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ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucleico

ADN:
ARN: Acido ribonucleico
ARNm: ARN mensajero
ADNsa: Desoxirribonucleasa
AT, CGyU: Adenina, Timina, Citocina, Guanina y Uracilo.
D.O: Densidad optica
dNTP: Desoxirribonucleotidos trifosfato
EDTA: Acido eilendiaminotetracético.
kb: Kilobases
kDa: Kilodaltons
pb: Pares de bases
OREF: “open reading frame” pauta de lectura abierta
M: Molar
pl: Microlitro
ng: Nanogramos
nm: Nanometros
U: Unidad
Tris: Trihidroximetil aminometano
pl: Punto isoeléctrico
Tm: Temperatura de melting o también llamada temperatura de fusion

del ADN




GLOSARIO

Lectura: o read, pequeiio segmento de bases consecutivas de ADN identificado mediante un
instrumento de secuenciacion.

Genoteca (library): Es el conjunto de fragmentos de ADN amplificados durante el proceso de
secuenciacion donde cada uno contiene la fuente original de ADN, es decir, deberia contener
muestras de todo el ADN del organismo.

Sintenia: Conservacion del orden génico y la orientacion a lo largo del cromosoma; un elevado
grado de sintenia es indicativo de proximidad filogenética, es decir, es la alineacion de las
secuencias de ADN entre dos organismos que muestran alta similaridad.

Contig: Son segmentos de ADN superpuestos, que juntos representan una region consenso de
ADN, es decir, define una secuencia de ADN reconstruido a partir de un conjunto de lecturas.
Agrupacion de secuencias o lecturas

Fasta: En bioinformatica, el formato FASTA (.fasta, .fna, .ffn, .faa, .frn), es un formato de fichero
informatico basado en texto, utilizado para representar secuencias bien de acidos nucleicos, bien
de péptido, y en el que los pares de bases o los aminoacidos se representan usando c6digos de una
unica letra.

Sybr Safe: Es un agente intercalante (se intercala entre las bases nitrogenadas) que se usa como
colorante fluorescente para la visualizacion de acidos nucleicos en geles de agarosa.

Dimero: Refiere a dos subunidades estructuralmente similares denominadas monomeros unidas
por enlaces que pueden ser fuertes o débiles. Es uno de los caso de dafio mas generales en el ADN,
el dimero puede ocurrir entre pares adyacentes de bases pirimidinicas (C, T, U) entre dos residuos
de timina, entre 2 citosinas o una citosina y un uracilo, muchas veces catalizado por la radiacion
ultravioleta o por agentes quimicos mutagénicos, puede ser producto de la accion de un clastogeno.
Cebadores: primers, oligos u iniciadores, oligonucleotidos que son, cada uno, complementarios a
una de las dos hebras del ADN.

Iones divalentes: Se suele usar magnesio (Mg'?), agregado cominmente como cloruro de
magnesio (MgCl), o algln otro cation divalente.

Buffer: También llamados disolucidones amortiguadoras o sistemas tampon, son aquellas
disoluciones cuya concentracion de protones tienden a impedir la variacion del pH al afiadir acidos
o bases fuertes.

ADN molde: que contiene la region de ADN que se va a amplificar.



RESUMEN

Las enzimas tienen un importante rol dentro de la biotecnologia, gracias a su mecanismo
de accion se realizan diferentes procesos que son importantes para la ciencia y el desarrollo
industrial, lo cual ha generado una amplia informacion acerca de estos biocatalizadores (Fasim, et.
al., 2021), sin embargo, las investigaciones disminuyen cuando se trata de exhibir a la totalidad de
genes que codifican enzimas contenidas en el genoma de un microorganismo, es asi que la presente
investigacion se enfocd en la descripcion de todas las enzimas proteoliticas que codifican los genes
del genoma de la bacteria hal6fila Chromohalobacter salexigens MP25465 y a su vez la obtencion

de una proteasa recombinante a partir del analisis de datos del genoma de dicha bacteria.

Este trabajo se divide en dos fases: in silico y en laboratorio. Para la primera fase, se
organizd las secuencias crudas de ADN, realizando control de calidad con los programas
bioinformaticas FastQC y Trimmomatic, ensamblaje de novo con el software Spades, la anotacion
y la ubicacion con el servidor RAST y a partir de estos datos se describid las secuencias que
expresan para enzimas proteoliticas y se disefi6 una pareja de cebadores para aislar la proteasa
Amidohidrolasa para el trabajo de la segunda etapa experimental que consistié en amplificar la
secuencia de la Amidohidrolasa con la pareja de cebadores diseniados para luego clonarlo en un

sistema heterdlogo.

Como resultado se obtuvo el genoma ensamblado de C. salexigens MP25462 con una
longitud de 3°712,216 pb, la anotacion predijo 263 genes implicados en el metabolismo de
proteinas de los cuales se identific6 36 enzimas proteoliticas, 21 endopeptidasas y 15
exopeptidasas. Las endopeptidasas son de tipo serina, aspartil, metalo y treonina y las
exopeptidasas son de tipo aminopeptidasa, carboxipeptidasa y omegapeptidasa; asi mismo se logréd
aislar y clonar in vitro el gen completo de la proteasa Amidohidrolasa con una longitud de 1013
pb, utilizando la pareja de cebadores disefiados AMDIF 5'GGTCTGGGTGGTCATGGC 3" y
AMDIR 5"CATCCGACTGATGGAGCCTC 3".

Palabras clave: secuenciacion de proxima generacion, ensamblaje, anotacion,

bioinformatica, enzimas proteoliticas, amidohidrolasa, clonacion.



INTRODUCCION

En el departamento de Cusco existen ecosistemas salinos que tiene su origen debido a la
formacion de la cordillera de los Andes que causo la retencion de masas de agua ocednica en la
superficie continental y que por evaporacion llegaron a formar los depositos de halita (Marocco &
Garcia-Zabaleta, 1974), que hoy en dia son ambientes para el estudio de bacterias halofilas ya que
son una fuente de enzimas proteoliticas por su importancia en la biomedicina y en procesos
biotecnoldgicos debido a su actividad y estabilidad a altas concentracidnes de salinidad (Mokashe

etal., 2018).

La secuenciacion ha permitido adquirir informacion de genes de cualquier 4cido nucleico
que existe en un genoma o metagenoma mediante diversas tecnologias presentes en plataformas
como Sanger, PacBio, Ion Torrent e Illumina, producto de este proceso se obtienen las lecturas de
la secuenciacion o secuencias crudas, cuya Unica forma de andlisis es mediante la bioinformatica,
que de forma rapida y versatil identifica y caracteriza in silico las secuencias de genes de interés
de un organismo u organismos (Hernandez, et al., 2020). Posterior a este proceso se amplifica el
gen diana mediante PCR y por medio de la técnica de ADN recombinante se obtiene miles de

copias del amplificado para su mejor estudio.

En la Gltima década los estudios de proteasas aumentaron exponencialmente a nivel global
(Uritskiy & DiRuggiero, 2019), asi mismo, en la region del Cusco realizaron la evaluacion de
actividad enzimatica hidrolitica de bacterias halofilas (Gdarate, 2016; Romoacca, 2018), la
purificacion de metaloproteasas (Huaihua, 2019) y el analisis in silico y clonaciéon de una

haloproteasa (Pacheco, 2021).

El presente trabajo trata de la descripcion de enzimas proteoliticas codificadas por los genes
del genoma del haléfilo moderado Chromohalobacter salexigens MP25462 que fue aislado
previamente del salar de Maras, Urubamba; y secuenciado por tecnologia MiSeq de la plataforma
[Mlumina, dentro del proyecto “Secuenciacion del metagenoma de ambientes salinos del
departamento de Cusco” (2015-2019). A partir de sus datos NGS (Next Generation Sequencing)
se plante6 efectuar el correcto analisis bioinformatico de su genoma para describir todos los genes
proteoliticos; esta etapa bioinformatica se corrobordé amplificando un gen proteolitico e

insertandolo en un vector de clonacion.

il



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El rapido desarrollo de la tecnologia de secuenciacion de proxima generacion (NGS), la
bioinformatica, el andlisis e interpretacion de datos, ha cobrado impulso en los ultimos afios a
medida que, en todo el mundo, los cientificos se han unido en una busqueda comun para
secuenciar, almacenar y analizar genomas completos con la finalidad de dilucidar y caracterizar
los genes de muchos genomas (Manzoni, et al., 2018), siendo asi los genes de las proteasas de
microorganismos extremofilos los que han cobrado mayor interés por la importancia
biotecnoldgica que poseen en diversos campos de la biomedicina, industria y biorremediacion; asi
por ejemplo una Serin-proteasa alcalina termoactiva en detergentes, disolventes y sales, de
Bacillus sp. que promete su aplicacion en las industrias de lavanderia y farmacéutica (Ibrahim et
al., 2015), otro organismo halofilo es la Idiomarina sp. C9-1 que posee una proteasa alcalina con
aplicacion potencial para depilacion enzimatica ecoldgica en la industria del cuero (Zhou et al.,
2018), y demas proteasas implicadas en la produccion de papel, la degradacion de almidon, las
fabricas de procesamiento de alimentos,etc. Por lo tanto, las proteasas estan creando un punto de
referencia en cada campo con su amplio potencial y es una de las areas de exploracion que se
expande mas rapidamente (Solanki, et al., 2021), por ello es imprescindible el analisis
bioinformatico ya que estos datos son la base para la obtencion y produccion de proteasas
recombinantes, lo que da lugar a la ingenieria de genes de proteasas para mejorar la calidad y
cantidad del producto. Sin embargo, hasta el momento no se tiene antecedentes del total de
proteasas codificados por genes del genoma de un microorganismo, particularmente un halofilo,

es asi que se evidencia la necesidad de datos al respecto. Por lo cual surge la interrogante:
(Qué informacion sobre enzimas proteoliticas podemos encontrar en los datos del genoma de

Chromohalobacter salexigens? y, a partir de estos datos ;Sé puede obtener una proteasa

recombinante?

il



JUSTIFICACION

Actualmente, se observa que la sociedad esta optando por consumir productos amigables
con el medio ambiente dando lugar a que inversores de diversas industrias innoven en sus
tecnologias de produccion y descarte de agentes corrosivos y dafiinos, como la mezcla de metales
toxicos, los plasticos, los productos quimicos manufacturados, el petréleo, los desechos urbanos e
industriales, los pesticidas, fertilizantes, los productos quimicos farmacéuticos, etc. (Landrigan et
al., 2020). Por ello, las enzimas como biocatalizadores, especificamente, las proteasas
microbianas (Banerjee & Ray, 2017; Razzaq et al., 2019), son una alternativa al uso de productos
quimicos peligrosos, ya que generan una produccion mas limpia que ayuda a mitigar el riesgo de
contaminacion, por lo tanto ascendio la busqueda de proteasas en el mercado mundial generando

una creciente demanda en el mercado enzimatico (Dumorné et al., 2017; Flores et al., 2010).

Asi mismo, surge el interés por las proteasas haldfilas debido a las caracteristicas que
poseen estos microorganismos a partir del estrés salino, como son: estabilidad y actividad a altas
concentraciones de sal (Madigan & Oren, 1999), son tolerantes a pH alcalino, a altas temperaturas,
a medios salinos con baja actividad hidrica, debido a que tienen suficiente agua para mantener una
distribucion de carga adecuada en el sitio activo manteniendo la conformacion de la enzima
(Dumorné et al., 2017; Zaccai, 2004), y son estables en presencia de solventes organicos (Oren,

2010; de Lourdes Moreno et al., 2013).

Por estas razones se justifica el proposito de describir todas las proteasas que alberga una
bacteria halofila, motivando asi, ensayos experimentales a partir de un repertorio de proteasas
donde cada una serd de interés para realizar investigaciones en biomedicina y biotecnologia. De
igual manera, se justifica la obtencidon de una proteasa recombinante a partir de un correcto disefio
de primers, lo que asevera la posicion fidedigna del gen dentro del genoma de C. salexigens,
ademds que la técnica de clonacion otorga una ventaja sobre otros métodos convencidnales de

sintesis de proteinas.

v



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Describir las enzimas proteoliticas codificados por los genes de Chromohalobacter salexigens

MP25462 y a partir de estos datos obtener una proteasa recombinante.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.  Anotar el genoma de Chromohalobacter salexigens MP25462.

2. Buscar las secuencias de los genes que codifiquen a enzimas proteoliticas en el genoma de
Chromohalobacter salexigens MP25462.

3. Caracterizar in silico a los genes de las enzimas proteoliticas del genoma de
Chromohalobacter salexigens MP25462.

4. Disenar el clonaje de una enzima proteolitica de Chromohalobacter salexigens MP25462.

5. Clonar la enzima proteolitica en un sistema heterologo.



HIPOTESIS

Utilizando el analisis de datos del genoma de Chromohalobacter salexigens MP25462 se
puede describir a las enzimas proteoliticas y conseguir una proteasa recombinante a través de la

clonacion.
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VARIABLES

VARIABLES INDEPENDIENTES

e Programas bioinformaticos de recorte, ensamblaje y anotacion del genoma.

e (ebadores para amplificar el gen de la proteasa Amidohidrolasa.
e Temperatura de hibridacion de los cebadores en la reaccion de PCR.

e Plasmidos para clonacion.
VARIABLES DEPENDIENTES

e Genoma de Chromohalobacter salexigens cepa MP25462.
e Secuencia de la proteasa Amidohidrolasa.

e Clonacion del gen de la Amidohidrolasa.
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MARCO TEORICO

1.1 MARCO REFERENCIAL
1.1.1 ESTUDIOS DE ENZIMAS PROTEOLITICAS EN EL MUNDO

Lee et al., (1994), en Japon revelaron que la carboxipeptidasa Taq es un nuevo tipo de
metalocarboxipeptidasa dependiente de zinc, esto debido a estudios de clonacion y secuenciacion
de este gen carboxipeptidasa Taq, que vendria a ser una metalocarboxipeptidasa termoestable de
Thermus aquaticus YT-1. Ademas dieron a conocer que el gen comprendia un marco de lectura
abierto de 1536 pares de bases con un codén de iniciacion GTG y un codon de terminacion TGA,
que codifica una proteina de 56,210 Da que consta de 511 residuos de aminoacidos. El analisis de
iones metalicos unidos a la enzima encontr6 que una molécula de la enzima contiene un i6n de
zinc fuertemente unido y la comparacion de la secuencia completa mostré que la enzima no tiene
similitud de secuencia obvia con otras metalopeptidasas. Sin embargo, se encontr6é una secuencia
His-Glu-XX-His, que es una secuencia conservada en el sitio activo de endopeptidasas y

aminopeptidasas dependientes de zinc, en las posiciones 276 a 280 de la enzima.

Oren et al., (2005), en Isracl analizardén la composicion de aminoacidos de diferentes categorias
de proteinas de la bacteria moderadamente halofila Chromohalobacter salexigens, y la compararon
con proteinas de representantes no halodfilos de las y-proteobacterias ( Escherichia coli ,
Pseudomonas aeruginosa , Vibrio cholerae ) dando a conocer que existe una diferencia importante
entre las proteinas periplasmicas de C. salexigens halofilo moderado y las bacterias no halofilas,

por ejemplo las proteinas de union al sustrato de los sistemas de transporte.

Rashid & Kamran Azim, (2011), en Pakistan realizaron bioinformatica estructural de la proteina
NMB1620 utilizando modelos de homologia y acoplamiento de ligando, esta proteina fue anotada
como LD-carboxipeptidasa de Neisseria meningitidis involucrada en el reciclaje de
peptidoglicanos, y dieron a conocer que su genoma posee 2160 regiones codificantes predichas,
incluidos 1000 genes hipotéticos y en una segunda anotacion se identificod nueve peptidasas
putativas. La comparacion estructural del sitio de union al sustrato de LD-carboxipeptidasa se
realiz6 basandose en la union del sustrato tetrapéptido 'L-alanil-D-glutamil-meso-diaminopimelil-
D-alanina'. La inspeccion de los diferentes residuos formadores de subsitios mostré una

variabilidad en el subsitio S1 a través de diferentes especies bacterianas.
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Yamaguchi et al., (2012) en Japon clonaron una proteina periplasmatica de union a metales de un
hal6filo moderado, Chromohalobacter salexigens caracterizada por un alto contenido de histidina.
La proteina, denominada proteina de union a metales rica en histidina (HP), se expreso y se purificd
a partir de E. coli como forma nativa. HP se uni6 a columnas de quelato cargadas con Ni** y Cu?*

con alta afinidad, y columnas de Co®" y Zn*" con afinidad moderada.

Jamdar et al., (2015) en la India, caracterizaron tres miembros de la familia de peptidasas M20D
de Burkholderia cepacia (BcepM20D), Deinococcus radiodurans R1 (DradM20D) vy
Staphylococcus aureus (HmrA), para varios sustratos. Por tanto, los resultados revelan que todas
las enzimas, incluida la HmrA, carecen de actividades endopeptidasa y aminopeptidasa y poseen
una fuerte actividad carboxipeptidasa. Ademas, la actividad amidohidrolasa ejercida sobre otros
sustratos como N-Acetil-Aminoacidos, N-Carbobenzoxil-Aminoacidos y Acido indol acético
(IAA) -Aminoacidos se debe a la capacidad de estas enzimas para acomodar diferentes tipos de
grupos quimicos distintos del aminoacido en el bolsillo S1. La evidencia de apoyo para las
especificidades del sustrato también se proporciond con los estudios de acoplamiento molecular
llevados a cabo utilizando la estructura de SACOLO008S y la estructura modelada por homologia
de BcepM20D por lo cual discuten la preferencia por diferentes sustratos, su union en el sitio

activo de la enzima y el posible papel de estas enzimas en el reciclaje de metionina.

Lylloff et al., (2016), en Dinamarca revelaron una abundancia de proteasas capaces de secretar
una amplia gama de homodlogos de subtilisina y otras oligo-, di- y exopeptidasas de bacterias
adaptadas al frio y pH alcalino, todo esto mediante analisis gendmicos y exoprotedmicos, donde
identificaron dos aislados relacionados del género Arsukibacterium como principales productores
de proteasa extracelular de dos ambientes frios y alcalinos y es probable que la actividad

extracelular observada sea el resultado de varias actividades endoproteoliticas.

Surachat et al., (2017), en Tailandia realizan el analisis bioinformatico integral y la
caracterizacion de las toxinas proteicas producidas por Lactobacillus paracasei SD1, identifican y
analizan las toxinas proteicas y las proteinas antimicrobianas utilizando recursos confiables de
bases de datos en linea y establecen su relacion filogenética con otros genomas bacterianos. Su
investigacion sugiere que esta cepa es segura para uso humano y contiene varias bacteriocinas que

confieren beneficios para la salud del huésped.
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Da Silva R. (2017), en Brasil, dan a conocer la importancia biotecnologica de cada subfamilia de
las enzimas proteoliticas microbianas y fungicas, revelando sus propiedades bioquimicas y sus
potenciales aplicacidones en productos farmacéuticos, alimentos, sintesis de péptidos bioactivos,

estudios de investigacion basica, tratamiento de cueros e industria de detergentes, entre otros.

Contesini et al., (2018), en Brasil, describieron las enzimas proteoliticas que precentan las
especies del género Bacillus. Esta investigacion, identifico con la base de datos PDB (protein data
bank) 34% serina proteasas, 28% metaloproteasas, 22% cistein proteasas, 7% aspartil proteasa,
4% treonina proteasas y concluyeron que la mayoria de las proteasas extracelulares producidas por
Bacillus son serina proteasas (B. subtilis, B. pumilus), cisteina proteasas (B. licheniformis) y

metaloproteasas (B. stearothermophilus).

Srivastava et al., (2019), en la India, aislaron la cepa Chromohalobacter salexigens ANJ207 y
analizaron in silico las métricas de su genoma, que se secuencidé con una plataforma Illumina
HiSeq. Utilizaron una puntuacién Phred de >20, obtuvieron 26,75 millones de lecturas de alta
calidad. El ensamblaje se realizd con Velvet v.1.2.10, generando un total de 116 contigs en 33
andamios con un tamafio de genoma de 3.664.372 pb (contenido G+C, 63.71%). La anotacion del
genoma se realizé mediante Anotacion de subsistemas (RAST) v.2.0 , que predijo un niumero total
de 3406 genes. De los 3406 genes predichos, 3344 eran genes codificadores de proteinas y 62 eran

genes no codificantes de proteinas.

Jutras et al., (2020), en Reino Unido analizaron el repertorio de proteasas de Nicotiana.
benthamiana que puede afectar la produccion de proteinas recombinantes y los avances recientes
en las estrategias de deplecion de proteasas para aumentar la produccion de proteinas
recombinantes en Nicotiana benthamiana. Las ultimas anotaciones del genoma indican que N.
benthamiana codifica al menos 1243 proteasas putativas que probablemente actian de forma
redundante y consecutiva sobre sustratos en diferentes compartimentos subcelulares. Las proteasas
putativas centrales incluyen 165 aspartico proteasas, 307 cisteina proteasas, 66 treonina proteasas,

207 metaloproteasas y 498 serina proteasas.
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1.1.2 ESTUDIOS DE ENZIMAS PROTEOLITICAS EN EL PERU

Chavez-Gamarra & Sandoval (2014), estudiaron bioinformaticamente a la proteasa ClpP de
Streptococcus mutans, responsable de la formacion de la caries dental humana; para ello
descargaron la secuencia de aminoacidos de la proteasa a partir de la base de datos del GenBank
y determinaron sus parametros bioquimicos, dominios conservados, prediccion de estructuras
secundarias. Las herramientas bioinformaticas que utilizaron son ProtParam, Prosite, PHD
Secondary Structure Prediction, SWISS-MODEL y Pymol, este ultimo para la visualizacion de los
modelos tridimensionales de la proteasa. Como resultado, la proteasa ClpP de S. mutans es una
molécula acida y de mediano peso molecular y ademds presenta dos dominios altamente
conservados relacionados con endopeptidasas bacterianas, por lo que resulta importante para el
proceso infectivo de esta bacteria lo cual permitird generar una variedad de estrategias para la

inhibicidn de la colonizacidn en la cavidad bucal.

Chamorro et al.. (2015), realizaron el analisis bioinformatico de la proteina SAG29 de
Arabidopsis thaliana involucrada en la respuesta al estrés salino, estableciendo asi, sus parametros
bioquimicos, los dominios conservados, predijeron la estructura secundaria y su modelamiento
tridimensional. Dando a conocer que dicha proteina posee 292 aminoacidos y un peso molecular
de 32.9 kDa, asi como dominios conservados correspondientes a proteinas involucradas en el
transporte de azucares a través de la membrana plasmatica de células vegetales. Ademads, tiene

importancia en la regulacion de la viabilidad celular y respuesta al estrés salino.

Punil & Sandoval (2016), estudiaron in silico a la proteina endolisina LysB4 empleada en el
biocontrol de Bacillus cereus en la industria alimentaria; determinaron sus parametros
bioquimicos, dominios conservados, estructuras secundarias y modelamiento tridimensional,
empleando herramientas bioinformaticas. Estableciendo asi, que la proteina endolisina LysB4
posee 262 aminoacidos, un peso molecular de 27.8 kDa y un pl de 9.21, asi como dominios
conservados correspondientes a las superfamilias VanY y SH3, involucradas en su actividad
catalitica, asi como en la interaccion con sustrato. Con respecto a su estructura secundaria, la

endolisina LysB4 presenta 21.4% de hélices a, 28.6% de laminas 3 y 50% de loops internos.
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1.1.3 ESTUDIOS DE ENZIMAS PROTEOLITICAS EN LA REGION DE CUSCO

Garate (2016), estudio las enzimas proteoliticas producidas por cepas bacterianas halotolerantes
aisladas de las salineras de Maras-Cusco. Las cepas N9 y NI10 resaltaron por su actividad
proteolitica en medios de gelatina y caseina, siendo asi el rendimiento enzimatico de las proteasas
excretadas por la cepa N9 y N10 fue de 49.09 U/mL/min y 140.45 U/mL/min respectivamente,
ademas al realizar los ensayos de inhibicion de la actividad en sustratos copolimerizados, concluy6
que la cepa N9 produce 3 proteasas, metalo proteasas, serin y aspartico proteasas; y la cepa N10,

produce metaloproteasas y serin - cistein - aspartico proteasas.

Romoacca (2018), selecciond 3 ambientes salinos acuosos: las salineras de Maras, el afluente
salino de Huanoquite y el afluente salino de Acos, cada uno de ellos en distintas provincias del
Cusco, donde hizo la colecta de microoganismos, llegando a aislar 35 cepas bacterianas en el que
determiné sus caracteristicas morfoldgicas mediante la tincion de Gram teniendo como resultado
31 cepas Gram negativas y 4 cepas Gram positivas, seguidamente determino su identidad mediante
el andlisis de las secuencias del gen ribosomal 16S, asi mismo evalud la actividad de proteasas en
sustrato gelatina, lipasas con el sustrato tween80 y amilasas con el sustrato almidon en donde llego
a la conclusion que las bacterias halofilas aisladas, presentan actividad enzimatica hidrolitica

(proteolitica, lipolitica y amilolitica) positiva.

Leon (2018), determino la actividad de proteasas intracelulares y extracelulares de las bacterias
halofilas aisladas de los manantiales salinos de los distritos de Acos y Huanoquite. Para
conseguirlo, primero realizd una busqueda de aquellas cepas bacterianas aisladas con actividad
proteolitica, una vez encontradas, las cepas correspondientes crecieron en medio liquido SW
(Medio de cultivo Sea Water) a partir del cual se obtuvieron las proteinas extracelulares y luego
las proteinas intracelulares. Luego, determind la actividad semicuantitativa de las proteasas
extracelulares e intracelulares y finalmente cuantificé la concentracion de proteinas de cada uno
de los extractos crudos. Concluyo que las cepas M3H159 y M3H1027 fueron las que mostraron
actividad proteolitica cualitativa formando halos de actividad al hidrolizar la gelatina, en cuanto a
su analisis semicuantitativo los extractos extracelulares e intracelulares hidrolizaron la gelatina
contenida en el medio de cultivo. La cepa M3H159 mostré mayor didmetro de halo y fue la que
obtuvo actividad proteasa extracelular e intracelular con 4.65mm/pg de proteina y 18.9mm/pug de

proteina respectivamente
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Mamani et al.. (2019), aislaron la cepa del halofilo moderado Halomonas elongata MH25661 de
un arroyo salino en Huanoquite- Cusco, Peru, y realizaron la secuenciacion gendmica de dicha
bacteria, para luego analizar bioinformaticamente las métricas de la secuenciacion genomica
resultando 375 660 secuencias de lectura y un tamano entre 2 a 231 pb, asi mismo, el ensamble de
dichas secuencias se realizé con el programa A5 Miseq Linux, resultando el genoma de un tamafio
de 3°552,403 pb agrupados en 117 contigs. Ademas, realizaron la anotacion del genoma
ensamblado que reveld genes que responden al estrés osmotico y al estrés oxidativo, genes
involucrados en la esporulacion y los genes que participan en los sistemas de transporte y

resistencia a antibidticos y compuestos toxicos.

Huaihua (2019), estudi6é la purificacion, caracterizacion e inmovilizaciéon de proteasas de
excrecion de Staphylococcus sp. de las salineras de Maras obtenidos por fermentacion sumergida
que se concentraron por liofilizacién, pasaron por sistemas de cromatografia de afinidad,
intercambio anidnico y filtracion en gel. Los extractos de Staphylococcus sp. N10, obtuvieron una
actividad enzimatica de 29.25 U/mL/min y 28.2 U/mL/min en los medios de cultivo MH (Agar
Mueller Hinton) y TSB (Caldo de Tripticasa y soya), con un peso de 60 kDa, un grado de pureza
de 13.56 veces mas frente al extracto inicial y un rendimiento de 7.1 % de la actividad total, la
enzima se determind como una metaloproteasa, con temperatura y pH optimo de 40°C y 7.0

respectivamente.

Pacheco (2021), caracteriz6 in silico y cloné el gen aspartil aminopeptidasa a partir de datos de
secuenciacion de proxima generacion (NGS) del halofilo moderado Chromohalobacter salexigens
MP25462. La secuencia nucleotidica del gen aspartil aminopeptidasa presentd una cobertura de
20.7 X y una longitud de 1299 pares de bases traducidas a una secuencia de 432 aminoacidos,
dando por resultado su estructura tridimensional similar a la aspartil aminopeptidasa de Homo
sapiens (DNPEP) y su funcionalidad idéntica a la proteina de la arquea Thaumarchaeota archaeon
(TET) ubicando su sitio activo en el aminoacido 263 dependiendo de dos iones de cobalto para su

actividad.
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1.2 MARCO CONCEPTUAL
1.2.1 BACTERIAS HALOFILAS

El término halodfilo se origina del griego, halo es “sal” y philo es “amante de”. Los halofilos
bacterianos son abundantes en ambientes tales como lagos salados, suelos salinos y productos
alimenticios salados, los mismos que estan adaptados a altas concentraciones de sal y a la alta
presion osmotica de su entorno. Oren en 2008, revela que las bacterias halofilas usan dos

estrategias para equilibrar su citoplasma osmoticamente con su medio:

e [a primera estrategia implica la acumulacién de concentraciones molares de KCI, esta
estrategia requiere la adaptacion de la maquinaria enzimatica intracelular, ya que las proteinas
deben mantener su conformaciéon y actividad adecuadas a concentraciones de sal casi
saturantes.

e [a segunda estrategia es excluir la sal del citoplasma y sintetizar y / o acumular solutos

orgéanicos "compatibles" que no interfieran con la actividad enzimatica.

Kushner en 1978 clasifico a los organismos halofilos en base a la concentracion dptima de NaCl

para su crecimiento como se muestra en la tabla 1:

Tabla 1: Clasificacion de los organismos halofilos en base a la concentracion 6ptima de NaCl para
su crecimiento.

