por medio de la enzima trehalosa-6-fosfato sintasa
(OtsA), partiendo de UDP-glucosa y glucosa-6-fosfato, posteriormente, se convierte en
trehalosa sufriendo una desfosforilacion por la trehalosa-6-fosfato fosfatasa (OtsB). La segunda
via, codificada en los genes treY y treZ utilizan maltodextrinas como sustrato; la Gltima ruta,
transforma maltosa en trehalosa por la enzima trehalosa sintasa, codificada en treS.

Sin embargo, se identificaron dos secuencias correspondientes a otsB en el genoma de
esta bacteria, una de ellas mas grande a los genes reportados previamente y un analisis de
dominios mostro que esta enzima putativa presenta dos dominios cataliticos, uno perteneciente
a la trehalosa-fosfato fosfatasa en el N-terminal y otro que concierne a una glicosil hidrolasa de
la familia 15 (GH15) en el C-terminal. Es por ello por lo que en el presente trabajo se propuso
la caracterizacion funcional de esta enzima OtsB2 putativa.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la expresion de otsB2 no complementa a
levaduras mutantes ATPS2 (homologo de otsB); asimismo, mediante el alineamiento de
secuencias aminoacidicas de trehalosa-fosfato fosfatasas se revelé que OtsB2 carece de los
residuos de &cido aspartico en el motivo I, los cuales son relevantes para llevar a cabo la
actividad fosfatasa. Por otro lado, el dominio GH15 de OtsB2 muestra un porcentaje de
identidad de 31.56% con enzimas trehalasas, ademas de presentar residuos altamente
conservados en las regiones que, se ha reportado, forman el sitio activo en estas enzimas,
sugiriendo que el dominio GH15 de OtsB2 puede corresponder a una trehalasa. Asimismo,
OtsB2 fue expresada en E. coli BL21 (DE3) y la cepa SHuffle, observandose una banda de 94.02
kDa en SDS-PAGE; sin embargo, esta proteina se expresa de manera insoluble, formando
cuerpos de inclusion. A pesar de esto, se pueden emplear diversas estrategias experimentales
para purificar a OtsB2, realizar el ensayo enzimatico de actividad trehalasa y determinar

parametros cinéticos para dicha actividad catalitica.



2. MARCO TEORICO

2.1. Estrés ambiental en plantas

El estrés ambiental, segin Schulte (2014) es cualquier factor del entorno potencialmente
desfavorable para los organismos vivos. Los agentes causantes del estrés ambiental generan
condiciones que ocasionan cambios en todos los niveles funcionales de los seres vivos. Sin
embargo, organismos como bacterias y plantas exhiben variedad de respuestas genéticas o
moleculares para afrontar el entorno donde habitan, bajo cierto nivel de estrés (Bartels y Sunkar,
2005).

2.1.1. Tipos de estrés

El estrés ambiental se puede dividir a su vez en biotico y abiotico; el estrés biodtico es causado
por organismos vivos: animales, plantas, microorganismos e incluso se consideran también los
virus. Por otro lado, el estrés abiotico incluye factores del medio, tales como la disponibilidad
de nutrientes, déficit o exceso de agua, hipersalinidad, temperaturas extremas (frio o calor) y
radiacion UV.

En plantas, la sequia es el principal factor de estrés abi6tico, ya que la turgencia de las
celulas vegetales se ve alterada, modificando rasgos tanto morfoldgicos como fisiologicos. El
estrés por falta de agua lleva como consecuencia el decremento de la difusion de nutrientes a
través del sistema vascular, facilita la acumulacion de radicales libres, produce deterioro de las
membranas celulares, degradacion de proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Vurukonda et al.,
2016). Por otro lado, las comunidades microbianas por debajo del nivel del suelo ayudan a
mitigar los efectos negativos del estrés abidtico en poblaciones vegetales y estudios recientes
han demostrado que algunos microrganismos pueden favorecer la tolerancia de las plantas ante

escenarios de estrés abiotico por sequia.



2.2. Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (BPCV)

La rizosfera es el ambiente que esta bajo la influencia de las raices de las plantas, donde existe
un flujo de compuestos organicos producto de la fotosintesis que son exudados por la raiz (Barea
y Azcon-Aguilar, 1982). El crecimiento y desarrollo del sistema radical afecta
significativamente a las poblaciones bacterianas del suelo, debido a la disponibilidad de una
fuente de carbono derivada de compuestos organicos liberados por la raiz (Bowen y Rovira,
1999). Estudios de Loredo y colaboradores (2004) han demostrado que algunas bacterias pueden
aprovechar el microambiente favorable de las raices de plantas, sin alterar o formar nuevas
estructuras (p.e. nddulos), a este fendbmeno se le ha llamado simbiosis asociativa.

Diversas rizobacterias son consideradas promotoras del crecimiento vegetal, gracias a
su capacidad de estimular directamente el proceso de desarrollo de las plantas por medio de
multiples mecanismos, como: el aporte de nitrégeno a través de la fijacion del N2 atmosférico,
produccion de sustancias reguladoras de crecimiento, solubilizacion de minerales y nutrimentos,
incremento en el volumen de la raiz e induccion de defensa sistémica a patdgenos.

Sin embargo, el modo por el cual las BPCV logran colonizar la rizosfera aun no esta
totalmente claro; no obstante, se han propuesto algunos factores que favorecen este proceso,
como la disponibilidad de una fuente carbono, condiciones oOptimas de humedad,
desplazamiento de la bacteria por quimiotaxis y su capacidad de proliferar en la raiz. Ademas
de las caracteristicas de la planta, la disponibilidad de nutrimentos en la rizosfera esta controlada
por los efectos que ejercen las propiedades del suelo sobre las interacciones de las raices con los
microorganismos. Gran variedad de especies bacterianas se encuentra catalogadas como
promotoras de crecimiento vegetal, asimismo, dentro de este grupo estan figurados algunos
individuos de los géneros Azotobacter, Pseudomonas, Azospirillum, Acetobacter, Rhizobium y
Arthrobacter (Aviles-Garcia et al., 2016).

2.3. Género Arthrobacter

Los miembros del género Arthrobacter son bacterias cominmente del suelo, Gram positivas,
pertenecientes a la clase Actinobacteria. Este género comprende 70 especies reportadas hasta
ahora. Son organismos pleomorficos, es decir, presentan una morfologia de bacilo en la fase

exponencial de crecimiento y una forma de cocos en su fase estacionaria (Figura 1). A medida
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que avanza la fase exponencial, las varillas se acortan y finalmente son reemplazadas por las
células cocoides; las células con forma de coco se forman mediante un acortamiento gradual de
las barras en cada division sucesiva o bien, mediante la fragmentacion multiple de bacilos mas
grandes. En algunas cepas, las células cocoides son esféricas e idénticas en tamafio, en otras,
presentan una forma ovoide o ligeramente alargadas y tamafio variado. Una caracteristica
distintiva del género es la forma que exhiben al momento de reproducirse; al dividirse las
bacterias, la pared celular no se escinde completamente y permanecen unidas por la parte interna
de la pared (Chen et al., 2017), observandose en forma de “V”, a este proceso se le denomina
snapping division. El tamafio de las células oscila entre 1 y 2 pum; ademas tienen un alto
contenido de G+C, aproximadamente de 60-72 mol %.

Las especies de este género utilizan sales de amonio y nitratos como fuentes de
nitrégeno. Aprovechan la glucosa y en ocasiones, otros azlcares para obtener carbono; son
aerobios estrictos, catalasa positivos, con una temperatura dptima de entre 20-30°C, aunque se
han caracterizado organismos psicrotolerantes en este género. Para su crecimiento, presentan un
pH ideal de 7.0 aungue también toleran medios moderadamente alcalinos (Busse, 2016).
Recientemente, especies del género Arthrobacter (sensu lato) han sido caracterizadas como
BPCV, dentro de las cuales se encuentran: A. nitroguajacolicus, A. nicotinovorans, A. humicola,
A. oxydans, y P. chlorophenolicus (Pereira y Castro, 2014; Fernandez-Gonzélez et al., 2017).

2um

Figura 1. a) Arthrobacter sp. en fase estacionaria (coco). b) Divisién en el género Arthrobacter. Se

mantienen unidas las bacterias por la pared celular, mostrando una forma de “V” (Tomado de Chen et
al., 2017).



2.3.1. Pseudarthrobacter chlorophenolicus

Pseudarthrobacter chlorophenolicus es un organismo generalmente encontrado en suelo,
aungue también es capaz de habitar en la filosfera y/o rizosfera de plantas. Es una bacteria Gram
positiva, con un ciclo de vida bacilo-coco. Durante su morfologia de bacilo presenta un tamafio
de aproximadamente de 1 a 2 um y en su fase de coco llega medir hasta 1 pm.

En placas de agar, las colonias son circulares, punctiformes, suaves, lisas y de una
tonalidad grisacea. Esta bacteria se puede hallar en un rango de temperatura que va de 3-37°C
siendo su temperatura 6ptima entre 20 y 30°C. Cabe resaltar que la cepa A6 de esta especie es
utilizada en biorremediacion ya que puede degradar compuestos xenobidticos tales como 4-
Clorofenol (4-CF), 4-Nitrofenol (4-NF), 4-Bromofenol (4-BF) y otros fenoles para-sustituidos.
4-CF es un compuesto recalcitrante formado por cloracion de aguas residuales, degradacion
anaerobia de fenoles altamente clorados (p.e. pentaclorofenol) y la descomposicion de
herbicidas tales como el acido 2,4-diclorofenoxiacético; esta caracteristica de biorremediacion
de la bacteria derivo su nombre cientifico (Westerberg et al., 2000).

La cepa Mor30.16 fue aislada de la rizosfera de frijol (Phaseolus vulgaris) por el equipo
del Laboratorio de Fisiologia Molecular de Plantas y colaboradores. Su genoma ha sido
secuenciado y mediante un analisis minucioso de nucleétidos se reveld que el 93.5% del genoma
es idéntico al de Pseudarthrobacter chlorophenolicus A6, mientras que la evaluacion con el gen
ribosomal 16S mostr6 una homologia del 99.51%. Aunado a estas caracteristicas, P.
chlorophenolicus es una bacteria promotora de crecimiento vegetal ya que se ha demostrado
que tiene la capacidad de producir acido indolacético, una fitohormona que favorece el
desarrollo de raices adventicias y laterales (Flores-Brito, 2017); asimismo este microorganismo
posee una alta tolerancia a desecacion, inanicion, temperaturas elevadas y otros tipos de estrés
ambientales (Miranda-Rios et al., 2015) que en buena medida se deben a la sintesis de solutos

de bajo peso molecular compatibles con el metabolismo, denominados osmoprotectores.

2.4. Solutos compatibles

Gran variedad de organismos, incluyendo bacterias y plantas, logran adaptarse a condiciones
extremas o0 estresantes del ambiente gracias a la produccion de metabolitos que actian como

osmoprotectores; estos solutos compatibles son compuestos de bajo peso molecular, altamente
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solubles e inocuos en elevadas concentraciones. La acumulacion intracelular de estas moléculas
0 compuestos ayudan a mantener un balance osmotico y evitar efectos perjudiciales que la
deshidratacién irreversible conlleva (Bownik y Stepniewska, 2015). Los organismos sintetizan
y acumulan rapidamente estos compuestos cuando se exponen repentinamente a circunstancias
estresantes, para evitar un aumento indebido de la turgencia y eventual ruptura celular. Estos
compuestos estan divididos en diferentes grupos estructurales, en los que podemos encontrar:

polioles, betainas, aminoacidos y azlcares.

2.4.1. Polioles

Los polioles son compuestos de bajo peso molecular, polialcoholes de azlcares que pueden ser
ciclicos o aciclicos; aunque no se consideran metabolitos primarios, estudios de Merchant y
Richter (2011) indican que el almacenamiento de estos incrementa la tolerancia ante distintos
tipos estrés ambiental en plantas. Diversas funciones de estas moléculas han sido identificadas
para los organismos vegetales, ya que su biosintesis se encuentra sumamente relacionada con el
metabolismo primario; ademas los polioles representan la forma mas eficiente para almacenar
y transportar carbono en plantas.

En este sentido, los polioles son uno de los principales osmolitos que se almacenan de
forma intracelular cuando organismos vegetales y algunos hongos se encuentran bajo
situaciones de estrés ambiental. La acumulacion de polioles tiene como funcion participar en el
ajuste osmotico de las células, asi como facilitar el flujo de agua por la membrana plasmatica
(Shen et al., 1999).

e Sorbitol

El sorbitol o glucitol (CeéH1406; PM= 182.17 g/mol) es un alcohol hexahidrico que se

obtiene a partir de glucosa. Es un compuesto cristalino, sin olor, dulce e higroscopico.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C6H14O6

e Manitol

El manitol (CeH140s; PM= 182.17 g/mol) es un polialcohol, isémero del sorbitol. Se

encuentra principalmente en exudados de arboles, algas marinas y algunos hongos.

2.4.2. Betainas

e Glicina betaina

La glicina betaina (CsH11NO2; PM= 117.15 g/mol) es un compuesto cuaternario de
amonio, metabolito organico facilmente soluble en agua y no es toxico en altas concentraciones.
Se encuentra presente en bacterias, algas, algunos animales y plantas. La sintesis de este
compuesto tiene como principal funcion ajustar el potencial osmético celular interno para
compensar el potencial osmatico externo y de esta forma, evitar la pérdida de turgencia. A través
de este mecanismo, las células de los organismos logran estabilizar las macromoléculas que las
componen; evitan la degradacion de proteinas y mantiene la integridad de las membranas. Cabe
resaltar que P. chlorophenolicus Mor30.16 posee los genes involucrados en la biosintesis de

este metabolito.

2.4.3. Aminoéacidos osmoprotectores

e Prolina

La prolina (CsHoNO2; PM= 115.13 g/mol) es uno de los veinte aminoacidos esenciales
(o mas bien, imino&cido). Es una molécula hidrofébica, apolar y no aromética. Muchas plantas
y microorganismos acumulan prolina como respuesta a un estrés osmotico, acttia como protector
contra el dafio causado por salinidad y sequia; dependiendo del organismo, de la severidad y
duracion del estrés abiotico, la concentracion de prolina en seres vivos puede llegar a niveles de
milimolar. Estudios de Ashraf y Fooland del 2007 sugieren que la acumulacion de prolina
contribuye al ajuste osmotico celular, ayuda a estabilizar estructuras subcelulares (proteinas y
membranas), participa en la eliminacion de radicales libres y mantiene el potencial redox celular

bajo condiciones de estrés.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C6H14O6
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C5H11NO2

e Acido glutdmico

El acido glutdmico o glutamato (CsHoNOa4; PM= 147.13 g/mol) es un aminoacido
esencial, pertenece a la clasificacion de aminoacidos acidos, debido a su cadena lateral, la
cual presenta un grupo carboxilo que al desprotonarse exhibe una carga negativa.

La acumulacion de glutamato ha sido observada en varias especies de bacterias
crecidas en medios hiperosmolares. Investigaciones recientes indican una correlacién en la
sintesis y almacenaje de este aminoacido en bacterias y otros organismos cuando se
encuentran bajo algun escenario de estrés abiotico. Por ejemplo, Tortone y Lucchesi, en
2005 lograron dilucidar el rol que ejerce el glutamato en la bacteria Pseudomonas
aeruginosa cuando se encuentra en un medio hiperosmolar. P. aeruginosa es capaz de
sintetizar e incorporar glutamato exdgeno para modular su adaptacion bajo un escenario de
estrés osmatico, asimismo, puede incorporar otros tipos de osmoprotectores adicionales (en
este caso colina), lo que deriva en un efecto sinérgico entre las diferentes moléculas, las
cuales coadyuvan a mitigar los efectos nocivos que el medio hiperosmolar genera en la

célula.

2.4.4. AzUcares

e Disacaridos

Existen carbohidratos (disacaridos especialmente) que pueden funcionar como
osmoprotectores ya que su acumulacion intracelular previene los efectos del estrés abidtico.

La sacarosa (C12H22011; PM= 342 g/mol) es un disacarido formado por una molécula de
glucosa y fructosa juega un rol importante regulando el crecimiento de plantas y su tolerancia
hacia el estrés ambiental; es por esto que el transporte y distribucion de sacarosa en distintos
tejidos vegetales es vital para un desarrollo 6ptimo de estos. Por otro lado, la trehalosa es un
azlcar que es capaz de proteger y estabilizar la estructura y funciéon de enzimas, proteinas y
membranas celulares bajo condiciones de desecacion, altas temperaturas, congelacion, alta

salinidad, radiacion y oxidacion (Crowe et al., 1984).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C5H9NO4

2.5. Trehalosa

La trehalosa (a-D-glucopiranosil-(1,1)- a-D-glucopiranésido; C12H22011; PM= 342.31 g/mol),
es un disacarido no reductor formado por dos moléculas de glucosa (Figura 2); el enlace a, -

1,1 conecta los dos extremos reductores de los residuos de glucosa, anulando su poder reductor.

CH20OH H
@) O
i H H PO
OH H (:)_| OH H
HO i
H OH H OH

Figura 2. Molécula de trehalosa que muestra el enlace a-1, 1 entre las unidades de glucosa.

Este disacéarido se encuentra presente en una amplia gama de organismos, funciona
principalmente como osmoprotector y azUcar de reserva, es decir, puede ser hidrolizado y dar
origen a dos moléculas de glucosa.

La trehalosa posee una gran actividad bajo condiciones extremas, derivado de que el
enlace glicosidico posee una energia de 4.184 kJ*mol*, en comparacion con la sacarosa, donde
el mismo tiene una energia de 113 kJ*mol™ (Schiraldi et al., 2002). Se ha demostrado que las
proteinas mantienen mejor su actividad bajo estrés abidtico en presencia de este azUcar, ya que
restaura el estado de solvatacion de la molécula deshidratada, protegiendo su estructura terciaria
y evidentemente su funcion (Figura 3). Esta interaccion esta dada en ambas moléculas por

puentes de hidrégeno entre los grupos polares de la proteina y los hidroxilos del azucar.



Qprotoiml & agua QOO trehalosa

Figura 3. Moléculas de trehalosa interaccionando con proteinas a traves de puentes de hidrdgeno,

evitando la pérdida de la estructura terciaria (Tomado de Mascorro-Gallardo et al., 2005).

Asimismo, la trehalosa favorece la permanencia del estado fluido de membranas
celulares previniendo la fusion, separacion de fases y rompimiento ya que interactGa con las
cabezas polares de los lipidos (Figura 4). Este disacarido retarda la transicion de liquido a gel
mediante el reemplazo de las moléculas de agua por trehalosa, manteniendo el estado de

W Rehidratacion

agregacion 6ptimo de las membranas.

Daﬁo
Yye vy

Ai‘LA

Hidratado

Deshidratacion

Retencion
Rehidratacion

A Agua
A Trehalosa
Figura 4. Interaccién de la trehalosa con membranas celulares en condiciones de deshidratacion.

Mantiene los lipidos de membrana en estado liquido evitando su fusion y rompimiento (Tomado de
Rozsypal, 2015).
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2.5.1. Organismos que sintetizan trehalosa

La trehalosa es practicamente una molécula ubicua ya que se encuentra en una amplia variedad
de organismos, incluyendo bacterias, arqueobacterias, plantas, hongos e insectos (Figura 5).
Todos los seres vivos pueden sintetizar este azlcar, excepto los vertebrados (Paul et al., 2008).
Este disacarido fue descrito en 1832 como un azlcar presente en el cornezuelo del centeno
(Claviceps purpurea), un hongo patdgeno para el humano; asimismo, esta molécula se designé
con el nombre de trehalosa ya que se encontrd en capullos y pupas del escarabajo Larinus
maculata, cuyo nombre comun es “trehala”.

La biosintesis de trehalosa habia sido relacionada Unicamente con organismos
anhidrobiontes originalmente, como el tardigrado Echiniscus blumi, la planta vascular inferior
Selaginella lepidophylla y en angiospermas como Myrathamus flabellifolius y Sporobulus
atrovirens (Mascorro-Gallardo et al., 2005). Sin embargo, la construccion de bancos de
secuencias de ADN y proteinas han facilitado la disponibilidad de informacion logrando
identificar genes de biosintesis de trehalosa en diversas especies. En bacterias, principalmente
de los géneros Mycobacteria, Nocardia, Rhodococcus y Corynebacterium, la trehalosa esta
presente en glicolipidos de la pared celular. Por otro lado, en levaduras la trehalosa ha sido
caracterizada como respuesta adaptativa ante distintos tipos de estrés abiotico, también es
utilizada como compuesto de reserva y se ha demostrado que el intermediario trehalosa-6-
fosfato es un regulador del flujo metabdlico de glucosa durante la glucdlisis. En insectos, este
disacérido es el azicar méas abundante en la hemolinfa (del 80-90%). Cabe resaltar que en
plantas juega un papel importante durante las etapas de formacién del embrién y floracion.
Ademas, la trehalosa regula el metabolismo del carbono durante la fotosintesis (Mascorro-
Gallardo et al., 2005).

2.5.2. Rutas de biosintesis y degradacién

Existen cinco vias de biosintesis de trehalosa (Figura 5), distribuidas en diferentes organismos
muy distantes en su historia evolutiva; sin embargo, la ruta mas comdn es en la que intervienen
dos enzimas, la trehalosa-6-fosfato sintasa y la trehalosa-6-fosfato fosfatasa (llamada
respectivamente OtsA/OtsB en procariontes y TPS/TPP en eucariontes). OtsA o TPS cataliza la

condensacion de UDP-glucosa y glucosa-6-fosfato para formar trehalosa-6-fosfato (t6p), la cual
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posteriormente es desfosforilada por la enzima OtsB o TPP dando origen a una molécula de
trehalosa y un fosfato. Esta ruta es codificada por los genes TPS1/TPS2 en eucariontes y en
procariontes por otsA/otsB.

No obstante, en bacterias se ha reportado adicionalmente dos rutas alternas para producir
trehalosa. Una de ellas caracterizada como treY/treZ (o MTS/MTH) donde se utilizan
maltodextrinas (maltooligosacaridos, almidon y glucdégeno) como sustrato, en donde la enzima
malto-oligosil trehalosa sintasa (TreY o MTS) a través de una transglicosilacion modifica el
enlace terminal o(1-4) no reductor a uno a(1-1) formando una unidad trehalosil terminal.
Después, la enzima malto-oligosil trehalosa hidrolasa (TreZ o MTH) rompe el enlace por
hidrdlisis, liberando una molécula de trehalosa.

En la otra via desarrollada por bacterias, denominada treS o GT, a partir de maltosa como
sustrato, se modifica por transglicosilacion el enlace a(1-4) a a(1,1) catalizada por la enzima
trehalosa sintasa (TreS). La cuarta ruta de biosintesis es conocida como TreP; la enzima
trehalosa fosforilasa (TreP) utiliza como sustratos glucosa y glucosa-1-fosfato, formando
trehalosa y un Pi. La ultima via de produccion de trehalosa conocida es la treT, en donde se
emplea ADP-glucosa o GDP-glucosa y glucosa como sustratos. La enzima trehalosa glicosil-
transferasa sintasa (TreT) cataliza la reaccion, formando una molécula de trehalosa. Este
disacarido es degradado por la enzima trehalasa (TreH), la cual hidroliza el enlace O-glucosidico
para originar dos moléculas de glucosa. Es por esto por lo que la trehalosa puede ser utilizada

como azUcar de reserva.
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a) Eucariontes y procariontes

. UDP-glucosa + Glucosa 6P —+ T6P + UDP — Trehalosa + Pi Via
OtsA-OtsB
it (i [ Protistas ] Glucosa-1P + Glucosa J-o Trehalosa + Pi ;hap
[Bactere | -

b) Procariontes

- Maltosa —» Trehalosa Via
TreS

Argueas
q Via

Malto Malto
- oligosacarido ~— oligosiltrehalosa = Trahaloss + Glucom TreY-TreZ

Arqueas Via

- . ADP-glucosa + Glucosa —» Trehalosa + ADP
TreT

Figura 5. Rutas de biosintesis de trehalosa y su distribucion en los tres dominios; en letras de color azul

se muestran las enzimas que catalizan cada reaccion (Tomado de Paul et al., 2008).

2.5.3. Via OtsA/OtsB

La ruta OtsA/B, también conocida como TPS/TPP es la forma dominante y preferencial por la
cual los organismos sintetizan trehalosa. Cabe resaltar que es la Unica ruta biosintética para
producir trehalosa hallada en eucariontes (Avonce et al., 2006). Como se ha mencionado
anteriormente, en esta via intervienen dos enzimas (Figura 6), la trehalosa-6-fosfato sintasa
(OtsA/TPS) y trehalosa-6-fosfato fosfatasa (OtsB/TPP); la primera, cataliza la condensacion de
UDP-glucosa (o GDP-glucosa) y glucosa-6-fosfato para formar el intermediario trehalosa-6-
fosfato. La segunda enzima, desfosforila este intermediario, originando una molécula de

trehalosa y un fosfato.
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Figura 6. Fases de la via OtsA/OtsB, en donde intervienen dos enzimas, la trehalosa-6-fosfato sintasa
(OtsA) y trehalosa-6-fosfato fosfatasa (OtsB) (Tomada de Mascorro-Gallardo et al., 2005).

En la mayoria de las bacterias, los genes que codifican para las proteinas OtsA/B estan
dispuestos en el cromosoma a modo de operon, codificando para una proteina con un solo
dominio catalitico funcional. Esta organizacién permite una co-regulacion entre ambos genes.
Sin embargo, en eucariontes la disposicion de estos genes es distinta, ya que hay familias
multigénicas en las que cada miembro codifica para una proteina con ambos dominios
fusionados (TPS y TPP), empero, solo presenta actividad catalitica uno de ellos; esta
organizacién fisica indica que tanto las enzimas TPS como las TPP descienden de un ancestro

comun en eucariontes (Avonce et al., 2006).

2.5.3.1. TPS/TPP en Saccharomyces cerevisiae

El metabolismo de la trehalosa ha sido estudiado minuciosamente en el hongo unicelular
Saccharomyces cerevisiae y debido a esto, es que este organismo se ha utilizado como modelo
para dilucidar la manera en que la trehalosa es sintetizada en la via TPS/TPP, asi como la funcién
de cada una de las proteinas involucradas; también se ha podido extrapolar los resultados y
comprender el papel que este disacarido desempefia cuando organismos son sometidos en algin
tipo de estrés ambiental.

En S. cerevisiae, bajo condiciones de estrés abidtico e inanicion, los niveles de trehalosa
incrementan del 1 al 20% en el peso seco celular. En este microorganismo, la trehalosa es
sintetizada por una sola via, la denominada TPS/TPP, en donde se ve implicado un complejo
enzimatico de cuatro subunidades (Figura 7), que comprende: trehalosa-fosfato sintasa (TPS),
codificado por TPS1, trehalosa-fosfato fosfatasa (TPP) codificado en TPS2 y dos unidades
regulatorias, TPS3 y TSL1 (Trevisol et al., 2014); aunque estas dos subunidades no poseen

actividad catalitica, sino estructural y regulatoria, las secuencias presentan homologia con los
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genes TPS1y TPS2 (Vandercammen et al., 1989). Sin embargo, TPS3 y TSL1 no interactdan,
mas bien lo hacen con TPS1 y TPS2, pero tienen la funcion de dar estabilidad al complejo
enzimatico. Asimismo, se ha demostrado la capacidad regulatoria que ejercen, ya que TPS3 'y
TSL1 poseen dos y cuatro sitios de fosforilacion respectivamente, los cuales son motifs de
proteinas cinasas dependientes de AMPc (PKA) (Trevisol et al., 2014).
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Figura 7. Complejo enzimatico TPS/TPP de S. cerevisiae, formado por cuatro subunidades: TPS1 de 56

kDa (TPS), TPS2 de 100 kDa (TPP) y TSL1 con TPS3, originando una subunidad regulatoria y

estructural; a) sintesis de trehalosa por el complejo enzimatico, b) regulacién de la actividad catalitica

> <;5(

mediante la fosforilacion de TPS3 e incremento de t6p (Tomado y modificado de Trevisol et al., 2014).

Adicionalmente, investigaciones apuntan que una elevada concentracion de trehalosa-6-
fosfato puede inhibir la actividad de la trehalosa-fosfato sintasa. Aunado a esto, se ha logrado
caracterizar algunas otras funciones dentro de la célula con las que cada una de las subunidades
contribuye. Se conocen efectos pleiotropicos que tienen origen en mutaciones en TPS1y TPS2;
levaduras mutantes ATPS1 son deficientes para crecer en azlcares fermentables, principalmente
glucosa, debido a que la subunidad catalitica trehalosa-fosfato sintasa (TPS) regula el flujo de
glucosa en la glucdlisis (Neves et al., 1995). Por otro lado, se ha demostrado que la expresion
de TPS2 es inducida por shock térmico; levaduras mutantes ATPS2 se tornan termosensibles,
son incapaces de crecer a 39°C ya que acumulan grandes cantidades de trehalosa-6-fosfato,
ocasionando un uso excesivo de Pi y, derivado de esto, una disminucién intracelular de ATP
(De Virgilio et al., 1993).

15



2.5.3.2. Enzima OtsB

La enzima trehalosa-fosfato fosfatasa pertenece a la superfamilia deshalogenasas haloacidas
(HAD), las cuales, comprenden enzimas con actividad hidrolasa, particularmente fosfatasas y
ATPasas (Kuznetsova et al., 2015). Las proteinas pertenecientes a esta familia poseen
caracteristicas estructurales conservadas; en su mayoria presentan tres motifs: por un lado, el
motif | contiene dos residuos de &cido aspartico (DXD), mientras que los motifs Il y 111 presentan
las secuencias (S/T)GR y GDD respectivamente; estos tres motifs forman en conjunto el sitio
activo. Cabe resaltar que es comun en este grupo de enzimas, hallar dos dominios altamente
conservados. El dominio Core, formado por un arreglo o/p, consta de 6 hojas beta paralelas,
rodeadas de 6 alfa hélices, es una versién modificada del plegamiento Rossmann (Mascorro-
Gallardo et al., 2005) y precisamente es en este dominio donde se lleva a cabo la catélisis de
reaccion. Mientras tanto, el dominio Cap esta dado por 2 a-hélices flanqueando 4 ldaminas beta,
cubriendo el sitio catalitico. Asimismo, esta organizacion de dominios, al formar una hendidura,
hacen estructuralmente posible la unién con los sustratos.

Al igual que las enzimas pertenecientes a HAD, OtsB utiliza Mg?* como cofactor para
unirse correctamente a t6p; en general exhiben un pH 6ptimo ligeramente acido, de 5-7.5. A
diferencia con otras fosfatasas, se ha demostrado que OtsB presenta alta especificidad para

trehalosa-6-fosfato (Figura 8).
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Figura 8. Enzima OtsB (trehalosa-fosfato fosfatasa). La topologia de estas enzimas estd dada por dos
dominios conservados, el dominio Core y Cap; se puede observar en color verde una molécula de
trehalosa-6-fosfato en el sitio activo, mientras que con un punto rojo se muestra un atomo de magnesio,

el cual es utilizado como cofactor (Tomado y modificado de Shan et al., 2016).

En la via de sintesis de trehalosa OtsA/B, OtsB cataliza la desfosforilacion del
intermediario t6p a través de una hidroélisis fosfomonoéster (Figura 9) para formar una molécula

de trehalosa libre.
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Figura 9. Segundo paso de la via TPS/TPP, formacidn de trehalosa (Shan et al., 2016).

2.6. Glicosil hidrolasas

Las glicosil hidrolasas (EC 3.2.1-3.2.3) son un grupo extenso de enzimas capaces de romper
enlaces glucosidicos entre dos 0 mas carbohidratos. Debido a la gran diversidad de hidratos de
carbono y las distintas funciones que desempefian en los seres vivos, de la misma forma, las

enzimas de este grupo se han ido especializando para una catalisis selectiva (Henrissat et al.,
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1996). Las glicosil hidrolasas juegan un rol esencial en los organismos, ya que estan implicadas
en diversos procesos, tales como la hidrolisis de carbohidratos estructurales o de reserva,
reemplazo de carbohidratos de la superficie celular, defensa contra patdgenos, etc.

Dentro de este grupo, las enzimas han sido clasificadas en mas de 45 familias de acuerdo
con su similitud en la estructura primaria; aunque, se ha comprobado que enzimas de distintas

familias pueden tener estructuras terciarias similares.

2.6.1. Familia 15 de las glicosil hidrolasas

La familia 15 de las glicosil hidrolasas (EC 3.2.1) es una familia de enzimas que degradan
enlaces a(1-4), a(1-6) y a(1-1) de carbohidratos, especificamente en los extremos no reductores
de la molécula. Segin la base de datos Carbohydrate-Active enZYmes (CAZY;
http://www.cazy.org/) dentro de este grupo se encuentran enzimas con actividad glucoamilasa
(GA), glucodextranasa (GDE) y trehalasa (TreH). En la tabla 1 se muestran algunas de las

diferencias entre cada una de estas moléculas.

Tabla 1. Diferencias entre miembros de GH15; cada tipo de enzima es afin a un sustrato distinto ya

gue pueden hidrolizar enlaces glicosidicos especificos.