CATEGORIA DESCRIPCION EJEMPLO
, Crecimiento 6ptimo: La mayoria de las bacterias
ADLERAITS NaCl inferior a 0.2 M (1 % p/v). de agua fresca
Halofilos Crecimiento 6ptimo: Generalmente bacterias
débiles NaCl de 0.2 -0.5 M (1-3 % p/v). marinas
Haloéfilos Crecimiento optimo: A .
moderados NaCl 0.5 -2.5 M (3-15 % p/v). Salinivibrio costicola
Haléfilos Crecimiento 6ptimo: . .
extremos NaCl2.5y5.2 M (15 — 32 % p/v). Halorhodospira halophila

Crecen en presencia y en ausencia de altas

- Staphylococcus aureus
concentraciones de NaCl. phy

Halotolerantes

Fuente: Kushner, 1978.
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1.2.2 GENERO Chromohalobacter salexigens

Las bacterias C. salexigens, son bacilos moéviles gramnegativos que no forman esporas, se
presentan individualmente o en parejas. El crecimiento 6ptimo ocurre a 7.5-10% (p/v) de sales,
con pH 7.5 y temperatura de 37 °C. En un medio sélido, las colonias son de color crema, opacas y
circulares y menos de 2 mm de didmetro; en un medio liquido, se produce turbidez homogénea.
Las bacterias de C. salexigens son estrictamente aerobicos, con catalasa positiva y oxidasa
negativa; producen acido a partir de L-arabinosa, D-fructuosa, D-galactosa, glicerol, D-glucosa,
lactosa, maltosa, D-manosa, sacarosa y D-xilosa pero no de trehalosa; reducen el nitrato a nitrito
pero no se reduce el nitrito, citrato positivo; no hidrolizan la gelatina, el almidon, la aesculina, el
ADN y el Tween 80, hidrolizan la caseina; no producen fenilalanina deaminasa, lisina

descarboxilasa y ornitina descarboxilasa (Arahal et al., 2001).

1.2.2.1 Posicién sistematica

Dominio: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase:  Gammaproteobacteria
Orden: Oceanospirillales
Familia: Halomonadaceae

Género: Chromohalobacter

(Ventossa et al., 1989)
Especie: Chromohalobacter salexigens
(Arahal et al., 2001)

Figura 1: Bacilos de Chomohalobacter salexigens.
Fuente: Microbewiki, 2012.
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1.2.3 OMICAS

Omica es un neologismo derivado del aleman genom Om = oma, que se refiere al estudio de la
totalidad o del conjunto de algo. Las 6micas, se definen como un grupo de disciplinas que tienen
como objetivo el analisis de un gran nimero de moléculas a partir de muestras bioldgicas
involucradas en la funcion de un organismo, con ayuda de las nuevas tecnologias y la formaciéon
de equipos multidisciplinarios que ayudan a la interpretacion de los datos. Cada una de estas
tecnologias tiene por objeto conocer el conjunto de todos los potenciales genes (gendmica), de
ARN expresados por los genes (transcriptomica), de proteinas (proteomica) o de sustancias
metabolicas (metabolomica) que en un organismo puede contener en todas las condiciones

(Frigolet & Gutiérrez-Aguilar, 2017)

e Gendmica &

< Nutrigenémica | Glicomica 2

¢ Protedmica

Ciencias
omicas

—

- — Ve . -.\_\_\
__ Farmacogendmica

"f Toxicogendmica jr’: Metagenémica

¢ Metabolémica

Figura 2: Ciencias Omicas

%+ Genomica:

Estudia el genoma o ADN en una célula o tejido.

+ Epigendmica:
Se refiere al conjunto de procesos por medio de los cuales se regula la transcripcion de los genes

sin afectar la secuencia del ADN.
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% Transcriptomica:

Estudia todos los genes expresados en una célula o tejido.

% Protedmica:

Estudia todas las proteinas en una célula o tejido.

4% Metabolomica:

Analiza proteinas y vias enzimaticas implicadas en el metabolismo celular.
4+ Toxicogendmica:

Analiza los efectos de los quimicos toxicos en los genes, incluidas las mutaciones creadas por las
toxinas y los cambios en la expresion génica causados por las toxinas.

% Metagendmica:
El analisis de genomas de organismos recogidos del medio ambiente.
4 Farmacogenomica:

Estudia el desarrollo de medicamentos personalizados basados en el perfil genético de una persona
para una condicion particular.

4 Glicomica:
Analiza los carbohidratos de una célula o tejido.
4 NutrigenOmica:

Estudia los cambios en la expresion de genes en respuesta al consumo de un nutrimento, alimento
o dieta.

1.2.4 SECUENCIACION

La secuenciacion del ADN es como medimos una de las principales propiedades por las cuales las
formas de vida terrestre pueden definirse y diferenciarse entre si (Heather & Chain, 2016),
mediante la determinacion del orden de los cuatro componentes basicos quimicos (A, To U, Cy
G), llamados "bases", que forman la molécula de ADN o ARN. Las utilidades principales de la
secuenciacion son ampliar el conocimiento de la biologia evolutiva, la biologia forense, la biologia
de sistemas, la metagendmica y la medicina con sus aplicaciones clinicas. Es asi, que durante las
ultimas décadas muchos investigadores han invertido mucho tiempo desarrollando diferentes
tecnologias que mejoren aspectos de tiempo, costos, recision y tamafo de lectura en pares de bases

(Figura 3).
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1977
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e Lecturas de
250-800pb

9 9

1988

* Pirosecuenciaci

on
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2008
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a

e Lecturas de
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e Lecturas de
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SECUENCIACION DE
TERCERA GENERACION

2009

* PacBio SMRT

e Lecturas de
hasta 300Kb

v 9

2014

* Oxford
Nanopore

e Lecturas >
1Mb

Figura 3: Desarrollo histdrico de las generaciones de tecnologias de secuenciacion en funcion de la longitud de lectura.
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1.2.4.1 Secuenciacion de primera generacion
=+ M¢étodo Sanger

El método de Sanger o método de los dideoxinucledtidos, es una secuenciacion por sintesis ya que
hace uso de la ADN polimerasa para sintetizar cadenas de ADN con una terminacion especifica,
generando lecturas de 700-800 pb. Cada fragmento acabado en didesoxinucledtido esta marcado
fluorescentemente, es decir, que cada didesoxinucleotido (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) estan
disefiados para que carezcan del grupo 3°-OH, lo que permite la adicion del nucleo6tido consecutivo
con un color de fluoroforo diferente, de este modo, se produce una "escalera" de ADN de
fragmentos que difieren en una base de longitud estos son ordenados por tamaiio en electroforesis
capilar, con deteccion automatizada de los fragmentos de ADN marcados fluorescentemente,

proporcionando la secuencia ordenada de los fragmentos en cromatogramas (Sanger et al., 1977).

5 GGACATGAGCT 3
¥ CCTGTACTCGA &5

(1] & DNA desnaturalizado

¥ CCTGTACTCGA &

Oligonuclectido GGA iniciador

+ Polimerasa de DNA

+ dATP, dGTP, dCTP, dTTP

+ Cuatro ddNTF, cada uno
marcado con un colorante
fluorescente distinto

¥ CCTGTACTCGA %

o 5 GGA 3
oV V \/ \/
GGACAT: GGACD)  GGAD GGACAD
GGACATGA® GGACATGLY GGACATGAGE GGACATGAGC
© s | CATGAGCT
e | CATGAGC
CATGAG
s | CATGA
CATG
s | CAT
s |(CA
- |
(@)

Figura 4: Pasos basicos en la identificacion de la secuencia de un pequefio fragmento
hipotético mediante la técnica de Sanger (didesoxi).

Fuente: Karp, 2009.
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1.2.4.2 Secuenciacion de préxima generacion (NGS)

El término NGS (Next generation Sequence), hace referencia a las nuevas tecnologias disefiadas
para analizar gran cantidad de bases de forma masiva en un menor lapso de tiempo y a menor

costo, tambien conocida como secuenciacion de segunda generacion.

% Pirosecuenciacion:

La pirosecuenciacion fue la primera NGS en el mercado, ofrece lecturas alrededor de 700 pb, se
basa en la deteccion quimioluminiscente del pirofosfato liberado durante la elongacion de la
cadena complementaria de ADN, lo que permite la rapida determinacion de secuencias a tiempo
real. A pesar de que es una tecnologia capaz de ofrecer mayor cantidad de lecturas y datos de mejor
calidad, el coste por secuenciacion es relativamente caro y ademads, poco sensible en la deteccion
de homopolimeros (Heather & Chain, 2016; Hyman, 1988; Nyrén & Lundin, 1985; Ronaghi,
1998).

% Secuenciacion illumina:

Se caracteriza por el uso de nucledtidos marcados con fluoroforos que bloquean de forma
reversible la elongacion de la cadena. De este modo, tras la deteccion de la incorporacion del
fluoroforo, y la eliminacion del mismo, es posible continuar con un nuevo ciclo de adicion de un

nuevo nucleodtido. Genera lecturas de aproximadamente 700 bases (Bentley et al., 2008).

% Secuenciacion de Ion Torrent :

Determina la composicion de la secuencia de ADN por cambios en la medicion de pH, debido a la
liberacion de iones H' por incorporacion de nucleétidos durante la sintesis de la hebra. El uso de
circuitos integrados para medir los cambios de pH e identificar la incorporacion de bases elimina
la necesidad de sistemas de deteccion de luz, mas caros, generando 250 bases en 2 horas
reduciendo sustancialmente los costos y los tiempos de secuenciacion (Rothberg et al., 2011;

Whiteley et al., 2012).
1.2.4.3 Secuenciacion de tercera generacion (TGS)

También conocida como secuenciacion de lecturas largas. Son aquellas capaces de secuenciar
moléculas individuales, anulando la fase de amplificacion de ADN compartido por todas las

tecnologias anteriores y puede generar secuencias > 10Kb a partir de ADN nativo. Actualmente se
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tiene dos tecnologias principales de lectura larga, Pacific Biosciences (PacBio) y Oxford Nanopore
Technology (ONT).

% Secuenciacion de Pacbio o0 SMRT

SMRT, por sus siglas en inglés Single Molecule, RealTime o molécula unica, en tiempo real,
genera longitudes promedio de 15kb. Es una secuenciacion por sintesis, opera en tiempo real en
lugar de incorporar una sola base (o tipo de base) a la vez. Esta secuenciacion captura la
informacion de la secuencia durante el proceso de replicacion de la molécula de ADN objetivo. La
plantilla, llamada SMRTbell, es un ADN circular monocatenario cerrado que se crea ligando
adaptadores de horquilla a ambos extremos de una molécula de ADN bicatenario (dsDNA)

objetivo (Rhoads & Au, 2015)
%+ Secuenciacion Oxford Nanopore u ONT

ONT, por sus siglas en inglés, Oxford Nanopore Technology. Actualmente ONT desarrolld
tecnologias como GridION y MinlON, los cuales se caracterizan por que generan lecturas
superiores a 1 Mb y su pequefio tamafio es comparado con un teléfono moévil. La secuenciacion
se basa en la conduccion del acido nucléico monocatenario a través de una bicapa lipidica con
poros idnicos de a —hemolisina mediante electroforesis, la ligadura del adaptador al ADN de doble

cadena facilita su captura por el poro de la proteina (Heather & Chain, 2016; T. Hu et al., 2021).
1.2.5 BIOINFORMATICA

El término "bioinformaética" se origind en 1970 con Paulien Hogeweg, bidlogo tedrico holandés
(Hogeweg, 2011). Actualmente se define a la bioinformatica como un campo interdisciplinario
que se ocupa del desarrollo y la aplicacion de algoritmos que analizan datos bioldgicos para
investigar la estructura y funcion de los polimeros bioldgicos y sus relaciones con los sistemas

vivos (Tapprich et al., 2021).
1.2.5.1 Ensamblaje

La secuenciacion masiva genera varias secuencias cortas de ADN no ordenadas (reads), este gran
volumen de datos (big data) exige analisis computacionales para evaluar la calidad de la
secuenciacion, posteriormente la big data requiere un ensamble, que es el proceso de alinear y

ensamblar todas las reads similares segin su tamafo con el objetivo de reconstruir la secuencia de
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ADN original del genoma. Para organizar dichas secuencias de ADN se tiene dos categorias de
ensamblaje: ensamblaje por comparacion, en el que se utiliza un genoma como referencia; y
ensamblaje de novo, en el cual se utiliza solo la informacion obtenida de la secuenciacion para
reconstruir el genoma en cuestion, sin conocimiento a priori de la organizacion del mismo (Wajid
& Serpedin, 2012). Actualmente, se han desarrollado diversos algoritmos computacionales con
tecnologias mas eficientes en cuanto a precision y memoria, ya que el ensamble es un proceso
vital para un posterior analisis biologico del genoma en el campo de la investigacion y los sistemas
de salud, de hecho ya se espera que los sistemas de salud, tengan su propia direccion IP que se
pueda integrar con las secuencias del genoma del patdégeno (Pallen, 2016), de igual manera, se
mencidna el beneficio de metagenomas personalizados para usos clinicos en el futuro y hacer

realidad la medicina personalizada y precisa (Sohn & Nam, 2018).
1.2.5.2 Anotacion

La anotacion se basa en utilizar la informacion de la secuencia de un genoma para interpretarlo
con datos bioldgicos relevantes. Para ello es necesaria la identificacion de las principales
caracteristicas del genoma, proceso conocido como anotacion. La anotacion de genomas
comprende dos etapas fundamentales: la anotacion estructural (predicciéon de regiones
codificantes) y la anotacién funcidnal (asignacion de informacidén biologica a los genes
previamente predichos) (Aguilar-Bultet & Falquet, 2015). La anotacion genémica no termina con
la identificacion de los genes codificadores de proteinas. Ademas de los genes tradicidnales, varias
otras caracteristicas de relevancia biologica caracterizan un genoma, como los ARN no
codificantes (ARNnc), promotores, elementos reguladores o aspectos estructurales intrinsecos en
la arquitectura de los genomas (es decir, repeticiones de secuencias). Todas estas caracteristicas
representan anotaciones que se pueden adjuntar a una secuencia (Del Giacco & Cattaneo, 2012).

Por lo tanto, la anotacion ofrece el sentido bioldgico al material genético.
1.2.6 BASES DE DATOS Y PROGRAMAS BIOINFORMATICOS
1.2.6.1 FastQC

FastQC es un software que facilita el control de calidad en archivos con secuencias sin procesar
que provienen de tuberias de secuenciacion de alto rendimiento, esta herramienta puede importar

datos de archivos BAM, SAM o FastQ (cualquier variante). FstQC, realiza un protocolo de control
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de calidad, analizando los resultados y agregando métricas de calidad en un panel interactivo
disefiado para resumir de forma rica las ejecucidones de secuenciacion individuales. El tablero
agrupa muestras en menus desplegables para la navegacion entre los conjuntos de datos, como
tablas, grafico de lineas, grafico de barras, grafico de rango de area, mapa de calor o mapa de calor
de placas (Brown et al., 2017) Ademas, exporta los resultados a un informe permanente en HTML
y puede operar sin conexidn para permitir la generacion automatizada de informes (Andrews,

2009).

Un valor importante en FastQC es Phred. Las puntuaciones de calidad de Phred se definen como
una propiedad que esta relacionada logaritmicamente con las probabilidades de error de llamadas
de base. Por ejemplo, si Phred asigna un puntaje de calidad de 30 a una base (Tabla 2), las

posibilidades de que esta base se llame incorrectamente son 1 en 1000 (Ewing & Green, 1998).

Tabla 2: indice phred: Probabilidad de que la asignacion de una base sea incorrecta.

Nivel de calidad de Probabilidad de llamada base Precision de llamada
Phred incorrecta base
10 len 10 90%
20 1 en 100 99%
30 1 en 1000 99,9%
40 1 en 10,000 99,99%
50 1 en 100,000 99,999%
60 1 en 1,000,000 99,9999%

Fuente: (Ewing et al., 1998)
1.2.6.2 Trimmomatic

Dado que la presencia de secuencias técnicas o de baja calidad, como adaptadores en los datos de
secuenciacion de proxima generacion (NGS) pueden resultar suboptimos en analisis posteriores,
Trimmomatic es una herramienta de preprocesamiento de recorte de secuencias mas flexible,
eficiente y optimizada para los datos Illumina NGS, incluye una variedad de pasos de
procesamiento para el recorte y filtrado de lectura, sus pardmetros asociados son suministrados en

la linea de comandos (Bolger et al., 2014). Los parametros comunes utilizados, son:
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e ILLUMINACLIP: Corta el adaptador y otras secuencias especificas de la lectura.

e SLIDINGWINDOW: Realiza un enfoque de recorte de ventana deslizante. Comienza
escaneando en el extremo 5'y recorta la lectura una vez que la calidad promedio dentro de
la ventana cae por debajo de un umbral.

e LEADING: Corta las bases el inicio de una lectura, si esta por debajo del umbral de calidad.

e TRAILING: Corta las bases al final de una lectura, si esta por debajo del umbral de calidad

e CROP: Corta la lectura a una longitud especificada quitando las bases del extremo.

e HEADCROP: Corta el nimero especificado de bases desde el comienzo de la lectura.

e MINLEN: Descarta la lectura si esta por debajo de una longitud especificada.

e TOPHRED33: Convierte puntajes de calidad a Phred-33

1.2.6.3 SPAdes

Es uno de los ensambladores de graficos Eulerian de Bruijn, y fue disefiado para la secuenciacion
de una sola célula. Este programa utiliza el grafico de Bruijn emparejado, que es una especie de
grafico de Bruijn de doble capa. Los k -mers de las lecturas de fragmentos de ADN construyen el
grafico interno de Bruijn, que se utiliza para el ensamblaje contig. Por otro lado, los ' k -mers
emparejados ' con un tamano de insercion grande construyen el grafico externo de Bruijn, que se

utiliza para la resolucion repetida o el andamiaje (Bankevich et al., 2012) (Medvedev et al., 2011)
1.2.6.4 Quast

Es una herramienta de evaluacion de la calidad para evaluar y comparar conjuntos de genomas.
Esta herramienta mejora el software lider de comparacion de ensamblajes con nuevas ideas y
métricas de calidad. Quast puede evaluar ensamblajes tanto con un genoma de referencia como sin
una referencia, ademas, produce muchos informes, tablas de resumen y graficos, donde se enumera
las métricas que evaluan la representacion del genoma en contigs y el nimero de elementos
funcidnales ensamblados. Asi se muestra el numero de contigs, el numero total de contigs en el
ensamblaje, el contig mas grande, la longitud total del genoma ensamblado, el porcentaje de

Guanina mas Citocina, etc., (Gurevich et al., 2013).
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1.1.1.1. RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology)

El servicio RAST es completamente automatizado para anotar genomas bacterianos y de arqueas.
El servicio identifica la codificacion de proteinas, los genes de ARNr y ARNt, asigna funcidnes a
los genes, predice qué subsistemas estan representados en el genoma, utiliza esta informacion para
reconstruir la red metabdlica y hace que la salida sea facilmente descargable para el usuario.
Ademas, el genoma anotado se puede explorar en un entorno que admite el analisis comparativo

con los genomas anotados mantenidos en el entorno SEED (Aziz et al., 2008).

Para utilizar el servicio RAST se debe registrar un usuario y subir el archivo con el genoma
procariotico de extension fasta. La anotacion tarda dependiendo cuantos trabajos tiene en cola, por
lo general son 24 - 48hrs. Después de la anotacion, el usuario puede seguir su trabajo desde la

pagina inicial, siguiendo este esquema:

Available xls

View details downloads
for this job Download

your jobs Annotation

Progress

1.2.6.5 MEGA 7 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis)

El Analisis Genético Evolutivo Molecular (MEGA) es un software bio-computacional para llenar
el vacio entre el desarrollo y el analisis de datos, el cual esta disponible gratuitamente en

www.megasoftware.net. La finalidad de este software es interpretar esta informacion biologica de

un extenso repertorio de informacion de secuencias sin procesar (Sohpal et al., 2010).

La nueva version Mega 7 se ha optimizado para su uso en sistemas informaticos de 64 bits para
analizar conjuntos de datos mas grandes, el cual proporcidna un asistente avanzado para construir
arboles del tiempo e incluye una nueva funcionalidad para predecir automaticamente eventos de

duplicacion de genes en arboles genealdgicos (S. Kumar et al., 2016).
1.2.6.6 GENE RUNNER

El software Gene Runner version 6.5.51 Beta, es un programa de biologia molecular que dentro
de su interfaz tiene la opcidn para el disefio de cebadores. Se sube las secuencias de ADN en

archivo .txt o .fasta al programa Gene Runner, y conociendo la localizacion del fragmento a
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amplificar se selecciona una secuencia de nucleétidos y se da a la opcion Oligo Analysis,
seguidamente, se eliminan algunos nucleotidos de ambos extremos hasta que el oligonucledtido
muestre caracteristicas de un buen cebador como el contenido de GC de 35-60% y una pequeia
diferencia de 0 — 3 °C en la Tm de 55 — 65 °C entre las imprimaciones, evitando la formacion de
dimeros de imprimacion, horquillas y bucles. Al usar el boton de cambio de oligo, es posible
completar el recuadro de oligo para el cebador antisentido y realizar los mismos pasos que para el
cebador sentido o directo. Finalmente, las secuencias y caracteristicas del cebador sentido y

antisentido deben guardarse (A. Kumar & Chordia, 2015).
1.2.6.7 I-Tasser

El servidor I-TASSER es un recurso en linea para la prediccion automatizada de la estructura de
proteinas y la anotacion de funciones basadas en la estructura, las plantillas estructurales se
reconocen primero desde el PDB (Protein Data Bank) utilizando multiples enfoques de alineacion
de subprocesos. A continuacidn, se construyen modelos de estructura de longitud completa
mediante simulacidnes interactivas de ensamblaje de fragmentos. Los conocimientos funcionales
se obtienen finalmente al hacer coincidir los modelos de estructura predichos con proteinas
conocidas en las bases de datos de funciones. Los algoritmos involucrados se han evaluado
rigurosamente en experimentos ciegos en toda la comunidad y han demostrado ventajas
considerables en comparacion con los métodos de pares en la prediccion de la estructura y funcion

de las proteinas (Yang & Zhang, 2015).
1.2.6.8 PDB (Protein Data Bank)

El Banco de datos de proteinas (PDB), un servidor de acceso libre, contiene en su base de datos
estructuras 3D de macromoléculas bioldgicas y sus complejos determinadas experimentalmente,
se establecio en 1971 y se convirtio en el primer recurso digital de acceso abierto en las ciencias
biologicas. El archivo de la PDB alberga actualmente ~130.000 entradas (mayo de 2017). Es
administrado por la organizacion Worldwide Protein Data Bank (wwPDB; wwpdb.org), que
incluye el RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB; rcsb.org), el Protein Data Bank Japan (PDB;j;
pdbj.org), el Protein Data Bank in Europe (PDBe; pdbe.org) y BioMagResBank (BMRB;

www.bmrb.wisc.edu). En la actualidad, el PDB archiva datos experimentales, metadatos asociados

y modelos estructurales de nivel atdmico 3D derivados de tres métodos bien establecidos:
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cristalografia, espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y microscopia electronica

(3DEM) (Burley et al., 2017).
1.2.6.9 Blast (Basic Local Alignment Search Tool)

La herramienta basica de busqueda de alineacion local (BLAST) es un programa de busqueda de
similitud de secuencias que se puede utilizar a través de una interfaz web o como una herramienta
independiente para comparar la consulta de un usuario con una base de datos de secuencias. Varias
variantes de BLAST comparan todas las combinaciones de consultas de nucleétidos o proteinas
con bases de datos de nucleotidos o proteinas. BLAST es una heuristica que encuentra
coincidencias cortas entre dos secuencias e intenta iniciar alineaciones desde estos "puntos
calientes". Ademas de realizar alineaciénes, BLAST proporciona informacion estadistica sobre

una alineacion; este es el valor "esperado" o la tasa de falsos positivos (Johnson et al., 2008).
1.2.7 PROTEINAS

Las proteinas son los principales polimeros estructurales y funcionales en los seres vivos. Cumplen
un amplio abanico de funcidnes, incluida la catalisis de reacciones metabolicas y el transporte de
vitaminas, minerales, oxigeno y combustibles. Esta informacion proviene del ADN, pasa al ARN
mensajero y se utiliza para elaborar una proteina especifica. Las proteinas son sintetizadas en los
ribosomas como una secuencia de aminoacidos unidos en una estructura lineal, pero adoptan

estructuras tridimensionales complejas al realizar sus funcidnes (Baynes & Dominiczak, 2019).
1.2.7.1 Composicion de las proteinas

Las proteinas son polimeros formados por cadenas lineales de aminoacidos unidos
covalentemente. Existen alrededor de 300 aminoacidos en varios sistemas animales, vegetales y
microbianos, pero solamente 20 aminoacidos estan codificados por el ADN para aparecer en las
proteinas (Baynes & Dominiczak, 2019), como se observa en la tabla 3. Muchas proteinas también
contienen aminodcidos modificados y componentes accesorios, denominados grupos prostéticos,

por lo que la variedad real de proteinas aisladas de células o tejidos es algo mayor (Watson et al.,

2013).

Cada aminoacido tiene un carbono central, denominado carbono a, al cual se enlazan cuatro grupos

diferentes (Figura 5):
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e Un grupo amino basico (—NH2).
e Un grupo carboxilo dcido (—COOH).
e Un atomo de hidrogeno (—H).

e Una cadena lateral distintiva (—R).

Las unidades de aminoécidos de una cadena de péptidos se denominan residuos de aminoacidos.
El residuo aminoacido que tiene un grupo amino libre al final del péptido se denomina el
aminoécido N-terminal (amino terminal), mientras que el residuo que tiene un grupo carboxilo

libre en el otro extremo se denomina aminoacido C-terminal (carboxilo terminal).

Atomo de hidrégeno

Grupa .= Fe =2 | Grupo
amino basico [ FHN ? COOH <= . ihexilo acido

Cadena lateral

Figura 5: Estructura basica de un aminoacido.
Fuente: Baynes & Dominiczak, 2019.
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Tabla 3: Clasificacion y abreviatura de los 20 a-aminoacidos.

Abreviatura de tres letras Abreviatura de una letra
Aminoacidos alifaticos
Glicina Gly G
Alanina Ala A
Valina Val \Y
Leucina Leu L
Isoleucina Leu I

Aminoacidos que contienen azufre

Cisteina Cys C

Metionina Met M

Aminoacidos aromaticos

Fenilalanina Phe F

Tirosina Tyr Y

Triptéfano Trp W
Iminoacido

Prolina Pro P

Aminoacidos neutros

Serina Ser S
Treonina Thr T
Asparagina Asn N
Glutamina GIn Q
Aminoacidos basicos
Histidina His H
Lisina Lys K
Arginina Arg R
Aminoacidos acidos
Acido aspartico Asp
Acido glutamico Glu E

Fuente: Ellington & Cherry, 1996.
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1.2.7.2 Niveles de organizacién de las proteinas

e Estructura primaria: Es la secuencia lineal de aminoacidos, es decir, la unién del grupo
carboxilo de un aminoacido con el grupo amino del aminoacido siguiente, formando un
puente amida (péptido), en la reaccion se elimina agua (Baynes & Dominiczak, 2019).

e Estructura secuendaria: Esta estructura estd determinada por las interacciones mediante
enlaces o puentes de hidrogeno entre el oxigeno del grupo carbonilo de una cadena
peptidica y el hidrogeno de amida de otra cadena peptidica proxima. Existen dos tipos de
estructura secundaria: la hélice a y la hoja plegada B (Baynes & Dominiczak, 2019).

La hélice a es una estructura en forma de varilla con la cadena peptidica fuertemente
enrollada y con las cadenas laterales de los residuos aminoécidos extendiéndose fuera del
eje de la espiral. Cada grupo carbonilo amidico esta unido mediante un puente de hidrogeno
al hidrogeno del grupo amida de una cadena peptidica que esta alejado cuatro residuos a lo
largo de la misma cadena. Hay un promedio de 3,6 residuos de aminoécidos por vuelta de
hélice y la hélice gira hacia la derecha (en sentido de las agujas del reloj) en la mayoria de
las proteinas naturales (Baynes & Dominiczak, 2019).