Enzima En!ace que Sustrato
hidroliza
Glucoamilasa )
a(1-4) Almidon
(GA)
Glucodextranasa ) .
a(1-6) Dextrano, isomaltosacaridos
(GDE)
Trehalasa
a(1-1) Trehalosa
(TreH)

Investigaciones de Buchholz y Seibel en 2008 sefialan que el dominio catalitico de los
miembros de esta familia consiste en un barril (o/a)s, es decir, 6 a-hélices interiores rodeadas
de 6 a-hélices externas (Figura 10). Asimismo, dentro de la cavidad formada por esta topologia,

se albergan cinco motivos que de forma concomitante estructuran el sitio activo (Tabla 2).
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Tabla 2. Motivos que forman el sitio activo en GH15; los residuos de acido glutdmico subrayados en los

motifs 111 y V se encuentran conservados independientemente del tipo de actividad (GA, GDE o TreH).

Motif Secuencia
[ W(I/S)RD
1 SRPVRI / AXFP(1/Y)
11 (IR)WE
Y, DDG(L/Y)
Vv E(E/Q)XXXXXTGL

A pesar de que estos motivos se encuentren en los miembros pertenecientes a la familia
GH15, las secuencias de cada motif pueden variar de acuerdo con el tipo de enzima en que esté
presente, sin embargo, los residuos de &cido glutamico de los motivos 111 y V son altamente
conservados, ya que son los aminoacidos mas relevantes para llevar a cabo la catalisis, debido
a que se encargan de realizar el ataque nucleofilico (Sakaguchi et al., 2015), protonando el

oxigeno del enlace glicosidico y tomando un protén del agua.

Figura 10. Barril (o/a)s; dominio conservado en las GH15. Es una estructura toroide en cuya cavidad

yacen los cinco motivos que conforman el sitio activo (Tomado y modificado de Mizuno et al., 2004).
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3. ANTECEDENTES
3.1. OtsA/B bifuncional de Cytophaga hutchinsonii

Reportes de Avonce y colaboradores demostraron en 2010 la Unica enzima bifuncional TPS-
TPP conocida hasta el momento. Esta proteina posee dos dominios cataliticos funcionales
formando parte de una misma proteina, uno de ellos presenta actividad trehalosa-fosfato sintasa
y el otro muestra funcién trehalosa-fosfato fosfatasa (OtsA-B); fue hallada en Cytophaga
hutchinsonii, una bacteria Gram negativa que habita comdnmente en suelos.

A través de la expresion de otsB bifuncional en S. cerevisiae ATPS1 ATPS2, se logro
restaurar los efectos fenotipicos consecuentes de dichas mutaciones, es decir, las levaduras
volvieron a crecer en medios con glucosa como fuente de carbono y se perdid la

termosensibilidad, observando crecimiento de colonias a 39°C.

3.2. OtsB2 de Mycobacterium tuberculosis

En 2016, Shan y colaboradores caracterizaron una enzima trehalosa-6-fosfato fosfatasa
perteneciente al microorganismo M. tuberculosis, la cual presentaba algunas cualidades
particulares. Gracias al andlisis del genoma de esta bacteria, se lograron identificar dos genes
homologos a otsB, sin embargo, Unicamente el producto de otsB2 exhibia actividad TPP; sin
embargo, al realizar estudios estructurales de la enzima, como predicciones del plegamiento in
silico y cristalografia de rayos X, demostraron que esta proteina posee un dominio N-terminal
de 120 aminoacidos que no se encuentra en ninguno de los miembros de la superfamilia HAD.

Este dominio extra, consta de 7 B-plegadas, flanqueadas por 2 a-hélices de cada lado. El
estudio de la funcion de este dominio revel6 que esta region brinda estabilidad al sitio catalitico,
ya que estructuralmente, mejora la union de la enzima al sustrato, asi como protege el sitio activo
del exterior. Ademas, demostraron que truncar este dominio lleva como consecuencia, la pérdida
de ~70% de la actividad de la enzima; asimismo, determinaron un sitio de fosforilacion en el
dominio N-terminal que, presuntamente, puede ser un mecanismo de regulacién de la actividad

enzimatica.
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3.3. OtsB2 de Pseudarthrobacter chlorophenolicus Mor30.16

Miranda-Rios y colaboradores lograron en 2015 aislar a partir de la rizosfera de plantas de frijol
en Cuernavaca, Morelos, una cepa de Pseudarthrobacter chlorophenolicus que acumula
trehalosa de manera natural. EI genoma fue secuenciado y anotado; gracias a esto, se
identificaron tres rutas de biosintesis de trehalosa: la via OtsA/OtsB, TreY/TreZ y TreS. Sin
embargo, se determinaron dos secuencias pertenecientes a otsB, una de ellas méas grande que los
genes reportados previamente. Mientras que otsB1 de P. chlorophenolicus esta constituido por
828 pb, otsB2 se compone por 2628 pb. A través de estudios con programas bioinformaticos, se
determind que OtsB2 putativa se conforma con 876 aminoacidos, lo que deriva en un peso
molecular aproximado de 94.02 kDa y un pl tedrico de 5.24; asimismo, se predijo la actividad
de ambas proteinas; por medio de un andlisis de dominios con el programa InterPro, se reveld
que otsB1 codifica para una enzima trehalosa-fosfato fosfatasa (Figura 11), por otro lado, la
secuencia otsB2 se traduce en una enzima putativa con dos dominios cataliticos, uno
perteneciente a OtsB y un dominio adicional que atafie a una glicosil hidrolasa de la familia 15
(Figuras 12y 13).

Detailed signature matches

@ IPRO36412 HAD-like superfamily

» SSF56TE4 (HaD-e)

@ IPR023214 HAD superfamily

[e——] » G3DSA3.40.50.

@ IPRODG37S  HAD-superfamily hydrolase, subfamily 11B

» TIGRO1434

@ IPRO03337 Trehalose-phosphatase

» PF02358 (Trehaose_...)
» TIGRODGES

B nolPR Unintegrated signatures

[ 1 » G3DSA3.30.70..
» PTHR43768 (FamiLy M.}
[ ] » PTHR43T68:5F9 (TREH...)

Figura 11. Analisis de dominios de OtsB1 con el programa InterPro. Las barras blancas indican que esta

enzima corresponde a una trehalosa-fosfato fosfatasa.
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Detailed signature matches

@ IPRO36412 HAD-like superfamily
» SSFE6TE4 (HaD-xe)

@ IPR0O23214 HAD superfamily
o—— [ » GIDSA 34050

@ IPRO0DSS28  Six-hairpin glycosidase superfamily
» SSF48208 (Sic-hairo...)

@ IPRO12341 Six-hairpin glycosidase-like superfamily
» G3DSA1.50.10.10

@ IPR0O03337 Trehalose-phosphatase
————————— —— » PFO2358 (Trehziose_.)

@ IPRO11613  GH15-like domain

C ] » PFO0T23 (Glyco_hydr...)

8 nolPR Unintegrated signatures
[—1 » G3DSA330.70...
s 3 » PTHR31816 (FamiLy M)
s »: » FTHR31616:5F0 (SUBF

Figura 12. Andlisis de dominios de OtsB2 con el programa InterPro; las barras blancas sefialan el
dominio trehalosa-fosfato fosfatasa, mientras que en amarillo se muestra el dominio C-terminal,

correspondiente a una glicosil hidrolasa tipo 15.

1-242 507 - 876
H,N COOH
Trehalosa-fosfato fosfatasa Glicosil Hidrolasa 15
(OtsB) (GH15)

Figura 13. Representacion de la enzima putativa OtsB2; de manera grafica se muestran los dos dominios

predichos por el programa InterPro.
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4. JUSTIFICACION

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal que acumulan trehalosa pueden sobrevivir en
condiciones de estrés abidtico; comprobar la funcionalidad de OtsB2 de P. chlorophenolicus
Mor30.16 nos proporcionard una manera mas clara de la forma en que este organismo puede
metabolizar dicho disacarido. Aunado a esto, han sido pocos los reportes de enzimas OtsB con

més de un dominio catalitico.

5. HIPOTESIS

La enzima OtsB2 de Pseudarthrobacter chlorophenolicus presenta actividad catalitica de

trehalosa-6-fosfato fosfatasa y glicosil hidrolasa 15.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Inferir e identificar las actividades cataliticas de la enzima OtsB2.

6.2. Objetivos particulares

e Complementar levaduras mutantes ATPS2 a través de la expresion de OtsB2.

e Identificar en OtsB2 los motivos que estructuran el sitio activo en las enzimas trehalosa-
fosfato fosfatasas.

e Determinar el porcentaje de identidad de OtsB2 y miembros de la familia 15 de glicosil
hidrolasas.

e Identificar en OtsB2 los cinco motifs caracteristicos de la familia 15 de glicosil
hidrolasas.

e Expresar heter6logamente la enzima OtsB2 en E. coli.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En la figura 14 se muestra graficamente la estrategia experimental que se llevé a cabo para el
desarrollo del presente trabajo.

Construcciones de otsB2 en
vectores de expresion

(pSAL4 y pET28a)
. v
Obtencion de Analisis Transformacion
levaduras bioinformatico de E. coli con
mutantes ATPS2 OtsB2 pET28a-0tsB2
| |
! !
Transformacion Expresion OtsB2

con pSAL4-o0fsB2

|

B
Ensayo de
complementacion

Figura 14. Metodologia empleada.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Material bioldgico

8.1.1. Cepas bacterianas y fungicas

Se emple6 a Saccharomyces cerevisiae cepa W303-1A (MATa, leu2-3,112 trpl-1 can1-100
ura3-1 ade2-1 his3-11,15) para la construccion de mutantes ATPS2, asi como para su
transformacion con vectores de expresion. Por otro lado, se hizo uso de la cepa DH5a de E. coli
(F ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17(rk", mk*) poa supE44 A~ thi-1
gyrA96 relAl) para transformarla con los vectores pSAL4. Ademas, se utilizaron las cepas de
E. coli BL21 (DE3) (FompT hsdSs (rs”, ms") gal dcm) y SHuffle (F" lac, pro, laclq / A(ara-
leu)7697 araD139 fhuA2 lacZ::T7 genel A(phoA)Pvull phoR ahpC* galE (or U) galK
Aatt::pNEB3-r1-cDsbC (SpecR, laclg) AtrxB rpsL150(StrR) Agor A(malF)3) para expresar el
gen otsB2 de P. chlorophenolicus Mor30.16.

8.1.2. Plasmidos

Los plasmidos fueron aportados por el Laboratorio de Fisiologia Molecular de Plantas, el cual
cuenta con las construcciones de otsB2 en vectores. Se utiliz6 el plasmido pSAL4 (Mascorro-
Gallardo et al., 1996) y pET28a(+) para expresar en S. cerevisiae y en E. coli respectivamente
(Figuras 15 y 16). Los vectores pSAL4 cuentan con las construcciones otsB2 y otsB2AGH15
(secuencia original y uno con delecion en un nucle6tido del dominio glicosil hidrolasa) de P.
chlorophenolicus, un inserto de una fusion de TPS1/TPS2 de S. cerevisiae (control). También,
se empleo el plasmido pDEST32 para la amplificacion del marcador molecular LEU2 (Figura

17). Los mapas de los vectores fueron realizados con el programa SnapGene®.
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. pSAL4

EcoRI (&)
(8470) Spel BstAPI (204)

‘Mscl (737)

Fsel (1032)
/- Rarl (1054)

oy
/ p b

- SphI (1763)

pSAL4-otsB2
8735 bp

PFIFI - Tth111I (2189)
Alel (2333)

— SfI (2397}

[l BsiWT (24a5)

§f = FspAl (2525)

Sall (2645)

/T BsrGI (2934)
HindIII (3018)

. Stul (4052)
BsmlI (4128)

(4510) SbFI Ncol (4279)

Figura 15. Vector de expresion pSAL4 para S. cerevisiae. Contiene el marcador molecular URAS el
cual restaura la auxotrofia de uracilo en la cepa W303-1A. Ademas, posee un promotor de la

transcripcion inducible por cobre. Se cuentan con tres construcciones en este plasmido, otsB2,

0tsB2AGH15 y una fusion TPS1/TPS2 de S. cerevisiae.

e pET28a(+)

BxHis XhoI (153)
NotI (166)

MCS

_HindIIl (173)
—sall (173)

(6741} Clal

KpnI (1473)

pETZ2Ba-otsB2
7993 bp Pstl (2391)

“ EcoRI (2816)
© MCs
thrombin site
_[BxHis.

——Ncol (z920)

Xbal (z959)
T7 promoter|
Primer 1 {2991 ., 3010)

(4197) EcoRV

Figura 16. Vector de expresion pET28a(+) para E. coli; presenta un gen de resistencia a kanamicina,

también contiene un operador regulado por IPTG y una etiqueta de 6 histidinas en el extremo 5 del

inserto.
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o pPDEST32

pDEST32
12,266 bp

Figura 17. Vector de expresion pDEST32. Empleado como molde para amplificar el marcador

molecular LEU2.

8.2. Medios de cultivo

Se cultivo a S. cerevisiae a temperatura ambiente en medio YPD (Yeast extract-Peptone-
Dextrose) el cual contiene: 1% extracto de levadura, 2% bacto-peptona, 2% dextrosa 'y 2% agar
(para medio solido), durante 3 dias.

También se utiliz6 para levadura el medio minimo SD-Dex (Synthetic Dextrose),
compuesto por: 7 g/l Yeast Nitrogen Base (w/o aminoacids), 2% Dextrosa, 2% agar y 100 ml/l
de buffer MES (stock 0.5 M); suplementado con 30 mg/l uracilo, 30 mg/I histidina, 30 mg/I
triptéfano, 100 mg/l leucina y 30 mg/l adenina. Para levaduras mutantes ATPS2 no se agregé
leucina al medio para seleccionarlas, ademas, para el cultivo de células transformadas con
pSAL4 se omitié afadir uracilo, ya que el plasmido restablece la auxotrofia.

Para los cultivos de E. coli se utiliz6 medio LB (Luria-Bertani), preparado con: 10 g/l
peptona de caseina, 5 g/l extracto de levadura y 5g/I NaCl. Los cuales fueron incubados a 37°C

en agitacion constante a 200 rpm.
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8.3. Alineamientos de secuencias peptidicas de OtsB2

Con la finalidad de encontrar residuos especificos de OtsB2 que estén involucrados en su
actividad catalitica, se realiz6 un alineamiento de secuencias para comparar esta enzima con
otras proteinas OtsB que han sido previamente descritas; para esto, nos basamos en los
resultados obtenidos por Li et al. (2012) y las caracterizaciones de Shan y colaboradores en el
2016. Los alineamientos se llevaron a cabo con el servidor en linea T-COFFEE, con el andlisis
Expresso (http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:expresso).

Se descargaron de GenBank y PDB las secuencias aminoacidicas de enzimas OtsB de 4
organismos distintos: Thermoplasma acidophilum (GenBank: CAC12334.1), Escherichia coli
(GenBank: 946406), Arthrobacter alpinus A3 (GenBank: HQ699622) y Mycobacterium
tuberculosis (PDB: Rv3372).

8.4. Analisis del dominio glicosil hidrolasa 15 de OtsB2

Para determinar la similitud del dominio glicosil hidrolasa 15 de OtsB2 con otros miembros de
esta misma familia (GH15), se descargaron dos secuencias aminoacidicas de enzimas que
presentan cada tipo de actividad, es decir, glucoamilasas (GA), glucodextranasas (GDE) y
trehalasas (TreH), que han sido caracterizadas; de este modo, fueron utilizadas las secuencias
de Clostridium sp. GA (UniProt: P29761), Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum
GA (PDB: 1LF6), Arthrobacter globiformis 12137 GDE (GenBank: BAB20416.1),
Arthrobacter globiformis 1665 GDE (UniProt: P70745), Thermoplasma volcanium TreH
(UniProt: Q978S7) y Mycobacterium smegmatis TreH (UniProt: AOROW9).

Posteriormente se les realizo un BLAST con la base de datos en linea del NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Asimismo, se llevaron a cabo alineamientos de estas
secuencias con OtsB2 para identificar los cinco motivos que constituyen el sitio activo; se utilizo

de igual forma el servidor T-COFFEE, con el analisis Expresso.
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8.5. Construccién de mutantes ATPS2 en Saccharomyces cerevisiae

8.5.1. Preparacion de células competentes

Para la obtencion levaduras mutantes ATPS2, se prepararon células competentes de S. cerevisiae
W303-1A segun el protocolo de van Leeuwen et al. (2015).

8.5.2. Disefio de oligonucleotidos

Se construyeron mutantes ATPS2 de S. cerevisiae W303-1A siguiendo el método de Baudin et
al. (1993); para esto, se disefiaron oligonucleétidos especificos (forward y reverse) de 20 pares
de bases que permitieron la amplificacion del marcador molecular LEU2, a partir del plasmido
pDEST32. Ademas, con base en el genoma de S. cerevisiae depositada en Saccharomyces
Genome Database (nimero de acceso: S000002481), en los extremos 5° de ambos primers se
agregd una secuencia de 40 pb homologa a las regiones flanqueantes 5° y 3’ fuera de la secuencia
TPS2 (Tabla 3); el cebador forward lleva una region homoéloga a el extremo 5° fuera de TPS2,
mientras que el reverse posee una secuencia que corresponda al extremo 3’ flanqueante (Figura
18).

Tabla 3. Oligonucle6tidos utilizados para amplificar el marcador LEU2; subrayada se encuentra la

region homologa de sitios que bordean a TPS2.

_ . Longitud
Oligonucleotido Secuencia (5°-3’) ™
(bases)

AAAACCAAAATAACA
CTGCCTGTCACTATTT
LEU2 Forward 60 55°C
CTGTGCCGAAACTGTG
GGAATACTCAGGT
TGTCTGTCTAGTCATA
ACCATTTCGTTAAAAA
LEUZ2 Reverse 64 54°C
GGGTGTTTCGTGTCGT

TTCTATTATGAATTTC
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8.5.3. Amplificacién del marcador LEU2

A través de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se amplificd el marcador molecular
LEU2 y el producto contuvo dicho gen, bordeado en los extremos 5’ y 3* de dos secuencias de
40 pb homologas a regiones fuera de TPS2 (Figura 18). La reaccion se llevo a cabo en un
volumen final de 20 pl, la cual contaba con: 2 pl buffer (NH4)2SO4 10X, 2 pul ANTPs 2mM, 0.5
ul de cada oligonucleotido 20 pmol/ul, 1 ul DNA molde (100 ng/ul), 1.2 pul MgCl2 25mM, 0.2
ul Tag DNA polimerasa 5U/ul y 12.6 ul H20 mQ.

La amplificacion se realiz6 en un termociclador con un paso inicial de 1 ciclo de
desnaturalizacion a 98°C por 60 segundos, luego, 30 ciclos de: 10 segundos a 98°C, 20 segundos
a 55°C y 90 segundos a 72°C. Por altimo, 1 ciclo a 72°C por 5 minutos; al finalizar, el producto

se verifico en un gel de agarosa al 1%.

Alineamiento
a) ; 20 pb : 3._
IlIIllllllll[lllllllls-
LEU? 31209
Reverse
l 40 pb
PCR 5'
b) IO 2
3' 40 pb LEL’: 40 pb 5'
TPS? TPS2

Figura 18. Disefio de oligonucle6tidos y amplificacién del marcador molecular. a) Esquema de los
primers; de color azul se muestra la region que hibrida con el DNA molde (LEU2) y permitié la
amplificacién. De color rojo es sefialada la secuencia afiadida al primer que es homologa a regiones fuera
de TPS2 y no hibrida con el marcador molecular. b) El producto de PCR contuvo entonces el casete para
la sintesis de leucina y dos regiones flanqueantes homologas a zonas fuera de TPS2 en el genoma de S.

cerevisiae.
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8.5.4. Transformacién en S. cerevisiae y delecién de TPS2

El producto de PCR se purifico del gel de agarosa con el kit Qiaex 11 Gel Extraction siguiendo
las instrucciones del fabricante, posteriormente, el DNA fue introducido en levaduras
competentes, segun el protocolo de van Leeuwen et al. (2015). Se llevé a cabo resuspendiendo
12 pl de células en 100 pl de Buffer de Transformacion (para 1050 pl: 800 pl de PEG3350 al
50%, 100 pl de LiAc 1 M, 100 pl TE 10X y 50 ul DMSO). Posteriormente, se afiadieron
aproximadamente 100 ng del DNA amplificado; también se utilizé un acarreador de cadena
sencilla (ssDNA), para este caso se usdo DNA de esperma de salmon previamente calentado hasta
ebullicidn, del cual también se agregaron ~100 ng. Se prosiguio incubando a temperatura
ambiente durante 30 minutos, luego se incub6 a 42°C por 15 minutos, por ultimo, se coloco en
hielo por 5 minutos. Durante este tiempo, dentro de las células se efectud una recombinacion
homdloga entre el DNA introducido y regiones flanqueantes de TPS2; de este modo se retir0 el
gen TPS2 y se insertd LEUZ2, el cual nos sirvio como marcador molecular para distinguir a
levaduras mutantes.

Al terminar, se colectaron las células centrifugandolas a 3000 rpm por 2 minutos; se
resuspendieron en 1 ml de medio YPD y se plaquearon 250 ul en medio sélido SD-Dex sin
leucina (Leu). Los sitios que flanquean el marcador molecular LEU2 permitieron el intercambio
de cadenas con regiones que bordean el gen TPS2; de esta forma se efectud la mutacion y la

integracion del casete para una seleccion de levaduras mutantes (Figura 19).
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TP52 flanqueante TPS2 flanqueante

Recombinacién

5 ez 3
Figura 19. Delecion de TPS2 por recombinacion homdloga. De color rojo se muestra el producto de
PCR introducido en S. cerevisiae; en azul, se indica el DNA gendmico de la levadura. Posterior al evento

de recombinacion, se observa como sustituye el marcador de leucina (LEU2) al gen TPS2 en el genoma

de la levadura.

8.5.5. Seleccidn de las mutantes de levadura

Las levaduras que lograron crecer en medio SD-Dex sin leucina (Leu’), por medio de la
recombinacion, posiblemente integraron el marcador molecular LEU2 en su genoma, quitando
el gen TPS2. De este modo, las colonias presentes fueron sembradas nuevamente en medio SD-

Dex (Leu’) para posteriormente corroborar tal mutacion.

8.6. Confirmacion de levaduras mutantes

8.6.1. Evaluacion fenotipica de S. cerevisiae ATPS2

Aprovechando el efecto pleiotrdpico resultante de una delecidn en TPS2, en el cual la levadura
se torna incapaz de crecer a 39°C (termosensible), las colonias transformantes se sembraron en
medio YPD y SD-Dex (Leu’) a dicha temperatura, utilizando la cepa W303-1A (WT) como
control; se incubaron durante 3 dias. Las colonias que fueron incapaces de crecer a esta

temperatura se seleccionaron para corroborar la mutacion de TPS2 por medio de PCR.
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8.6.2. Corroboracion de mutantes por PCR

Con el fin de comprobar si las levaduras con el fenotipo termosensible poseen la delecién en
TPS2, se hizo una amplificacion por PCR, para esto, se purific6 DNA gendmico de las colonias
seleccionadas anteriormente, siguiendo el meétodo de Boeke et al. (1985) con algunas
variaciones.

Se cultivaron levaduras en 5 ml de medio YPD y se dejaron crecer overnight;
posteriormente, las células fueron colectadas por centrifugacion a 14,000 rpm por 3 minutos y
se lavaron con una solucion 1 M sorbitol/100 mM EDTA (pH: 7.5). A continuacién, se
resuspendieron las levaduras en 400 pul de esta misma solucion y se agregaron 10 ul de liticasa
(100 mg/ml) y se incubaron a 37°C overnight; los esferoplastos se recuperaron por
centrifugacion y se resuspendieron en 500 pl de buffer TE (10 mM Tris-HCI, pH:7.5; 1 mM
EDTA). Consecutivamente, fueron lisados los esferoplastos agregando 90 pul de solucion de lisis
(250 mM EDTA, pH:8, 0.4 M Tris base, 2% SDS) y se incubaron 30 minutos a 60°C;
subsiguientemente, se afiadieron 80 pl de acetato de potasio 5 M y la mezcla se coloc en hielo
durante 60 minutos. El precipitado se removio centrifugando 15 minutos a 15,000 rpm a 4°C y
el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo. Se prosigui6 a afiadir 400 ul de PCI (fenol-
cloroformo-isoamilico 25:24:1); se centrifugd 3 minutos a 14,000 rpm y se tomo la fase acuosa
para colocarla en otro tubo; este sobrenadante se le adiciond isopropanol y se mezcld por
inversion varias veces para precipitar los &cidos nucleicos. Se retird el isopropanol y se
agregaron 400 ul de etanol 70%, se agito con vortex y de igual forma se retiro todo el etanol. La
pastilla de acidos nucleicos se dejo secar por completo y fue resuspendido en 50 ul de TE-
RNAsa (60 pg/ml).

Se disefiaron oligonucledtidos especificos de 20 pb que permitieron amplificar la region
donde se llevo a cabo la mutacion (Tabla 4); los primers hibridaron a 41 pb y 113 pb (forward
y reverse respectivamente) del sitio donde se realizo la recombinacion. La reaccion se llevo a
cabo en un volumen final de 25 pl, componiéndose de: 2.5 pl buffer KCI 10X, 2.5 ul dNTPs
2mM, 1 ul de cada oligonucleétido 20 pmol/ ul, 1 ul DNA molde (100 ng/ul), 1.5 ul MgCl2
25mM, 1 ul Tag DNA polimerasa 1U/ul y 14.5 ul H20 mQ.

Las condiciones para la amplificacion fueron: 1 ciclo de desnaturalizacion a 98°C por 1
minuto, luego, 35 ciclos con un programa de 20 s a 98°C, 20 s a 59°C y 3 minutos a 72°C; para

terminar, un ciclo de elongacion de 5 minutos a 72°C. Posteriormente, el producto de PCR se
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verifico por electroforesis en gel de agarosa al 1% (buffer TAE). El patron de bandas nos indico
si la mutacion se realizo de forma correcta, es decir, se observaron bandas correspondientes a
LEU2 de 1806 pb 6 TPS2, de 2925 pb.

Tabla 4. Oligonucledtidos disefiados para la verificacion de mutantes.

Oligonucleotido Secuencia (5’- 3°) Longitud (bases) ™

TPS2 Forward ATA GCT ACC 20 55°C
AAC GTA CCC AG

TPS2 Reverse CGA AAATGG 20 56°C

TGG GTT GAG AC

8.7. Expresion de otsB2 en S. cerevisiae ATPS2

8.7.1. Transformacion de S. cerevisiae ATPS2 con construcciones

Se utilizé el método de van Leeuwen et al. (2015) previamente descrito, para introducir el vector
de expresion pSAL4 (con cada una de las construcciones) en S. cerevisiae ATPS2. Ademas, se
empled este mismo plasmido como control (pSAL4 sin inserto), es decir, también se introdujo
en las levaduras mutantes. Cabe resaltar que los vectores fueron analizados por digestion
enzimatica antes de transformar las levaduras.

Se resuspendieron 12 ul de células en 100 pl de buffer de Transformacion (para 1050 pl:
800 ul de PEG3350 al 50%, 100 pl de LiAc 1 M, 100 pl TE 10X y 50 pl DMSO),
aproximadamente 100 ng de ssSDNA de esperma de salmon (acarreador) y 1 ul de plasmido
pSAL4 con la respectiva construccion (se repitio el procedimiento para introducir el vector con
cada una de las tres construcciones). Al igual que la transformacion anterior, se incubd a
temperatura ambiente durante 30 minutos, luego a 42°C por 15 minutos, por ultimo, se colocd
en hielo por 5 minutos. Las células se colectaron centrifugando a 3000 rpm durante 1 minuto,
posteriormente, se resuspendieron en 1 ml de medio YPD y fueron sembrados 250 ul en medio
solido SD-Dex sin leucina y uracilo (Leu’, Ura).
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8.7.2. Verificacion de las construcciones por PCR

Asimismo, se comprobd mediante PCR que S. cerevisiae haya obtenido el plasmido

correspondiente; para esto, se utilizaron los primers y cada una de las condiciones siguientes:

e pSAL4-otsB2 y pSAL4-0tsB2AGH15

Tabla 5. Primers para amplificar otsB2 y otsB2AGH15

Oligonucleotido Secuencia (5’- 3°) Longitud (bases) ™

Forward ATG CCC ACG 20 60°C
CCTTTG AACCA

Reverse CTACCG TCC 20 60°C

GGC CTG GTG CG
Un ciclo de desnaturalizacion a 95°C por 3 minutos, posteriormente, 35 ciclos de 1

minuto a 95°C, 3 minutos a 64°C y 2:30 minutos a 72°C; por ultimo, un ciclo final de elongacion

a 72°C durante 5 minutos.

e pSAL4-TPS/TPP

Tabla 6. Cebadores para la amplificacién de TPS/TPP.

) ) Longitud
Oligonucleédtido Secuencia (5’- 3°) (bases) Tm
ases
Forward 5 GCT AAA TCT ATT AAC ATG G3 19 58°C
Reverse 5 GGT ACC ATG GTG GGT TGA GAC3’ 21 58°C

La PCR se realiz6 con un paso inicial de 5 minutos a 95°C, posteriormente, 35 ciclos de:
45 segundos a 95°C, 62°C por 45 segundos y 1:30 minutos a 72°C. Al finalizar, se hizo 1 ciclo
de 72°C por 5 minutos.
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8.7.3. Ensayo de complementacion

Una vez teniendo las levaduras mutantes albergando cada una de las construcciones, fueron
sembradas en medio YPD y SD-Dex (Leur, Ura’) suplementado con 100 uM de CuSOs4; ambas
cajas fueron divididas en 6 partes, correspondiendo cada seccion a la cepa WT (W303-1A), S.
cerevisiae ATPS2 colonia 6 sin vector y las levaduras con los plasmidos: las cajas fueron
incubadas a 39°C durante tres dias para verificar si la expresion de otsB2 restablece el fenotipo

silvestre (termotolerante).

8.8. Expresion de otsB2 en E. coli

Para expresar la enzima OtsB2 de P. chlorophenolicus Mor30.16 se utilizaron las cepas BL21
DE3 y SHuffle de E. coli (quimiocompetentes). Este organismo fue transformado segun
protocolos estandares con el plasmido pET28a(+) que cuenta con la construccion de otsB2. Una
vez concluido el proceso de transformacion, fue sembrado en medio sélido LB adicionado con
50 pg/ml de kanamicina. Posteriormente, con estas transformantes, se realizé un preindculo de
5 ml LB-Km 50 pg/ml, dejando crecer overnight en agitacion (200 rpm) a 37°C.
Subsiguientemente, para la obtencién de la proteina recombinante, 1 ml de este
preindculo se pasé a un matraz de 250 ml con 50 ml LB suplementado con kanamicinay se dejé
en las mismas condiciones hasta llegar a una densidad oOptica de 0.6 (medicion a 600 nm). En
seguida, se adicion6 IPTG con una concentracion final de 1 mM y se dejé en agitacion durante

4 horas. Se repitio este procedimiento sin agregar IPTG para el control negativo.
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9. RESULTADQOS
9.1. Obtencion de levaduras mutantes ATPS2

Se amplifico el marcador molecular LEU2, este amplicon de 1652 pb contiene en los extremos
5’ y 3’ secuencias homdlogas a regiones flanqueantes de TPS2 (Figura 20 a). Posteriormente,
se realizd la digestion del producto de PCR con la enzima EcoRI para confirmar que se trataba
de la secuencia LEUZ2, esperando obtener una banda de 567 pb y otra de 1085 pb (Figura 20 b).

M. LEU2 (-) b)

1652 pb

1000 pb 1085 pb

500 pb 567 pb

Figura 20. a) Amplificacion de LEU2; el primer carril atafie al marcador de peso molecular GeneRuler
1Kb plus de Thermo Scientific™. El segundo carril corresponde al producto de PCR, mientras que el
tercero es el control negativo (reaccion sin DNA molde). b) Digestion de LEU2 con EcoRl, en el segundo

carril se muestran dos fragmentos de los tamafos esperados con base en su mapa (1085 pb y 567 pb).

Consecutivamente, LEU2 fue purificado directamente del gel de agarosa y se introdujo
en S. cerevisiae W303-1A para llevar a cabo la delecion de TPS2; un total de nueve colonias
(numeradas del 1 al 9 respectivamente) crecieron en el medio SD-Dex (Leu) dos dias después
de haber realizado la transformacion. Asimismo, fueron resembradas en cajas individuales para

almacenarlas y posteriormente corroborar dicha mutacion.
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9.2. Confirmacion de levaduras mutantes

Para determinar si las colonias transformantes poseian la mutacion en TPS2, primeramente, se
hizo una exclusién de aquellas que no presentaban el fenotipo termosensible, es decir, fueron
sembradas e incubadas a 39°C (Figura 21; Figura 23).