La hoja P plegada es una estructura extendida, a diferencia de la hélice a, que esta
enrollada. Estd plegada porque los enlaces carbono carbono (C—C) son tetraédricos y no
pueden existir en una configuracion plana. Si la cadena polipeptidica discurre en la misma
direccién, forma una hoja B paralela, pero si sigue la direccion opuesta, forma una
estructura antiparalela. El giro B se refiere al segmento en el que el polipéptido gira y
cambia abruptamente de direccion (Baynes & Dominiczak, 2019).

e Estructura terciaria: La conformacion tridimensional, plegada y bioldgicamente activa de
una proteina es propia de su estructura terciaria, esta estructura refleja la forma global de
la molécula siendo estabilizada por interacciones entre grupos funcionales de las cadenas
laterales: puentes disulfuro covalentes, enlaces de hidrogeno, puentes salinos e
interacciones hidrofobicas. La estructura terciaria de las proteinas se ha determinado
mediante cristalografia de rayos X y espectroscopia de resonancia magnética (Baynes &
Dominiczak, 2019).

e Estructura cuaternaria: Corresponde a un complejo o un ensamblaje de dos o mas cadenas

de péptidos que se mantienen unidas por interaccidones no covalentes o, en algunos casos,
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covalentes. En general, la mayoria de proteinas mayores de 50 kDa constan de mas de una
cadena y se conocen como proteinas diméricas, triméricas o multiméricas. Muchas
proteinas que contienen varias subunidades estan compuestas de diferentes tipos de
subunidades funcionales, como las subunidades reguladoras y las cataliticas (Baynes &

Dominiczak, 2019).
1.2.8 ENZIMAS

En 1878, Wilhelm Kiihne acufio el término enzima que proviene del griego: en = en, zima =
levadura (Devlin, 1999). Los enzimas son proteinas especializadas que tienen la funcion de
acelerar reaccidones quimicas (actividad catalitica) debida a su capacidad de activacion especifica

(Battaner Arias, 2013).
1.2.8.1 Clasificacion y nomenclatura de las enzimas

La Unioén Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular - [UBMB (International Union of
Biochemistry and Molecular Biology), constituy6 una comision (Enzyme Commission, E.C.) que
se encarg6 de establecer un sistema que contiene a todas las enzimas descritas y de desarrollar una
nomenclatura para identificarlos, los denominados numeros EC; este sistema se basa en el
mecanismo de reaccion quimica que cataliza cada enzima, clasificando en grupos cuando catalizan
procesos semejantes, y en subgrupos cuando especifican con mayor exactitud la reaccion particular
considerada (Ludefia, 2009). A continuacion se nombran los principios generales del sistema

UIBBM:

e Lasreaccidnes y las enzimas que las catalizan se dividen en 6 grupos principales, cada una
con 4 a 13 subgrupos.

e FEl nombre de la enzima tiene dos partes: la primera es el nombre del o los sustratos; la
segunda, con terminacidn —asa, indica el tipo de reaccion catalizada.

e Informacion adicidnal, si es necesario aclarar la reaccion, puede seguir un paréntesis.

e (Cada enzima tiene un numero clave (E.C.) que caracteriza al tipo de reaccion segln la clase
(primer digito), subclase (segundo digito), sub-subclase (tercer digito). El cuarto digito es

para la enzima especifica.
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La clasificacion de las enzimas se hace distribuyéndolos en seis grupos conforme a la naturaleza
de la reaccion catalizada, donde cada una se subdivide en subgrupos. El numero de grupo (1-6) es
el que aparece como primer elemento en el nimero sistematico de la enzima. Estos grupos son los

siguientes:
1. Oxidorreductasas, 2. Transferasas, 3. Hidrolasas, 4. Liasas, 5. [somerasas y 6. Ligasas.
1.2.8.2 Obtencion y uso de enzimas

Las enzimas se obtienen de diversas fuentes: animales, plantas, hongos y bacterias, sobresaliendo
los microorganismos extremofilos debido a sus propiedades extraordinarias (Sandhya et al., 2005
& Dumorné et al., 2017), y aunque muchos procesos industriales, como la fabricacion de queso,
han utilizado tradiciénalmente fuentes de enzimas impuras, a menudo de animales o plantas, el
desarrollo de gran parte de la enzimologia industrial moderna ha ido de la mano con la explotacion
comercial de enzimas microbianas debido a su sencilla manipulacion genética, destacando a las
hidrolasas en el mercado global de enzimas. Actualmente, las enzimas se utilizan en cuatro
campos distintos de comercio y tecnologia: como catalizadores industriales, agentes terapéuticos,
reactivos analiticos y como herramientas de manipulacion genética (Robinson, 2015). En la tabla

4 se detalla los usos de algunas enzimas:
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Tabla 4: Enzimas industriales segin su uso

Enzima

Fuente
Catalizadores industriales

Reaccion

Uso

Proteasas acidas

Digestion de proteinas A. niger , K. lactis

Coagulacion de la leche en la fabricacion de
queso

Proteasas alcalinas

Digestion de proteinas Especies de Bacilos

Detergentes

Hidrdlisis L-

Aminoacilasa o . Especies de Aspergillus  Produccion de L- aminoacidos

aminoacidos acilados
a-amilasa Hidrolisis de almidon Especies de Bacilos Produccioén de glucosa en la industria alimentaria.
Amiloglucosidasa  Hidrdlisis de dextrina Especies de Aspergillus Produccion de glucosa

B-galactosidasa

Hidrolisis de lactosa Especies de Aspergillus

Hidrolisis de lactosa en leche o suero

Isomerasa glucosa

Penicilina acilasa

Conversion de glucosa a fructosa  Especies Streptomyces

Escision cadena lateral penicilina  E. coli

Produccion de jarabe de alta fructosa

Produccion de penicilinas semisintéticas

Agentes terapéuticos

L- asparaginasa

Eliminacion de L- asparagina E. coli

Quimioterapia contra el cancer, la leucemia.

Uroquinasa

Activacion de plasminogeno Humano

Eliminacion de coagulos de fibrina.

Reactivos analiticos

Glucosa oxidasa

Oxidacion de glucosa Aspergillus niger

Deteccion de glucosa en sangre.

Bacterias marinas o

Luciferasa Bioluminiscencia - Ensayos bioluminiscentes con ATP
luciérnagas.
Peroxidasa Colorante de oxidacion de H O, ~ Rébano picante Cuantificacion de hormonas y anticuerpos.
Ureasa Hidrolisis de ureaa CO > yNH3  Jack Bean Cuantificacion de urea en fluidos corporales
Herramientas manipuladoras
.. Hidrélisis de enlaces - . .
Lisozima 1 Clara de huevo Interrupcidn del mucopeptido en bacterias.
glucosidicos
Nucleasas Hidrolisis de enlaces fosfodiéster  Varias bacterias Enzimas de restriccion
ADN polimerasas  Sintesis de ADN Thermus aquaticus En la reaccion en cadena de la polimerasa

Fuente: Robinson, 2015.



1.2.9 PROTEASAS

Las proteasas o peptidasas son enzimas que catalizan la hidrélisis especifica de uno o varios
enlaces peptidicos dentro de una proteina eliminando una molécula de agua. Las proteasas son
universales en todos los organismos y se requieren para las actividades metabolicas de la célula

(Baynes & Dominiczak, 2019)..
1.2.9.1 Sistema EC de clasificacion de proteasas

De acuerdo con la UIBBM, las proteasas pertenecen al sub-grupo 3.4 de las hidrolasas y se
clasifican sobre la base de tres criterios principales: Tipo de reaccidén catalizada, naturaleza

quimica del sitio catalitico y la relacién evolutiva con referencia a la estructura.

Dependiendo de su sitio de accion las proteasas se subdividen en dos grupos principales (Rao et

al., 1998):

4 Las exopeptidasas, hidrolizan un enlace peptidico proximo al extremo amino (N-terminal) o
carboxi terminal (C-terminal) del sustrato.
4+ Las endopeptidasas, hidrolizan las cadenas peptidicas en las regiones internas alejadas de los

extremos carboxi y amino terminal.

Segun el grupo funcidnal presente en el sitio activo, las proteasas se clasifican en cuatro grupos

prominentes (Hartley, 1960; Rao et al., 1998):

% Serin proteasas: Presentan una serina en el centro activo, acompafiada de una histidina y un
residuo dicarboxilico (aspartato o glutamato), constituyendo lo que se llama una triada
catalitica, realiza un ataque nucleofilico en el carbonilo del enlace peptidico.

% Aspartil proteasas: Poseen 2 residuos de Aspartato conservados en su sitio activo. La
molécula de agua se desprotona al ser atacado por un residuo aspartico del sitio activo.

% Tiol o Cistein proteasas: Poseen un residuo de Cisteina (Cis) en su sitio activo, siendo el
grupo tiol de la Cisteina quien realiza el ataque nucleofilico.

% Metalo proteasas: Poseen un ion catidnico de origen metalico en su sitio activo, generalmente

Zn?, que activa la molécula del agua para transformarla en nucleofilico.



MARCO TEORICO

Hay unas pocas proteasas miscelaneas que no encajan de forma precisa en la clasificacion estandar,
por ejemplo, proteasas dependientes de ATP que requieren ATP para la actividad. (Rao et al.,
1998).

Tabla 5: Clasificacion de las proteasas.

Sub-subclases Descripcion
EC3.4.11 Aminopeptidasas
EC3.4.13 Dipeptidasas
EC3.4.14 Di-y tri—peptidil-peptidasas
EC3.4.15 Peptidil-dipeptidasas

Exopeptidasas : s . .
EC3.4.16 Carboxipeptidasas Tipo Serina
EC3.4.17 Metalocarboxipeptidasas
EC 3.4.18 Carboxipeptidasas Tipo Cisteina
EC3.4.19 Omega peptidasas
EC3.4.21 Endopeptidasas Serinicas
EC3.4.22 Endopeptidasas Cisteinicas

) EC3.4.23 Endopeptidasas Asparticas
Endopeptidasas

EC3.4.24 Metaloendopeptidasas
EC 3.4.25 Endopeptidasas Treoninicas

EC 3.4.99 Endopeptidasas de mecanismo desconocido

Fuente: Rao et al., 1998.
1.2.9.2 El sistema MEROPS de clasificacion de proteasas

De acuerdo a la base datos MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk), las proteasas son asignadas
dentro de una Familia en base a similitudes significativas en la secuencia de aminoécidos, y dichas
familias que pueden ser homologas se agrupan en clanes (Rawlings et al., 2014). A continucion se

definen los tres niveles de clasificacion:

e C(Clan. Es un conjunto de familias cuyas peptidasas tienen un origen evolutivo comun que,
si bien no llega a evidenciarse por comparacion de sus secuencias de aminoacidos, si por
las similitudes de sus estructuras terciarias. Se construye por comparacion de las estructuras
terciarias y cuando no estan disponibles se comparan los ordenamientos de aminoacidos
cataliticos en la cadena polipeptidica o las secuencias aminoacidicas alrededor de los

aminoacidos cataliticos.
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e Familia. Se construye por comparacion de la estructura primaria. Estd constituida por

peptidasas cuyas secuencia de aminoacidos, que debe incluir la secuencia de la “unidad

peptidasa” (region de la proteina responsable de la actividad catalitica) presentan

similitudes estadisticamente significativas.

e Peptidasa. Cada proteina con actividad peptidasa recibe un nombre y un identificador (ID

MEROPS). Se diferencian por su estructura, funcion bioldgica, sustrato, mecanismo

catalitico y origen genético.

Tabla 6: Distribucion de familias de peptidicas de organismos de diferentes reinos en el sistema
propuesto por MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk, consultado 12/11/2021).

REINO

Tipo de peptidasas  Bacteria Archaea Protozoa Fungi Planta Animalia Virus
Asparticas 9 5 6 6 9 7 4
Cisteinicas 27 11 20 16 20 22 30
Glutamicas 2 1 - 1 - - 1
Metalopeptidasas 62 34 32 34 34 33 14
Serinicas 25 18 20 16 22 25 18
Treoninicas 1 1 1 1 1 1 -
Asparaginicas 3 - - - - - 6

1.2.9.3 Fuentes de proteasas

Las proteasas son fisioldgicamente necesarias para los organismos vivos y se encuentran en una

gran diversidad de fuentes, como plantas, animales y microorganismos.

Las enzimas proteoliticas derivadas de plantas estan encontrando cada vez mas aplicaciones

clinicas e industriales (Banik et al., 2018). La papaina (Amri & Mamboya, 2012), la bromelina

(Arshad et al., 2014), las queratinasas y la ficina son algunas de las ilustres proteasas de origen

vegetal, siendo las mas predominanates las endopeptidasas de cisteina y rara vez se observan otras

proteasas (Badgujar & Mahajan, 2009), las plantas carnivoras segregan proteasas de gran

importancia biotecnologica y farmacéutica, Drosera capensis es una de esas plantas que tiene una

gran cantidad de genes que codifican las cisteina proteasas, y que por comparacion de secuencias

mostraron homologia con varias proteasas de plantas (Butts et al., 2016). Sin embargo, la

30



MARCO TEORICO

produccion de proteasas a partir de plantas, es un proceso lento por varios factores, como la
disponibilidad de tierra para el cultivo y la idoneidad de las condiciones climaticas para el

crecimiento (Rao et al., 1998; Gurumallesh et al., 2019).

Por otra parte, las proteasas de origen animal se preparan en forma pura en grandes cantidades
pero su produccion depende de la disponibilidad de ganado para el sacrificio que se rige por varias
politicas clasificadas en sectores politicos y agricolas; las proteasas a partir de animales mas

familiares son la tripsina pancreatica, la quimotripsina, la pepsina y las reninas (Rao et al., 1998).

En cambio, las proteasas de origen microbiano, son preferidas a las enzimas de origen vegetal y
animal por su gran diversidad, rango especifico de accion y propiedad de ser activos en un rango
muy amplio de temperatura, pH, mayor produccion a través de la fermentacion, disponibilidad,
diversidad, estabilidad y menor costo, atrayendo la atencion de los biotecndlogos de todo el
mundo (de Souza et al., 2015) (Banerjee & Ray, 2017). Las proteasas microbianas son originadas
por las bacterias y los hongos que son buenas fuentes de diferentes tipos de enzimas como proteasa,
amilasa, lipasa, celulasa, pectinasa, quitinasa, fitasa, 3-galactosidasa, etc. (Banerjee & Ray, 2017).
Los microorganismos productores de proteasas se aislan de diversas fuentes, como el suelo, los
desechos vegetales, las plantas de procesamiento de leche y suelos contaminados con desechos de
aves de corral, etc. (Chu, 2007; Gaur et al., 2010), es importante conocer las caracteristicas del
ambiente de origen ya que para la produccién cada microorganismo necesita un medio de

crecimiento optimizado y condiciénes ambientales para secretar la enzima proteasa.
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Proteasas Proteasas de Proteasas
de plantas animales microbianas
Fuente de 3 P - N
. . & 3 T od N
\ L €%
proteasas . o ‘Ef"‘{ "{ﬁ WY St S
) o - oSt N\ A
Bromelina Papaina Quimosina Pepsina Serin proteasa
[ Proteasa Cadena peptidica Unidades peptidicas es ci.ndidh

[ 4 6 Ay @ ; % )
‘ “ —( |y —> \Jo
Cadena peptidica ‘ “ M o m o

[T
>

\ Proteolisis de cadena peptidica por enzimas proteoliticas /

Metaloproteinasa
22y Usos de las
proteasas

Fabticacionde  appangador de cames Para hornear
detergentes

)Y » (&
A/ Lt A SIN GLUTEN
Curtido de cuero  Fabricacion de queso Degradacion de gluten

Para tratar diabetes. cicatrizacion de heridas, quemaduras,
glaucoma. enfermedad de Dupuytren, reparacion de
cartilago. etc.

Figura 6: Fuente de proteasas y ejemplos de sus diversos usos

Fuente: Gurumallesh et al., 2019.
1.2.10 HALOENZIMAS PROTEOLITICAS Y SU APLICACION INDUSTRIAL

Las haloenzimas son las enzimas proteoliticas provenientes de bacterias halofilas. El primer estrés
quimico encontrado durante la evolucion de la vida en la tierra puede haber sido el estrés salino,
asi, desde el principio, los organismos deben haber desarrollado estrategias y mecanismos
efectivos para la estabilizacion de las estructuras protoplasmaticas y la regulacion de iones (Sarwar
et al., 2015); tales estrategias y mecanismos les confiere propiedades importantes en aplicaciones
industriales, como el procesamiento de alimentos, la biorremediaciéon ambiental y los procesos
biosintéticos. En este sentido, el hallazgo de nuevas enzimas que muestran actividades dptimas en
varios rangos de concentraciones de sal, temperaturas y valores de pH es de gran importancia

(Gomes & Steiner, 2004).

Los microorganismos haléfilos tiene la capacidad de tolerar el estrés causado por la salinidad
mediante diversas adaptaciones. Las halobacterias y algunas bacterias extremadamente halo6filas

acumulan iones inorganicos (K*, Na®, CI") en el citoplasma para equilibrar la presion osmotica del

32



MARCO TEORICO

medio, y han desarrollado proteinas especificas que son estables y activas en presencia de sales. En
contraste, los hal6filos moderados acumulan en el citoplasma grandes cantidades de osmolitos
organicos especificos, que funcidnan como osmoprotectores, proporcidonando un equilibrio
osmotico sin interferir con el metabolismo normal de la célula (Cira-Chavez et al., 2018; de

Lourdes Moreno et al., 2013).

Por otro lado, la explotacién biotecnologica de las enzimas de microorganismos halofilos no se
limita a su estabilidad y actividad a altas concentraciones de sal (Madigan & Oren, 1999), ya que
tambien son tolerantes a pH alcalino, altas temperaturas, medios con baja actividad de agua, debido
a que tienen suficiente agua para mantener una distribucion de carga adecuada en el sitio activo
manteniendo la conformacion de la enzima (Dumorné et al., 2017; Zaccai, 2004), y en presencia
de solventes organicos (Oren, 2010) que generalmente se consideran que causan desnaturalizacion
enzimatica, produciendo la distorsion de las interacciones agua-biocatalizador, sin embargo, se
han informado varios estudios sobre hidrolasas producidas por extremofilos aislados de ambientes
salinos que son muy estables en soluciones que contienen solventes organicos (de Lourdes Moreno

etal., 2013).

Los microorganismos halofilicos tienen varias aplicacidones biotecnologicas, se estan utilizando
varias enzimas de hidrolisis de microorganismos haléfilos en la degradacion de la biomasa para la
consiguiente produccién de bioetanol o biodiesel. Ademas, existe la posibilidad de encontrar
halofilos con actividad de celulasa y actividad de eliminaciéon de fenol para disminuir la
concentracion de la demanda quimica de oxigeno y la contaminacién ambiental. Ademas, los
microorganismos halofilos con sus habilidades especiales tienen un papel innegable en la

produccion de biohidrogeno y biogas (Amoozegar et al., 2019).
1.2.11 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR
12111 Extraccion de ADN

La extraccion y purificacion de acidos nucleicos constituye la primera etapa de la mayoria de los
estudios de biologia molecular y de todas las técnicas de recombinacion de ADN; siendo la calidad

y la pureza los dos elementos mas importantes en ese tipo de analisis.
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La extraccion consiste en el aislamiento y purificacion de moléculas de ADN y se basa en las
caracteristicas fisicoquimicas de la molécula. EI ADN esta constituido por dos cadenas de
nucleétidos unidas entre si formando una doble hélice, la unién de los nucleétidos ocurre entre el
grupo fosfato y el aziicar, mediante enlaces fosfodiéster, dando lugar al esqueleto de la molécula.
Las bases de cadenas opuestas se unen mediante puentes de hidrégeno y mantienen estable la
estructura helicoidal (Figura 10). Los grupos fosfato estan cargados negativamente y son polares,
lo que le confiere al ADN una carga negativa neta y lo hace altamente polar, caracteristicas que
son aprovechadas para su extraccion. Los grupos fosfato tienen una fuerte tendencia a repelerse,
debido a su carga negativa, lo que permite disolver al ADN en soluciones acuosas y formar una
capa hidratante alrededor de la molécula pero, en presencia de etanol, se rompe la capa hidratante
y quedan expuestos los grupos fosfato, la carga neta negativa del ADN le permite unirse a
moléculas y matrices inorganicas cargadas positivamente (Cornejo Romero et al., 2014; Sambrook

etal., 1989).

Actualmente existen diferentes protocolos para la extraccion de ADN que se han ido desarrollando
a lo largo del tiempo con la finalidad de obtener una cantidad y calidad de ADN adecuados. Esta
la técnica tradicional, que requiere preparar varias soluciones y la extraccion puede tomar varias
horas por los numerosos pasos que deben realizarse pero es mas econdmica, en esta técnica se
utilizan solventes organicos para separar a las proteinas del ADN y, una vez suspendido en la fase
acuosa, aislarlo por precipitacion con etanol (Sambrook et al., 1989). Por otro lado estan los Kits
de extraccion que utilizan matrices inorganicas compactas cargadas positivamente capaces de
retener varios microgramos de ADN y separarlos del resto de las biomoléculas, permitiendo
obtener un extracto libre de inhibidores, de esta manera disminuyendo el tiempo de extraccion.
Las matrices inorganicas pueden ser membranas de silice que estdn formadas por una resina
insertadas dentro de un tubo de polipropileno o perlas magnéticas con un centro de hierro
recubierto por resina (microesferas), que estdn suspendidas en una solucion amortiguadora

(Dundas et al., 2008).
1.2.11.2 Primers, cebadores u oligos

Los cebadores u oligos son cortas secuencias de ADN que se utilizan para la amplificacion de
determinados genes, estos oligos deben estar enfrentados y no a mucha distancia ya que delimitan

la zona de ADN a amplificar, es decir, corresponden a los nucleotidos que definen los extremos
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de la secuencia que se desea replicar. El disefio de primers es uno de los aspectos mas importantes
de la PCR. Los primers mal disefiados pueden amplificar otros fragmentos de ADN distintos a los

buscados (amplificacion inespecifica) (A. Kumar & Chordia, 2015).

1.2.11.3 PCR - Amplificacion del ADN mediante la técnica reaccion en cadena de la

polimerasa

Se define como la amplificacion in vitro de uno o varios fragmentos de ADN especificos utilizando
una ADN polimerasa que puede trabajar a temperaturas muy elevadas, ya que proviene de la
bacteria Thermus aquaticus que vive a altas temperaturas, de ahi su nombre comercial Taq

polimerasa (Eguiarte et al., 2007).

La reaccion en cadena de la polimerasa, PCR por sus siglas en inglés de Polymerase Chain
Reaction, fue desarrollada por Kary Mullis a principio de los afnos 80 (Mullis et al., 1986). Mullis
baso su técnica en el proceso de replicacion del ADN de doble cadena que realiza la ADN
polimerasa. La funcion que realiza esta enzima es sintetizar la cadena complementaria de ADN en
sentido 5"—3" utilizando como molde la cadena sencilla pero a partir de una regién que tiene doble
cadena. De esta manera se crea la region de doble cadena usando los cebadores u oligos, estos son
sintetizados de una forma en que sean complementarios a cada uno de los extremos 3" del

fragmento de ADN que se quiere amplificar (Mullis et al., 1986).

Si el proceso de duplicacion del ADN bicatenario se repite de manera ciclica, es decir, utilizando
como molde las moléculas sintetizadas en la replicacion anterior, se producird un aumento en la
cantidad de ADN. De acuerdo a este principio la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa

se basa en la repeticion de un ciclo formado por tres etapas.

e Desnaturalizacion: Inicia la separacion de las dos cadenas de ADN, siendo el calentamiento
de 94-95 °C, la forma mas habitual.

e Hibridacion de los cebadores: Es cuando el cebador se unira a su secuencia complementaria
en el ADN molde. Para ello es necesario bajar la temperatura a 40-68 °C durante 20-40
segundos, permitiendo asi el alineamiento. La polimerasa une el hibrido de la cadena molde y
el cebador, y empieza a sintetizar ADN. Los cebadores actuardn como limites de la region de

la molécula que va a ser amplificada.
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e Extension o elongacion de la cadena: La polimerasa sintetiza una nueva hebra de ADN
complementaria a la hebra molde afiadiendo los ANTP complementarios en direccion 5'— 3',
uniendo el grupo 5'-fosfato de los ANTP con el grupo 3'-hidroxilo del final de la hebra de ADN

creciente (la cual se extiende). La temperatura de la Taq polimerasa esta en 75-80 °C.

Ademas, existe una etapa final de la extension, que se lleva a cabo a una temperatura de 70-74 °C
durante 5-15 minutos tras el ultimo ciclo de PCR. Con ella se asegura que cualquier ADN de

cadena simple restante sea totalmente ampliado.

ADN dal paciente
5 . |
«® ________________________________________________________________|
Calentar hasta ~95 °C
para separar las cadenas

Enfriar hasta -55 *C para permitir
gue los cebadores se hibriden con

la secuencia de ADN complamentaria
de la plantilla

:]'—
i
Cebador

Calentar hasta 72 *C para favoracar
la sintesis de ADN por la ADM
polimerasa

Aepetir los pasos
anteriores ~20-40 veces

T Froducio
_— principal

Figura 7: Principio de la amplificacion de una secuencia de ADN mediante PCR.
Fuente: Ronner, 2019.
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1.2.11.4 Cuantificacion del ADN

Consiste en cuantificar el indice de pureza del material genético purificado utilizando un
nanoespectrofotometro y un lul de volumen de muestra. La ecuacion de Beer-Lambert indica que
la concentracion molar de la muestra se obtiene al dividir la absorbancia medida de una solucion
de muestra por su coeficiente de extincion molar, es decir, que la concentracion de una molécula
en solucion depende de la cantidad de luz absorbida de las moléculas disueltas (Mayerhofer et al.,
2020). Una caracteristica del ADN es que absorbe la luz ultravioleta (UV) a 260 nm y permite
estimar su concentracion mediante espectrofotometria (Cornejo et al., 2014). La interferencia de
contaminantes puede determinarse calculando un “cociente”. Para estimar la pureza del ADN se
emplea el cociente A260/A280. Los cocientes respectivos del ADN puro son aproximadamente de
1.8 y 2.0, un valor entre 1.6 — 1.8 se considera aceptable, proporcidnes menores a este valor indican
la presencia de proteinas. Una segunda valoracion de la pureza de 4cidos nucleicos es la proporcion
260/230, los valores aceptados de pureza se encuentran en el rango de 2.0 a 2.2 si la relacion es
menor indican la presencia de contaminantes como hidratos de carbono, péptidos, fenoles,

compuestos aromaticos u otras sustancias (Cornejo et al., 2014).
1.2.115 Electroforesis

La electroforesis es una técnica que se utiliza para separar las moléculas bioldgicas, ya sean ADN,
proteinas o ARN en funcién de si son mas grandes o mas pequefias. Las biomoléculas se someten
a un campo eléctrico a travez de una matriz de gel, ya sea geles de agarosa o de acrilamida, que
forman una especie de red con poros por donde pasan las moleculas biologicas con carga negativa
hacia el polo positivo cuando se somete a un campo eléctrico durante un tiempo determinado, ya
que la carga de las moléculas de ADN es negativa por la presencia de los grupos fosfato (P-). Los
fragmentos mas pequefios migraran mas rapido y terminaran en la parte inferior del gel, porque
han ido mas lejos, y las mas grandes terminardn quedandose en la parte superior; de esta manera
se juntaran los fragmentos de tamafios similares por que han migrado al mismo ritmo y podremos

verlos formando una banda en el gel (Cornejo et al., 2014) (Slater et al., 2002).

Para realizar esta tecnica es necesario tener un transiluminador de luz ultravioleta, una camara de
electroforesis, una fuente de poder, un tampon de electroforesis el cual tendra el pH entre 8 — 8.3,

y los iones necesarios para que fluya la corriente y pueda migrar el ADN (Strutz & Stellwagen,
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1998). Para la preparacion de geles de agarosa se debe tener en cuenta el tamaio de los fragmentos
que se espera obtener y utilizar una concentracion de agarosa mayor o menor (Rickwood & Hames,
1990), seglin ese dato obtener una matriz en gel de agarosa con poros mas o menos grandes y una
mejor resolucion de las bandas. Por el contrario, si no se conoce el tamano de los fragmentos, se

puede empezar con agarosa al 1%.
1.2.11.6 Comprobacion de la integridad del ADN por electroforesis

Ademas de conocer la cantidad y calidad del ADN por espectrofotometria, es importante conocer
si el ADN obtenido esté integro. La integridad del ADN se puede observar mediante electroforesis
en gel de agarosa. Si el ADN esté integro, se debe observar una banda estrecha cercana al pozo en
que se coloco la mezcla de ADN. Si est4 fragmentado, se observard una banda de mas de un cm
de ancho o un sendero luminoso en el carril de la muestra. EI ADN fragmentado dificulta la
amplificacion de productos de PCR de alto peso molecular y afecta la reproducibilidad de las

técnicas (Cornejo et al., 2014).
1.2.12 TECNOLOGIA DEL ADN RECOMBINANTE

La tecnologia del ADN recombinante es un método que depende de la realizacion artificial de
eventos de recombinacion genética. Es posible obtener cualquier gen ordenado o su producto con
este método. Antes del paso de produccion, el gen ordenado se deriva del cromosoma original
mediante la enzima endonucleasa y se integra a un vector como un plasmido o un fago, despues,
este vector se transforma en una bacteria o una levadura. Luego, el gen o la proteina ordenados se
producen en las cantidades deseadas cultivando estos microorganismos (Kogoglu & Yalginkaya,

1992).
1.2.12.1 Clonacion

La clonacion del ADN es una técnica molecular importante para la obtencion de grandes
cantidades de un gen de interés para diversas aplicacidnes, esta secuencia de ADN es ligado a un
vector, que es un vehiculo para transportar ADN recombinante a una célula huésped, generalmente
las células de E. coli, quienes son sometidas a un tratamiento fisico o quimico para recibir al vector
con el ADN recombinante, convirtiéndose en bacterias recombinantes o bacterias clonadas con el

gen de interés. Durante el proceso de division celular, las bacterias replican el vector recombinado
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y lo transfieren a sus descendientes y el gen de interés es clonado al mismo tiempo, obteniendo

muchas copias del gen (Campbell & Reece, 2006)

Bacteria Célula que contiene el gen
) — de interés
m———— © Gen insert
W on ¢l plasmido
J
- i —
Cromosoma Plasmido
bacteriano Gen de
interés
DNA recombinante &'NA
(plasrmido) cromosoma
@ Plasmido introducido
en la célula bactenana
=
Bactenia f =N
recombinante || @
‘ \'>'\\’ ee——
©) Célula huésped cultivada
para formar un clon de
P células con el gen
(,* “clonado” de interés
Gen de W “Proteina expresada
interés :‘\, g’;’a ® por el gen de interés
o A
Copias del gen ‘V w s o . Proteina recuperada
s "4 i N
o
bascla’gs:(b'on © Investigacion basica
el gen y diversas aplicaciones Investigacion
basica sobre
la proteina
Gen para la Gen empleado para alteras  Proteina que disuelve  Hormona de crecimento
resistencia contra las  las bacterias con el finde  los codquios de sangre humana para el tratamiento
plagas introducido  que eliminen los desechos  como tratamiento del  del retraso de crecimiento
en las plantas toxicos infarto de mioccardio

Figura 8: Panorama general de la clonacion de genes con un plasmido bacteriano que muestra los

diversos usos de los genes clonados.
Fuente: Campbell & Reece, 2006.
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1.2.12.2 Vectores de clonacién

Los vectores de clonacion son plasmidos, término que fue presentado por primera vez por el
bidlogo molecular norteamericano Joshua Lederberg en 1952, se definen como moléculas de ADN
extracromosOmico generalmente circular, que se replican y transmiten independientes del ADN
cromosomico. Dentro del area de biologia molecular los vectores de clonacion llevan insertados
fragmentos de ADN de hasta 4 kb, tipicamente un gen, que se desea introducir o expresar en el
hospedador y para poder ser insertado es necesario cortar el vector con enzimas de restriccion y

una vez introducido pasa a denominarse, vector recombinante (T. Brown, 2008).
Todos los vectores de clonacion deben al menos contener (Campbell & Reece, 2006):

e Un origen de replicacion para poder tener mas de una copia del mismo en la célula
infectada.
e Dos genes que confieran resistencia a diferentes antibioticos, (cloranfenicol y ampicilina)

lo que permite la identificacion de las células que portan a dicho vector.

Por otro lado, los plasmidos presentan tres topoisoformas, que son: moléculas enrrolladas,

moléculas lineales de longitud completa, y moléculas circulares cerradas (Watson et al., 2013).