Las levaduras que crecieron se descartaron inmediatamente (colonias 3, 4, 5, 7'y 8), por
otro lado, aquellas que exhibian el fenotipo correcto de la mutacién, se purifico su DNA para
verificarlas por medio de PCR (colonias 1, 2, 6 y 9) (Figura 22). Con esto, se pudo identificar
realmente a las levaduras mutantes, ya que la amplificacion debe corresponder a 1806 pb, el
tamario de la secuencia de LEU2 que fue integrado en el genoma en lugar de TPS2. El producto

de PCR revel6 que unicamente las colonias 1y 6 poseian dicha mutacion.

Figura 21. Ensayo de termosensibilidad; las 9 colonias transformantes fueron sembradas en medio YPD
(a), posteriormente se transfirieron al medio SD-Dex (Leu-), verificando que puedan crecer sin leucina
ya que se integré LEUZ2 en su genoma, excepto la WT (c). Se puede observar que las colonias 1, 2,6y 9

presentan el fenotipo termosensible de la mutacion en TPS2, ya que no crecen a 39°C (b y d).
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2925 pb
1806 pb

Figura 22. Confirmacion de mutantes ATPS2 por PCR; los fragmentos de 2925 pb conciernen a TPS2
(WT). Se observa que las colonias 2 y 9 no tienen la mutacidn, sin embargo, las colonias 1 y 6 son

mutantes positivas ya gque el tamarfio de las bandas corresponde a LEU2 (1806 pb).

Por ultimo, se volvio a verificar la termosensibilidad de las colonias 1y 6 a 39°C para
tener certeza que no crecen a esta temperatura antes de seleccionar alguna para transformarla
con los vectores que contienen las construcciones de otsB2; en este caso y de forma arbitraria,

para realizar los ensayos de complementacion fue seleccionada la colonia 6.

Figura 23. Repeticion de la evaluacion del fenotipo termosensible con las colonias que poseen la
mutacion en TPS2; Gnicamente la WT presento crecimiento a 39°C, mientras que las mutantes (colonias

1y 6) no lo hicieron.
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9.3. Analisis de plasmidos

Previamente de introducir las construcciones pSAL4, pSAL4-otsB2, pSAL4-0tsB2AGHI15 y
pSAL4-TPS/TPP (Figura 24) en S. cerevisiae ATPS2, se verificaron por medio de digestion
enzimatica. De esta forma, nos cercioramos mediante el patrén de bandas que se trata de los
plasmidos correctos.

Para pSAL4-otsB2 las bandas a observarse eran de 2637 pb y 6098 pb, asimismo, para
pSAL4-0tsB2AGH15 las bandas debian corresponder a 2636 pb y 6098 pb; estos vectores fueron
digeridos con EcoRl y Sall. Por otro lado, los fragmentos de pSAL4-TPS/TPP fueron 2871 pb
y 6082 pb, cortes realizados con Xhol y Kpnl; por tltimo, para el vector pSAL4 se esperaban
los tamafios de 860 pb y 5287 pb cuya digestidn fue realizada con BamHI y Hindlll (Figura 25).

(8) EcoRI XhoI (13)
L) (8470) Spel

e ROYE
RO

(8)
BStAPI (204)

MscI (737)

Fsel (1032)
Aarl (1054)

\ - Sph (1763)

PSAL4-otsB2

8735 bp PfIFI - Tth111X (2189)

| AleI (2333)
I Sfil (2357)
BsSiWT (2445)

/“ — FSpAI (2625)
\ﬁm (2645)

pPSAL4
6147 bp

BsrGI (2934)
(5674) SnaBI HindIII (3016)

4 C\Jp{prcmnze,

BlpI (1747)
Pvull (1809)

- Mlul (2039)

__~ Bsu36I (2344)

BsaBI* (2507)
~— BbvCI (2548)

BmtI (2576)
SgrAl (2715)

Acc651 (2880)
CTID (2884)

Figura 24. Construcciones para ensayo de complementacion; a) Vector pSAL4 (6147 pb). b) pSALA4-
otsB2 (8735 pb; 8734 pb para pSAL4-0tsB2AGH15 por la delecion en un nucleétido). c) pSAL4-
TPS/TPP (8953 pb). Mapas realizados con el programa SnapGene®.

40



6000 pb
2500 pb

Figura 25. Andlisis de restriccién de plasmidos; a) Los carriles 1 y 2 pertenecen a pSAL4-0tsB2 y
pSAL4-0tsB2AGH15 (respectivamente) cortados con ECoRI1 y Sall, mientras que en el carril 3 se observa
al vector pSAL4-TPS/TPP digerido con Xhol y Kpnl. b) En el carril 1 se observa el corte del plasmido
pSALA4 utilizando BamHI y Hindlll.

9.4. Transformacion de S. cerevisiae ATPS2 con vectores de complementacion

Una vez verificados los vectores, se procedié a introducirlos en S. cerevisiae ATPS2 utilizando
la colonia 6 (mutante confirmada) como célula hospedera de los plasmidos; en total se realizaron
cuatro transformaciones, una por cada construccién. Las levaduras transformantes fueron
sembradas en medio SD-Dex (Leur, Ura’) para hacer una seleccion con ambos marcadores, el
del vector y la mutacién.

Posteriormente, se tomd una colonia de cada transformacion para comprobar si las
levaduras ATPS2 poseian el plasmido con la construccion correcta; se purificd el DNA
gendmico de estas celulas y se amplificaron cada una de las secuencias de los insertos en los
vectores, es decir, los genes otsB2, otsB2AGH15 y TPS/TPP (Figura 26); después, con esa
misma muestra de DNA, se transformo a E. coli DH5a. para volver a aislar los plasmidos y con
esto, corroborar que efectivamente se encontraban dentro de las levaduras. Los vectores
purificados de E. coli fueron digeridos con enzimas de restriccion (Figura 27). Cabe resaltar que
para las digestiones de los plasmidos que contaban con estos insertos, se realizaron con las
mismas enzimas de restriccion mencionadas anteriormente; solamente el corte de pSAL4 (sin

construccion) fue diferente, utilizando Hindlll y EcoRl.
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3000 pb
2500 pb

2628 pb

1500 pb
1000 pb

1341 pb

Figura 26. Amplificacién de construcciones presentes en el DNA gendmico S. cerevisiae ATPS2; a) las
bandas de 2628 pb corresponden a otsB2 y otsB2AGH15 (carriles 1 y 2 respectivamente). b) En el carril
1 se encuentra el producto de PCR de 1341 pb, que equivale a una region de la construccion de pSAL4-

TPS/TPP; no se realiz6 amplificacién de pSAL4 (sin inserto) ya que se tom6 de un stock del proveedor.

2 b)
6000 pb 6082 pb 6000 pb 5727 pb
3000 pb 2871 pb
500 pb 420 pb

Figura 27. Digestion de plasmidos aislados de E. coli; a) se observan en el carril 1 la digestion de
pSAL4-otsB2 y en el segundo, la restriccion de pSAL4-otsB2GH15, ambas cortadas con EcoRl y Sall.
Por otro lado, en el carril 3 se muestra a pSAL4-TPS/TPP cortado con Xhol y Kpnl. b) El carril 1

concierne al vector pSAL4 digerido con Hindlll y EcoRl.
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Ademas, con el DNA genomico de las levaduras transformantes también se verificd
nuevamente por PCR que fueran mutantes ATPS2 para poder realizar los ensayos de
complementacién; las bandas de 2925 pb corresponden al fenotipo WT (secuencia TPS2),
mientras que un tamario de 1806 pb atafie a S. cerevisiae mutante (LEU2). El producto de las
amplificaciones evidencié que todas las levaduras que albergaban cada uno de los plasmidos
poseian la mutacidn, asimismo, también se verifico la cepa control WT (W303-1A) y la colonia

6 sin vector (Figura 28).

3000 pb 2925 pb
1500 pb 1806 pb
1000 pb

Figura 28. Levaduras mutantes y WT para el ensayo de complementacion; en el carril 1 se muestra a la
cepa W303-1A (WT). El segundo carril corresponde a la colonia 6 (mutante ATPS2 sin plasmido),
mientras que los carriles 3, 4, 5 y 6 pertenecen a las levaduras ATPS2 transformadas con las
construcciones pSAL4-otsB2, pSAL4-0tsB2AGH 15, pSAL4-TPS/TPP y pSALA4 (respectivamente).

9.5. Ensayos de complementacion en S. cerevisiae ATPS2

Las levaduras mutantes transformadas con los plasmidos de complementacion fueron sembradas
en una caja de medio YPD y SD-Dex (Leu’, Ura) suplementado con 100 uM de CuSQsg,
posteriormente, se incubaron a 39°C durante 3 dias para comprobar si la expresion de otsB2
restablece el fenotipo WT, es decir, si la célula se torna termotolerante. Este ensayo revel6 que
la expresion de otsB2 no complementa a S. cerevisiae ATPS2, ya que no fue capaz de crecer a
tal temperatura; unicamente los controles positivos (WT y S. cerevisiae ATPS2 pSAL4-

TPS/TPP) mostraron crecimiento (Figura 29).
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PSAL4
otsB2AGHIS

Figura 29. Ensayos de complementacion a 39°C; la expresion de otsB2 en S. cerevisiae ATPS2 no hace
que recupere el fenotipo silvestre. a) Experimento realizado en medio YPD, solamente crecieron S.
cerevisiae WT (W303-1A) y la levadura mutante ATPS2 que alberga la construccion pSAL4-TPS/TPP
(controles +). b) Ensayo realizado en medio SD-Dex (Leu-, Ura-), Gnicamente presentd crecimiento S.
cerevisiae ATPS2 con el vector pSAL4-TPS/TPP.

9.6. Alineamiento de secuencias de OtsB

Con base en las secuencias aminoacidicas de enzimas OtsB depositadas en GenBank y PDB, se
determinaron residuos estructuralmente importantes para llevar a cabo su funcién. Esto nos
permitié dilucidar que OtsB2 de P. chlorophenolicus posee los 3 motifs caracteristicos de los
miembros de la superfamilia HAD; en conjunto, estas tres regiones conforman el sitio catalitico
de la enzima. Particularmente se ha visto que 4 residuos de acido aspartico localizados en los
motivos | y I11, juegan un papel clave para realizar su actividad catalitica. Sin embargo, se puede
observar que OtsB2 no cuenta con los aspartatos del motivo | (Figura 30), ademas, en el motif
I11 tiene uno de estos residuos con una diferencia de posicién en comparacion con las demas

secuencias (Figura 31).
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Figura 30. Alineamientos de OtsB; en cuadros rojos se muestran los residuos pertenecientes al motif I y
Il de esta enzima. Los aminoacidos marcados de azul en el motivo | (dos aspartatos) forman parte del
sitio activo y se ha identificado que son los involucrados para realizar la catalisis, resalta que OtsB2 de
P. chlorophenolicus no los posee. Por otro lado, en el motif Il el residuo de serina (0 treonina) se

encuentra conservado en todas las enzimas.
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Motif ITT
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Figura 31. Alineamientos de secuencias OtsB; en un cuadro rojo se ha marcado la region que forma el
motif 11 de la enzima. Adicionalmente, los aminoécidos acentuados con un punto azul (dos aspartatos)
corresponden a residuos que forman parte del sitio activo. En este motivo, es notorio como todas las
secuencias poseen dos residuos contiguos de &cido aspartico, empero, OtsB2 tiene uno de estos

aminodcidos una posicion adelante con relacién en las otras secuencias.

9.7. Andlisis del dominio GH15 de OtsB2

Con la finalidad de encontrar semejanzas entre el dominio glicosil hidrolasa 15 de OtsB2 y
enzimas agrupadas en GH15, se realiz6 un BLAST con diferentes secuencias de GAs, GDEs y
TreHs. El alineamiento de las secuencias sefiala que OtsB2 presenta mayor porcentaje de
identidad con trehalasas, particularmente con la secuencia de Thermoplasma volcanium,
obteniendo una similitud de 31.56% y un E value de 2e-96.

En la tabla 7 se muestran los resultados del BLAST en el siguiente orden: 1, Trehalasa
T. volcanium. 2, Trehalasa Mycobacterium smegmatis. 3, Glucoamilasa de Clostridium sp. 4,
Glucoamilasa de T. thermosaccharolyticum, 5, Glucodextranasa de Arthrobacter globiformis
1665 y 6, Glucodextranasa de A. globiformis 12137.
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Tabla 7. BLAST de OtsB2;

el alineamiento mas significativo se obtuvo con las enzimas trehalasas.

Cobertura de

Porcentaje de

Secuencia consulta (%) E value identidad (%)
TreH! 08 2e-96 31.56
TreH? 97 8e-87 33.61

GA 25 0.017 21.18
GDES 7 0.42 31.71
GDE?® 5 2.2 34.38

Ademas, se realizaron los alineamientos con el programa Clustal Omega para determinar

el porcentaje de identidad con las secuencias previamente utilizadas, lo cual nos ayudo a

construir una matriz de doble entrada para identificar las similitudes entre todas las enzimas

utilizadas; de igual forma, OtsB2 tuvo un porcentaje de identidad mas significativo con las

enzimas trehalasas que con otros miembros de las GH15 (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentajes de identidad de los miembros de GH15 y OtsB2. 1, P. chlorophenolicus OtsB2; 2,

glucoamilasa de Clostridium sp; 3, glucoamilasa de T. thermosaccharolyticum; 4, glucodextranasa de

Arthrobacter globiformis 1665, 5, glucodextranasa de A. globiformis 12137; 6, Trehalasa M. smegmatis

y 7, trehalasa de T. volcanium.

Enzimas OtsB2? GA? GA3 GDE* GDE® TreH®  TreH’
OtsB2! 100% 15.16% 14.78% 17.13% 17.17% 33.98% 31.80%
GA? 15.16% 100% 94.96% 39.65% 39.07% 15.99% 17.27%
GA3 14.78% 94.96% 100% 39.76% 39.18% 16.23% 16.92%
GDE* 17.13% 39.65% 39.76% 100% 79.73% 18.91% 16.30%
GDE® 17.17% 39.07% 39.18% 79.73% 100% 18.43% 16.11%
TreH® 33.98% 15.99% 16.23% 18.91% 18.43% 100% 30.64%

TreH’ 31.80% 17.27% 16.92% 16.30% 16.11% 30.64% 100%
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9.7.1. Alineamiento de OtsB2 y miembros de GH15

Con el fin de comprobar si OtsB2 presenta los cinco motivos que forman el sitio activo en la
familia 15 de glicosil hidrolasas, se realizaron alineamientos con las secuencias previamente
utilizadas, aunado a esto, se compard que los motifs identificados corresponden con aquellos
reportados en la literatura. Se logré esclarecer que OtsB2 exhibe los cinco motifs conservados
(Figuras 32, 33 y 34), ademas de compartir los residuos de &cido glutamico en los motivos Iy
V, los cuales se encuentran en todos los miembros de las GH15 (Figuras 33 y 34).
Aparentemente las secuencias de los motifs ubicados en OtsB2 se relacionan mas con aquellos

presentes en enzimas trehalasas.

'BAD AVG GOOD

0tsB2 - 37 OtsB2 P. chlorophenolicus Mor30.16
Clostridium so 1 52 GAClostridium sp.
Thermoanaerobac 1 51 GAT thermosaccharolyticum
A alobiformis G . 42 GDE A globiformis 1665
A alobiformis G i 45 GDE 4 globiformis 12137
M smeamatis tre : 40 treH M smegmatis
Thermopnlasma vo : 39 treH T volcanium 2
cons : 4 Motif 1
0tsB2 WVOKLALPS - VK- - - -PSLVRRSALVLRALVH - EPTIGAVLAAPTTSLPEGIGGT -RNWDYRYC

Clostridium_sp YCNSLNNENGKA- - - -NSLYYNSMMILKASEDKTNKIGAY IASLSIPWGDGOGDD -NTGGYHLV
Thermoanaerobac  YCNTLNNFNGKA- - - -NSLYYNSMMILKASEDKTNKIGAYIASLSIPWGDGORDD -NTGGYHLY
A globiformis G = YLNSLDAPATSLTGALRTOYDVSLMTVKSHEDKTFPIGAFIASLTIPWGOAASAETHREGYHAV
A globiformis_G  YLOSLDKPAKALDGELRTOYDVSLMTVKAHEDKTFPIGAWIASLTTPWGOVANAEQHREGYHAV
M smegmatis tre  WINVGDFPDHPW- ---RAYLORSALTLKGLTY -SPTIGALLAAPTTSLPETPOGE -RNWDYRYS
Thermoplasma_vo  WASSSSYAG-AY - - - -HSMVMRSALALKVLFY -EPTIGLMVAAPTASLPEAIGGE -RNWDYRFT

cons 3 $ RS - ey o & e 3 ¥

SMTVNALADLGSTAEAIGFLAWLGRILEHAPGPE -WLHPLYSVTGAPLSTEAVVDSLP
YHVANAFIAAGDVDSANRSLDYLAKVVK -DNGMIPONTW- - - ISGKPYWTGIOLD- - -
YHVANAFIAAGDVDSANRSLDYLAKVVK -DNGMIPONTW- - -ISGKPYWTGIOLD- - -
OSVTALLAAGDEEAAARGVEWLFTYOOOPDGHFPOTSR- - -VDGTIGONGIOLD - - -
OSVTALLAAGDTDAARRGVEWLFKYOOOPDGHFPOTSK - - - VDGTVGONGIOLD - - -
TFALWGLYTLGLDREADDFFSFIADVSGANNGERHPLQVMYGVGGERSLVEEELHHLS
AYVIEALSSIGYKYEATEFLYDMMDMITRDNRIR- - - -TIYSIDDSND - LEERIIDYE

0tsB2
Clostridium sp WSRD
Thermoanaerobac  WSRD
A globiformis G  WARD
A globiformis_G  WARD
M smegmatis_tTre
Thermoplasma_vo

cons R 3 % i

Figura 32. Motivo I de las GH15; se pueden notar que las secuencias (incluyendo OtsB2) comparten los
residuos WXRD.
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0tsB2

Clostridium sp
Thermoanaercohac
A globiformis G
A globiformis™ G
M smegmatis tre
Thermoplasma_vo

cons

0tsB2
Clostridium sp
Thermeanaerobac
A globiformis G
A globiformis_G
M smegmatis tre
Thermoplasma vo

cons

Motif I

GYAGSRPVRIGNAADHO
- -EOADPIILS---YRL
- -EQOADPITLS- - -YRL
--ETAFPILLA- - -NOI
- -ETAFPILLA- - -NOI
GYDNSRPVRIGNGAYNO
GYRGSRPVRIGNKAVD(Q

JOLD - - VFGPVAELIHTLSEKEGTLADEHWEL L VQMASAVL ARWHE
RRYD - - LYDSLVKPLA- -~ - - - - - - - - DFIIKMGPK
RYD- - LYDSLVKPLA- - - - - - === ===z - e e e o DFIIKIGPK
SRTDAGEYRNELKPAA- - - - - - - - - - -~ DYLVAAGPK
SRTDADFYAKELKPAA- - - - === == =-e oo oo DYLVAAGPK

ROHD - - TWGTMLDSVY LHAKSREQIPDALWPVLKNOVEEATIKHWKE
| OID--QYGSIVRATHSMAKAGGIVNSY LWDFVEQVMAKIEY LWKY

.

o+ Motif TII

- X

PDHGIWEARRPARHHVYSKVME -WVTLDRALRTADRHGR -EPDPAWAPMAATIRDEVLR - - - -
TGOERWEEIGG- - -YSPATMAREVAGLTCAAYTAEONKDYESAOKY OEKADNWOKLIDNLTYT
TGOERWEEILGG- - -YSPATMAREVAGLTCAAYTAEONKDYESAOKYOEKADNWOKLIDNLTYT
TPOERWEETGG- - -YSTSTLABOTAALAAAADTAGKNGDAGSAAVYRATADEWORSTEKWMET
TPOERWEETGG- - -YSTSTLABQIAALAAAGDIAEKNGDVGSAATYRATADEWORNTERWMET
PDRGIWEVRGEPOHFTSSKIME -WVALDRGSKLAELOGEKSYAOOWRATAEETKADVLA- - - -
PDSSIWEFRTEPKQYVYSKVME -WAAFDSATSMAKDLGLSAPIKQWKSIQDEIKKEVLE - - - -

-

E

Figura 33. Motifs 1l y I11I; en estas regiones se pueden hallar mas diferencias entre si. A pesar de esto,

son similares los motifs de GA con GDE y las TreH con OtsB2. Cabe resaltar el acido aspartico

conservado en el motivo 11 (sefialado con un punto azul) todas las secuencias la poseen.

0tsB2

Clostridium sp
Thermoanaerobac
A globiformis G
A globiformis_G
M smegmatis_tre
Thermoplasma_vo

cons

0tsB2

Clostridium sp
Thermoanaerobac
A globiformis G
A globiformis_G
M smegmatis_tre
Thermoplasma_vo

cons

Motif IV

------ YDDGLPGLEGG- - - - - - - - - - - - -FH- -
PSWYRYNHDGYGEPSKTELYHGAGKGRLWPLL - -
PSWYRYNHDGYGEPSKTEL YHGAGKGRLWPLL - -
RMWHRYTYDGYGEKADGSPWDGTGIGRLWPLLSG
RMWHRY TYDGYGEKADGSPWDGTGVGRLWPLLSG

------ TDDGLAGEEGT - - - - - -~ ------FT--
------ EDDGLKGDEGS - - - - - - - - - - - - FL - -
%
. Motif V
- -GLLPEEYDPGTETHL-GNHPOAYSH- - - - - - L

G-GIISEOVWEDTGLPTDSASPLNWAHA-EYVVL
G-GIISEOVWEDTGLPTDSASPLNWAHA-EYVIL
AGYMIPEOVWDR------- DEPTSYGHELGRS - -
QGFMIPEOWDO- ------ DEPTSYGHELGRS - -
- -HLYAEEIEPRTGRHL -GNFPOAFTH-- - - - - L
- -GLYSEEIDEKSGDFL -GNFPQALSH- - - - - - L

. * *

Figura 34. Motivos IV y V; en el motivo V se muestra con un punto azul el segundo 4cido glutamico
que exhiben los miembros de GH15, cabe resaltar que OtsB2 también lo presenta. Estos dos glutamatos
de los motifs 111y V son los encargados en realizar el ataque nucleofilico para llevar a cabo la hidrolisis.
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9.7.2. Alineamiento de OtsB2 y trehalasas

Ya que OtsB2 tuvo un mayor porcentaje de identidad con enzimas trehalasas en contraste otros

miembros de la familia GH15, derivado de que se observaron secuencias aminoacidicas

similares en los alineamientos anteriores, se realizé una comparacion de los motivos de OtsB2

con aquellos presentes en enzimas trehalasas: de esta forma se determind que OtsB2 posee

residuos conservados en este grupo de enzimas (Figuras 35y 36).

E

*EAD AVG GOOD

0tsB2
Thermonlasma vo
T.acidoohilum
Mvcobacterium s
cons

0tsB2
Thermoplasma_vo
T.acidophilum
Mycobacterium s

cons

0tsB2
Thermoplasma vo
T.acidophilum
Mycobacterium s

cons

0tsB2
Thermoplasma vo
T.acidophilum
Mycobacterium s

cons

86 P. chlorophenolicus Mor30.16 OtsB2
88 Themoplasma volcanium treH

89 Themoplasma acidophilum treH

83 M. smegmatis treH

Motif I
APTTSLPEGIGGTRNWDYRYCWLRDBSMTVNALADL GSTAEATGFLAWLGRILEHAPGPE -WL

APTASLPEAIGGERNWDYRFTWIRDITAYVIEALSSIGYKYEATEFLYDMMDMITRDN- - - -RI
APTASLPEAIGGERNWDYRYTWIRDITAYVIEALATIGYKREAVSFLYDMMDVISREN- - - -KI

APTTSLPETPQGERNWDYRYSWIRDBTFALWGLYTLGLDREADDFFSFIADVSGANNGERHPL

LS+ BT WO . M. W . . * . B3 B

HPLYSVTGAPLSTEAVVDSLPG
RTIYSIDDSNDLEERIID-YEG
RTIYSIDNSDDFVERELD - FEG
QVMYGVGGERSLVEEELHHLSGYDNSRPVRIGNGAYNQRQHDIWGTMLDSVYLHAKSREQIPD

. H . B . B

WA W WA W ¥ OK W LN .

Mortif ITT

HHVYSKVMCWVTLDRALRTADRHGR -EPDPA
KOYVYSKVMSWAAFDSAISMAKDLGLSAPIKO
KOYVYSKVMSWAAFDSAITMARDLGLTAPIKK
DHFTSSKIMCWVALDRGSKLAELQGEKSYAQQ

R R T R - *

ALWPVLKNQVEEAIKHWKEPDRGIWEVRGEP!

* o e Mo XHK B2 2 I 3

Figura 35. Motivos I, Il y I11; OtsB2 presenta conservados los motifs de enzimas trehalasas. Asimismo,

en el motivo Il se encuentra sefialado con un punto azul el residuo de glutamato que es fundamental

para llevar a cabo la actividad catalitica.
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0tsB2
Thermoplasma vo
T.acidophilum
Mycobacterium s

LMVDGYLFKRYR- - -

cons 2 i

e  MotifV
0tsB2 LPEEYDPGTE THLGNHPO
Thermoplasma_vo  YSEEIDEKSGDFLGNFPO
T.acidophilum YSEEIDEKTGDFLGNFPO
Mycobacterium s  YAEEIEPRTGRHLGNFPQ

LRVGPTVE-RYR- - -Y{DDGLPGLEGGH
DGLKGDEGSF
LMVDGYLFRRYR- - -HDDGLKGDEGSFH
LTEDGLVL-RYRVEET|DDGLAGEEGTF

BT I 2

Motif IV

TGL
LGL
LGL
LHL

HICTTWLIEAYVAVGRLDEAWDLFDOLVNLFGR
| MLTFWYIEDLILMKRLKKAREVLESVLEKANKH
| MLTFWYIEDLILMKRLKAARAALESTIEKANK
IICSFWLVSALVEIGEISRAKHLCERLLSFASH

. ¥ .

k3

\YSHLGFIRCAR-LLDAHOAG- - - -R- -
ALSHLGVIRVAP -KLEEALLKRTSKINS
ALSHLGIIRVAP -KLEEAFLKRVSKINE

AFTHLALINAVVHVIRAEEEADSSGV- -

cons Sl A

W WM

. N *

Figura 36. Motifs IV y V; los cinco motivos conservados en las glicosil hidrolasas familia 15 figuran en

OtsB2, de igual forma, esta conservado el residuo de &cido glutdmico en el motivo V.

9.8. Digestion del vector pET28a-otsB2

Antes de utilizar el vector que posee a otsB2 para la expresion heterdloga (Figura 37), se analizé

por medio de enzimas de restriccion. Para esto, se utilizaron EcoRI y Sall; la construccion posee

un tamafio neto de 7993 pb y al ser digerida, se liberaron fragmentos de 2637 pb y 5356 pb

(Figura 38). Posteriormente, se introdujo en E. coli BL21 (DE3) para poder expresar la enzima

putativa OtsB2.

Sall (179)

pETZ28a-otsB2
7993 bp

“EcoRI (2818)

T7 promoter

Figura 37. Construccion pET28a-otsB2 (7993 pb); en el mapa se muestran Unicamente lo sitios de corte

de EcoRl y Sall. El fragmento correspondiente a otsB2 es de 2637 pb. Mapa realizado con el programa

SnapGene®.
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a) b)
6000 pb 7993 pb 5000 pb =2 5356 pb
2500 pb

2637 pb

Figura 38. Construccion pET28a-otsB2; a) se muestra en el carril 1 el vector purificado (7993 pb)
mientras que en b se observa su digestién con las enzimas EcoRI y Sall, obteniendo dos fragmentos de

2637 pb y 5356 pb respectivamente (carril 1).

9.9. Expresién de otsB2 en E. coli

9.9.1. Expresién de otsB2 en E. coli BL21(DE3)

Se logro expresar la enzima putativa OtsB2 en la cepa BL21 (DE3) de E. coli; asimismo, se
probaron distintos tiempos de induccion para observar el momento en que se tenia produccion
de proteina; se realizé la induccion de la expresion con 1 mM de IPTG a 30°C por 1, 2 y 4 horas.
Se determiné que cuatro horas eran suficientes para obtener producto (Figura 39).
Posteriormente, fueron lisadas las células que expresan OtsB2 y se analiz6 tanto la fraccion
soluble como la insoluble. Se observd que la proteina se encontraba de manera insoluble,
formando cuerpos de inclusion (Figura 40).
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100 kDa 94.02 kDa

70 kDa

Figura 39. Expresion de otsB2; el carril 1 corresponde a la cepa BL21 con el plasmido pET28a (control
negativo). El carril 2 atafie a E. coli BL21 con pET28a-0tsB2 sin IPTG, mientras que los carriles 2, 3y
4 concierne a los distintos tiempos de induccion de la expresion (1,2 y 4 horas respectivamente).

100 kDa -
70 kDa -

Figura 40. Ubicacion de la proteina; en el carril 1 se muestra a E. coli BL21 con el vector pET28a sin
inserto (control negativo), en el carril 2 se encuentra la induccién de la expresion de OtsB2 a las 4 horas.
Sin embargo, en los carriles restantes son sefialadas las fracciones de la lisis bacteriana; en el nimero 3
se observa la fraccion soluble (sin proteina de interés), mientras que en el carril 4 es indicada la fraccion

insoluble (pellet), ahi se encuentra OtsB2.
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Esto dificultd significativamente la labor de purificar dicha proteina para realizar los

ensayos enzimaticos; sin embargo, se probaron distintas condiciones para expresar OtsB2 de

forma soluble. En primera instancia, se intent6 desnaturalizar la proteina y replegarla, siguiendo

el protocolo de Palmer y Wingfield (2012) en donde el lisado celular es centrifugado, se decant6

el sobrenadante y posteriormente, el pellet celular se lavo tres veces con un buffer que contenia

4 M de urea y 2% de triton-X100. Finalmente, se centrifugo y el precipitado fue resuspendido

en buffer de 10 mM Tris/100 mM fosfato de sodio, suplementado con 4 M de guanidina; el

extracto fue cargado en la columna Ni-NTA para purificar OtsB2, sin embargo, en ninguna

fraccion de elucion se encontro proteina.

Aunado a esto, se probaron diferentes condiciones de la induccion de la expresion de

OtsB2, las cuales se pueden observar en la tabla 9; sin embargo, en ninguna de estas

circunstancias se logro obtener a OtsB2 de forma soluble (Figuras 41 y 42).

Tabla 9. Condiciones utilizadas para la expresion de OtsB2 en E. coli.

Temperatura (°C)

[IPTG] (MM)

Tiempo (Horas)

Condiciones
Inicial 1 2 3 4 5 6
30 15 30 15 30 15 15
1 1 0.1 0.1 0 0 0.1
4 4 4 4 4 4 2
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94.02 kDa

Figura 41. Diferentes condiciones de expresion de OtsB2; en los carriles a'y b se muestran los productos
de las fracciones solubles e insolubles (respectivamente) de las condiciones iniciales utilizadas. Los
nameros en los carriles indican la condicion empleada con respecto a la tabla 9; los digitos sin comilla
corresponden a las fracciones solubles, mientras aquellos con el signo prima (¢) atafien a las fracciones

insolubles (pellets).

94.02 kDa

Figura 42. Condiciones 4, 5y 6 con respecto a la tabla 9; los nimeros con comilla indican fracciones
insolubles, mientras aquellos sin este signo () muestran las fracciones solubles. Unicamente en las

fracciones insolubles se encuentra OtsB2 (banda de 94.02 kDa).
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9.9.2. Expresion de otsB2 en E. coli SHuffle

Derivado de que OtsB2 expresada en E. coli BL21 (DE3) se obtuvo formando cuerpos de
inclusion, se utilizo la cepa SHuffle del mismo organismo para identificar si de esta manera era
posible obtener soluble dicha enzima. Empleando 0.1 mM de IPTG como inductor en todos los
casos, fueron probadas distintas condiciones de expresion: 30°C por 4 horas, 15°C por 4 horas,
30°C por 2 y 24 horas; no obstante, OtsB2 continu6 obteniéndose de forma insoluble (Figura
43).

M I 2 % 4 5 "6 “L '8

100kDa ——s —— 9402 kDa

75 kDa ——

Figura 43. M) Marcador de peso molecular. 1) Fraccién soluble de expresién a 30°C por 4 h. 2) Fraccion
insoluble expresion a 30°C por 4 h. 3) Fraccion soluble 15°C por 4 h. 4) Fraccién insoluble 15°C por 4
h. 5) Fraccion soluble 30°C por 2 h. 6) Fraccion insoluble 30°C por 2 h. 7) Fraccion soluble 30°C por 24
h. 8) Fraccion insoluble 30°C por 24 h.
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10. DISCUSION

La trehalosa es una molécula versatil ya que cuenta con multiples funciones en los organismos
que son capaces de sintetizarla; dentro de sus implicaciones se puede hallar como carbohidrato
de reserva, molécula sefalizadora, componente estructural de membranas y como
osmoprotector ante escenarios de estrés abidtico (Mascorro-Gallardo et al., 2005). Por estas
razones, es relevante conocer cada una de las vias de sintesis de este azlcar que presentan los
organismos, asi como las caracteristicas de las enzimas involucradas, tanto en el anabolismo y
catabolismo de dicho disacarido.