: =T

T s
%,_UQ-FJ

ADN circular cerrado ADMN superenrrollada ADN lineal de longitud

completa

Figura 9: Topoisoformas de los vectores plasmidicos. A. ADN circular cerrado B. ADN enrollado
C. ADN lineal de longitud completa.

Fuente: Watson et al., 2013.
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Vector PGEM-T

Los sistemas de vectores pPGEM-T son sistemas convenientes para clonar productos de PCR que
hayan sido amplificados con polimerasas termoestables que a menudo agregan una sola
desoxiadenosina, de forma independiente de la plantilla, a los extremos 3' de los fragmentos
amplificados proporcionando extremos compatibles para Adenina. La caracteristica principal del
vector pGEM-T se centra en mejorar en gran medida la eficiencia de la ligadura evitando la
recircularizacion del vector, debido a que presenta brazos de Timina individuales en el sitio de
insercion, asimismo, los promotores de ARN polimerasa T7 y SP6 flanquean una region de

clonacién multiple que abarca diferentes enzimas de restriccion (Promega Corporation, 2007).
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el 17 Fromoter
Apal 1‘1 stant N k@ & £
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Sphi 26 DCAIG GOCGE GeEATTR ., . AICAG TAGTG CRECC GOETG CAGHT COACG AHAIG
Amp’ BstZl 31 e tiord reet ecffistaeiplile e i e
pGEM®-T lacZ Neol a7 GGIAC CEG0G OOCTA AGIG ATCAC GEOGG CGGAC GIDCA GCTGG TARAC
Vector Sacll | 46 L | | | | | |
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126 % [ | | '  Fro '
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Figura 10: El vector pPGEM®-T (nimero de acceso GenBank® X65308).

Fuente: Manual Pgem-T
1.2.12.3 Transformacion de células no competentes

La transformacion bacteriana es un proceso por el cual las celulas captan ADN libre presente en
el medio, para lo cual las células deben estar en un estado fisiologico de competencia, por lo que
se les denomina células competentes, en este estado la bacteria presenta alteraciones en su pared y
membranas celulares que permiten la entrada de 4cidos nucleicos. Este efecto se desarrolla en los
procariotas como resultado de una transformacion natural, en el que pueden tomar material
genético de su entorno, absorberlos y recombinarlos en su propio genoma. Como consecuencia, la
competencia natural para la transformacion se considera un modo primario de transferencia

horizontal de genes (Blokesch, 2016). Sin embargo, los cientificos han encontrado maneras de
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inducir artificialmente la competencia celular y mejorar la capacidad de una célula bacteriana, ya
que es importante para el desarrollo de la biologia molecular en procedimientos de clonaciéon y
subclonacion. Se puede tratar a la celula de manera quimica o fisica para introducir ADN

plasmidico:

Las células quimicamente competentes que se tratan con cloruro de calcio y cloruro de magnesio
para facilitar la union del ADN plasmidico a la membrana celular competente. La célula
competente se calienta alternativamente en un bafio de agua, esto abre los poros de la membrana

celular permitiendo la entrada del plasmido (Bergmans et al., 1981).

Las células electrocompetentes funciénan utilizando el proceso de electroporacion, que induce la
competencia mediante la aplicacion de un pulso eléctrico breve e intenso que crea poros que

permiten que el material genético permee la membrana bacteriana (Drury, 1994).

Células competentes de Escherichia coli JM109

Las células competentes de E. coli cepa JM109 estan disponibles en Promega Corporation
https://worldwide.promega.com/. Su genotipo es endAl, recAl, gyrA96, thi-1 hsdR17 (ri” my"),
SupE44 relA1 A(lac-proAB), [F" traD36 proAB laqlq ZAM15], la descripcion de los genes se

observa en la tabla 7, estas células son utilizadas para la transformacion y propagacion de
plasmidos de clonaje de productos de PCR, es por eso que para una transformacidon conveniente
en dos eficiencias existe la alta eficiencia a mas de 10® UFC/pg para clonacion y uso tnico, y la

eficiencia de subclonacion a méas de 10’ UFC / ug.
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Tabla 7: Marcadores genéticos en E. coli JIM109

SIMBOLO DESCRIPCION EFECTO DE LA MUTACION
endAl IZIBECIOH de endonucleasa I especifica de Mejora la calidad de los aislamientos de ADN plasmidico.
. o, Minimiza la recombinacién del ADN introducido con el ADN del
recAl Mutacion en recombinacion. . o .
huésped, aumentando la estabilidad de los insertos.
gyrA96 Mutacién de la ADN girasa Confiere resistencia al dcido nalidixico.
. Mutacion en el metabolismo de la tiamina. . L . .
thi-1 Los mutantes requieren tiamina para crecer en medios minimos.
hsdR17(r” Restr.lccmn del AD.N qe,l husped y mutacion Permite la clonacion sin escision del ADN transformado por
N del sistema de metilacion. . ,
mk") endonucleasas de restriccion endogenas.
Permite la sintesis de ARN en ausencia de sintesis de proteinas. La ppGpp
relAl Mutacién de ppGpp sintetasa [ sintetasa [ asociada a ribosomas puede detectar ribosomas con una ARNt
sin carga en el sitio A, un signo de inanicion.
proAB Mutaciones en el metabolismo de la prolina.  Requiere prolina para crecer en medios minimos
supE44 Mutaciones supresoras Suprime las mutaciénes dambar (UAG).
traD36 Mutacion del factor de transferencia Previene la transferencia del episoma F'.
lacl Sobreproduccion de la proteina represora lac  Conduce a altos niveles de la proteina represora lac, inhibiendo la
q transcripcion del promotor lac
Supresién parcial del gen de la p-d- Permlte‘la complementacmr‘l’ de la actividad de B-galacéomdasa por la
. secuencia de complementacion a en los vectores pGEM™-Z. Permite la
lacZAM15  galactosidasa

seleccion azul / blanco para colonias recombinantes cuando se colocan en
placas sobre X-Gal.

Fuente: Manual de promega — Marcadores geneticos de E. coli



1.2.12.4 PCR de colonias

La PCR de colonias es un método conveniente de alto rendimiento para determinar la presencia o
ausencia de inserto de ADN en construcciénes de plasmidos, también se puede usar para
determinar la orientacion del inserto, por lo tanto, es una herramienta poderosa para la deteccion
rapida y facil a través de cantidades potencialmente grandes de colonias para distinguir los
verdaderos positivos de los falsos positivos (Bergkessel & Guthrie, 2013). Los transformantes
individuales se pueden lisar en agua con un breve paso de calentamiento o agregarse directamente
a la reaccion de PCR y lisarse durante el paso de calentamiento inicial. Este paso de calentamiento
inicial provoca la liberacion del ADN plasmidico de la célula, por lo que puede servir como
plantilla para la reaccion de amplificacion. Los cebadores especificos de inserto pueden usarse
para determinar si la construccion contiene el fragmento de ADN de interés, ademas de
proporcionar informacion sobre la especificidad y el tamafio del ADN de inserto, alternativamente,
los cebadores que se dirigen al ADN del vector que flanquea el inserto se pueden usar para
determinar si el inserto tiene o no el tamafio molecular correcto. En todos los disefios
experimentales, la presencia o ausencia de un amplicon de PCR y el tamafo del producto se
determinan por electroforesis junto con un marcador de tamafio de ADN en un gel de agarosa

(PCR de colonias | NEBRASKA, s. f.)
1.2.125 Criopreservacion de células con glicerol

La criopreservacion (crio = frio) es el uso de temperaturas muy bajas para preservar células y
tejidos vivos estructuralmente intactos. Los crioprotectores son soluciones que protegen del frio
actuando sinergicamente en la deshidratacion de la célula extrayendo o desplazando el agua del
citoplasma y asi evitar que durante la congelacion se formen cristales de hielo en el interior de la
célula, pero para ser bioldgicamente aceptables el compuesto debe ser altamente soluble en agua
y permanecer asi a bajas temperaturas para producir una profunda depresion de la temperatura de
congelacion; debe poder penetrar en las células; y debe tener una baja toxicidad para que pueda
usarse en las altas concentracidones que se requieren para producir estos efectos. Muchos
compuestos tienen tales propiedades, que incluyen glicerol, dimetilsulfoxido, etanodiol y

propanodiol (Pegg, 2007).
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Los crioprotectores se dividen en permeables y no permeables, entre los permeables se encuentra
el glicerol, sus propiedades como crioprotector fueron descubiertas en 1949 por los cientificos
Polge, Smith y Parkes (Polge et al., 1949), el glicerol forma uniones de hidrogeno con el agua a
través de sus grupos -OH, mejorando la estabilidad de las células al reducir al minimo el contenido
de agua intracelular para evitar la vitrificacion y proteger las macromoléculas en el ambiente

interno de la célula (Avila-Portillo et al., 2006).

e 3

Congelacion fenta *

o

* | _I, 1..: E
. Congelacion \—,
aplima 2

~

lacion
rapida

Figura 11 Criopreservacion y su efecto sobre la célula
Fuente: Mazur, 1977.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 LUGAR DE ESTUDIO

El analisis in silico se realizo en el aula virtual C-234 de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional San Antonio Abad del Cusco y la parte experimental se realiz6 en los laboratorios N°9
y N°10 del Instituto Universitario de Enfermedades Tropicales y Salud Publica de Canarias de la

Universidad de La Laguna — Espatfia, en el 2018.
2.2 MATERIALES
2.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

v Cepa de Chromohalobacter salexigens MP25462.
v’ Cepas bacterianas de Escherichia coli JM109 (Promega).
v Plasmido pGEM-T (Promega).

2.2.2 MATERIAL DE LABORATORIO
2.2.2.1 Equipos de laboratorio

Micropipetas de 0.5-10 pl, 10-100 ul y 100-1000 pl (Eppendorf).
Agitador de tubos (Vortex)

Multi-Rotator PTR-35 (Grant-bio)

Microcentrifuga 5418 (Eppendorf)

Bafio maria (Univeba)

Lector de Imagenes ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad).
Centrifuga Megafuge 16R (Thermo Scientific).

Camara de flujo Laminar Bio-II-A (TelStar).
Congeladora (Corbero).

Microondas.

Thermo Mixer C (Eppendorf).

Termociclador T Professional Basic (Biometra).
Termociclador T Professional Gradient (Biometra).
Céamara de electroforesis Sub-Cell GT Basic (Bio-Rad).
Fuente de alimentacion eléctrica (Bio-Rad).

Cubeta de electroforesis Wide Mini-Sub Cell GT Basic (Bio-Rad).

AN NN N Y N N NV N N N N N R N
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MATERIALES Y METODOS

Balanza electronica JT-1200 (Cobos).

Transiluminador UV.

Espectrofotometro DS-11 + (DeNovix).

Congeladora -20°C (Innova).

Autoclave (Raypa).

Destilador de agua MiliQ Paranity TU (VWR).

Reactivos y kitsPureYieldTM Plasmid Miniprep System (Promega).
[ustraTM Tissue & Cells genomic Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare).
[ustraTM GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare).
Agarosa de grado molecular (BIOLINE).

T4 DNA ligasa (Thermo Scientific).

Marcador molecular Lambda Hind IIT (BIOLINE).

Marcador molecular Hyper Ladder II (BIOLINE).

Tampon de reaccion 2X (Thermo Scientific).

Cloruro de Sodio (NaCl)

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)

Taq DNA polimerasa (Promega)

Cloruro de magnesio (MgCl2)

2.2.2.2 Material fungible y otros

AN N N Y N N N N N N

Probetas graduadas, de 250 mL, y 1000 mL.

Puntas para micropipetas de 1-20 pL, 1-200 pL, 100-1000 pL.
Tubos de microcentrifuga de 1.5 mL

Tubos de PCR de 0.2 ml.

Tubos de criopreservacion de 1.8 ml.

Tubos de centrifuga 15 mL y 50 mL.

Placas Petri de 100mm x 20mm.

Matraces de 50 ml y 500 ml.

Pipetas Pasteur de 3 mL

Jeringas de 10 ml.

Filtros de jeringa de 0.22 um.
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Gradillas para tubos de 1.5 ml.
Asas de siembra descartables.
Palitos de mondadientes estériles.
Mechero de alcohol.
Encendedor.

Papel toalla.

Equipo de proteccion personal (barbijo, mandil, guantes).

2.2.3 MATERIAL BIOINFORMATICO

2.2.3.1 Datos primarios

v
v

Secuencias crudas pe-1_S15 L001 _R1_001.fastq
Secuencias crudas pe-1_S15 1001 _R2 001.fastq

2.2.3.2 Bases de datos

v

v

v

RAST: Rapid Annotation using Subsystem Technology (Anotacion rapida utilizando
tecnologia de subsistema) — Servicio de anotacion del genoma procariético.

http://rast.nmpdr.org/rast.cgi.

NCBI: National Center Biotechnology Information — Centro nacional de informacion
biotecnoldgica.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

MEROPS: Peptidase Database Es un recurso de informacion para las peptidasas.

https://www.ebi.ac.uk/merops/index.shtml.

2.2.3.3 Softwares y programas informaticos

DN NI N N NN TN

Sistema operativo Linux, Ubuntu (Version 16.04LTS)
Trimmomatic v. 0.36

SPAdes v.3.13.1

Quast v. 4.6.1

I-Tasser

Gene Runner

Mega VII

ImageLab

Microsoft 2010
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2.3.1 TIPO DE INVESTIGACION

Descriptiva — experimental

2.3.2 FLUJOGRAMA DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

MATERIALES Y METODOS

~— Organizacion de las secuencias crudas
de ADN de C. salexigens, a partir de
datos NGS.

!

Anotacion del genoma de C.
salexigens MP25462.

!

Busqueda y descripcion de proteasas
del genoma C. salexigens MP25462.

Trabajo in silico

Seleccion del gen que codifica a una
proteasa,

Diseno de cebadores para aislar la
— protcasa.

Control de calidad de
secuencias.

Ensamble de novo de las
secuencias

Rast,

RAST, Excel, Blast

Modelado estructural de una

proteasa

Gene Runner,

1
1

FastQC.

Trimmomatic.

Spades.

Quast.

[-Tasser

Figura 12: Flujo de secuencia de actividades del trabajo de investigacion in silico.
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Trabajo en laboratorio

Cepa MP25462 C. salexigens.

Recuperacion de las cepas
criopreservadas. .
- Preparacion de células
l Cepas IM109 E. coli. IR
Aislamiento y purificacion del ADN |
genémico de C. salexigens MP25462. Mega 7, Image Lab
Amplificacion de una proteasa de C. __ | :
salexigens MP25462. PCR. Electroforesis.
. - | Secuenciacion de productos
Purificacion de los productos de PCR. ficados de PCR. Mega 7, Image Lab
l Ligacién.
Clonacién en un sistema heterélogo. ~|:
l Transformacion, PCR colonia.
Extraccion del ADN plasmidico. = Lisis alcalina.

Secuenciacién de la proteina
recombinante

Criopreservacion de células clonadas

Figura 13: Flujo de secuencia de actividades del trabajo de investigacion en laboratorio.
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2.4 METODOS Y FUNDAMENTOS

La presente investigacion tiene como datos primarios las secuencias crudas de ADN de la bacteria
Chromohalobacter salexigens MP25462 resultado del Proyecto: “Secuenciacion del metagenoma
de bacterias halofilas en ambientes salinos del departamento del Cusco” con resolucion N° R-005-

2016-UNSAAC.
2.4.1 TRABAJO IN SILICO
2.4.1.1 Control de calidad de las secuencias crudas

Se utilizé el software FastQC v. 0.11.7, que se ejecutd desde la terminal del sistema operativo de
Linux, Ubuntu, los archivos de entrada fueron las dos secuencias crudas .fastq Forward y .fastq
Reverse, se obtuvo un formato “html” como archivo de salida en cada secuencia respectivamente,
en donde se puede visualizar de forma general las calidades de las lecturas que se obtuvieron del

proceso de secuenciacion y que fueron consideradas para sus correcciones.

En la Figura 14, se describe un conjunto modular de analisis que se considera dentro de la interfaz

de este programa.

pe-d 545 L0601 R2 001fasty E:} Nombre de la secuencia
@ Estadisticas basicas

@ Calidad de la secuencia por base

@ Calidad de 1a secuencia por linea

@ Puntuacion de calidad por secuencia

@ Contenido por base secuenciada

@ Contenido de GC por secuencia

@ Contenido de N por base

+ 1) Distnbucion de la longitud de 1a secuencia

@ Niveles de duplicacion de secuencias

{1 Secuencias sobre-representadas

@ Contenido de adaptadores

Figura 14: Pardmetros de calidad que evalua el software FastQC.

Fuente: Traducido de la interfaz de FastQC
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2.4.1.2 Recorte de las secuencias

Se utilizo el software Trimmomatic v. 0.36 encargado de varios recortes Utiles para mejorar la
calidad de las secuencias, este programa se ejecutd desde la terminal del sistema operativo de
Linux, Ubuntu, los archivos de entrada son las dos secuencias crudas en formato fastq y como
producto del analisis resultaron 4 archivos de salida (2 Paired-End y 2 Single-End). La linea de

comandos es la siguiente:

— [/Usuario/Downloads/trimmomatic  java —jar trimmomatic.0.36.jar PE —phred33

‘archivo_1.fastq ‘archivo_2.fastq’ ‘archivo_1_PE.fastq ‘archivo 1 _UP.fastq’
‘archivo 2 PE fastq’ ‘archivo 2 UP fastq ILLUMINACLIP:/home/usuario/
Aplicaciones/Trimmomatic.0.36/NexteraPE-PE.fa:2:30:10 LEADING:3TRAILING:28

HEADCROP:20 MINLEN:100 SLIDINGWINDOW:4:15
2.4.1.3 Ensamble de las secuencias crudas de adn de C. salexigens.

El producto de la secuenciacion masiva con IlluminaMiseq fue ensamblado con el programa
SPAdes v.3.13.1, este es un ensamblador automatico que genera un archivo de salida en formato
FASTA, contigs.fa, este archivo alberga los datos de las secuencias ensambladas. El programa se

ejecuto desde la terminal de Linux-Ubuntu con la siguiente linea de comando:

— /Usuario/Downloads/SPAdes-3.13.1-Linux/bin/  spades.py -1  archivo_1l.fastg -2

archivo_2.fastq -o archivodesalida
2.4.1.4 Evaluacion de calidad del ensamble

La calidad del ensamble se analizo con el programa Quast v. 4.6.1 el cual generd un archivo en
formato .html, donde se observo diversas métricas como la longitud del genoma, las variaciones
del N50 basados en el alineamiento de los bloques, el contenido de GC (guanina, citosina), la
cantidad de Ns (bases no identificadas), la longitud y nimero de contigs que conforman el genoma
ensamblado. Esta herramienta se ejecuto desde la terminal de Linux-Ubuntu, utilizando el archivo

contigs.fa resultado del ensamble con SPAdes; la linea de comando es la siguiente:

— /Usuario/Downloads/quast-4.6.1-Linux/ python quast.py archivocontigs.fa
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2.4.1.5 Anotacion del genoma C. salexigens MP25462

La anotacion del genoma de C. salexigens cepa MP25462 se realizo con el programa RAST (Rapid
Annotation using Subsystem Technology) el cual solicito subir el archivo contigs.fa producto del
ensamble y completar datos de taxonomia del microorganismo. El resultado se obtuvo a las 24
horas y en la pagina de este programa se logro visualizar diferentes grupos de genes divididos en
subsistemas, ademas de diferentes opcidnes para descargar archivos de interés, entre ellos, Excel
(archivo de extension .xls), dentro del cual se pudo hallar una lista de todos los genes que posee el
genoma de esta bacteria, su respectiva descripcion, secuencia de nucledtidos y secuencia de

aminoacidos.
2.4.1.6 Descripcidn de proteasas del genoma de C. salexigens MP25462.

Para la descripcion de las enzimas proteoliticas que alberga el genoma de C. salexigens, se
descargo el archivo Excel del programa de anotacion RAST, en el cual se halla una lista de todos
los genes codificantes organizados por nombre, funcidn, cobertura de la secuencia en el genoma,
secuencia de aminodcidos, secuencia de nucledtidos, sentido de la secuencia dentro del genoma,
ubicacion respecto al genoma. Asi mismo, para encontrar los genes que transcriben solo a
proteasas, se utilizo todas las denominaciones que representan a este grupo de enzimas segun la
clasificacion UIBBM, es asi que se utilizo la opcion Buscar en el Excel, en donde se escribi6 las
siguientes palabras: peptidase, aminopeptidase, carboxipeptidase, dypeptidil peptidase,
serynpeptidase, cysteinpeptidase, aspartylpeptidase, metallopeptidase, de esta manera se fue
reuniendo las secuencias de cada enzima proteolitica, las cuales a su vez fueron filtradas utilizando
la secuencia de aminoécidos en la base de datos del Blast-NCBI, esto para corroborar la identidad
de cada proteasa hallada. Seguidamente, se procedio a agruparlas segun su sitio de accion
catalitica, ya sean endopeptidasas o exopeptidasas, cada proteasa con su respectiva descripcion
segun sus antecedentes, ademas, se indico su nimero de nucleo6tidos, su nimero de aminoacidos,

y se definid su ubicacion intergenica asi como los genes proximos de cada proteasa descrita.
2.4.1.7 Modelamiento estructural de la proteasa Amidohidrolasa MP25462

Posterior a la realizacion de la bisqueda de la secuencia nucleotidica del gen que expresa la
Amidohidrolasa se comenz6 con la descripcion de la misma con el servidor I-TASSER (Iterative

Threading ASSEmbly Refinement). Este servidor generd predicciones estructurales automatizadas
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de la proteina Amidohidrolasa de longitud completa en 3D asi como la ubicacion del sitio activo,
el ion metalico y los ligandos. Para lo cual, se inicid sesion en la plataforma de I-Tasser con una
cuenta institucional, seguidamente se subi6 la secuencia de aminoacidos en formato FASTA en la
opcion “Or upload the sequence from your local computer”, indicando la identificacion o nombre
de la proteina en estudio. Finalmente se selecciono el botén “Run I-TASSER” para terminar de
subir la secuencia y se ponga en cola debido a la demanda de trabajo que tiene el servidor. El
proceso de identificacion estructural, se basa en que el programa 1 - Tasser utiliza una serie de
algoritmos que se van alineando con la plantilla estructural mas similar del PDB (Protein Data
Base), este proceso tardo aproximadamente 96 horas. Al término, se obtuvo el modelado 3D de la
Amidohidrolasa la cual tuvo alta similitud con una Amidohidrolasa cristalizada del PDB (Protein
Data Base). El servidor I-TASSER mediante su base de datos otorgd la prediccion de
funcionalidad de la proteina Amidohidrolasa de C.salexigens MP25462 realizando una
comparacion estructural con las proteinas cristalizadas que abarca el PDB tomando en cuenta el
C-score, la covertura y comparaciones de ligando, es asi, que el servidor otorgé el archivo PDB de
la enzima cristalizada con mayor probabilidad de ubicacion de sitio activo asi como ligandos

implicados, con lo cual se realizé la descarga del archivo de extension .pdb.

Con la informacidn obtenida del articulo de la Amidohidrolasa cristalizada se realizo6 la descripcion
de la proteina Amidohidrolasa de C. salexigens cepa MP25462, donde se ubico los sitios de union
de ligando y el sitio activo, ya que, con esta similaridad obtenida se consigue los aminoacidos
comprometidos en el sitio activo asi como el hallazgo del ion metalico de la proteina para luego

realizar la simulacion de su estructura proteica.
2.4.1.7 Disefio de cebadores

Para amplificar la enzima proteolitica Amidohidrolasa presente en el genoma de C. salexigens se
disefio un par de cebadores con el programa Gene Runner v. 6.5.51 Beta, para ejecutar el programa,
primero se cargo la secuencia de nucledtidos del gen, se identificé la posicion del inicio y final del
gen, y con la opcion Oligo Analysis, se realizd el analisis seleccidnando previamente entre 18-
20pb de ambos oligos y luego se considerd el porcentaje de GC entre 50-60%, con una Tm < 5°C
entre la pareja de cebadores y se evitd que las terminaciones 3 'sean complementarias, ya que esto

puede llevar a la formacion de dimeros.
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2.4.2 TRABAJO EN LABORATORIO
2.4.2.1 Recuperacion a partir de la criopreservacion de C. salexigens MP25462.

Para recuperar la bacteria halofila Chromohalobacter salexigens cepa MP25462 de la

criopreservacion a -80°C se procedid de la siguiente manera:

e Se prepard un medio liquido SW al 15% de NaCl (Anexo 5).

e Se descongeld en hielo la cepa MP25462 y se cultivo 200ul en Sml del medio liquido SW
al 15% de NaCl.

e Se incub6 a 37°C con movimiento constante a 300 RPM durante 18 horas.

e A partir del cultivo fresco de la cepa MP25462 se sembr6 en placas con medio SW al 15%
de NaCl y se dej6 incubar a 37°C durante 48 horas .

2.4.2.2 Preparacion de células competentes E. coli JIM109

Se preparo células competentes de E. coli para ser utilizadas durante la fase de la transformacion
segun el protocolo modificado por (Tang et al., 1994). La cepa no competente JM109, fue tratada

quimicamente para su competencia de la siguiente manera (Figural5):

e Inicialmente se preparé medio LB (Anexo 6) donde se dejo incubando la cepa en medio
LB liquido (5ml) durante toda la noche a 37°C.

e A partir del cultivo fresco se tom6 1ml y se transfirié a 50ml de LB liquido, este Gltimo se
dejo a 37°C, y se leyd a una longitud de onda de 450 nm hasta una D.O. = 0.6.

e Luego, se dejo enfriar el matraz en hielo por 10min y se trasvaso a un falcon de 50ml que
se centrifugo 4000 RPM durante 17min a 4°C, se descartd el sobrenadante y el pellet se re
suspendid con 50ml de MgCl, 0.1M, luego se dejé la muestra en hielo por 15min.

e [La segunda centrifugacion fue a 4000 RPM durante 7min a 4°C, se descartd el
sobrenadante y el pellet se re suspendio en 25ml de CaCl, 0.1M, luego se dejo la muestra
en hielo por 1 hora.

e La tercera centrifugacion fue a 4000 RPM durante Smin a 4°C, se descarto el sobrenadante
y se re suspendio el pellet en Sml de CaCl» 0.1M.

e Finalmente, a este volumen de la muestra se le afiadid glicerol al 20% para su

almacenamiento a -80°C, en tubos de 1.5ml.
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~ 200 ul en 5 ml medio 1ml de cultivo en

E.colino . i
competentes LB liquido a 37°C toda 50ml medio LB 3-4 hrs a 37°C Longitud de hEnIfn?(; en
JM109 la noche liquido 1elo 10min

Centrifugar
a4°C,
Alicuotar a 500ul y Resuspender con Resuspender Resuspender 4000rpm /
almacenar a 5ml de MgCI2 con 25ml de con 50ml de 17min
-80°C 0.1M + 20% de CaCl2 0.1M frio MgCl2 0.1M frio
glicerol @
@ @ Desechar el
. sobrenadante

Desechar el

Desechar el A
sobrenadante

sobrenadante |

Figura 15: Proceso de obtencion de células competentes para la etapa de la transformacion (clonacion).
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2.4.2.3 Aislamiento y purificacion del ADN genoémico de C. salexigens MP25462

Para el aislamiento y purificacion de ADN gendémico de Chromohalobacter salexigens MP25462
se utilizo el Kit GE Healthcare Illustra Tisue & cells genomicPrep Mini Spin (Figura 16), se

describe a continuacion:

e Descongelar en hielo la cepa MP25462 y se cultivo 200ul en Sml de medio liquido SW al
15% de NaCl, durante 18 horas a 37°C.

e Separar 1ml del cultivo fresco en un tubo de 1.5ml y se centrifugd a 16000g por 3 minutos,
este paso se realizoé tres veces, descartando el sobrenadante al final de cada centrifugacion,
con el objetivo de obtener un pellet concentrado en el tubo de 1.5ml.

e Llevar a lisis las células afiadiendo 100ul de tampon de lisis Tipo I en la muestra y se dejo
incubar durante 15min a 56°C.

e Agregar a la muestra 5ul de ARNasa (10mg/ml) para la remocion del ARN y se dejo
incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

e Purificar la muestra anadiéndole 500ul de tampon de lisis Tipo IV y se dej6 incubar durante
10 minutos a temperatura ambiente, luego se centrifugd a 11000g durante 10 segundos.

e Luego se lavd y dejo secar la columna anadiendo 500ul de tampén TipolV y 500ul de
tampon TipoVI con centrifugaciones a 11000g durante 3 minutos cada uno
respectivamente.

e Finalmente, el ADN genoémico purificado se eluyd con 200ul de tampén Tipo V
precalentado en el centro de la columna y se dejo incubar durante 1 minuto a temperatura

ambiente, luego se centrifugé a 11000g durante 1minuto y se almaceno a -20°C.
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Ensamblar
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A. LISIS
56° C/ 15
Smidela Y= | \ ! n )
cepa 50 pl de 100 pl del tampon 500 pl del tampon
MP25462 PBS de lisis tipo 1 de lisis ﬁpo 4
» - » -
16000 g / 2000 g / 10 pl de Temperatura
1 min. ’ 10 seg. . Proteinasa K ambiente /
' \ ; } 3 10 min. 7
2000 g / 11000 g /
‘ 10 seg.
C.ELUCION \ . HHg.
p——
~—— i — e 3 3
{ ;
Kimaceasr & 11000 g / 11200 pl del tampon

4°C i i 1 min.

-
Temperatura

1 . | nae |
o Do ambiente / 1
s & m

= . / .
L"','i N — ~— 3 — : )

e Tubo libre 11000 g /3 500 pl del tampon
de elucion tipo 5. rm— e de ADNasa — min. Slc lavado tipo 6

700 pl de la
muestra
& — pr——tey ,\ - p— 3
k"",‘ | =—— 1

' 11000 g/
E E 1 min.
» »

=500 pl del tampon =
de lisis tipo4 |

11000 g / 1
min.

B. LAVADO Y
SECADO

—__

Figura 16: Proceso de aislamiento y purificacion del ADN genémico
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2.4.2.4 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Para empezar, se calcul6 las diluciones de los 4 ANTPs, los dos cebadores, el cloruro de magnesio
(MgCl), la solucion tampon, el ADN polimerasa y el ADN molde. Para esto, se tom6 en cuenta
la concentracion inicial de cada componente de la PCR, con el fin de obtener la misma cantidad

de moles al final de la disolucion. La ecuacion es la siguiente:

Ciniciat X Vinicial = Cfinal X Vfinal
Donde:
Cinicial: Concentracion inicial en molares
Vinicial: Volumen inicial de la disolucion
Cfinal: Concentracion final en molares

Vinal: Concentracion final de la disolucion

Tabla 8: Sistema de dilucién para cada componente de la PCR.

Componente Cinicial Cfinal Vinicial

Agua - - 8.75ul
Tampon 5X 1X 4ul
MgClI2 25Mm 1.5mM 1.2ul
dNTPs 2mM 0.2mM 2ul
Primer Forward 10mM 10pmol Tl
Primer Reverse 10mM 10pmol Tl

Taq Polimerasa 5U/ul 0.25U/ul 0.05ul
ADN - Sng/ul 2ul
Viinal 20ul

Para la preparacion de las reacciones, se irradia con luz ultravioleta por 5 minutos la cdmara de

flujo laminar, y los materiales que se utilizaran.
2.4.2.5 Estandarizacion de las reacciones de PCR.

Previamente a la amplificacion del gen, se estandarizé la temperatura de fusion (Tm) de los

cebadores en el termociclador T Professional Gradient (Biometra) (Tabla 9 y Figura 17).
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Separar el mix de PCR en un tubo de 1.5ml para siete reacciones con un volumen final de
140ul, considerando cinco reaccidnes para la gradiente de temperatura y una reaccion para
el blanco.

Transferir 18ul del tubo mix a cada tubo para PCR de 0.2ml.

Anadir 2ul de ADN a cada tubo para PCR de 0.2ml fuera de la camara de bioseguridad
excepto al tubo que vendria a ser el blanco.

Programar el termociclador T Professional Gradient (Biometra), con la gradiente de
temperatura de 55°C, 57.5°C, 59.8°C, 65°C y 68°C.

El ciclo de amplificacion fue de 4 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de 94°C durante
30 segundos, 55-68°C durante 30 segundos, y 72°C durante 30 segundos, finalizando a

72°C durante Smin.

Tabla 9: Sistema del mix de PCR para un volumen final de siete reacciones.

Componente Cinicial Cfinal Vinicial \'%/
Agua - - 8.75ul 61.25ul
Tampon 5X 1X 4ul 28ul
MgCl12 25Mm 1.5mM 1.2ul 8.4ul
dNTPs 2mM 0.2mM 2ul 14ul
Primer Forward 10mM 10pmol Tl Tul
Primer Reverse 10mM 10pmol Tl 7ul
Taq Polimerasa S5U/ul 0.25U 0.05ul 0.35ul
ADN 17.08ng/pul Sng/ul 2ul -

Viinal 20ul 140ul
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: 2 V A 3 ‘..

Figura 17: Programacion de la PCR en gradiente con el termociclador T Professional Gradient
(Biometra)

2.4.2.6 PCR para amplificar el gen Amidohidrolasa

La amplificacion del fragmento de la proteasa amidohidrolasa fue realizada en el termociclador T

Professional Basic (Biometra).

e Esterilizar la camara de flujo laminar durante 5 minutos con luz ultravioleta.

e Preparar el mix de PCR en un tubo de 1.5ml para 5 reacciones donde una reaccidn es para
el blanco y tres reacciones para la amplificacion del gen con el fin de obtener una alta
cantidad y concentracion del gen aislado.

e Transferir 18ul del tubo mix a cada tubo para PCR de 0.2ml.

e Afadir 2pul de ADN a cada tubo para PCR de 0.2ml fuera de la camara de bioseguridad
excepto al tubo que vendria a ser el blanco.

e Programar el termociclador T Professional Basic (Biometra), los ciclos de amplificacion
fueron: 4 minutos a 94°C, seguida de 30 ciclos a 94°C durante 30 segundos, temperatura
de fusion de los cebadores durante 30 segundos y 72 °C durante 30 segundos, finalizando

a 72°C durante 5 minutos.
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Tabla 10: Sistema del mix de PCR para un volumen final de 5 reacciénes

Componente Cinicial Cfinal Vinicial Vs
Agua - - 8.75ul 43.75
Tampon 5X X 4ul 20
MgCl2 25Mm 1.5mM 1.2ul 6
dNTPs 2mM 0.2mM 2ul 10
Primer Forward 10mM 10pmol Tl 5
Primer Reverse 10mM 10pmol Iul 5
Taq Polimerasa 5U/ul 0.25U 0.05ul 0.25
ADN 17.08ng/ul Sng/ul 2ul -

Vifinal 20ul 100pul

2.4.2.7 Electroforesis

Para visibilizar el tamafo del gen amidohidrolasa se realizd la técnica de electroforesis en gel de
agarosa, para lo cual primero se alist6 el equipo de electroforesis, las muestras de ADN producto
de la PCR, el marcador de peso molecular (standard), el tampon de carga 6X, el tampon TAE 1X
(Anexo 3), la solucion Sybr Safe que es un componente que se intercala con las bases nitrogenadas
emitiendo una fluorescencia bajo la luz ultravioleta. Luego se desarrollo6 el procedimiento de la

siguiente manera:

e Se preparo el gel de agarosa al 1% con 1ul de Sybr Safe (Anexo 4)

e Luego se vertiod la mezcla del gel con mucho cuidado en el molde para electroforesis con
el peine bien puesto y se dejo solidificar.

e S¢ sumergio el gel en la camara electroforética que contenia tampon TAE 1X y se retird
cuidadosamente el peine para que queden libres los pocillos para las muestras.

e Luego se prepard las muestras mezclando tanto las muestras de ADN como el marcador de
peso molecular con 8ul de agua destilada y 2ul de tampon para un volumen final de 12pul.

e Se conecto los cables a la fuente de poder y se aplico un voltaje de 90V durante una hora.

e Para la visualizacion del ADN se utilizo el lector de imagenes ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad)

donde se coloco el gel en el transiluminador y se encendio la ldmpara de luz ultravioleta (A
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~ 300 nm), la imagen se observa mediante el programa Imagen Lab TM (Bio-Rad

Laboratories, Inc.).
2.4.2.8 Purificacion de la Amidohidrolasa

Para purificar el gen Amidohidrolasa se amplifico el gen y se realiz6 la electroforesis respectiva.
Para empezar, se coloc6 el gel de agarosa en un transiluminador de luz ultravioleta con una
longitud de onda a 365 m para visualizar las bandas con el ADN de la amplificacion del gen y se

recortd rapidamente el gel de agarosa con el ADN, los cuales fueron purificados con el Kit Ilustra
GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare). El desarrollo del procedimiento se

observa en la figura 18 y se detalla a continuacion:

e Primero se sumergio los trozos de gel de agarosa con el ADN en 310ul de tampoén de
captura Tipo 3 y se incubo a 60°C hasta que el gel se disolvio.

e Luego se prepard la columna GFX Micro Spin en un tubo de recoleccion.

e Seguidamente se transfirio 610ul de la muestra de captura con los geles disueltos a la
columna GFX Micro Spin y se dejoé a temperatura ambiente durante 1 minuto.

e Se centrifugo la columna ensamblada a 16000g durante 30 segundos, descartando el eluido
del tubo de recogida.

e Se adiciono 500ul de tampon de lavado Tipo 1 a la columna ensamblada y se centrifug6 a
16000g durante 30 segundos, descartando el eluido del tubo de recoleccion.

e Se traslado la columna GFX Micro Spin a un nuevo tubo de 1.5ml y se adicioné 30ul de
tampon de elucion Tipo 4.

e Se centrifugd a 16000g durante 1 minuto y se colectd el eluido que contiene el ADN de la

Amidohidrolasa purificado en un volumen de 30pl.
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Figura 18: Proceso de la purificacion del gen Amidohidrolasa.
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2.4.2.9 Secuenciacion de la Amidohidrolasa

La secuenciacion de los productos purificados del gen Amidohidrolasa se realizé mediante la
técnica de Sanger en el Servicio General de Apoyo a la Investigacion (SEGAI) de la Universidad

de La Laguna, Tenerife.
2.4.2.10 Analisis bioinformético del gen Amidohidrolasa

Se utilizo el programa Mega VII para revisar el cromatograma de la secuenciacion y corroborar la
similitud de nucledtidos del gen Amidohidrolasa entre los resultados de la secuenciacion

proporcionado por el SEGAI y la secuencia de nucleo6tidos proporcidénado por la anotacion RAST.
2.4.2.11 Clonacion

El procedimiento de clonacion del gen Amidohidrolasa se realizo en el sistema vector de clonacién

pPGEM-T Vector Sistem I, el cual cuenta con un protocolo que se divide en dos pasos:

e Ligacion: Inserto-Vector

e Transformacion.

Ligaciéon: Inserto-Vector

Se refiere a la ligacion entre el inserto que viene a ser el gen Amidohidrolasa purificado y el vector

pGEM-T Vector Sistem I. El desarrollo del procedimiento fue el siguiente:

e Se calculo la cantidad de inserto requerido para una proporcion de 1:3 (vector:inserto)

segun la siguiente formula:

ng de vector X tamano del inserto pb . Inserto
= X proporcion
tamafo del vector pb vector

= ng de inserto

e Se centrifugd brevemente el vector pGEM-T vy el inserto del ADN control.
e Se vortexed vigorosamente el tampon de ligacion 2X.
e Se preparo la reaccion de ligacion como se muestra en la Tabla 11.

e Se incubo la reaccidn de ligacion a 4°C durante toda la noche.
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Tabla 11: Componentes de la reaccidn de ligacion

Componentes de reaccion Reaccion Control Control
Estandar Positivo de Fondo

Tampon de ligacion rapida al ADN T4 ligasa 5l 5ul 5ul

2X

Vector pGEM-T (50 ng) 1 pl 1 pul 1 ul

Productos de PCR X ul - -

Inserto de ADN control - 2 ul -

ADN T4 ligasa 3U/ pl 1 ul I ul 1l

Agua libre de nucleasas para un volumen final 10 pl 10 pl 10 pl

Transformacion

Para esta fase de la clonacion previamente se prepard el medio SOC (Anexo 7) y las placas de
Luria Bertani (LB) que contengan ampicilina a una concentracion de 100 pg/ml, como se describe
en el Anexo 6. El desarrollo del procedimiento para la transformacion se observa en la figua 19 y

se describe a continuacion:

e Colocar las células competentes E. coli JM109 en un recipiente con hielo para su
descongelacion.

e Combinar 2ul de cada reaccion de ligacion con 50ul de células competentes JM109
mezclando suavemente en un tubo de 1.5ml y se incub6 durante 20 minutos en hielo.

e Realizar la transformacion mediante shock térmico sometiendo la mezcla de la reaccion de
ligacion con las células a 42°C durante 1 minuto seguido de 2 minutos en hielo.

e Realizar la recuperacion de las células afiadiendo 950ul de medio SOC a temperatura
ambiente en los tubos con las transformaciones de reaccion de ligacion y se dejoé incubando
a 37°C durante 90 minutos con agitacion a 150 RPM.

e Realizar la siembra de las células transformadas, diseminando 100pl en placas con LB mas

Ampicilina, y se dejo a 37°C durante 24 horas.
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Figura 19: Proceso de la transformacion en la clonacion del gen amidohidrolasa.
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24.2.12 PCR de colonias clonadas

Se seleccionaron 5 colonias al azar de la placa con medio LB mas ampicilina, estas colonias fueron

individualmente inoculadas en 700ul de caldo LB mas ampicilina y se incubaron a 37°C durante

18 horas. El procedimeinto para la PCR de cada colonia fue el siguiente:

A partir del cultivo fresco de cada colonia se separ6 100ul a nuevos tubos de 1.5ml
respectivamente y se centrifugd a 6000 RPM durante 10 minutos, descartando el
sobrenadante.

Se anadi6é 50ul de agua ultrapura al pellet y se llevo a un bafio de agua a 100°C durante 5
minutos luego se centrifugd a 13000 RPM por 5 minutos. Se conservo el sobrenadante y
se descarto el pellet.

Se utilizo 2ul del sobrenadante como ADN molde para cada reaccion de PCR, utilizando
los cebadores SP6 y T7 del vector pPGEM-T para comprobar la transformacion en las
colonias. El sistema de reaccion utilizado se describe en la Tabla 12.

El ciclo de amplificacion fue de 4 minutos de denaturacion inicial a 94°C, seguido de 31
ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos de hibridacion a 50°C y 30 segundos de
extension a 72°C; y una extension final de Smin.a 72°C. La electroforesis de las muestras

se realiz6 en gel de agarosa al 1% con un voltaje de 90V constante durante 1 hora.

Tabla 12: Sistema de reaccion para la PCR de colonias clonadas

Componente Cinicial Cifinal Vinicial A%
Agua - - 8.75ul 61.25ul
Tampon 5X I1X 4ul 28ul
MgCI2 25Mm 1.5mM 1.2ul 8.4ul
dNTPs 2mM 0.2mM 2ul 14pl
Cebador T7 10mM 10pmol lul 7ul
Cebador SP6 10mM 10pmol Tul Tul
Taq Polimerasa 5U/ul 0.25U 0.05ul 0.35ul
ADN - - 2ul -

Viinal 20ul 140ul
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2.4.2.13 Extracciéon del ADN plasmidico por lisis alcalina

Para extraer al plasmido pGEM-T que contiene al segmento del gen en las células IM109, se utilizd
el Kit PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega). Para empezar, se selecciond una tnica
colonia clonada que fue inoculado en 5ml de caldo LB (con ampicilina 100 pg/ml) y se cultivo a
37°C durante 16 horas con agitacion vigorosa de 300 RPM. El desarrollo del procedimiento para

la extraccion del ADN plasmidico se observa en la figura 20 y se detalla a continuacion:

e Obtener el pellet de 3ml del cultivo fresco mediante centrifugacion a 16000g durante 30
segundos en un tubo de 1.5ml.

e Agregar 600ul de tampon TE al pellet y se resuspendio.

e Agregar 100ul de Cell Lysis Buffer y se mezclé invirtiendo el tubo seis veces hasta que la
solucion vird de color opaco a un azul claro, indicando que la lisis estaba completa.

e Afiadir 350ul de Neutralization Solution fria (4°C) y se mezclo invirtiendo el tubo hasta
que la solucion vird a color amarillo.

e Centrifugar a 16000g durante 3 minutos y se alisto la minicolumna Pure Yield con su tubo
de coleccion.

e Transferir 800ul del sobrenadante a la minicolumna y se centrifugo a 16000g durante 15
segundos.

e Descartar el eluido y afiadir 200ul Endotoxin Removal Wash a la minicolumna y se
centrifugd a 16000g durante 15 segundos.

e Descartar el eluido y afiadir 400ul Column Wash Solution a la minicolumna y se centrifugd
a 16000g durante 15 segundos.

e Transferir laminicolumna a un tubo de 1.5ml y agregar 30ul de Elution Buffer directamente
al centro de la matriz de la minicolumna e incubar a temperatura ambiente durante un
minuto.

e Centrifugar a 16000g durante 15 segundos para eluir el ADN plasmidico.

e Almacenar el ADN plasmidico a -20°C hasta su uso en posteriores procedimientos.
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Figura 20: Procedimiento de la extraccion del ADN plasmidico por lisis alcalina
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24.2.14 Secuenciacién de la Amidohidrolasa clonado

Para asegurar la clonacion del gen amidohidrolasa y conocer en que orientacion ingreso el gen en
el plasmido pGEM-T, se envio un volumen de 10ul a una concentracion de Smg/ul del producto
de la extraccion del ADN plasmidico clonado al Servicio General de Apoyo a la Investigacion de
la Universidad de La Laguna (SEGAI) para su respectiva secuenciacion. Los resultados de este
paso fueron analizados con el programa MEGA 7 donde se alinearon las cadenas nucleotidicas
sentido y antisentido del gen de la amidohidrolasa con los resultados de secuenciacion del plasmido

con el cebador T7 y el cebador SP6 del vector.
2.4.2.15 Criopreservacion de células clonadas

Las cepas clonadas con el inserto amidohidrolasa fueron criopreservados para un uso posterior en

tubos de 2ml de capacidad. El procedimiento fue el siguiente:

e Realizar un cultivo fresco de las cepas bacterianas clonadas en 5ml de caldo LB con
ampicilina durante 16 horas a 37°C con agitacion vigorosa a 300 RPM.

e Afiadir 160 pl del cultivo fresco en cada tubo de 2ml.

e Afadir 40ul de glicerol estéril al 20%.

e Invertir los tubos para homogenizar la mezcla.

e Finalmente, almacenar los tubos a -80 °C.
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3.1 RESULTADOS
3.1.1 ORGANIZACION DE LAS SECUENCIAS CRUDAS DE ADN DE C. salexigens.

De la organizacion de las secuencias se reporta los informes elaborados por las herramientas

bioinformaticas FastQC, Trimmomatic y Quast.

En la Tabla 13, se muestra el resultado del estado de las secuencias crudas producto de la
secuenciacion masiva, donde el programa FastQC, analiz6 los archivos .fastq Forward y .fastq
Reverse, revelando el estado de las secuencias en once parametros de calidad mediante tres
diferentes iconos de color: el Rojo representa un estado danado de la secuencia, el Amarillo
representa un estado alarmante de la secuencia y el Verde representa un estado bueno de la

secuencia.

Tabla 13: Pardmetros de calidad de las secuencias Forward y Reverse con el programa FastQC

N° Parametros de calidad Estado
Forward Reverse
1 Estadisticas basicas @ @
2 Calidad de la secuencia por base @ Q
3 Calidad de la secuencia por linea Q @
4 Puntuacion de calidad por secuencia @ @
5 Contenido por base secuenciada Q Q
6 Contenido de GC en la secuencia @ @
7 Contenido de N por base @ @
8 Distribucion de la longitud de la secuencia O O
9 Niveles de duplicacion de secuencias @ @
10 Secuencias sobre-representadas O O
11 Contenido de adaptadores @ @

Leyenda: @ Estado bueno de la secuencia

O Estado alarmante de la secuencia

@ Estado dafiado o peligroso de la
secuencia
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* Los parametros de analisis con icono verde son cinco, las cuales no requerirdn de alguna

correccion ya que su estado es bueno, estas son:

1) Las estadisticas basicas, donde el programa describi6 detalles generales de la secuenciacion

como el numero total de secuencias, el porcentaje de GC, el nombre del fichero original se

secuenciacion, (Tabla 14).

Tabla 14: Estadisticas basicas del archivo forward

Caracteristicas

Valores

Nombre del archivo forward

pe 1 S15 L001 R1 001.fastq

Encoding Sanger / Illumina 1.9
Total de secuencias 594952 lecturas
Secuencias marcadas como de baja calidad 0

Longitud de secuencias 35-301 pb

%GC 62

2) La puntuacion de calidad por secuencia, que permitid ver si algiin conjunto pequefio de

secuencias tiene baja calidad.

3) El contenido de N por base, que representa la indeterminacion de bases a lo largo de las

lecturas.

4) Los niveles de duplicacion de secuencias, este parametro esta relacidonado con la redundancia

de las lecturas.

5) El contenido de adaptadores, que revela la presencia de una posible contaminacidon ya sea

durante el aislamiento o durante el procesaciemiendo del genoma en estudio.

- Los parametros de analisis con icono amarillo son dos, las cuales no requeriran de

alguna correccion ya que su estado es aceptable, estas son:

1) La distribucion de la longitud de la secuencia, representa la distribucion en la longitud de las

secuencias, en este caso todas las secuencias no tienen el mismo tamafo, sin embargo, el

porcentaje es aceptable.

2) Las secuencias sobre-representadas, son las secuencias de adaptadores o cebadores que suelen

restar de la secuenciacion masiva, no siempre indica presencia de agentes externos a la

secuencia.

- Los parametros que presentan iconos rojos son cuatro, los cuales fueron tratados con

el software Trimmomatic con la finalidad de mejorar la calidad de las secuencias.
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1) Calidad de la secuencia por base: Da a conocer la calidad de las secuencias mediante el Intervalo de calidad Phred que va de 0-
40, donde cifras menores a 20 expresan una mala calidad, entre 20-28 es aceptable y superiores a 28 indica buena calidad. En la figura
21, se observa la calidad de la secuencia forward y reverse producto de la secuenciacion con la plataforma Miseq-Illumina. La grafica
de la secuencia Forward revela que a partir de 270pb el intervalo de calidad decae de 20 — 11 Phred, y la grafica de la secuencia Reverse

revela que a partir de 230pb el intervalo de calidad es de 10 - 6 Phred.

Nivel de calidad de Secuencia Forward Nivel de calidad de secuencia Reverse
I }[] B[aw l % ] | “ ﬂﬂllﬂﬂ!u ﬂ H H
I l[]

i

NNNEN uul"[“ l*i
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How

Intervalo de calidad de secuencia

0y 234567891519 30-38 £5-43 60-64 75—9 90-94 10-11‘ 130-134 150-154 170-174 11 21-21‘ 30-234 250-254 2727 290-254
Secuencia en pares de bases Secuen01a en pares de bases

Figura 21: Calidad de las secuencias crudas de Forward y Reverse. El eje Y es el intervalo de calidad Phred, el eje X son los pb de la
secuencia. Fuente: FastQC
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2) Calidad de la secuencia por azulejo: Este parametro se evidencia cuando la plataforma de secuenciacion es Illumina, los graficos
de la figura 22 revelan pérdidas de calidad de las secuencias en algunas celdas donde se observa tonos calidos como rojo, naranja y

amarillo, lo ideal es que las celdas se muestren de un color azul uniforme.

Secuencia Forward por azulejo Secuencia Reverse por azulejo

Tamafo de la celda de flujo
Tamatio de la celda de flujo

1
123450789 2004 4044 044 D084 100104 125129 150154 175179 200204 225229 20 750 XN 1ZX4EETED 2034 40-84 &0-84 B0-E4 100-104 125029 950184 q7E-AT9 H0-204 2SR FEOLIN4 I7S-ITD 003D

Secuencia en pares de bases Secuencia en pares de bases

Figura 22: Calidad de las secuencias crudas por celda de flujo.
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3) Contenido de bases en la secuencia: Representa el porcentaje de las 4 bases nitrogenadas a lo largo de las secuencias. En la figura
23 se observa que las lineas azul (C), negro (G), rojo (T) y verde (A) se presentan como un ruido al inicio de ambas secuencias,
esto puede deberse a la presencia de adaptadores como parte del procedimiento de la secuenciacion, recién a partir de 20pb las
lineas de ambas secuencias se mantienen constantes hasta el final, en el caso de la secuencia forward se separan a partir de 300pb,

de la secuencia reverse se observa separacion de las lineas azul y negro desde los 200pb y las lineas verde y rojo desde las 275 pb.

Contenido de bases en la secuencia Forward Contenido de bases en la secuencia Reverse
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Figura 23: Contenido de bases nitrogenadas en las secuencias crudas Forward y Reverse.
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4) Contenido de GC en la secuencia: Representa la proporcion de guanina mas citocina en las secuencias. En la figura 24 se observa

dos lineas en forma de campana, una roja y otra azul que muestran gran similitud para ambas secuencias. La linea roja representa al

valor de las lecturas trabajadas y la linea azul representa al valor te6rico, ambos valores coinciden en G+C = 63%.
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Figura 24: Contenido de G+C en la secuencias crudas de Forward y Reverse.
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De acuerdo a estos resultados del analisis de las secuencias crudas analizadas por el programa
FastQC, se realizaron las correcciones de las secuencias mediante el Trimming (recorte de
secuencias), reportandose una mejora considerable en los parametros de: calidad de la secuencia
por linea, contenido por base secuenciada y contenido de GC por secuencia, (Tabla 15), cabe
mencionar que al momento de realizar el trimming se tuvo severo cuidado con los cortes para evitar
la perdida de informacién. El contenido de Guanina y Citocina (GC) en la secuencia, se observo
que el valor tedrico es compatible con el valor de las lecturas trabajadas, no ha de variar con los
recortes; la calidad de secuencia por linea mantiene el porcentaje de error, esto demuestra que el
origen de contaminacion es de origen especifico, ya que este parametro analiza los problemas que
han podido suceder durante la reacciébn de la secuenciaciéon (Por ejemplo, déficit en la
manipulacion del reactivo), el quinto parametro revela que los cortes no fueron demasiados y que
ain se mantienen ligeras superposiciones de bases, pero que ahora se encuentran en los extremos,
el parametro 8 indica que el tamafio de las secuencias aun difieren de tamafios, pero en proporcion

aceptable. Por otro lado, los demas parametros presentan estados buenos de la secuencia.

Tabla 15: Parametros de calidad de las secuencias Forward y Reverse después del Trimming

N° Parametros de calidad Estado
Forward Reverse

1 Estadisticas basicas

2 Calidad de la secuencia por base

3 Calidad de la secuencia por linea

4 Puntuacion de calidad por secuencia

5 Contenido por base secuenciada

6 Contenido de GC por secuencia

7 Contenido de N por base

8 Distribucion de la longitud de la secuencia

9 Niveles de duplicacion de secuencias

10 Secuencias sobre-representadas

11 Contenido de adaptadores

000 C0OO 0O OO
000 O0O0O0O0OO

80



RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 25 se revela la calidad de secuencias después del Trimming, el primer grafico con la calidad de secuencia Forward muestra
una calidad constante de izquierda a derecha, de igual manera para el segundo grafico con la calidad de secuencia Reverse, ambos

presentan un indice de Phred por encima de 20.

Nivel de calidad de Secuencia Forward Nivel de calidad de Secuencia Reverse

Intervalo de calidad de secuencia
Intervalo de calidad de secuencia
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Secuencia en pares de bases Secuencia en pares de bases

Figura 25: Calidad de las secuencias, después del Trimmimg segun el indice de Phred.
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Con estas correccidnes en las secuencias crudas, se garantiza una mejor calidad de resultados para
los siguientes procesos, como el ensamblaje y la posterior anotacion. Para ello, el software

Trimmomatic proporcioné un archivo de salida importante para cada secuencia:

e Secuencia Forward - pe-1 _S15 L0O01 R1 PE.fastq
e Secuencia Reverse - pe-1_S15 L001 R2 PE.fastq

3.1.2 CALIDAD DEL ENSAMBLE DE LAS SECUENCIAS DEL GENOMA C. salexigens
MP25462

Los resultados que se obtuvo del programa de calidad de ensambles QUAST se presentan en la
tabla 16, estos datos dan a conocer las caracteristicas del genoma ahora ensamblado, siendo la
longitud del genoma de 3 712 216 pb, con un contenido de guanina mas citocina (G + C) del 64
%, asimismo comprende 42 contigs con los siguientes parametros: el contig mas grande mide 491
015 pb, el N50 es la longitud del contig que se encuentra en la mitad del total gendmico y mide
447 080 pb, el N75 es la longitud del contig que se encuentra en el 75% del tamafo total del
genoma y mide 169 102 pb, el L50 es 4 y se refiere al nimero de contigs cuya longitud sumada es
el N50, L75 es 8 y se refiere al nimero de contigs cuya longitud sumada es el N75, el nimero de
Ns (enes) es cero, se refiere a la sustitucion de un nucledtido indeterminado por una llamada N,

ya que carece de confianza de asignacion de base.

La evaluacion del ensamblado genomico revela que el programa SPAdes es destacado para
ensambles gendmicos ya que presenta una baja cantidad de contigs y ademas no contiene Ns que

es un parametro exigente de confianza.

Tabla 16: Parametros de calidad del genoma ensamblado de C. salexigens MP25462

Parametro de calidad

Pares de bases (pb)
Largo total del genoma 3712216
Numero de contigs 42
Contig mas grande 491 015
N50 447 018
GC (%) 63,99
Desajustes
#N's 0
# N por 100 kpb 0
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3.1.3 ANOTACION DEL GENOMA C. salexigens MP25462 CON EL SERVIDOR RAST.

El analisis funcional del genoma completo de la cepa MP25461 se obtuvo a las 48 horas de haber
subido las secuencias organizadas en archivo fasta al servidor RAST, el cual predice un contenido

de G + C del 64%, 3400 genes codificantes incluyendo 69 secuencias que codifican ARN.

Los 3400 genes codificantes fueron organizados en 486 subsistemas. Los subsistemas son
agrupaciones de genes que realiza el servidor RAST en funcion de sus propiedades bioldgicas, por
ejemplo, el nimero de genes que codifica a proteinas de la pared celular, genes de virulencia, genes
implicados en la respiracion, la respuesta al estrés, la motilidad, division celular, el metabolismo

de diferentes proteinas, etc., (Tabla 17) (Figura 26).

A cerca de la cobertura de los genes, el 60% esta dentro de los subsistemas y el 40% no esta dentro
de los subsistemas. Los genes que estan dentro de los subsistemas son 2025, de los cuales 1909
son genes no hipotéticos y 116 genes hipotéticos. Los genes que no estan presentes en los

subsistemas son 1375, de ellos 779 son genes no hipotéticos y 596 son genes hipotéticos.

Se encontr6 una alta proporcion de genes que codifican para el metabolismo de proteinas, 263
genes implicados, de los cuales 25 genes se asocian a proteinas plegables, 4 genes a
selenoproteinas, 173 genes implicados en la biosintesis de proteinas, 24 genes en el procesamiento
y modificacion de proteinas y 37 genes en la degradacion de proteinas. Ademads, se encontrd que
una gran cantidad de genes estan involucrados en el mecanismo de transporte de membranas y el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y acidos grasos. Mientras que los genes involucrados en el
metabolismo de compuestos aromaticos, azufre, fosforo, nitrogeno, hierro y potasio, fueron menos

abundantes.
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Tabla 17: Nimero de genes agrupados en 27 funciones de los subsistemas.