Es por ello por lo que en el presente trabajo tuvo como propdsito identificar e inferir las
actividades de la enzima OtsB2 putativa de P. chlorophenolicus Mor30.16, en la cual se
encuentra un dominio adicional en el C-terminal que atafie a una glicosil hidrolasa de la familia
15; en primer lugar, para poder realizar el ensayo de complementacion se construyeron mutantes
de TPS2 en S. cerevisiae por recombinacion homdéloga, obteniendo un total de 2 mutantes
confirmadas (colonias 1 y 6), ya que presentaban el fenotipo termosensible reportado por De
Virgilio y colaboradores en 1993, la prototrofia a leucina y mediante PCR se verificd que el
knock out genético se haya efectuado de la forma deseada. Sin embargo, las colonias 2 y 9
aunque exhibian el fenotipo mutante (crecer sin leucina y termosensibilidad) fueron descartadas
para realizar los ensayos de complementacion, ya que la amplificacion por PCR del sitio donde
se llevé a cabo la recombinacion present6 un tamafio de 2925 pb, lo cual coincide con la longitud
del gen TPS2; a pesar de esto, existe la posibilidad de que estas levaduras sean mutantes, con la
salvedad de que no se haya quitado completamente la secuencia de TPS2, sino que pudo haber
sido eliminada parcialmente por la insercion de LEU2, de ahi el fenotipo mutante. Unicamente
con la secuenciacion del genoma de estos organismos se podra comprobar esto.

Por otro lado, mediante los ensayos de complementacion y el alineamiento de secuencias
peptidicas de OtsB, podemos conjeturar que posiblemente OtsB2 de P. chlorophenolicus no
presenta actividad de trehalosa-6-fosfato fosfatasa, ya que su expresion no fue capaz de restaurar
el efecto pleiotropico de la mutacion de TPS2 en S. cerevisiae; sugerimos que esto es debido a
la falta de dos residuos de aspartato en el motif I, los cuales desempefian un papel crucial para
la funcion catalitica de dicha enzima. En este sentido, es importante sefialar que Rao y
colaboradores en 2006 resolvieron por cristalografia de rayos X la estructura tridimensional de

la trehalosa-fosfato fosfatasa de T. acidophilum (utilizada en los alineamientos), asi como
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identificaron el modo en que ejerce su actividad catalitica; lograron determinar que el motivo |
(DXD) de estas enzimas es el mas importante, ya que el primer aspartato de este motif es el
encargado de formar por unién covalente, el intermediario fosfoaspartato con la trehalosa-6-
fosfato. Por otro lado, el segundo aspartato se encarga de activar una molécula de agua que
induce la hidrdlisis del grupo fosfato, asi como también es uno de los residuos responsables de
coordinar el atomo de magnesio (cofactor). En cambio, en el motivo 11, el residuo de lisina tiene
como funcion estabilizar el sustrato, mientras que los aspartatos contiguos del motivo I11, de
igual forma, interactan con el ligando Mg?* y el sustrato (t6p) por medio de puentes de
hidrdgeno.

Asimismo, los resultados obtenidos por Shan y colaboradores en el 2016 sugieren la
carencia de actividad fosfatasa en OtsB2 de P. chlorophenolicus, ya que este equipo de trabajo,
al caracterizar OtsB2 de Mycobacterium tuberculosis, mediante mutagénesis dirigida de los
cuatro aspartatos de los motivos | y Il comprobaron la relevancia de estos residuos para la
funcién de la enzima; con el cambio de los residuos Asp 147 y Asp 149 (aminoacidos del motif
I) mostraron que dicha proteina perdia significativamente su actividad, particularmente al
realizar el cambio D149A, ya que fue la mutacion mayormente perjudicial para la catalisis que
ejerce esta enzima, aunque seguia mostrando funcionalidad. Ademaés, demostraron que la
mutacion en los dos acidos asparticos contiguos del motivo 111 (D330 y D331), también tiene
un efecto negativo en OtsB2 de M. tuberculosis, aungque en menor grado. Cabe resaltar que estas
mutaciones realizadas no fueron aditivas, es decir, evaluaron el efecto de cada una de las
sustituciones en lo residuos por separado, mientras que OtsB2 de P. chlorophenolicus no los
posee en simultaneo.

Por otra parte, los analisis del dominio GH15 de OtsB2 putativa indican una similitud
significativa con enzimas trehalasas, mostrando un porcentaje de identidad de 31.56%, un E
value de 2e-96 (valor mas cercano al cero) y una cobertura de consulta del 98%, seguido por las
glucoamilasas, con 22.04% de similitud, un E value de 0.003 y una cobertura de 49%, de
acuerdo con el BLAST,; esto indica que es probable que OtsB2 pueda presentar actividad TreH
0 GA, con potencial tendencia por trehalasa. Cabe resaltar que el porcentaje de identidad con
GDE no se tomé en cuenta como homologia posible para OtsB2, ya que, aunado a presentar
alrededor de 34.38% de similitud, el E value es demasiado alto (2.2) y la cobertura de consulta

es de apenas 5%, lo que corresponderia a una identidad errénea y computada por azar.
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Adicionalmente, la matriz de porcentajes de identidad construida con el programa Clustal
Omega soporta los resultados de la similitud entre OtsB2 y enzimas trehalasas adquiridos con
BLAST del NCBI, debido a que los valores obtenidos son semejantes entre si; de acuerdo con
esto, el andlisis realizado con Clustal Omega brind6 un porcentaje de identidad de 33.98% y
31.80% de OtsB2 con las trehalasas de M. smegmatis y T. volcanium respectivamente, valores
cercanos a aquellos recabados con el BLAST (33.61% M. smegmatis y 31.56% T. volcanium);
sin embargo, utilizando Clustal Omega hubo una pequefia fluctuacion en los porcentajes de
identidad de OtsB2 con respecto a los demas miembros de GH15 (GAs y GDEs), aunque
aparentemente no son relevantes los cambios.

Derivado de esto, a priori, se podria considerar que el porcentaje de identidad de OtsB2
con las enzimas trehalasas es relativamente bajo, empero, por convencién, se estima como
homologia entre secuencias (ya sean aminoacidicas o de nucleo6tidos) cuando presentan a partir
del 30% de identidad (Pearson, 2013). Por otro lado, se debe tener cuidado de Unicamente
guiarse por este valor, ya que podria haber un sesgo en la informacion que podria originar un
error. Es por ello por lo que también se toman en cuenta los E values para y otros parametros
como los Bits, para calcular la relacion entre secuencias; esto ayuda considerablemente a
descartar falsos positivos.

Por otro lado, a través de los alineamientos de OtsB2 con secuencias aminoacidicas de
glucoamilasas, glucodextranasas y trehalasas, se lograron identificar los cinco motivos que
conforman el sitio activo en las GH15 (Coutinho y Reilly, 1994; Mizuno et al., 2004; Sakaguchi
et al., 2015), asimismo, se encuentran conservados en OtsB2; particularmente muestra similitud
con los motivos presentes en las trehalasas en contraste con otros miembros de las glicosil
hidrolasas 15 ya que comparten mas residuos entre si. Esto concuerda con los reportes de
Sakaguchi y colaboradores en 2015, donde caracterizaron las trehalasas de T. volcanium y T.
acidophilum y compararon cada uno de los motifs con glucoamilasas. Este equipo de trabajo
determind, que a pesar de la cercania evolutiva de los miembros de GH15 y poseer conservadas
estas cinco regiones gque forman el sitio activo, los residuos presentes en ellas pueden variar de
acuerdo con el tipo de actividad, ya que estos aminoacidos son los que dan la especificidad por
el tipo de sustrato que puedan utilizar; es decir, aparte de los residuos conservados, los que son
unicos en cada tipo de enzima, son los responsables de la interaccion con el sustrato propio de

cada una.
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Esta informacion se relaciona con los alineamientos comparativos de los cinco motifs
presentes OtsB2 con aquellos encontrados en glucoamilasas, glucodextranasas y trehalasas, ya
que se pueden observar ciertas coincidencias y diferencias; en el motivo I, las trehalasas y OtsB2
cumplen con la secuencia RNWDYRYXW(I/L)RD, mientras que en el mismo sitio, las GA
muestran NTGGYHLVWSRD vy las GDE presentan HREGYHAVWARD. Unicamente todas
comparten en este motif, los residuos YXXXWXRD. En el motivo Il, TreH y OtsB2 exhiben
GYXXSRPVRIGN; por otro lado, en las glucoamilasas se observa EQADPIILSYRL y en GDE
ETAFPILLANQI; todas las secuencias comparten la prolina en este motivo. Aunado a esto, en
la region 111 todos los miembros comparten la secuencia (I/R)WE, donde el acido glutamico es
altamente conservado (debido a su relevancia en las actividades de las GH15), aunque los
residuos aledafios son diferentes entre cada grupo de enzima y similares en los miembros con
misma actividad. En el motif nimero IV las trehalasas y OtsB2 comprenden la secuencia
DDGLXGXEG(S/T)F, en tanto, las GAs atafien a PSWYRYNHDGYGE, mientras las GDE a
RMWHRYTYDGYGE, todas compartiendo los residuos DG. Por ultimo, en el motif V cada
enzima muestra el residuo E, de igual forma, altamente conservado.

Asimismo, para comprobar estas deducciones que la evidencia sugiere, es necesario
probar las actividades cataliticas potenciales de OtsB2 de manera experimental. Para esto, se
transformé a E. coli BL21 (DE3) con la construccion pET28a-o0tsB2; de esta manera, OtsB2 se
expresd presuntamente con una etiqueta de histidinas en el N-terminal (para facilitar la
purificacién), observandose en SDS-PAGE con un peso de ~100 kDa, lo que coincide con el
peso molecular tedrico inferido por su estructura primaria (94.02 kDa). Sin embargo, la enzima
se encontraba de manera insoluble, formando cuerpos de inclusion. Estos agregados son
constituidos por proteinas con un plegamiento incorrecto y, en consecuencia, carecen de su
estructura nativa lo que deriva en la pérdida de la funcion bioldgica. Normalmente los cuerpos
de inclusion se encuentran en el citoplasma o periplasma de la cepa hospedera y su formacion
es atribuida a la alta expresion de la proteina, originando una acumulacién anormal de péptidos
emergiendo de los ribosomas, sobrepasando la capacidad de accién de las chaperonas
(Upadhyay et al., 2012).

Debido a que la formacion estos agregados son un evento indeseable que dificulta la
produccion de proteinas recombinantes solubles, hay factores que se pueden considerar para

evitar su formacion o, en todo caso, disminuir parcialmente la cantidad de cuerpos de inclusion.
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De acuerdo con Garcia-Fruitds (2010), se puede regular el nimero de copias del gen de interés
en el organismo utilizado, para evitar altas concentraciones proteicas; asimismo, otros factores
que influyen son la fuerza del promotor utilizado, la estabilidad de los ARNm, optimizacién de
codones, variar la concentracion del inductor de la expresion, cambiar la temperatura de
expresion en los cultivos utilizados, la expresién de moduladores del plegamiento (chaperonas)
y el uso de cepas genéticamente modificadas para favorecer la solubilizacion de las proteinas.

Es por esto, que en nuestra tentativa de obtener a OtsB2 de forma soluble, se cambiaron
los pardmetros de la induccion de la expresion; se redujo la concentracion de IPTG de 1 mM a
0.1 mM, también se disminuyd la temperatura de expresion en los cultivos utilizados (de 30°C
a 15°C), adicionalmente, se prob6 una combinacion de ambas condiciones. Aunado a esto, se
acorto el tiempo de la induccién con IPTG (de 4 horas a 2 horas), adicionalmente, fue verificada
la presencia de OtsB2 con Unicamente expresion basal (sin inductor) y se intentd solubilizar la
proteina mediante su desnaturalizacion con agentes caotropicos y posterior tratamiento de
replegado; asimismo, se utilizé la cepa SHuffle de E. coli para obtener a OtsB2 soluble, ya que
este organismo produce de manera constitutiva la chaperona DsbC, la cual promueve el
plegamiento correcto de proteinas.

Sin embargo, las pruebas resultaron infructiferas ya que en todos los casos la enzima
yacia en cuerpos de inclusion. A pesar de esto, aun se pueden implementar diversas estrategias
para obtener la proteina, evitando su agregacion. Particularmente se intenta expresar OtsB2 de
forma soluble, debido a que se preservaria la estructura nativa y funcion de la enzima putativa.
Por otro lado, se tiene contemplado utilizar como Gltimo recurso el proceso de desnaturalizacion
y replegado de la proteina, ya que en caso de no observar actividad (o reducida) no se sabria
concretamente si corresponde a una caracteristica intrinseca de la enzima o es el resultado
consecuente de un plegamiento incorrecto, aunque se encuentre de forma soluble.

Por Gltimo, el presente trabajo proporcion6 informacion para poder dilucidar la funcion
de OtsB2 putativa de P. chlorophenolicus; cabe resaltar que los datos obtenidos indican que esta
enzima no exhibe actividad fosfatasa, sino probablemente trehalasa; adicionalmente, en el
genoma de P. chlorophenolicus Mor30.16 no se encontrd alguna secuencia que corresponda a
la enzima TreH, es decir, la Unica enzima de degradacién de la trehalosa, por lo que se hipotetiza
que OtsB2 podria desempefiar esta funcion. Esto resulta relativamente novedoso, ya que son

escasos los reportes de trehalasas que pertenecen a la familia 15 de glicosil hidrolasas.
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Generalmente, estas enzimas corresponden a las familias 37 y 65, las cuales poseen
caracteristicas distintas, tanto en su secuencia como en topologia (Sakaguchi et al., 2015).
Asimismo, se logré comprender que la presencia de esta secuencia en dicho organismo
no es un caso aislado, ya que el BLAST de OtsB2 mostré que gran variedad de organismos la
poseen, particularmente, miembros de la clase actinobacteria (anexo, c) y aunque el origen de
este gen permanece inextricable, dada su distribucion y conservacion en diversos organismos,

es posible que mantenga un rol importante en los seres vivos que la exhiben.

11. CONCLUSIONES

e OtsB2 de P. chlorophenolicus carece de la actividad trehalosa-fosfato fosfatasa.
e El dominio GH15 de OtsB2 posee similitud con enzimas trehalasas en comparacion con
glucoamilasas y glucodextranasas.

e OtsB2 potencialmente podria ejercer actividad trehalasa.