N° Funciones de los subsistemas Nimero de genes
01 Cofactores, vitaminas, grupos prostéticos, pigmentos 268
02 Pared celular y capsula 133
03 Virulencia, enfermedad y defensa 62
04 Metabolismo del potasio 23
05 Fotosintesis 0
06 Miscelaneo 79
07 Fagos, profagos, elementos transponibles, plasmidos 20
08 Transporte de membrana 203
09 Adquisicion de hierro y metabolismo 17
10 Metabolismo de ARN 199
11 Nucleosidos y nucledtidos 107
12 Metabolismo de proteinas 263
13 Division celular y ciclo celular 32
14 Motilidad y quimiotaxis 83
15 Regulacion y sefializacion celular 93
16 Metabolismo secundario 4
17 Metabolismo del ADN 95
18 Acidos grasos, lipidos e isoprenoides 141
19 Metabolismo de nitrogeno 26
20 Dormancia y esporulacion 2
21 Respiracion 131
22 Respuesta al estrés 163
23 Metabolismo de los compuestos aromaticos 39
24 Aminoécidos y derivados 364
25 Metabolismo de azufre 33
26 Metabolismo del fosforo 42
27 Carbohidratos 395
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Colbrerlura del subsislena

Lista de fumciones de los subsitemas
@l Colactores, Witaminas, Grupes Prolésicos, Pgmentos (268
@ W Pared eelular y cdpsula (133)
2 Polisacaridos capsulares v extraceldares (17)
@ Companentes de la pared celular gramanegatives (55)
& Cell Call and Capsule - sin subcategaria [H1)
Componentes de la pared celular grampostreas (D]
Pared eelular de micchacterias (0)
ml vVeulencs, enfermedad v defensa [G2)
@l Metabohoms del poladio [23)
@M Fotosintesis (0)
@ Misceldnes (79)
@M Fagas, Profagas, Elementes transpenibles, Plasmides [(20)
ml Transporte de membrana [203)
@l Adguiodn de Feerre v melabobems (17)
@ Mretabolisma de 28K (159)
m W Nudedsidos v Nucledtidos [107)
@l Metabohems de protenad (263)
m Pregeina plegakle (25
2 Selenoproleings [4)
@ Bénsintesis de proteinas (173)
& Procesamients v madificscdn de proteinas [24)
@ Degradacin de proteings (37)
@ W Divisidn celular y cele eelular (32)
& motilidsd v quirnictaoas [83)
Magnetotaxs (D)
@ Motilidad v quimictaxis - sin subcategoria (19}
@ Motilidad fagelar en procancha [§4)
Matilidad secial ¥ natacién no flagelar en bacterias (0]
ml Regulacidn v sefalizacdn celular (93]
@ Metabohems secundane (4)
@M Metabolisma del 40N (95)
ml Acdes Grasos, Lipedos & 1scprencides (141
@l Metabohoms de Mibrdgens (26)
@l Dormancia v esporulacién (2]
Proteccsdn del ADN de esporas [Q)
@ Darmansia y esponulacidn - sin subsategeria (2)
m Ml Respiracién (131)
@l Respuwecls &l eslres (163)
@ Estrés esmétion [20)
Estrés de desecacdn (0)
Edlrie acada (0]
& Estrés cotidativg (08)
& Chiogue Fric (3)
@ Chaque tdrmica [ 16)
& Desintoxicacdn [27)
2 Retpuedla al esbrés: s sulbcalegoria {20)
@ Estrés periplasmdtics (5)
Metabolisma de& ks compuestos aromatices {13)
Ammoandos y Dervados (364)
Metabolisms d& azufre {33)
Metabohima de Foslors {42]
Carbahidratas (395)

BEDED

Figura 26: Anotacion del genoma C. salexigens MP25462 con el servidor RAST.

3.1.4 DESCRIPCION DE PROTEASAS DEL GENOMA DE C. salexigens MP25462.

El servidor RAST predijo los genes utilizando diversas tuberias de informacion en su base de
datos, que se basa en alinear mediante algoritmos el genoma ensamblado con otros genomas ya
descritos, considera la longitud de los genes, sitios conservados, secuencias palindrémicas de
algunas secuencias, hasta obtener una imagen mas resuelta de la anotacion, es asi que predijo 263
genes que codifican para el metabolismo de proteinas de C. saligens MP25462 y mediante la
exploracion del archivo de descarga disponible Excel .xlIs, se logro identificar manualmente y
usando la clasificacion enzimatica, los 36 genes que codifican varios tipos de proteasas en el
genoma de C. salexigens, segun la clasificacion de la Enzyme Comision EC, se subdividio en

endopeptidasa y exopeptidasas (Anexo 1)




RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.4.1 Endopeptidasas

Dentro de la clasificacion del grupo de las endopeptidasas, se obtuvo 9 proteasas de tipo serina
(Figura 27), 2 proteasas de tipo aspartil (Figura 28), 9 proteasas de tipo metalo (Figura 29) y 1

proteasa de tipo treonina (Figura 30).

_' E.C. 3.4.21.53 /S16 Proteasa Lon dependiente de ___|

ATP Tipa ] Ficha 1

— E.C.3.4.21.83 Proteasa Il u Oligopeptidasa B — Ficha 2

| |EC 3.4.21.88 Represor de respuesta SOS y proteasa | Ficha 3

LexA

— EC 3.4.21.89 Peptidasa de sefial | — Ficha 4

| Serin proteasas —— EC 3.4.21.92 Proteasa de Clp — Ficha 5
— EC 3.4.21.102 Proteasa carboxilo terminal — Ficha 6

— EC 3.4.21.- Proteasa DegQ — Ficha 7

— EC 3.4.21.- Proteasa Sohb — Ficha 8

— EC 3.4.21.- Peptido senal peptidasa SppA — Ficha 9

Figura 28: Endoproteasas de tipo serina encontradas en el genoma de C. salexigens MP25462

. EC 3.4.23.36 Peptidasa sefial II — Ficha 10
‘Aspartil proteasas<|: '

EC 3.4.23.43 peptidasa lider (peptidasa prepilina) —— Ficha 11

Figura 27: Endoproteasas de tipo aspartil encontradas en el genoma de C. salexigens MP25462
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—I EC 3.4.24.27 Termolisina —] Ficha 12
— EC 3.4.24.55 Precursor de la proteasa II1 — Ficha 13
— EC 3.4.24.70 Oligopeptidasa A — Ficha 14
— EC 3.4.24. Proteina FtsH — Ficha 15

: Metaloproteasas —— EC 3.4.24. Proteina htpX — Ficha 16
— EC 3.4.24. Proteina FtsZ — Ficha 17
— EC 3.4.24. Hidrolasa CocE / NonD — Ficha 18
— EC 3.4.24 Proteasa RseP — Ficha 19
| Metaloproteasa de la familia M48, bepA

(anteriormente yfgC) | Ficha 20

Figura 29: Endoproteasas de tipo metalo encontradas en el genoma de C. salexigens MP25462

_. Proteasa de ClpX dependiente de ATP Proteasa __|

hsIU - HsIV Ficha 21

Treonina proteasa
|

Figura 30: Endoproteasas de tipo treonina encontradas en el genoma de C. salexigens MP25462
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Dentro de la clasificacion del grupo de las exopeptidasas, se obtuvo 7 proteasas de tipo

aminopeptidasa (Figura 31), 7 proteasas de tipo carboxipeptidasa (Figgura 32) y 1 proteasa de tipo

omegapeptidasa (Figura 33), dentro del genoma de C. salexigens. Diversas amino Yy

carboxipeptidasas se encuentran presentes en este genoma, responsables de la escicion de cualquier

aminoacido N- terminal o C-terminal adyacente a un residuo de Prolina, Metionina, Aspartil,

Histidina, Serina. En su mayoria estan descritas en mamiferos, plantas, hongos, parasitos,

bacterias, etc.

Aminopeptidasas ——

Figura 31: Exoproteasas de tipo amino encontradas en el genoma de C. salexigens MP25462

EC 3.4.11.1 Leucil aminopeptidasa

EC 3.4.11.2 Aminopeptidasa N

EC 3.4.11.9 Xaa-Pro aminopeptidasa

EC 3.4.11.18 Metionina aminopeptidasa

EC 3.4.11.21 Aspartil aminopeptidasa

EC 3.4.11.25 Beta-peptidil aminopeptidasa

EC 3.4.19.5 Isoaspartil dipeptidasa

Ficha 22

Ficha 23

Ficha 24

Ficha 25

Ficha 26

Ficha 27

Ficha 28
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— EC 3.4.15.6 Cianoficinasa —_ Ficha 29
| .
—  EC 3.4.13.3 Aminoacil-histidina dipeptidasa —-I Ficha 30
— EC 3.4.13.22 D-alanil-D-alanina dipeptidasa —-I Ficha 31
; Carboxipeptidasa —— EC 3.4.13.19 Dipeptidasa de membrana —-I Ficha 32
—  EC 3.4.13.9 Xaa-Pro dipeptidasa o Prolidasa —. Ficha 33
— EC 3.4.16.4 D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa —-I Ficha 34
— Amidohidrolasa — Ficha 35

Figura 32: Exopeptidasas de tipo carboxi encontradas en el genoma de C. salegigens MP25462

Omegapeptidasa — EC 3.4.19.5 Isoaspartil dipeptidasa — Ficha 36

Figura 33: Exopeptidasas de tipo omega eencontradas en el genoma de C. salegigens MP25462
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3.1.5 DESCRIPCION DE LA PROTEASA AMIDOHIDROLASA

A partir de la descripcion de las proteasas obtenidas se aisld por técnicas moleculares la proteasa
Amidohidrolasa de C. salexigens MP25462, esta proteasa se ubica en la hebra sentido del ADN,
inicia en el nucleotido 134947 y termina en el nucledtido 136098 teniendo una longitud 1151pb
(Figura 36) que se traducen en 383 aminoacidos (Figura 35). Esta molecula tiene un peso de 41.15
Kda. La cobertura de la secuencia del gen amidohidrolasa en el genoma resulto de 19.6x. El gen
amidohidrolasa esta flanqueado por el extremo 5’ por la proteina que contiene el dominio
DUF2489 (naranja) y por el extremo 3’ por la proteina OmpA/MotB (verde). La proteina que
contiene el dominio DUF2489 tiene un tamafio de 462pb que se traduce en 134 aminoacidos, el
espacio intergenico entre esta proteina y la proteina amidohidrolasa comprende 23pb. La proteina
OmpA/MotB tiene un tamafo de 885pb que se traduce en 295 aminodacidos, el espacio intergenico

entre esta proteina y la proteina amidohidrolasa comprende 264pb (Figura 34)

Proteina que contiene Proteina Proteina

el dominio DUF2489 Amidohidrolasa OmpA/MotB
UBICACION
INTERGENICA

23pb 264pb
LONGITUD EN 134aa 295aa
PARES DE BASES Y | | 383aa | | |
AMINOACIDOS | as2pp || 1151pb ! | 885ph !
' '
UBICACION EN EL S | | 3
GENOMA : '
134947ph 136098ph

Figura 34: Ubicacion en el genoma de la proteina Amidohidrolasa de C. salexigens MP25462

> fig | 6666666.597456. peg. 3228 Pepti dasa M20D, am dohi drol asa
[ Chr onphal obact er sal exi gens MP25462]

MNEAFLSLTPAQ RHRLHAAPEL SGQRETETARRVAGN.EQAGATRI VTGLGECHGVAGVFAGT
LPGPRVMFRAEL DGLPI DETAEI AVKST CEHVAHSCGHDGHMAVL L GLAQRLAEQPPTHGET
VLLFQPSEETGRGAREVVESSRFEEI APDHVYALHNL PGKPLGEVSVREGAMICASRGLI | R
LNGL CAHAAHPEQGRNPAL AMCRI L QAL KRLPQQLPDDQGLVMWTLI HARL GEVAFGT SPGQ
AEVNVATLRTEDDAMVRALAEASVALARAEAEEDDL G EI DWCDVFQATRNHPAAVASI REAA
RSLDMPL TAL PEAHRWSEDFGAL AAQGQGAL L TL GAGERCL PLHNPGYDFPDALLDTG ALF
ERL VRLHQSDG

Figura 35: Secuencia de aminoacidos en formato FASTA de la Amidohidrolasa de C. salexigens
MP25462.
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>f i g| 6666666. 597456. peg. 3228 Pepti dasa M20OD, ami dohi drol asa

[ Chr onphal obact er sal exi gens MP25462]

at gaacgaggcatttttgtcgct gacgccggcccagatt cgt cat cggct gcat gccgegecg
gagct gt cagggcaggaaaccgaaacggcccgeccgggt ggcgggcet gget cgagcaggcgggg
gcgacacgcat cgt caccggt ct gggt ggt cat ggcgt ggccggggt gt t cgcgggcaccttg
ccggggccgcegegt cat gt t ccgt gccgaact cgat ggect t gcccat cgacgagaccgcggaa
at cgcct ggaaat cgacct gt gagcacgt ggcgcacagt t gt ggccat gacgggcacat ggcg
gtattgct cggatt ggcgcagcgect ggcggagcagccgceccgacgcat ggcgaaacggt get g
ctgtttcagcctt cggaggaaaccgggcegt ggcgecccgecgaggt ggt ggaat cat cgegtttece
gaggaaat cgct cccgat cat gt at at gcact gcacaat ct gcccggcaagccgt t gggagag
gt gt cggt gagagagggcgccat gacct gcgcct cgcgagggct gat cat ccggct caacggce
tt gt gcgcgcat gcggcacacccggagcagggccgcaacccggcegcet ggecgat gt gccggat t
ct gcagggt ct caagcggtt gccccagcaact gcccgacgat caagggct ggt cat ggt cacg
ct gat ccacgcgcgat t gggcgaggt cgcct t cggt acgt cgccggggcaggceccgaggt cat g
gccacgtt gcgcaccgaggat gacgccat gat gcgecgcegcet ggcggaggcect cggt ggegcet t
gcgcgggccgaagcggaggaggacgacct ggggat cgagat cgact ggt gcgatgtctttcag
gccacgcgcaat cat cccgecgecgtt gcct cgatt cgcgaageccgeccggt cget ggacat g
cccttgacggegcet gcccgaggeccaccgcet ggt cggaagact t cggcet gget ggeccgegeag
gggcagggt gcgct gt t gaccct gggecgeccggecgageggt gect geccget gcacaaccccggce
t acgactttccggat gccct gct ggacacgggaat cgcgt t gt t cgagcgcect ggt gaggcet c
cat cagt cggat ggct ga

Figura 36: Secuencia de nucleotidos en formato FASTA del gen Amidohidrolasa de C.
salexigens MP25462.

Segtin la base de datos de Merops la proteasa Amidohidrolasa pertenece al grupo de las peptidasas
M20D, miembros de la familia M20, estas enzimas requieren dos iones metal para su actividad
catalitica, ademas se describe a la cisteina como residuo en el sitio activo, lo cual las diferencia de

otras peptidasas M20D (Bitto et al., 2009).

Las amidohidrolasas tienen fama de tener actividades promiscuas debido a cierta afinidad por
varias especificidades de sustrato convirtiéndola en una enzima generalista multifuncional.,
altamente evolutivo y con una alta diversidad conformacional (Barba et al., 2013), para ello, se
demostrd que la perdida del ion metalico y el reordenamiento del sitio activo permite a la enzima
cambiar drasticamente su mecanismo catalitico por lo cual puede degradar nuevos compuestos por
ejemplo molinato y las diuron hidrolasas, de esta manera confirmaron que las alteraciones del
metal nativo de esta metaloenzima impulsa actividad promiscua (Sugrue et al., 2015). Debido a
ello, estas enzimas estan emergiendo como un activo popular y valioso en el campo de la

enzimologia para estudiar las relaciones estructura-funcion y la evolucion (Liu & Huo, 2014).
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3.1.5.1 Modelamiento estructural de la proteasa Amidohidrolasa MP25462

Mediante el software I-Tasser se predijo el modelado estructural de la proteina en estudio, el
programa baso su disefio segun la base de datos que tiene de todas las plantillas de cristalografias
que existen en el PDB. El resultado obtenido fue un modelado estructural con alta similaridad con
la proteina de codigo PDB 4ewtA que corresponde a la estructura cristalina de una
Aminohidrolasa de Staphylococcus aureus COL traducida por el SACOLO0085, con un indice de
covertura 0.984 y TM- score de 0.980 (valores igual a 0.96 + 0.05 lo cual indica una topologia
correcta), donde la cristalografia del gen amidohidrolasa revel6 que dicha molecula tiene dos iones
Mn*? unidos en el sitio activo. Ademas, posee una caracteristica distintiva que es la disposicion
cuaternaria homotetramérica en forma de mariposa con extensas interacciones entre subunidades.
La comparacion de estas cuatro unidades monomericas del tetramero mostro variaciones en la
orientacion entre dominios, lo cual podria ayudar a los movimientos de dominio y podria

desempenar un papel en la regulacion de la actividad catalitica (Girish et al., 2013).

Las 10 proteinas estructuralmente cercanas al modelado de la proteasa Amidohidrolasa MP25462
se muestran en la Tabla 18. Entre ellos se encuentran proteinas cristalizadas de Staphylococcus
aureus subsp. aureus COL (Girish et al., 2013), Arabidopsis thaliana (Levin et al., 2007), Bacillus
subtilis (Minasov et al., 2005), Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu50 (Joint Center for
Structural Genomics, 2011), Pseudomonas sp. RS-16 (Rowsell et al., 1997), Corynebacterium
striatum (Natsch & Emter, 2020), Shigella flexneri 2a str. 301 (Osipiuk et al., 2021), Bacillus
cereus ATCC 10987 (Joint Center for Structural Genomics, 2009), Escherichia coli (Badger et al.,
2005) y Legionella pneumophila subsp. pneumophila str. Filadelfia 1 (Joint Center for Structural
Genomics, 2010).
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Tabla 18: Proteinas estructuralmente cercanas al modelado de la Amidohidrolasa MP25462

PDB Puntuacion

ENCONTRADO LN SN ™
1 4ewtA Staphylococcus aureus subsp. aureus COL | 0.984 0.980
2 2q43A Arabidopsis thaliana 0.937 0.867
3 lysjA Bacillus subtilis 0.911 0.861
4 3rzaA Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu50 = 0.911 0.809
5 lcg2A Pseudomonas sp. RS-16 0.935 0.805
6 osIfA Corynebacterium striatum 0.977 0.800
7 7IgpA Shigella flexneri 0.927 0.799
8 3gb0A Bacillus cereus ATCC 10987 0.901 0.794
9 IvixA Escherichia coli 0.909 0.790
10 3pfeA Legionella pneumophila subsp. | 0.953 0.787

pneumophila

*  Puntuacion TM: clasifica a las proteinas alineando la estructura de consulta y las estructuras
conocidas en la biblioteca de PDB. Puntuacion TM igual a 0.96 + 0.05 mide la similitud
estructural.

* Cov: representa la cobertura de la alineacion por Puntuacion TM y es igual al nimero de

residuos alineados estructuralmente dividido por la longitud de la proteina de consulta.

Las caracteristicas de la estructura proteica de Amidohidrolasa MP25462 se describen a
continuacion, contiene trece cadenas con disposicion B-plegada intercaladas entre diez a- hélice.
La secuencia comienza a partir del extremo N-terminal con dispocision a-helice desde el Aac. 3-
19 ; 28-40, avanzando hasta la disposicion B-plegada con el Aac 45-47 ; 54-60 ; 67 -71,
continuando hasta la a-helice desde el 101 — 116 seguido de una B-plegada 123-128 continua a-
helice 137- -143 avanzando hasta la B-plegada 154 -158 ; 167 — 171 ; 175 — 177 seguido de a-
helice 182 — 190 ; 204 — 219 seguida de B-plegada 228 — 236 ; 248 — 256 continua la a-helice desde
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260 — 281, luego sigue la B-plegada 284 —291 ; 297 — 298 continua la a-helice 300 — 314 luego la
B-plegada 318 -319, seguido de una a-helice 327 — 336, y ya llegando al extremo C- terminal esta
la B-plegada 339 — 344 y por ultimo la a-helice desde 362 — 381. En la figura 37 se aprecia el
modelamiento final de la estructura otorgado para la proteasa Amidohidrolasa, las estructuras
secundarias se visualizan en dos colores, esta la a-helice con el color rosado y la B-plegada de
color naranja. El modelado de la proteasa Amidohidrolasa obtuvo puntajes muy altos en cuanto la

confianza, similitud y precision en el alineamiento estructural, demostrando que la proteina existe.

Figura 37: Modelamiento de la estructura de la proteina Amidohidrolasa MP25462 con el
programa I-TASSER

94



RESULTADOS Y DISCUSION

Dentro de la inerfaz de I-TASSER se obtuvo la predicciéon de funcidnalidad de la proteasa
Amidohidrolasa MP25462 comparandola estructuralmente con las proteinas cristalizadas
contenidas en PDB. La peptidasa 4ewtD de Staphylococcus aureus subsp. aureus COL resulto ser
muy similar en cuanto a la conformacion de los sitios de union al ligando, ubicando a los residuos
del sitio de union al ligando en C98 (Cisteina), E133 (acido glutamico), H354 (Histidina) y E132
(4cido glutamico) como sitio activo, ademas se revela un ion de Mn*? | centro metalico
mononuclear, donde el sustrato se activard mediante transferencia de protones desde el sitio activo,
y el agua se activard mediante ligadura de metales y catalisis de bases generales. Entonces se define
la topologia del sitio activo y la composicion de ligandos de la proteasa Amidohidrolasa C.

salexigens MP25462 similar a la de Staphylococcus aureus subsp. aureus COL.

Figura 38: Visualizacion de los sitios de union a los ligandos de Manganeso y sitio activo de la
Amidohidrolasa MP25462 con el programa I-Tasser.
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3.1.6 DISENO DE CEBADORES

Las secuencias disefiadas para el cebador sentido fue 5" GGTCTGGGTGGTCATGGC 3" que
inicia en el nucledtido 145 hasta el nucleotido 162 y su Tm es de 62°C denominado AMDIF y
para el cebador antisentido fue 5S’"CATCCGACTGATGGAGCCTC 3’que inicia en el nucledtido
1147 hasta el nucle6tido 1128 y su Tm es de 60°C denominado AMDIR (Tabla 19), esta pareja
de cebadores amplificd un fragmento de ADN de 1003pb que pertenece al gen amidohidrolasa
(Figura 39).

Tabla 19: Especificaciones del disefio de los cebadores.

D POSICION SECUENCIA DE CEBADORES Tm (C°)
AMDIF 145-162 5'GGTCTGGGTGGTCATGGC 3’ 62°C
AMDIR  1147-1128 5'CATCCGACTGATGGAGCCTC 3 60°C
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101

201

301

401

201

601

701

801

I

ATGAACGAGGCATTTTTGTC
TACTTGCTCCGTAAAAACAG

107

TGGCGGGCTGGCTCGAGCAG
ACCGCCCGACCGAGCTCGTC

201

27

GCTGACGCCGGCCCAGATTC
CEACTGCGGCCGGGTCTAAG

127

GCGGGGGCGACACGCATCGT
CGCCCCCGCTGTGCGTAGCA

227

4T

GTCATCGGCTGCATGCCGCG
CAGTAGCCGACGTACGGCGC

I4T

L

CCGGAGCTGTCAGGGCAGGA
GGCCTCGACAGTCCCGTCCT

16T

a7

AACCGAAACGGCCCGCCGGG
TTGGCTTTGCCGGGCGGCCC

187

CACCGGTCTGGGTGGTCATG
GTGECCAGACCCACCAGTAC

GYGTGGCCEGGEETGTTCGCG
CRCACCGGCCCCACAAGCGC

247

267

GGCACCTTGCCGGGGCCGCG
CCGTEGAACGGCCCCGGCGC

28171

CGTCATGTTCCGTGCCGAAC
GCAGTACAAGGCACGGCTTG

JoI

TCGATGGCTTGCCCATCGAC
AGCTACCGAACGGGTAGCTG

J21

GAGACCGCGGAAATCGCCTG
CTCTGGCGCCTTTAGCGGAC

F41

GAAATCGACCTGTGAGCACG
CTTTAGCTGGACACTCGTGC

JF6l

TGEGCGCACAGTTGTGGCCAT
ACCGCGTGTCAACACCGGTA

81

GACGGGCACATGGCGGTATT
CTGCCCGTGTACCGCCATAA

J0T

GCTCGGATTGGCGCAGCGCC
CGAGCCTAACCGCGTCGCGG

27

TGGECGGAGCAGCCGCCGACG
ACCGCCTCGTCGGCGGCTGC

S5 T

CATGGCGAAACGGTGCTGCT
GTACCGCTTTGCCACGACGA

6T

GTTTCAGCCTTCGGAGGAAA
CAAAGTCGGAAGCCTCCTTT

487

CCGGGCGTGGCGCCCGCGAG
GGCCCGCACCGCGGGCGCTC

0T

GTGGTGGAATCATCGCGTTT
CACCACCTTAGTAGCGCAAA

o227

CGAGGAAATCGCTCCCGATC
GCTCCTTTAGCGAGGGCTAG

=47

ATGTATATGCACTGCACAAT
TACATATACGTGACGTGTTA

6T

CTGCCCGGCAAGCCGTTGGG
GACGGGCCGTTCGGCAACCC

=81

AGAGGTGTCGGTGAGAGAGG
TCTCCACAGCCACTCTCTCC

&07T

GCGCCATGACCTGCGCCTCG
CECGGTACTGGACGIGGAGC

627

CEAGGGCTGATCATCCGGCT
GCTCCCGACTAGTAGGCCGA

&47T

CAACGGCTTGTGCGCGCATG
GTTGCCGAACACGCGCGTAC

661

CEGCACACCCGGAGCAGGGC
GCCGTGTGGEGCCTCGTCCCG

687

CGCAACCCGGCGCTGGCGAT
GCGTTGGGCCGCGACCGCTA

oI

GTGCCGGATTCTGCAGGGTC
CACGGCCTAAGACGTCCCAG

721

TCAAGCGGTTGCCCCAGCAA
AGTTCGCCAACGGGGTCGTT

71T

CTGCCCGACGATCAAGGGCT
GACGGGCTGCTAGTTCCCGA

el

GETCATGGTCACGCTGATCC
CCAGTACCAGTGCGACTAGG

81

ACGCGCGATTGGGCGAGGTC
TGCGCGCTAACCCGCTCCAG

01

GCCTTCGGTACGTCGCCGGG
CGGAAGCCATGCAGCGGCCC

821

GCAGGCCGAGGTCATGGCCA
CGTCCGGCTCCAGTACCGGT

41

CETTGCGCACCGAGGATGAC
GCAACGCGTGGCTCCTACTG

861

GCCATGATGCGCGCGCTGGC
CGGTACTACGCGCGCGACCG

881

GGAGGCCTCGGTGGCGCTTG
CCTCCGGAGCCACCGCGAAC

S071

CGCGGGCCGAAGCGGAGGAG
GCGCCCGGCTTCGCCTCCTC

9271

GACGACCTGGGGATCGAGAT
CTGCTGGACCCCTAGCTCTA

947

CGACTGGTGCGATGTCTTTC
GCTGACCACGCTACAGAAAG

961

AGGCCACGCGCAATCATCCC
TCCGGTGCGCGTTAGTAGGG

9871

901

1001

1101

GCCGCCGTTGCCTCGATTCG
CGGCGGCAACGGAGCTAAGC

1001

CGAAGCCGCCCGGTCGCTGG
GCTTCGGCGGGCCAGCGACC

1021

ACATGCCCTTGACGGCGCTG
TGTACGGGAACTGCCGCGAC

1041

CCCGAGGCCCACCGCTGGTC
GGGCTCCGGEGTGGCGACCAG

1061

GGAAGACTTCGGCTGGCTGG
CCTTCTGAAGCCGACCGACC

1081

CCGCGCAGGGGCAGGGTGCG
GGCGCGTCCCCGTCCCACGC

1101

CTGTTGACCCTGGGCGCCGG
GACAACTGGGACCCGCGGCC

1127

CEAGCGGTGCCTGCCGCTGC
GCTCGCCACGGACGGCGACG

TTI4T >

GGGAATCGCGTTGTTCGAGC
CCCTTAGCGCAACAAGCTCG

GCCTGGEGAGGCTCCATCAG
CGGACCACTCCGAGGTAGTC

P 9
TCGGATRGCTGA 3
AGCCTAQCGACT

ACAACCCCGGCTACGACTTT
TGETTGGGGCCGATGCTGAAA

1161

CCGGATGCCCTGCTGGACAC
GGCCTACGGGACGACCTGTG

1181

Figura 39: Secuencia del gen amidohidrolasa, donde se sefialan los cebadores AMD1F y AMD1R
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3.1.7 RECUPERACION A PARTIR DE LA CRIOPRESERVACION DE C. salexigens
MP25462

La cepa MP25462 se recuperd en medio liquido SW al 15% de NaCl al cabo de las 18 horas
observandose turbidez de color ambar (Figura 40-A), el cultivo fresco fue utilizado para la
extraccion del ADN gendmico y para sembrar en agar con SW al 15% de NaCl, observandose a

las 48 horas las colonias blanquecinas, cremosas, convexas y circulares (Figura 40-B).

Figura 40: A. Cultivo fresco de C. salexigens MP25462 en medio liquido SW al 15% de NaCl. B.
Colonias de C. salexigens MP25462 en Agar SW al 15% de NaCl.

3.1.8 AISLAMIENTO DEL ADN GENOMICO DE C. salexigens MP25462.

El ADN aislado y purificado de Chromohalobacter salexigens se obtuvo en un volumen de 30ul
y se cuantifico en el nanoespectrofotometro y en gel de agarosa. Para la cuantificacion al
nanoespectrofotometro se utilizé un volumén de muestra de 2l de ADN genomico, los pardmetros

de cuantificacion se aprecian en la tabla 20.

Tabla 20: Valores de la cuantificacion del ADN gendémico de Chromohalobacter salexigens.

Concentracion 17.08 ng/ul
A260 0.342
260/230 0.66
260/280 2.21
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Para la cuantificacion en gel se preparo la agarosa al 1%, se uso un volumén de muestra de 2 pl
del ADN purificado y se uso el marcador molecular Lambda HindIII (Estandar o Std), con ayuda
del programa Image Lab se visualizé y determiné la concentracion del ADN purificado el cual fue
de 9.45ng/ul, ademas, el fabricante recomienda que la banda del ADN gendmico este por encima

de un tamafio de 20000pb, como se evidencia en la figura 41.

Muestra
Std C. salexigens Blanco

23130pb - 238.4ng
9416pb - 97.1ng
6557ph - 67.6ng |
4361pb - 45.0ng ||

2322ph - 23.9ng
2027pb - 20.9ng |

564pb - 5.8ng

Figura 41: Cuantificacién en gel del ADN gendmico de C. salexigens, Carrril 1: Estandar Lambda
Hindlll 23kb (Bioline), Carril 2: Muestra de ADN genémico, Carril 3: Muestra blanco

3.1.9 ESTANDARIZACION DE LA PCR PARA LA AMPLIFICACION DEL GEN
AMIDOHIDROLASA

Para la amplificacion del gen amidohidrolasa se realizé la estandariazacion de la temperatura de
hibridaciéon en la PCR utilizando los cebadores AMDF1 y AMDRI, se tomé en cuenta las
temperaturas de hibridacion de cada cebador al presentar AMDF1 62°C' Y AMDR1 60°C y se opto

por realizar un gradiente térmico de hibridacion con las temperaturas que van desde 52, 54.9, 58.1
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hasta 61°C. Como resultado, la PCR en gradiente amplificd a 52°C y 54.9°C una sola banda de
aproximadamente 1000pb que pertenece al gen en estudio (Figura 42), revelando que la

temperatura optima de hibridacion es de 53°C.

Std. 52°C  549°C 581°C 61°C  Blanco
2000pb | .o g 2 , . Y
1000 pb : e LR
p ; ” : . » ! 4 : - A
300 pb : &

Figura 42: Estandarizacion de la temperatura de hibridacion en PCR en gradiente, para la
amplificacion de la proteina Amidohidrolasa. Carril 1: Marcador molecular Hyper Lader 11 2Kb
(Bioline), Carril 2: Amplicon a 52°C, Carril 3: Amplicon a 54.9°C, Carril 4: Amplicon a 58.1°C,
Carril 5: Amplicén a 61°C y Carril 6: Muestra blanco.

3.1.10 AMPLIFICACION DEL GEN AMIDOHIDROLASA POR PCR

La temperatura de hibridacion escogida para la amplificacion del gen amidohidrolasa fue de 53°C.
La finalidad de esta PCR es obtener la suficiente cantidad de muestra para llevar a cabo la

purificacion, secuenciacion y clonacion de la misma.

Para visualizar el producto de amplificacion, se cargd 20ul de las reaccidnes de PCR en un gel de

agarosa al 1%, se llevo a electroforesis durante 1 hora a 90V constantes (Figura 43)
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Con estos resultados se entiende que los cebadores disefiados tienen su temperatura ideal de
hibridacion a 53°C, ademas, se realiza la amplificacion del gen en cuatro carriles para su posterior

uso en la purificacion del ADN a partir de geles.

Std. 53°C Blanco

Figura 43: Amplificacion del gen Amidohidrolasa a 53°C. Carril 1: Marcador molecular Hyper
Lader Il (Bioline), Carril 2, 3,4 y 5: Bandas del gen Amidohidrolasa, Carril 6: Muestra blanco.

3.1.11PURIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN AMIDOHIDROLASA.

Para obtener una mayor concentracion de la proteasa amidohidrolasa, se purifico las 4 bandas
amplificadas (Figura 44) mediante el protocolo del Kit llustraTM GFX PCR DNA and Gel Band
Purification como se explico en el capitulo 2.4.11 de materiales y métodos. La cuantificacion se

realizd en gel y al espectrofotometro. La lectura al espectrofotometro del ADN purificado resultd

117.30ng/ul (Tabla 21).

Tabla 21: Valores de la cuantificacion del ADN del gen Amidohidrolasa purificado.

Concentracion 117.30 ng/ul
A260 2.346
260/230 2.08

260/280 1.94
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La cuantificacion en gel y su analisis se realizé con Image Lab teniendo en cuenta la concentracion
de cada banda del marcador Hyper Lader Il (Figura 44). El resultado de esta cuantificacion es de

aproximadamente 114ng/pl.

Std. AMD Blanco

2000ph

100pb

300pb

Figura 44: Cuantificacion en gel de la proteasa Amidohidrolasa, Carril 1: Marcador molecular
Hyper Lader Il (Bioline) Carril 2: Muestra del amplicon de Amidohidrolasa purificado Carril 3:
Muestra blanco

Los resultados del fragmento secuenciado por el SEGAI, fueron cargados al programa Mega 7
donde se reviso la asignacion de bases nucleotidicas visualizando el electroferograma, el cual
revela la asignacion de bases mediante picos de colores, y cuanto mas definidos estén los picos de
estos colores, se interpreta como una buena reaccion de secuenciacion, en este caso, llego hasta
aproximadamente los 560pb (Figura 45). Ademas, utilizando el mismo programa, se alineo la
secuencia tedrica de la proteasa Amidohidrolasa producto de la anotacidon con el fragmento
secuenciado, en el cual se observo similitud de nucleotidos entre las secuencias (Figura 47), lo

cual demostr6 que se aislé el gen de la proteasa Amidohidrolasa.
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W TraceEditor (C\Users\llucionpc\Desktop\Escuela de Biologia\TESIS\SEGAI-5ecuenciaciomMAMD\AmMd1_FW_2ul_B03_02.ab1) - ‘:'
Data Edit Search | Display | Help

= = N VR

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560
CATCCCCOCACECCT CTCECCCCATCCCCCACACCCOCACCACCCCOCACCOCUCCOTCCCC TOICCOCEA T CTCCACCETOICAACCOCTTCCCCOACCA/ CTCCCCCACC AT AACCCNC QICATCCTCAH CCTCATC CACCCCCLATICCCCEACCICCCOTICCCTAC CTCOCC L COLCACC

_._““hh“mlhmlhlml“hhlm lﬂlmhdllu Il lmullllhmllllllmhuIluhﬂdWmulIhﬂdh“MhnlUu.tlhd.a.h|hllmmumluulmmuu.sl.n.mu

Figura 45: Imagen del cromatograma de la secuenciacion de la proteasa amidohidrolasa amplificado

W MT: Alignment Explorer (1.mas) -0
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

uuc|_@ﬁ'frﬁ WQ‘E”J ‘ﬂ%EX?ﬂ@MH’ ‘M@&*"
DNASequences | Translated Protein Sequences |
Species/AbbN * % * kkdk EICIE IRNE 2 020 20 00 20 20 20 JEAE 20 20 JE 200 20 202 20 2020 A2 Je 20 20 A 200 2 JE A JE AT 20 2 JE e JE S dE JE e e At E X ************I
1. Aidohidrolasa UP2SA52 IGGTCTGGGTGGTCMGGCIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
2. Secueniacion Sanger Muidohidrolada | ----------=-====---—---------- i A - BRRBEREREBEcA Ee AR ER 2 2 AR AR ERERA R E A A A ER R R RA AR TEREERR

Figura 46: Alineacion de secuencias. 1. Secuencia de la proteasa Amidohidrolasa, producto de la anotacién 2. Secuencia de la proteasa
Amidohidrolasa purificado, producto de la PCR. El segmento amarillo es la secuencia del cebador AmdF1.

De igual manera, el fragmento secuenciado fue analizado mediante BLAST para conocer la identidad del fragmento amplificado. Dicho
analisis otorgo 100% de identidad con la proteasa amidohidrolasa de Chromohalobacter salexigens, como se observa en la figura 47 y

figura 48. Tomando en cuenta estos datos se procedieron con seguridad los siguientes experimentos.
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Cubsarta
Descripcide ot o= - Por Cuenila
e 1 OMOre o biico cicr
s - Identificador  Len Adrsion
consulta - -
-
amidehidrolasa [Chromohalobacter salexigens] Chromohalobacter salexigens 100% 100,00% 383 WP 179153467 1
amidohidrolisa [Chromohalobacter 50.] Chromoehalobacter sp. 100% 99,74% 383 NOY44247.1
B amidohidrolasa [Chromohalobactes salexigans) Chromehalobacter salexigens 1005 99.48% 383 11 444 1
(2 amidohidrolasa [Chiomohaigbactes salexgens) Chromohalobacter salexgans % 99, 48% 383 2 D10 06 1
amidehidrolass [Chromohalobschie salixionns] Chromohalobacier SakKionns 100% 99.23% 383 WP_ 128600692 1
armidohidroliss [Chromohalotachng mansmoriu] Chrormoalobscher miarnsmariui 100% 90.60% 384 WP_133684381.1

Figura 47: Porcentaje de identidad del amplicon de Amidohidrolasa secuenciado en la base de
datos del Blast- NCBI.

DISTRIBUCION DE LOS 50 MEJORES BLAST HITS EN 50 SECUENCIAS

TEMATICAS
1 70 1440 210 280 350

Figura 48: Secuencias de la base de datos alineadas con la secuencia de consulta (gen de
Amidohidrolasa secuenciado)
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3.1.12 CLONACION EN EL VECTOR pGEM-T.

El valor de cuantificacion del gen amidohidrolasa fué 117.3 ng/pul, a partir de este dato se hizo los
calculos correspondientes. Como resultado de la transformacion del inserto-vector en las células
competentes JM109 se obtuvo el crecimiento de colonias en el medio LB/ampicilina al cabo de las
24 horas (Figura 49), las cuales contienen al vector pGEM-T mas el inserto Amidohidrolasa.
Posteriormente, a partir del crecimiento en el medio LB/ampicilina se seleccionaron 15 colonias

transformadas para la PCR colonia con los primers del vector pPGEM-T.

Figura 49: Crecimiento de colonias transformadas con inserto Amd- vector pGEM-T

La visualizacion de la PCR colonia se muestra en la figura 50, esta imagen demuestra los tamafnos
de las bandas en pares de bases y siendo el inserto, el gen amidohidrolasa de 1003 pb ligado a la
region de policlonaje del vector pPGEM-T de 163 pb, genera una banda con una longitud de 1166
pb. Resultando que las bandas de 14 colonias estan proximas a la banda de 1200pb del marcador
molecular evidenciando que estas células contienen el vector mas el inserto. El cuarto carril que
corresponde a la colonia N°3 donde la banda esta por debajo de los 300pb indica que no se produjo
la ligacion inserto-vector y su crecimiento en el medio con antibiotico demuestra que estas células
contienen al vector mas no al inserto, vector recircularizado. A partir de esta visualizacion se

selecciong la primera colonia denominada AMD-T1
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Std. Coll Col2 Col2 Col4 ColS Col6 Col7 Col8 Col9 Coll0 Colll CoLl2 Coll3 Coll4 CollS Blanco

3 :" 2 -* p
s ) | .

-

2000pb

1000pb

300pb

Figura 50: PCR colonia.Carril 1: Marcador molecular Hyper Lader Il (Bioline)  Carril 2- 16:
colonias aisladas del 1 a 15. Ultimo carril: blanco de reaccion.

3.1.13 SECUENCIACION DE LA PROTEASA AMIDOHIDROLASA CLONADO

A partir de la colonia AMD-T1 se purifico el plasmido y se cuantifico en el nanoespectrofotometro
resultando una concentracion de 181.06 ng/ul. En la tabla 22, se observa el parametro A260 que
representa la longitud de onda a la cual se lee los acidos nucleicos, el cociente 260/230 que es
mayor a 1.8 lo que indica que no hay contaminacién por componentes organicos y el cociente
260/280 que es mayor a 1.8, menor a este valor indicaria la presencia de proteinas. Es asi que se

determina que la cuantificacion del ADN plasmidico es puro.

Tabla 22: Valores de la cuantificacién del ADN del gen Amidohidrolasa purificado

Concentracion AMDT1 181.06 ng/ul
A260 3.621
260/230 1.97
260/280 1.88
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En la figura 51 se observa el alineamiento de nucleotidos de la secuencia antisentido del gen amidohidrolasa con la secuencia del
plasmido, resultado de la secuenciacion con el cebador T7, el cual amplifica en la cadena sentido del plasmido pGEM-T, también, se
observa alineamiento de nucleotidos de la secuencia sentido del gen amidohidrolasa con la secuencia del plasmido, resultado de la
secuenciacion con el cebador SP6, que amplifica en la cadena antisentido del vector, lo que sugiere que el inserto ingreso al sitio de

multiclonaje del vector en forma invertida.

L M7: Alignment Explorer (ALINEAMIENTO.mas) -0

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

De @Y% =@mwy ol chrexx/mBlar [HHYH

DNASequences | Translated Protein Sequences

Species/LAbbrv Group Name

1. MMD-T1T7 BRAREEAREEAARHR" HEREE IIIIIIIIIIIIIIIIII#
2. Secuencia antisentido Amidohidrolasa IIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIII
3. Cebador AmdlR

4. SEFRRADCR

5. RMD-T1_S5SF&

6. Secuencia sentido Amidohidrolasa

7. Cebador AmdlF

Figura 51: Alineamiento entre secuenciacion del plasmido clonado, Amidohidrolasa y cebadores Amd1F/Amd1R. Fila 1: secuenciacion
del plasmido con cebador T7, Fila 2: secuencia anti sentido del gen Amidohidrolasa, Fila 3: Cebador anti sentido Amd1R, Fila 5:
secuenciacion del plasmido con cebador SP6, Fila 6: secuencia sentido del gen Amidohidrolasa, Fila 7: Cebador sentido Amd1F.

3.1.14 CRIOPRESERVACION DE CELULAS CLONADAS

Las colonias positivas secuenciadas que contienen el plasmido con el inserto amidohidrolasa (AMDTT1) fueron criopreservadas con

fecha 9 de Diciembre del 2018.
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3.2 DISCUSION

3.2.1 DE LAS CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENOMA DE Chromohalobacter

salexigens.

La anotacion del genoma de C. salexigens, actualmente tiene 5 reportes que datan desde el 2006
(Tabla 23), el primer genoma completo secuenciado y anotado fue la cepa de C. salexigens DSM
3043 actualmente C. salexigens cepa 1H11 (Arahal et al., 2001), dicha cepa fue ensamblado en un
solo andamio llegando a poseer 63.9% de G+C y un cromosoma largo de 3'696,649 pb con 3.319
genes (Copeland et al., 2011). Posteriormente, se tiene registros de la cepa C. salexigens 40a_TX,
ensamblado con Spades, llegando a obtener 63.9 % de G+C y una longitud de 3,600,000pb, por
otro lado, estudios recientes reportaron el proyecto de secuencia del genoma de C. salexigens
ANJ207 que tiene un cromosoma largo de 3°660.000 pb y un nimero total de 3,406 genes
(Srivastava et al., 2019) y el proyecto de secuencia del genoma de C. salexigens MP25462 del afio
2020, en samblado con A5-miseq v.20160825, que tiene un cromosoma de 3,690,000pb y un total
de 3437 genes.

En la tabla 23, se debe tener en cuenta que la cepa modelo es la DSM3043, debido a su cuidadoso
analisis bioinformatico manual. Contrastando la cepa modelo con la cepa en estudio se tiene una
semejanza en cuanto a su longitud, porcentaje de G+C y el numero de genes. Sin embargo
comparando la cepa en estudio con las cepas 40a_TX y KG13, se observa diferencias en cuando a
la longitud del genoma, el nimero de genes y el nimero de G+C, esto puede deberse a la diferencia
de andamios ya que a mayor niumero de andamiaje menor garantia presta la anotacion, en este caso
la cepa en estudio tiene menor nimero de andamios en relacion a estas cepas que usaron el mismo

ensamblador.
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Tabla 23: Caracteristicas generales de reportes de genomas de Chromohalobacter salexigens ensamblados y anotados.

C. salexigens C. salexigens C. salexigens C. salexigens C. salexigens C. salexigens
DSM 3043 40a_TX ANJ 207 KG13 MP25462 MP25462*
Longitud 3.70 3,60 3,67 3,53 3,69 3.73
Porcélf?e de 63.90 63.90 63.70 61.00 64.00 63.90
N° de genes 3402 3380 3432 3351 3437 3400
NP° de proteinas 3287 3239 3337 3207 3347
N° de andamios 1 81 5 69 17 42
contigs - 82 59 72 17 89
A5-mi PA
ensamble - SPAdes v.3.10.1 Velvetv.1.2.10  SPAdes v.3.12.0 N 2% e 058625 f N liﬁj

Codigo de acceso

GCA_ 00005578

GCA _003182525.

GCA 004102695.1  OCA-01339340

GCA_013395975.1

5.1 1 5.1
11-Abr-2006
.r 31-May-2018 22-Ene-2019 10-Jul-2020
Instituto . . . . 08-Jul-2020 . -
Fecha de . Instituto Conjunto Consejo Indio de . . Universidad
., Conjunto del . . Universidad de .,
publicacion Genoma del del Genoma del  Investigacion Agricola Chune-An Nacional de San
DOE (ICAR-NBAIM) §-Ang Antonio Abad
DOE
(Copeland et al.,
. 2011) (Chun et al.,
Referencia (Oren et al., ) 2021) ;
2005)

* Cepa en estudio
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3.2.2 DE LAS PROTEASAS DEL GENOMA DE Chromohalobacter salexigens MP25462

En este estudio se logré describir de forma manual 36 proteasas para la cepa C. salexigens
MP25462 que codifican varios tipos de proteasas, segin la clasificacion de la Enzyme Comision

(EC), se subdividio en endopeptidasa y exopeptidasas.

Dentro de las endopeptidasas se revelo 9 serin proteasas, 2 aspartil proteasa, 9 metalo proteasa, 1

treonin proteasa y ninguna cistein proteasa. (Figura 52)

Endopeptidasas de C. salexigens MP25462

43%

43%

Serin proteasas ® Metalo proteasas m Cistein proteasas = Aspartil proteasas H Treonin proteasas

Figura 52: Distribucion de las endopeptidasas del genoma de C. salexigens MP25462.

Las serin proteasas estan descritas en organismos eucariotas y procariotas y han surgido durante
la evolucion como el grupo mas abundante y funcidénalmente diverso. Inicialmente se encontraron
en Neisseria, Shigella y Escherichia coli patdogena, pero ahora también se han identificado en
especies de Citrobacter rodentium, Salmonella y Edwardsiella, en este estudio se describid serin
proteasas de una bacteria halofila gram negativa, estas son: La proteasa Lon dependiente de ATP
Tipo I (Gibellini et al., 2020), proteasa II u oligopeptidasa B (Coectzer et al., 2008; Motta et al.,
2019), represor de respuesta SOS y proteasa LexA (Mo et al., 2018), peptidasa de sefial I (Paetzel,
2019; Tuteja, 2005), proteasa de Clp (Ishizawa et al., 2019), proteasa carboxilo terminal (Chueh
et al., 2019), proteasa DegQ (Wrase et al., 2011), proteasa Sohb (Baird et al., 1991) y peptido

sefial peptidasa SppA (Cai et al., 2017). En las bacterias gramnegativas, existe una familia
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creciente de serina proteasas de alto peso molecular secretadas al medio externo por un mecanismo
de secrecion bacteriana fascinante y ampliamente utilizado, conocido como la via del
autotransportador. Se tiene a las serina proteasas para albergar sustratos proteicos intracelulares o
extracelulares involucrados en numerosas funcidnes bioldgicas, como los implicados en la
estabilidad del citoesqueleto, la autofagia o la inmunidad innata y adaptativa. (Ruiz-Perez &

Nataro, 2014).

Las aspartil proteasas (EC 3.4.23) son un grupo de enzimas proteoliticas que se pueden encontrar
en diferentes organismos, desde humanos hasta plantas y retrovirus. Las fuentes mas conocidas de
proteasas asparticas son el estbmago de los mamiferos, las levaduras y los hongos, (Szecsi, 1992).
En este estudio las aspartil proteasas como peptidasa de sefial II (EC 3.4.23.36) y Peptidasa lider
(peptidasa prepilina) (EC 3.4.23.43) juegan un rol importante en la fisiologia bacteriana,
patogenicidad y resistencia a los antibioticos segiin (Lory & Strom, 1997; Vogeley et al., 2016).

Las metaloproteasas extracelulares que contienen zinc estan ampliamente distribuidas en el mundo
bacteriano. Los mas estudiados son los que estan asociados con bacterias patdogenas o bacterias
que tienen importancia industrial. En este estudio se describen las siguientes metaloproteasas:
Termolisina (Inouye et al., 2007), precursor de la proteasa III (Cheng & Zipser, 1979),
oligopeptidasa A (Lorenzon et al., 2010) Proteina FtsH (Okuno & Ogura, 2013), Proteina htpX
(Yoshitani et al., 2019), Proteina FtsZ (Camberg et al., 2009), Hidrolasa CocE / NonD (Ayarza et
al., 2015), Protecasa RseP (Hizukuri et al., 2017), Metaloproteasa de la familia M48, bepA
(anteriormente yfgC) (Bryant et al., 2020; Narita et al., 2013), muchas de ellas participan en el
control de calidad de las proteinas de membrana, division celular y dentro de la industria como
edulcorantes, las metaloproteasas se encuentran tanto en microorganismos gramnegativos como
grampositivos, ya sean aerobicos o anaerobicos, dentro de la gran familia de metaloendopeptidasas
bacterianas que contienen zinc, se observan unidades familiares mas pequefias, como

metaloproteasas de tipo termolisina, elastasa. (Hase & Finkelstein, 1993)

Las treonin proteasas no han sido reportadas en organismos procariotas, sin embargo en este
estudio se tiene a la Proteasa de ClpX dependiente de ATP que fue expresada en E. coli (Rohrwild
et al., 1996), por otro lado se tiene referencias de una treonin proteasa PfHs IV que es un objetivo
farmacoldgico atractivo en la malaria y que se requiere mas investigacion para aclarar su papel

funcional en el parasito. (Tschan et al., 2011)

111



RESULTADOS Y DISCUSION

Las cistein proteasas descritas en plantas, animales y humanos, desempefian multiples funcidnes
en basicamente todos los aspectos de la fisiologia y el desarrollo. En las plantas, participan en el
crecimiento, desarrollo, en la acumulacion y movilizacion de proteinas de almacenamiento, en los
animales y humanos, son responsables de la senescencia y la apoptosis, el procesamiento de
prohormonas. (Wilkesman, 2017), en este estudio no se logro identificar alguna cistein proteasa
para la bacteria haléfila C. salexigens MP2462, esto puede deberse a que las cistein proteasas
tienen actividad enzimatica en un rango de pH 5-6, y se entiende que C. salexigens se encuentran
en medios halo-alcalinos llegando a no expresar este grupo de proteasas (Wilkesman, 2017).
Dentro de las exopeptidasas se revelo 7 aminopeptidasas, 7 carboxipeptidasas y | Omegapeptidasa

(Figura 53)

Exopeptidasas de C. salexigens MP25462
7%
46%
47%
Aminopeptidasa Carboxipeptidasa Omegapeptidasa

Figura 53: Distribucion de las exopeptidasas del genoma de C. salexigens MP25462

Las aminopeptidasas, liberan selectivamente residuos de aminoacidos N-terminales de
polipéptidos y proteinas. Las bacterias muestran varias actividades aminopeptidasicas que pueden
estar localizadas en el citoplasma, en las membranas, asociadas con la envoltura celular o
secretadas al medio extracelular. Los estudios sobre el sistema de aminopéptidos bacterianos se
han llevado a cabo durante las ltimas tres décadas y son importantes en dominios fundamentales
y biotecnologicos (Gonzales & Robert-Baudouy, 1996). En este estudio se tiene las siguientes
aminopeptidasas: Leucil aminopeptidasa (Zhang et al., 2018) , Aminopeptidasa N (Suetal., 2011),
Xaa-Pro aminopeptidasa (Yaron & Mlynar, 1968), Metionina aminopeptidasa (Helgren et al.,
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2016), Aspartil aminopeptidasa (Yokoyama et al., 2006), Beta-peptidil aminopeptidasa (Geueke
& Kohler, 2007), Isoaspartil dipeptidasa (Park et al., 2017).

Dentro de las carboxipeptidasas de la bacteria halofila en estudio se tiene a 7 integrantes, son:
Cianoficinasa (Law et al., 2009) , Aminoacil-histidina dipeptidasa (Aoki et al., 2012), D-alanil-D-
alanina dipeptidasa (Lessard & Walsh, 1999), Dipeptidasa de membrana (Keynan et al., 1997),
Xaa-Pro dipeptidasa o Prolidasa (Wilk et al., 2021), D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa (Hu et
al.,, 2019), Amidohidrolasa (Seibert & Raushel, 2005), implicadas en el almacenamiento de
nitrégeno, en la eliminacion de radicales libres, en la estabilizacion de la capa del peptidoglicano.
Estas carboxipeptidasa hidrolizan un enlace peptidico situado en el extremo carboxi-terminal de

una proteina o polipéptido, liberando de esta forma el aminoécido situado al final de la cadena.

Dentro de las exopeptidasas se encuentra 1 omegapeptidasa Isoaspartil dipeptidasa (Park et al.,
2017), Esta enzima cataliza la escision hidrolitica de dipéptidos beta-aspartilo. Los perfiles de tasa
de pH para la hidrolisis de beta-Asp-Leu indican que la catélisis depende de la ionizacion de dos
grupos; uno que se ioniza a un pH de aproximadamente 6 y el otro de aproximadamente 9. El
grupo que debe ionizarse para la catdlisis depende directamente de la identidad del i6n metalico

unido al sitio activo. (Marti-Arbona et al., 2005)
3.2.3 DE LA OBTENCION DE UNA PROTEASA RECOMBINANTE

La obtencion de la proteasa recombinante se desarrollo mediante la técnica de clonacion del inserto
(Amidohidrolasa) en el plasmido p-GEMT, esta técnica es el paso previo para la expresion y
purificacion de proteinas y se ha venido desarrollandose a lo largo de los Ultimos afos con mayor
influencia en diversas partes del mundo asi se tiene referencias de Yamaguchi et al., (2012), que
cloné una proteina periplasmica de union a metales de un haléfilo moderado en células de E. coli
.Asi mismo, con la obtencion de la proteasa recombinante se demuestra que la base de estos
trabajos es el analisis bioinformatico del genoma, el cual sirve de pie para el disefio de primers que
logra amplificar el gen esperado y no otro segmento del genoma. Asi mismo, este proceso de
obtencion de proteasas recombinantes sirve de base para futuros proyectos de investigacion, que
ahora tendran conocimiento del repertorio de todas las proteasas que contiene el genoma en estudio
con su respectiva posicion intergenica y al demostrarse el aislamiento de una de las proteasas (gen

Amidohidrolasa) se garantiza la ubicacion y el futuro aislamiento de los demas genes proteoliticos.
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Se anotod el genoma de Chromohalobacter salexigens MP25462, a partir del ensamble de
novo de las secuencias corregidas, con el software Spades, caracterizando al genoma con
una longitud de 3'712,216 pb, 42 numero de contigs, estadistico N50 con 447018 pb, y
contenido de G + C del 63.99%.

Se localiz6 36 secuencias de genes que codifican a enzimas proteoliticas en el genoma de
Chromohalobacter salexigens MP25462.

Se describi6 in silico las proteasas localizadas, agrupando en endopeptidasas y
exopeptidasas, obteniendo dentro de las endopeptidasas 9 proteasas de tipo serina, 2
proteasas de tipo aspartil, 9 proteasas de tipo metalo y 1 proteasa de tipo treonina; y dentro
de las exopeptidasas, 7 proteasas de tipo aminopeptidasa, 7 proteasas de tipo
carboxipeptidasa y 1 proteasa de tipo omegapeptidasa, donde se destaco la caracterizacion
in silico de la proteasa Amidohidrolasa, una carboxipeptidasa que tiene afinidad por varias
especificidades de sustrato, altamente evolutivo y con una alta diversidad conformacional.
Se logré aislar in vitro el gen completo de la proteasa Amidohidrolasa de C. salexigens
MP25462 Con la pareja de cebadores disefiados AMD1F 5'GGTCTGGGTGGTCATGGC
3y AMDIR 5'CATCCGACTGATGGAGCCTC 3" con Tm de 62°C y 60°C
respectivamente, con una longitud de 1013pb.

Se clono6 el gen de la proteasa Amidohidrolasa en el vector de clonacion pGEM-T y se

selecciond la primera colonia denominada AMDT]1, la cual fue criopreservada.
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I.

RECOMENDACIONES

Es importante desarrollar nuevas técnicas y herramientas bioinformaticas para la
descripcion de enzimas proteoliticas, que favorezcan la identificacion y determinacion de
sitios activos en bacterias haldfilas para generar mayor informacion sobre su modo de
accion enzimatica.

Continuar con la identificacion y descripcion bioinformatica de otros grupos de proteinas
de interés biotecnologico de la bacteria halofila C. salexigens, aislada de la salineras de

Maras - Cusco.
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ANEXO 1.
Fichas que describen a las 36 enzimas proteoliticas encontradas en C. salexigens MP25462.

FICHA 1
EC 3.4.21.53 - Proteasa Lon dependiente de ATP Tipo I

Es una enzima multifacética, ya que cumple diferentes funciones, en humanos participa en la
regulacion de la respuesta al estrés oxidativo, al choque térmico y en la regulacion de la mitofagia,
en el mantenimiento del ADN mitocondrial. Ademas, su actividad proteolitica puede regular varias
vias bioquimicas como el ciclo del &cido tricarboxilico, la fosforilacion oxidativa, la biosintesis de
esteroides y hemo y la produccion de glutamina. Es por ello, que esta enzima es bien conservada
a lo largo de la evolucion y cualquier mutacion en su gen desencadena enfermedades graves como
sindromes poco comun caracterizado por anomalias cerebrales, oculares, dentales, auriculares y

esqueléticas(Gibellini et al., 2020)

POSICION INTERGENICA:

c Iﬂ]c‘.‘hﬂu MP25462 i3 ] T i Fs 1 {] ] [ - 1i iz
3
. .
C. salexigens DSMI0S " - ) I ) S S -5 - B )
Donde: 1: Proteasa Lon dependiente de ATP, 2,6,7: Proteina hipotética, 3:Dihidroxiacido
deshidratasa. 4: Histidina quinasa hibrida multisensor, 5: Oxidoreductasa no caracterizasa 8:
Proteina Nudix, 9: Flavodoxina reductasa, 10: Hidrolasa putativa, 11:Proteina de choque térmico,
12: Chaperona de 33Kda, 13: sistema de transporte no caracterizado.