12. PERSPECTIVAS

e Obtener a OtsB2 putativa de forma soluble utilizando otras cepas de expresion de E. coli
0 mediante una fusion traduccional con la proteina de unién a maltosa (MBP).

e Purificar la proteina y realizar ensayos de las actividades trehalosa-fosfato fosfatasa y
trehalasa.

e Determinar los pardmetros cinéticos Km y Vmax para la(s) actividad(es) de OtsB2.

e Realizar mutagénesis dirigida en el motivo | de OtsB2 para afiadir los residuos de &cido
aspartico y evaluar su efecto sobre la actividad fosfatasa.

e Expresar cada dominio de OtsB2 de forma independiente para evaluar la actividad
catalitica.

e Predecir la topologia de OtsB2 implementando modelado por homologia.

e Construir la mutante AotsB2 en P. chlorophenolicus Mor30.16.
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14. ANEXOS

a) Secuencia de ADN de otsB2 de P. chlorophenolicus Mor30.16

>0tsB2
ATGCCCACGCCTTTGAACCAGAGCGTGGCGGATTCCGCCCTGCTCACCCGGTCCCTTCCGCTG
GACGTACTCCGGTCCTTCGTCCAGGCTGATGCGGCGGACAGCGGGCTGACCCCGGCGCTGCTG
GACGAACTGAAGGTTCTGGCCCGTGTCCCTGCGCTTTTGGTGGCCTGCAACTACGGCGGCACC
TTGTGCGACGCGGAAGGAATTTCCACCGAGATCCTCCCGCTGGGCAGCGCTGCCATCGCCTTG
CGGGCGCTGGCCGCCCTGCCCAGCACCCACGCCGCCATCATCTCCGGCCGCTCACTGAGGGAC
CTTGCGGCTGTCTCACGGCTCCCCGTGGAGGTCCACCTCATCGGATCGCACGGCGCGGAGTCA
GACATGGGCTTCGCGCACACCCAGACGCTTGCCACCGAATCGGTCCTGCAGAAGGTCAACGCC
GCACTCAACGAGGCCGTAGGCTTCCAAAGCGGCGTGTGGATCGAACGCARACCGGTAGCGGTC
TCGGTCCACACCCGCCCGGCCCCGCCAGACGTCGTGGCGTCCGTGACCGAAACTGCCCGGGAG
ATAGCTCGCGCCCACGGACTCTTCTTCATTGTGGACGGCTCGGTGCTGGACCTCTCCGTGGTG
GAACCGTCCAAGGGTGAGGCACTGGAAACCCTCCGGTCCCGGCTCGGCGCCAGTGCCGCCATG
TTCGCGGGCGACGCCGACAGCGACGAACTGGCCATCGCCACCCTCCGCGGCCCGGACCTGGGC
CTGCGGGTCGGCGGAGGCGAAACCGCAGCGGCACACCGGGTCCGCGACCCCGAGTCCTTTGCC
CGGGTCCTCGCCCTGCTCTTCGAACTGCGGCGGGCCTGGCTGTTCGGCGAGGACGCCGTGGGC
CTCGAACGGCACACCATGATCGGCAACGGCTCCTCCACCGCGCTGCTGACCCCGGACGCCAAG
GTCTGCTGGATGAGCCACCCGCTGCCGGACTCCGGCTCGGTGTTTGCCCACATCCTGGGCGGT
GACGCGGCCGGCCACTTCTCCGTGGAACCGGCCAAGGCATCGCAGGTGCTGGGCCAGCGGTAC
GTGGACAGCACGATGATCGTCGAAACCCGGTGGGCGGACGTCACGGTCACCGACTACCTCGAA
CCGGCCCCGGACGGCATCACCAGCCTGGTCCGGGTGCTGACCGGCACTGGAGCTGCCCGGATC
ACTTTTGCGCCGCGGCCGGACTACGCCAACGCCCCGTTCGTCATGGAGGCCCGGGGCGACGAG
CTGCATGTGGTGGGTACGTCGGAACCGATCATCCTTTTCGCGCCGGGCGTGACGTTCAGCATT
TCCTCGGACGGCAGGCACGGTACCGCCACGGCCTCGGTGAACCTCCAGTCCGGGCCAGTGGTG
CTCAACCTGCGCTGCGGTGACACGGAACCCCAGCCCGCAGACCCGCAGGGGGAGACCGACCGC
CGGGCAGAGGTAGCCCTTCATGCCCGCAAGTGGGTGCAGAAACTTGCCCTCCCATCCGTGAAA
CCCTCTCTGGTCAGGCGCTCGGCCCTGGTGCTCCGGGCGTTGGTCCACGAACCCACCGGCGCA
GTCCTCGCCGCCCCCACCACCTCGCTGCCCGAGGGCATCGGAGGAACACGGAACTGGGACTAC
CGGTACTGCTGGCTGCGGGACGGATCCATGACCGTCAATGCCCTGGCGGACCTGGGCTCCACT
GCGGAGGCCATCGGGTTTCTCGCCTGGCTGGGGCGGATCCTTGAGCATGCCCCCGGCCCGGAG
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TGGCTGCATCCTCTGTACTCCGTCACCGGTGCGCCGCTGTCCACGGAAGCCGTGGTGGACAGC
CTCCCGGGCTACGCCGGTTCCCGCCCGGTGAGGATCGGCAACGCGGCGGACCATCAGGTCCAG
CTGGACGTCTTTGGCCCCGTTGCAGAGCTGATCCATACCCTGAGCGAGAAGGAGGGCACACTC
GCCGACGAGCATTGGGAGCTGCTGGTCCAGATGGCCTCGGCAGTCCTGGCCCGCTGGCATGAG
CCGGACCACGGCATCTGGGAAGCCCGGCGCCCGGCACGGCACCACGTCTACTCCAAGGTGATG
TGCTGGGTGACCCTGGACAGGGCACTGCGGACAGCTGACCGGCACGGCAGGGAGCCTGACCCT
GCCTGGGCTCCGATGGCCGCCACCATCCGGGACGAGGTCCTGCGGGAGGGCTGGGACGAATCG
GCCAGGTCCTACACGGTGGCTTACGACAGCCCGGACCTCGATGCCGCCGTCCTGCATATCGGT
CTTTCCGGTTTGCTGGATGTCACCGATCAGCGCTTCCTGGATACGGTCACCGCCGTGGAACGG
GAGTTGAGGGTGGGGCCCACAGTCTTCCGCTACCGGTACGACGACGGCCTGCCGGGCCTGGAG
GGCGGCTTCCACATCTGCACCACCTGGCTGATCGAGGCGTACGTCGCCGTGGGCCGCCTCGAT
GAAGCCTGGGATCTGTTCGACCAGTTGGTCAACCTTTITTGGGCCAACCGGGCTGTTGCCGGAG
GAATACGACCCCGGCACCGAGACCCACCTGGGCAACCACCCGCAGGCGTATTCCCATCTGGGC
TTCATCCGCTGTGCCCGCCTCCTGGATGCGCACCAGGCCGGACGGTAG

b) Secuencia aminoacidica de OtsB2 de P. chlorophenolicus Mor30.16

>0tsB2
MPTPLNQSVADSALLTRSLPLDVLRSFVQADAADSGLTPALLDELKVLARVPALLVACNYGGT
LCDAEGISTEILPLGSAATALRALAALPSTHAATIISGRSLRDLAAVSRLPVEVHLIGSHGAES
DMGFAHTQTLATESVLQKVNAALNEAVGFQSGVWIERKPVAVSVHTRPAPPDVVASVTETARE
IARAHGLFFIVDGSVLDLSVVEPSKGEALETLRSRLGASAAMFAGDADSDELATIATLRGPDLG
LRVGGGETAAAHRVRDPESFARVLALLFELRRAWLFGEDAVGLERHTMIGNGSSTALLTPDAK
VCWMSHPLPDSGSVFAHILGGDAAGHFSVEPAKASQVLGQRYVDSTMIVETRWADVTVTDYLE
PAPDGITSLVRVLTGTGAARITFAPRPDYANAPFVMEARGDELHVVGTSEPIILFAPGVTFSI
SSDGRHGTATASVNLQSGPVVLNLRCGDTEPQPADPQGETDRRAEVALHARKWVQKLALPSVK
PSLVRRSALVLRALVHEPTGAVLAAPTTSLPEGIGGTRNWDYRYCWLRDGSMTVNALADLGST
AEAIGFLAWLGRILEHAPGPEWLHPLYSVTGAPLSTEAVVDSLPGYAGSRPVRIGNAADHQVQ
LDVFGPVAELIHTLSEKEGTLADEHWELLVQMASAVLARWHEPDHGIWEARRPARHHVY SKVM
CWVTLDRALRTADRHGREPDPAWAPMAATIRDEVLREGWDESARSYTVAYDSPDLDAAVLHIG
LSGLLDVTDQRFLDTVTAVERELRVGPTVFRYRYDDGLPGLEGGFHICTTWLIEAYVAVGRLD
EAWDLFDQLVNLFGPTGLLPEEYDPGTETHLGNHPQAYSHLGFIRCARLLDAHQAGR
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BLAST OtsB2 de P. chlorophenolicus Mor30.16

Arthrobacter sp. Rue61a, complete genome 1118 1118 93% 00 75.07% CP003203.1
Paenarthrobacter aurescens TC1, complete genome 1118 1118 93% 00 75.07% CP000474.1
Arthrobacter sp. YN, complete genome 1085 1085 94% 0.0 74.76% CP022436 1
Nocardiopsis dassonvillei strain NCTC 10488 genome assembly, chromosome: 1 291 291 38% 2e-73 7256% LR134501.1
Nocardiopsis dassonvillei subsp. dassonvillei DSM 43111 chromosome 2, complete sequence 291 291  38% 2e-73 72.56% CP002041.1
Nocardiopsis dassonvillei strain HZNU_N_1, complete genome 285 285 38% 8e-72 T7247% CP0224341
Nocardiopsis dassonvillei strain NOCA502F, complete genome 285 285 38% 8e-72 T72.47% CP017965.1
Saccharothrix syringae strain NRRL B-16468 chromosome, complete genome 220 220 41% 2e-52 71.06% CP034550.1
Brevibacterium sp. CS2 chromosome, complete genome 202 202 9% 8e-47 80.86% CP040020.1
Kibdelosporangium sp. MJ126-NF4 complete genome 198 198 39% 1e-45 70.78% LN8772291
Micromonospora sp. HM134 chromosome, complete genome 167 167 20% 3e-36 72.55% CP041061.1
Actinoalloteichus sp. AHMU CJ021 chromosome, complete genome 167 167 20% 3e-36 73.18% CP0259901
Actinopolyspora erythraea strain YIM 90600, complete genome 165 165 19% 1e-35 72.93% CP022752.1
Micromonospora coxensis strain DSM 45161 genome assembly, chromosome: | 148 148 20% 1e-30 72.11% LT607753.1
Allokutzneria albata strain DSIM 44149 genome assembly, chromosome: | 139 139 20% 6e-28 72.01% LT1629701.1
Plantactinospora sp. KBS50, complete genome 124 124 39% 2e-23 69.72% CP022961.1
Actinomadura sp. WMMA1423 chromosome 121 209 26% 2e-22 70.92% CP041244.1
Plantactinospora sp. BB1 chromosome, complete genome 19 19 21% 8e-22 71.18% CP028159.1
Lﬁhcromonospofa krabiensis strain DSM 45344 genome assembly, chromosome: | 19 119  10% 8e-22 74.83% LT598496.1

Figura 44. BLAST de OtsB2; se observa como gran variedad de organismos poseen una secuencia

similar a OtsB2 de P. chlorophenolicus Mor30.16.

d) OtsB bifuncional de Saccharothrix espanaensis (BN6_04100)

En esta bacteria se encuentra una secuencia semejante a OtsB2 de P. chlorophenolicus; esta
enzima putativa se compone de 843 aminoéacidos, posee un dominio N-terminal que corresponde
a una trehalosa-fosfato fosfatasa y exhibe un dominio adicional en el C-terminal que atafie a una
glicosil hidrolasa de la familia 15 (de la misma forma que en P. chlorophenolicus Mor30.16)
(Figura 45).

Sin embargo, al parecer es la unica secuencia en el genoma de S. espanaensis que
codifica para una OtsB, asimismo, yace en forma de operon, adyacente a la trehalosa-fosfato
sintasa (otsA), siendo el modo en que regularmente estan dispuestos los genes de biosintesis de
trehalosa en la mayoria de los organismos procariontes (Figura 46). Ademas, con base en
alineamientos realizados, se puede observar que OtsB de S. espanaensis posee conservados los
residuos de los motifs I, 11 'y 111 que forman el sitio activo en las trehalosa-fosfato fosfatasas

(Figura 47). Aunado a esto, presenta los motivos que estructuran la regién catalitica en las
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enzimas trehalasas de la familia 15 de gliscosil hidrolasas (Figura 48). Cabe resaltar que OtsB2
de P. chlorophenolicus y OtsB de S. espanaensis muestran un porcentaje de identidad de 52.86%
(GenBank: CCH27741.1).

sesp BNE_04100

" T T ' T T ' T T " T T " T T
501 1000 150 200 250 300 350 o0 450 500 550 B0 B50 7o) 750 F00 8432
. ——
pf:Trehalose_PPaze pf :Glyco_hydro_19 pf :Glyco_hydro_19

Figura 45. Dominios cataliticos putativos de la enzima OtsB de S. espanaensis; en la region N-terminal
yace el dominio trehalosa-fosfato fosfatasa, mientras que en el C-terminal se encuentra un dominio

glicosil hidrolasa de la familia 15.

Trehalosa-6-fosfato sintasa

HME_BaiE BNG_B130
BHEG_ 64 BB BRG_B4125
EETE]
I9F0 BNG_ B E9akERG_E A0 - ENE_NI.EE_ ONEG_Bdl28
BRE_A39686 BH6_B4818 BNE_B4848 BHEG_B4L118
G _ b NG BAR50
BHE_G4038
BME _B4068
BHE_B48 78

Trehalosa-fosfato fosfatasa (OtsB) /
Glicosil hidrolasa 15 (GH15)

Figura 46. Disposicion de OtsB bifuncional en el genoma de S. espanaensis; otsA y otsB estan juntos

como generalmente se suelen encontrar estos genes en organismos procariontes.
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Motif I Motif I

NYGGTLEDAEGISTEILPLGSAATIALRALAALPSTHAATISGRBLRDLAAVSRLPVEVHLIGS
DYDGTLAPIVANPEDARPLPESVGALRSLAGLHETTTAWISGRALRDLATLSRLPSEVHLVGS
DFDGTLEDIVEDPDAAWLAPGALEALQKLAAR - -CPTALSGRPLADVTQRVGLPG - IWYAGS

e RN . 2 I 23 * .

0tsB2 Pchloro
Saccharothrix e
M. tuberculosis

cons cHEEE K K. . ok . ok

0tsB2 Pchloro
Saccharothrix e
M. tuberculosis

HGAESDM- -GFAHTOTLATES - - VLOKVNAALNEAVGFOSGVWIERKPVAVSVHTRPAPPD VYV
HGSEFDV - - GFVHALDADARA - - LHRRLEAELELIVDGHEGVGLESKPASTAVHVRRAEPSVG
HGFELTAPDGTHHQNDAAAAAIPVLKQAAAELRQQLGPFPGVVVEHKRFGVAVHYRNAARDRY

cons L 3 * = I PR LI . EZ R .0 XM XX

Motif IIT

0tsB2 Pchloro ASVTETAREIARAHG-LFFIVDGSVLDLS - VVEPSKGEALETLRSRLGA- - - -S- AAMFAGDA
Saccharothrix e o

M. tuberculosis

ERVLDAVRGGPSTWAGVOVTEGKAVIELA-VVOTDKGHALDVLRHRVSA- - - -T-AAVF
GKVAAAVRTAEQRHA - LRVTTGREVIELRPDVDWDKGKTLLWVLDHLPHSGSAPLVPIY

cons * . # . *..* *- ** -* . .. .. N

Figura 47. Motifs de las trehalosa—fosfato fosfatasas se logra observar que Ia secuencia de S espanaen5|s
conserva los residuos de aspartatos en el motivo I, sin embargo, OtsB2 de P. chlorophenolicus no los

posee.

Motif T

PAVE -PDLVMRSALTLKGLVHHETGAT TTSLPEELGGIRNWDYRYCWLRDMALTAOALV
PSVK-PSLVRRSALVLRALVHEPTGAVLAAPTTSLPEGIGGTRNWDYRYCWLRDGSMTVNALA
PDHPWRAYLQRSALTLKGLTYSPTGALLAAPTTSLPETPQGERNWDYRYSWIRDBSTFALWGLY

L S
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0tsB2
Mycobacterium_s

EE S R S - ******* * ** ... *

Motif I
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TLGLDREADDFFSFIADVSGANNGERHPLQVMYGVGGERSLVEEELHHLSGYDNSRPVRIGNG

cons %
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0tsB2
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cons :* £ 3 i < - X xc: :* g - .* S Jk £33 ****#:**
Mouf IIT .
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Mycobacterium_s AYNQRQHDIWGTMLDSVYLHAKSREQIPDALWPVLKNQVEEAL EPDRGIWEVRGEPQHF

cons %

¥ X WMe o . . . . .« X E @ N e MK @ MMMH N . ¥
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0tsB2
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cons
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cons

0tsB S.espanaen

0tsB2
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VYSKVMCWVTLDRALRTADRHGREP -DPAWAPMAAT IRDE VLREGWDESARSYTVAYDSPDLD
TSSKIMCWVALDRGSKLAELQGEKSYAQQWRAIAEEIKADVLARGVDK-RGVLTQRYGDDALD

; **:****:***. = *: *.: » = » :** '* = = *-'
Motif IV
AASLHVGLSGLIDPADDRFOATVTAIEAELRSGSTVYRYR - - - {DDGLPGDEGGFHLCAAWMI
AAVLHIGLSGLLDVTDORFLDTVTAVERELRVGPTVFRYR - - - YDDGLPGLEGGFHICTTWLI
ASLLLAVLTRFLPADDPRIRATVLAIADEL TEDGLVLRYRVEE [ICSFWLV

Mo Mo oaw E W W £33 HMHM W MM K e Ko

XK

> LI 2 2 4
° zuotl:f V

EAYLLTGRRTEAEELFAOMVDAAGHTGLLPEEYDPIAERSLGNHPOIRYSHLGLIRCA-OLLAA
EAYVAVGRLDEAWDLFDOLVNLFGATGLLPEEYDPGTETHLGNHPOIRYSHLGFIRCA-RLLDA
SALVEIGEISRAKHLCERLLSFASHLHLYAEETEPRTGRHLGNFPQAFTHLALINAVVHVIRA

Figura 48. Motivos de trehalasas en OtsB de S. espanaensis; los residuos de los motifs figuran en esta
enzima putativa. Con un punto azul son sefialados los residuos de acido glutamico que intervienen

directamente en la catalisis.
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