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

. R Il Az
Dﬂnv..-r.-al. Imnm-imn-r-:u m:,:.:. Mot | Lan Aty
-
shdeesptdems Li [Chisimolisiobacte: salasgeni| Chrgsmahalobacter jalsaaans 100%  P0R00% 815 WP ITSIS3ETS Y
B endccsnbidens La [Chismohaishacts: spbsigns) Chromghalobgoter yakigni 100% TR 015 WP OTISSVSSRtT
endigantidens Li [Chigmohatehactel Salsjgen) Chrpeshalsbacter ialscsui (i FIS1% B15 WP _ISODEITIN6 1
sndecantidenn La [Chsmoheiobacis: selssgen| Ehrpmshalkbacis: satsxou (1 SR 6 WP 1NEATEL
ehdicantdee Li [Chisinohlebatist canidanii] Chrirmahalobactsr Cansderals TN g15a% 818 WP _DITOIEESS

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456.peg.1906 Proteasa La dependiente de ATP (EC 3.4.21.53) Tipo I [Chromohalobacter salexigens
MP25462]
MSEHDQDQPRDFDAPRGGSPRNTDDTLSERDGSTSHGGAVVPTQEYLPERIYLLPIHNRPFFPAQVQPLVIHRERW

QETMDRVDNTPHHSVGVAYVGDAGVDELGPDDFPEIGTAVKVHRTQVEDQQIQFIAQGVRRFRIVRWLSKKPPY
LVEVSYPKEPIEASDEEARAYAMAMINGIKELLPINPLYGEELKHYLNRFSPHEPSPLTDFAAAITSAKGGELQEVL
ETLPVMSRMQKVLPLLRKEIEVAQLQSEISEQVNAQMQERQREFFLREQLKVIQRELGISKDDRENDVDTFRERLE
NLOVPEHVMERIEDELGKLSVLETGSPEYGTTRNYLDWLTSLPWGITSEDOLDLPRARKVLDRDHDGLTDVKERI
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FICHA 2
EC 3.4.21.83 - Proteasa II u oligopeptidasa B

No se encuentra en ninguno de los genomas de mamiferos disponibles hasta la fecha, pero si esta
presente en bacterias Gram negativas, protozoos y plantas. El papel fisioldgico de esta enzima atun
no se ha dilucidado totalmente, sin embargo, la proteasa se ha identificado como un importante
factor de virulencia y agente terapéutico en la tripanosomosis animal, donde se pretende desarrollar
farmacos contra la enfermedad de Chagas, la leishmaniasis y la tripanosomiasis africana. (Coetzer

et al., 2008; Motta et al., 2019)

POSICION INTERGENICA EN COMPARACION CON C. salexigens DSM3045:

11 9 [} 3 3 7 10 12
C. salexigens MP25462

13 11 9 6 2 1 3 4 g 7 10 12
C. salexigens DSM3043

Donde: 1: Proteasa II 2,12: Proteina hipotética, 3:ProteinaYcgN, 4:Proteina YcgL, 5:
Ribonucleasa, 6: Factor de Von Willebrand Tipo A, 7:Proteina de recombinacion RecR, 8:
Proteina hipotética que coexiste con RecR 9:Cisteina sintasa, 10:Subunidades de ADN polimerasa
IIl gamma y tau, 11:Acido graso de cadena larga — CoA ligasa, 13: ARN Helicasa HrpA
dependiente de ATP

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Clibera
- Pos Ao
[hescripciin Himbro chinbilico e idant Adthauion
- = cofmulla g e

- I s EHES LA sarinn pedan [Thsmahalsbacie sals e Cluamahate e satsa W% 0S00% BB WP ITEIS2G31
i sdopaL 1 a Wh BN BE) R N1S0EIIN4
! Gamio Sl e e S melll halstcis nakeskes 6N, BAEEN, GOSN MAZSRITMY
o " 1inn pestide s (Chiormahsisbacies saiesius hinmghstbatar yalzriger i =y EBY WP
8 w oirds 1l peoRdasd |Chamohalbac Cunmuhantarts: valemems W% SIS 69 WE 1

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 778 Proteasa Il (EC 3.4.21.83) [Chronohal obacter

sal exi gens MP25462]

MAQG RNQHRVL SRSI FPRHGTPLHVKAQPHI PAL HDAT QL SPVARFQRKEDPDWHW. ENRDDPEVVAFL EQANQEFSQWBAP
LAPLVEALYSGHLARRELAVEG. GTPLDHYTYWSETARDADYPVWARHPNQVPSRRECVL DL QARASEQAFMEL GDI APDEHW
LAWTEDTSGDEYFTLFHRALPDGTPRRLLTDI GPEL CSAEDNRTLFFTRYDDTQRPDSVWRLDI ESGETTCVFRETDPEFWG
VGKTRSREW.VLETASKDT SECHL VPAAHPHVPPRCVRERI KA EYALEHRPGHFY! LHNQDAPHFRL DVADETAPDTVWHPLYV
GHDAQLTLESI DAFAWGVI TERDHREAQVHL SVL DL DAPVPTRRRLPLPEAPCSLM_GDI PDFRTRRLRLHEESFTLPSRW
EHDL DSDARRL L KVQPVYGDL PPERL VCRRVWWAEAHDGERI PVSVWVARDDLWEQGPMSTLL YGYGAYGKVL DPWFSVARLEL L
SRGVAFAVAHVRGGGEDRGEPWY L AGKL EHKENSFRDFLAARHAL VEHG ADGERI AAYGASAGGLLVSASLNLDPTAFCAAVL
DVPFVDVLRTMENPDL PLTTAEYSEWENPSEPEAHRRI RDYSPL DNLVARPYPTL FL QGSWHDSRVPYWEPAKL YARLTEL VA
QLPAAERRPI MLRTDVAAGHGGASGRFKAVWHDNARQDAFI LWALGLAETAAP
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FICHA 3
EC 3.4.21.88 Represor de respuesta SOS y proteasa LexA

En la mayoria de las bacterias, el eje RecA / LexA es el gen de la respuesta al dafio del ADN
bacteriano (SOS), por ello es un objetivo farmacoldgico prometedor, aunque no tradicional. La
respuesta SOS se inicia tras el estrés genotdxico, cuando RecA, un sensor de dafio del ADN, induce
a LexA, el represor SOS, a someterse a autoprotedlisis, desreprimiendo asi los genes posteriores

que pueden mediar la reparacion del ADN y acelerar la mutagénesis . (Mo et al., 2018)

POSICION INTERGENICA:

. satectgens 1 QEAT-C > (- ) — -4
16 13 11 10 [ .4 1 3 5 7 9 12 ‘ 15
o <3 4§
Donde: 1: Represor de respuesta SOS y proteasa LexA, 2: regulador transcripcional previsto para
degradacion de acidos grasos FadQ, familia TetR, 3: ADN polimerasa IV (EC 2.7.7.7) 4:
Glutamato sintasa NADPH de cadena grande EC 1.4.1.13 S: Proteina de funcion desconocida 6:
beta N-acetilglucosaminidasa (EC 3.2.1.52) 7: formiltetrahidrofolato deformilasa (EC 3.5.1.10) 8:
canal mecanosensible de pequefia conductancia 9: proteina similar a la betalactamasa 10:
Hipoxantina — guanina fosforribosiltransferasa (EC 2.4.2.8). 11: enoil-CoA hridratasa/isomerasa

C. zalexigenz D

12: proteina de biosintesis del cofactor de molibdeno MoaA. 13: Proteina Hipotetica 14: proteina
de biosintesis del cofactor de molibdeno MoaE 15: proteina de biosintesis del cofactor de
molibdeno MoaC / proteina de biosintesis del cofactor de molibdeno MoaD 16: Fosfoenlopiruvato
sintasa (EC 2.7.9.2)

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

D eces P H“" L .r:.:u n:. Adihesitn
&1 D E ST T M O SR Lt 100, 00% 212 WP D5 T
k e 0.4 1
r " " a3 98.06% 317 MNOYHIZE
B « : 1 - i 39,05 1 1
5 coeaen tanscronoms Lenh D reomonakatacier mgmnin o BN BITEN 21T WP DAIBIS4IA

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 2155 Represor de respuesta SOS y proteasa LexA (EC
3.4.21.88) [Chronphal obacter sal exi gens MP25462]

MBRSLTSRQQOHVFDFI VKTMNEL GYPPTRAEI ARAL GFRSPNAAEEHL RALDRKGVI RM PGTSRG RLTSEEDAAATSTDGL
PWGEVAAGSPI LAAAHI DRHCPLAPDYFTPRADYLLRVRGLSVKDAG LDGDLLAVHRTQQ RDGQ VWARLDDEVTVKRFK
RQGHHVW.VAENADFAPI EVDL RHQDLEI EGLGVGVI RGGGGNGLH
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FICHA 4
EC 3.4.21.89 Peptidasa de sefal I

Se han encontrado peptidasas sefial de tipo I en bacterias, arqueas, hongos, plantas y animales. Las
peptidasas sefal de tipo I utiliza un mecanismo de diada catalitica de serina/ lisina y es la peptidasa
sefial principal en la mayoria de las bacterias, son enzimas indispensables, que catalizan la escision
de las secuencias del péptido sefial aminoterminal de las preproteinas, que se traslocan a través de

las membranas bioldgicas. (Paetzel, 2019; Tuteja, 2005)

POSICION INTERGENICA:

Donde: 1: Peptidasa sefial I. 2: Ribonucleasa III. 3: Factor de elongacion de translocacion LepA.
4: Era de las proteinas de union a GTP. 5: Recombinacién y repacion de ADN proteina RecO. 6:

Pridoxina 5-fosfato sintasa (EC 2.6.99.2)

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Diescrgestn Pcarmitne i e e

i - baticb I e ot X
B | [y A

B 1 L | e, P ATOA% )
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 399 Peptidasa de sefial | (EC 3.4.21.89)

[ Chr onohal obact er sal exi gens MP25462]

MDFSLLLVLAVAI TG VALLDI VWARRARRARL ATAESQVDGEL DAATRGKLAKEPWPVDYARSFFPVLLI VLVLRSFVVEPF
Q PSGSMRPTLKVGDFI LVNKFTYGLRLPVI NTEI LDLGEPERGDI MVFRFPDDPSVNFI KRVWGLPGDRI RYEDKQL YVNGQ
PVAKSVTDDDADDAPCGERQFEERL GDVAHAI YNNPQDPGPQVREVVVPDGQYFMMEDNRDHSNDSRYWGFVPEENI VGEAFAV
WWHWDGGLPSFSSVRLLE
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FICHA 5
EC 3.4.21.92 Proteasa de Clp dependiente de ATP

La proteasa caseinolitica mitocondrial P (ClpP) juega un papel central en el control de la calidad
de la proteina mitocondrial al degradar las proteinas mal plegadas. A demas se demostro, que la
hiperactivacion de la proteasa mata selectivamente las células cancerosas, mediante la degradacion
selectiva de sus sustratos de proteinas de la cadena respiratoria y altera la estructura y funcion

mitocondrial, mientras que no afecta a las células no malignas. (Ishizawa et al., 2019)

POSICION INTERGENICA:
9 7 5 3 1 2 4 ]
C. salexigens M
9 7 5 1 2 4 8
H. chejuensis K

Donde: 1: Subunidad proteolitica de proteasas Clp dependiente de ATP (EC 3.4.21.92) 2:
Proteasas de Clp dependiente de ATP subunidad de union a ATP ClpX 3: Factor desencadedante
de la division celular (EC 5.2.1.8) 4: PROTEASAS La dependiente de ATP (EC 3.4.21.53) Tipo
I 5: Metilentetrahidrofolato deshidrogenasa (NADP+) / Metilentetrahidrofolato ciclohidrolasa (EC
3.5.4.9) 6: Proteina de union al ADN HU-beta 7: Cisteinil-t RNA sintetasa (EC6.1.1.16) 8:
Peptidil-propil cis-trans isomerasa PpiD (EC 5.2.1.8) 9: GLUTAMIL-tRNA sintetasa (ec 6.1.1.18)

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

phia |
Desonpescn Fmtee comlinca o o ‘ FarIoE,
- - sl Len
A o] e
B o I T T —— ! TR e 90%  10000% 208 WE
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8 o ! . . ) @ ar o WP 1 '
B s | Ja 1 a ul 9,1 ] \

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666. 597456. peg. 2181 Subunidad proteolitica de proteasa dp
dependi ente de ATP (EC 3.4.21.92) [Chronphal obacter sal exi gens MP25462]

MGNEFDI SNAGGLVPMWEQNARGERAYDI YSRLLKERVI FLI GPVEDYMANL VVAQVL FLESENPDKDI HLY! NSPGG
SVTAGVEIl YDTMFI KPDVSTVCVGQAASMGAL L LAGGAAGKRYCLPHSRVMM HQPL GGYQGQAADI El HTKEI LNI RQ
QLNEI LAKHTGQDAETVARDTDRDNFIMNGTQAVEYGL| DAMLDKRPVS
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FICHA 6
EC 3.4.21.102 Proteasa carboxilo-terminal

Las proteasas de procesamiento de carboxilo (C) -terminal (CTP) participan en la proteo6lisis
protectora y reguladora en bacterias. El dominio PDZ es fundamental para la actividad de los CTP,
pero desempefia funciones reguladoras inherentemente diferentes. Por ejemplo, el dominio PDZ
inhibe la actividad de la proteasa de senalizacion CtpB bloqueando el sitio activo, pero es necesario
para la activacion de Prc (o Tsp), una proteasa especifica de la cola que degrada las proteinas

marcadas con SsrA. (Chueh et al., 2019).

POSICION INTERGENICA:

10 i) 3 1 2 4 3 7 11 2
c. satexgens 1 [——] i ) - )

10 5 3 1 2 4 6 7 11 12 3
C. salexigens D

Donde: 1: proteasas carboxi-terminal (EC 3.4.21.102) 2: regulador transcripcional, familia AraC
3: peptidasa M25B 4: proteina exportadora de lisina (LYSE / YGGA) 5: Fosfoglicerato mutasa
independiente de 2,3-bifosfoglicerato (EC 5.4.2.1) 6: Regulador transcripcidnal , Familia TetR 7:
Superfamilia facilitadora principal MFS 1 8: Sulfurtransferasa relacionada con Rhodanesa 9:
Proteina de exportacion de proteina chaperona del citoplasma (SecB, mantiene la proteina para ser
exportada en estado desplegado) 10: Metiltransferasa E de subunidad pequefia de ARN ribosdmico
(Ec 2.1.1.-) SSU ARNr m3ul498 11: permeasa de la superfamilia de transportadores de farmacos
/ metabolitos (DMT) 12:proteina exportadora de lisina (LYSE / YGGA) 13: Proteina de la familia
OSmC / Ohr

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

;nl..“—_l.f.,-(.-. L ;h!l'l-'\-’-‘) e o L L]

& } ) oo 100 D0 440 - A
I 1 1 i o o) 440

[ il 541 [Chomohslobecter 6 | Chrhalehacer 5t 100% BB TTN. 440 MOY4S55H1
B e TR SEpmotimiohaciel sl 100% BOOG% 440 NI 204114000
B P 0o 08 Be% 44 2

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 2541 Proteasa carboxilo-term nal (EC 3.4.21.102)
[ Chr onohal obact er sal exi gens MP25462]

MIASQSRSPRLVWVRHCLHLGVALAI GAL TL PL PAHAQQPAGDDAL PVEDVQTFAEVFERI KRAYVDEVDDT TLMRNAVRG
M. CGEL DPHSAYLDAESFEALRETTEGEFSGVG EVGVIQEGQLTI | APl DDSPAARAGL QAQDAI LRI DDTPTESL SLQEA
VEMVRGDECEEI RLTI LREGEEAPREVTLTRETI RTDSVKHEM_SPGYGYLRI SQFQSRTGEQARDAI AALREEGDGNLK
GLVLDLRNNPGGVLDSAVDVADLFLDSGLI VYTEGRLADSDIVRFSASPQT SAPDVPMVLI NGGSASAAEI VAGAL QDQQ
RAVLMGTESFGKGSVQQVLPLNNGDGLKLTTAL YYTPDGRSI QAQGE APDVEVVRGRLEVAEATGLSI RESDLENHLRNI
NGERERTERESSLAESDYQL GEAL NL L KALNVL PRAQSGN
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FICHA 7
EC 3.4.21 Familia DegQ

Se sabe poco sobre DegQ. Una identidad de secuencia de aminoacidos del 59% con DegP y la
presencia de una secuencia sefial tipica indican que DegQ es una segunda chaperona-proteasa
principal del periplasma, ya que por si solo parece ser responsable de mantener la homeostasis de

las proteinas en el periplasma de muchos procariotas. (Wrase et al., 2011)

POSICION INTERGENICA:
4 £ 1 3 ] [ 7
C. salexigens A
I:> 1 :f:l <:I 6<:
b sormensis (T K — << -
3
&

Donde: 1: sensor de tenciuon de la membrana externa de proteasa DegQ, Serina proteasa 2:
Proteina hipotética Ybgl 3: histidinol deshidrogenasa (EC 1.1.1.23) 4: ATPasa, familia AFG1 5:
ATP fosforribosiltransferasa (EC 2.4.2.17) 6: UDP-N-acetilglucosamina 1-carboxiviniltransferasa
(EC 2.5.1.7) 7: Transportador ABC no caracterizado, componente auxiliar YrbC.

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

bt
- Por Acc
[ "t reCre ity i o | e Adihesstn
it = -
E dit B AF x ¥ 100% 10000 &
B et K T S 22 _Fpani
- = 1 1 ST K i 95 412
= ¥ K ) et 100 a8 T '} i i
E E i 1o it ] & 98% B3 a3 i ' g

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 2010 Prot easa DegQ del sensor de tension de |la
menbrana externa, serina proteasa [ Chronphal obacter sal exi gens MP25462]

MRRSLVBLWPTI SG LLAI VLLNAFPQLLGGRNADDTVTPVPDTSAVRAI AERTDTAARAPEVVEAAPL DRAQGPASYA
TAVDKAAPAVWNI YSSRMVDPSEHPL MSDPFFEQFFGKDVPQRQRM. SSLGSGVI VSPEGYVL TNNHVI RNADQ QVALR
DGRETLAEVVGTDPESDLAVLKI PVDNLPVI ELSDSEQVAVGDVSLAI GNPFGVGQTVTMG | SATGRNHL GLNAYEDFI
QTDAAI NPGNSGGAL VNAEGAL VG NTAI FSRSGGSQG GFAI PANLAHQVLDQ VAHGRVI RGALG DVQAMTPDLATS
FGLKTLKGWI ANVWPGGPGEKAGL QPGDVLMBVNGKI | VDAREAMADI AEI SPGTSLPVTI VRDGEKREVTLTVGERPQ
AAQRQPTAPSSE
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FICHA 8
EC 3.4.21 Proteasa Sohb, Familia U7

Se identifico en E. coli, aseverando que es posible que el gen sohB codifique una proteasa
periplasmica no descubierta previamente en E. coli que, cuando se sobreexpresa, puede compensar
parcialmente la funcidn de la proteina HtrA faltante ( gen htrA codifica una proteasa periplasmica
requerida para la viabilidad bacteriana solo a alta temperatura, es decir, por encima de 39 °C)

(Baird et al., 1991)

POSICION INTERGENICA:
16 1a
C. salexigens N
13
{
16 1 S5 7 9 13 1% 17
C. salexigens O
10 12
- o

Donde: 1: Peptidasa Sohb familia U7, 2: regulador transcripcional familia ArsR 3: Proteina de la
familia de transferencia de esteroles SCP-2 4: pirofosfatasa NADH (EC 3.6.1.22) 5: Trnasportador
putativo preQO0 6: Subunidad épsilon de la ADN polimerasa III (EC 2.7.7.7) 7: HIDROLASA
ALFA /BETA 8: Ribonucleasa HI (EC 3.1.26.4) 9: transportador de hidroximeltilpirimidina 10:
metiltransferasa dependiente de SAM (EC 2.1.1.-) 11: Hidroxiacilglutation hidrolasa (EC 3.1.2.6)
12: transportador de hidroximetilperimidina ABC, componente transmembrana 13: Transportador
ABC de hierro férrico, proteina de union a ATP 14: Precursor de transglicosilasa D de mureina
litica unida a membrana (EC 3.2.1.-) 15: proteina hipotética 16: proteina extracelular de unién a
solutos, familia 5 17: intercambiador de sodio / hidrogeno

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Lasita
Po# AL
Descriposin Mombre ceedifica e Ex T

- - - e Len

Consuty = -
o 100%  100.00% MU WE 12EEROTTA

ﬂ H 100 ) 14 X

|« ! B O C s Rl 100% 90 F1% 38T WP JUETHERNN |
= 100% 99.43% 340 WP 204114340 1
B oicheasa Sof ronetpobaie! salemae Chimohaelchacher salemst 100% SRATN MO WP HD0IMAT1

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 2289 Peptidasa, famlia U7 [ Chronphal obacter sal exi gens
MP25462]
MTEWIAEYALFAAKLATLVVAVGVLVGLVVTLKQRASGQVEGNRLRIVALHERQRRRRESLRLAGLPAAQRRRAQ
KALRKEEKARRKGKGEAQEAARPRVWVLDFDGDLKASRTPQLAEQVSLLLGELQDDDEVVVRLTSGGGLVHAYG
LASAQLDRLRDAGVRLTVCVDKVAASGGYMMACCAHRLIAAPFAVIGSIGVVAQVPNVHRLLKKHDIDVELLTAG
RYKRTLTVLGENTEEGRAKFLEDLRETHDLFKRY VGERRPALDIEKVATGEIWYGRQALDDGLIDEVNTSDGYLAA
RMEQARVLQVVLEPRHSLMQRIGVGASQGIERLSDRVMERLEESGWQRR
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FICHA 9
EC 3.4.21 Peptido seiial peptidasa SppA

La peptidasa de péptido sefial (SPP) es una enzima unida a la membrana que utiliza un mecanismo
de diada catalitica de serina / lisina para escindir los péptidos sefial remanentes en la membrana
celular y ayuda en la secrecion de proteinas. A pesar del papel central de SppA en la secrecion de
proteinas, no se han realizado estudios centrados en la mejora de la secrecion de proteinas a través

de la sobreexpresion de SPP. (Cai et al., 2017).

POSICION INTERGENICA:

14 10 3 1 £ i =] 1z 13 , 16

C. zalexigens M
1

1 b1 T 1 i " b} 13
C. salexigens D
13 16

L d =
Donde: 1: serina proteasa periplasmatica (clase ClpP) 2: Proteina de la familia Maf/ YceF / YHdE
3. similar a la fosfoglicolato fosfatasa, agrupada con la subunidad ribosémica grande
pseudouridina sintasa C 4: Proteina COG1399, agrupada con proteina ribosémica L32p 5:
Seudouridina sintasa C de subunidad grande ribosomica (EC4.2.1.70) 6: proteina ribosomica LSU
L32p 7: Fosfato acil-ACP acetiltransferasaPlsX 8: Malonil CoA-acil proteina transportadora
transacilasa 9: 3-oxoacil-(proteina transportadora de acilo) reductasa (EC 1.1.1.100) 10:
ribonucleasa E (EC 3.1.26.12) 11: proteina de acilo 12: 3-oxoacil-sintasa, KASII (EC 2.3.1.41)
13: aminodesoxicorismato liasa (EC 4.1.3.38) 14: UDP N acetilenolpiruvoilglucosamina reductasa
(EC 1.1.1.158) 15: proteina tirosina fosfatasa de bajo peso molecular (EC 3.1.3.48) 16: proteina
YceG similar

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Cuwerta

Dieteryodn Ficrmiae reehlee e Addhassstn

ST 3T [

BE0E

ng-4 | CreCrTmHabubacies saicmopens| ClEpndobocier salcEeT 1O 99.18% 358 PVOAOEITI

B pécodo sefial pactoes Soph Ehalotacier Sl o0 89.16% 357 WP 1E008

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 440 Serina proteasas periplasmaticas (clase C pP)
[ Chr onohal obact er sal exi gens MP25462]

MGDDKRDDAWT QGPEVGRGSRDEDRRRAEEAAAGDPEQL REL RRLREQHVL DRW DGVLVEQRRTRRVWKLFFRFVFAALI A
ASLAMITYAVLFAGRDMI GAAGPHL GVWEVQGVI DAQGEASAERI | EGLRDAVWKAPSSRGVVLHI NSPGGSPVQSQRVYDE
VRRLAAQGDKPVVAVI EDI GASGAYYNMASAADDI YASPASLVGSI GVI YSGFGLQEAI DKVGVERRVFTSGDNKAFLDPFS
Pl RDEQRAFVWQTVL DT THRQFI DDVKAGRGDRL DDDPRLFSGLI WIGEQAL GLGLVDGL SSL DAL SRERFGGVPRRDYTPA
L DPL SRL SRQL GRVAAEWT GVAHHASPVRYQVQ
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FICHA 10
EC 3.4.23.36 Peptidasa seinal 11

Las lipoproteinas se sintetizan con una péptido sefial que las fija a la membrana citoplasmatica con
el dominio de lipoproteinas en el periplasma o fuera de la célula. El procesamiento postraduccional
requiere una sefial peptidasa II (LspA) que elimina el péptido senal. Se sintetizan en una forma
precursora que requiere procesamiento por enzimas que son esenciales en muchas bacterias
patdgenas pero no tienen equivalente en los humanos, lo que las convierte en posibles dianas

farmacologicas. (Vogeley et al., 2016)

POSICION INTERGENICA:
E) T

R T 3 3 R e T e— e . S
1
= o =

. borkumenzis : - - . - 5 : -)_<
1
[ 2 > =

Donde: 1: peptidasa sefal de lipoproteina 2: peptidil-propil cis-trans isomerasa SIpA de tipo FKBP
(EC 5.2.1.8) 3: 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato reductasa (EC 1.17.1.2) 4: isoleucil-tRNA
sintetasa 5: roboflavina quinasa (EC 2.7.1.26) / FMN adenililtransferasa (EC 2.7.7.2) 6: propuesto
peptidoglicano lipido II flippasa Mur] 7: Proteina ribosémica SSU S20p 8: Glutamato 5-quinasa
(EC 2.7.2.11) /PUA de dominio C-terminal de unién a ARN 9: Proteina de unién a GTP Obg

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Cubseria

DT y— it = Pen Acc

escpcion + -|-.-£-r.|-n:- | W ADFeEAR

[

toptdasa soflal ge Spocieienaa | Uhromohaohacier satmogens 0581 3043] hromehalohas e satexmdern DS5h 304 (L R 1 W TET  ASSESTEA 1
UETEdRS ie 2oial 1| |LINDmOhEnDae Sabe e | OO R Sl e L A% 181 BT VODEENS
1 i sy hrpirrfslolactes salenoriy =i 00 008 166 WA T4RIRREST 1
Peohdats se=fal de oo pleia RAiosacdiu halnaesinnficans| Wisdiacillin habcaleniificang ar% B 05 10 COOOTSXEq
B veotaasa de sefial 1|z il Choaubbalcknries marmmatil B B305% 180 WP 130S0R3TLY

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 528 Peptidasa sefial de |ipoproteina (EC 3.4.23. 36)

[ Chr onohal obact er sal exi gens MP25462]
MNDASTSEKIAAAPAMRRPLRWLWLALLVVVLDLGSKFVASAYLVYGQPVEVLPVENLTLLHNTGAAFSFLAEHA
GWQRWLFAAIAIGVSIGLTVWLTRLKAHERLSAIAIVLVIGGALGNLYDRLVHGYVVDFLSFHWQDYYFPAFNLAD
TAITLGAMGLILASLRDDRRNTTQKETPH
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FICHA 11
EC 3.4.23.43 Peptidasa lider (peptidasa prepilina)

Es responsable de la escision endopeptidica de los péptidos lideres unicos que caracterizan a los
precursores de pilina de tipo IV, asi como de proteinas con secuencias lideres homologas que son
componentes esenciales de la via de secrecion general que se encuentra en una variedad de

patogenos gramnegativos. (Lory & Strom, 1997).

POSICION INTERGENICA:
1t 10 5 3 1 T 3 T 1 4
C. salexigens N E>_—m ;S-E
12
1 ] ] 1 1] ) 113 ]

C. salexigens O

=

Donde: 1: peptidasa lider (prepilin peptidasa) (EC 3.4.23.43) / N-metiltransferasa (EC 2.1.1.-) 2:
defosfo-CoA quinasa (EC 2.7.1.24) 3: proteina de ensamble fimbrial de tipo IV PilC 4: proteina7-
mutT mutante 5: conjunto fimbrial tipo IV, ATPase PilB 6: Glutamato N-acetiltransferasa (EC
2.3.1.35) / N-actilglutamato sintasa (EC 2.3.1.1) 7: Pilin PilA tipo IV 8: Proteina hipotética 9:
exportacion de proteinas del citoplasma SecA ATPasa AN helicasa 10: proteina de absorcion de
potasio TrkH 11: Proteina hipotética 12: Fosfolipido / glicerol aciltransferasa 13: proteina y
derivados truncados que contienen cinta de Zn, posiblemente de union a ARN 14: UDP-3-O-N-
acetilglucosamina desacetilasa (EC 3.5.1.108) 15: Factor de crecimiento C dependiente de la
recombinancion de ADN.

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Cuteora o
HESCTPOOn T Cher de f — Adhesitin

- conauta - -

et 1 100 K] O 1

[ : 24 M R S ;

| 3 | 1 0K 00 SEE
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 2046 Peptidasa |ider (Prepilin peptidasa) (EC
3.4.23.43) /| Nnetiltransferasa (EC 2.1.1.-) [Chronohal obacter sal exi gens
MP25462]

M_LADI PLPW.AVNVAFVWVGTLLGSFLNWVI VRLPVM.MOOWRQEARESL AL ETEDVPAYNL CTPRSQCPRCRAPI TWH
DNLPLI GALKRRGRCAHCQGRI SAQYPLVELTAGLLLFSVWMWHGATWSALAWGGL CLALLVWAVI DLRTQLLPDI |
TLPLLWAGLI YOLVFQPYW.GNAVI GALAGYLLLWGFYW.FKW TGKEGMGYGDFKLLAALGAWFGAMTMLPI LLI LS
AGLGAVI GCLLQLTHPRLRGVPLPFGPFLALAGWAVLFGAPLRALTGL
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FICHA 12
EC 3.4.24.27 Termolisina, Metalopeptidasa putativa, familia M4

Es una metaloproteinasa de zinc neutra termoestable identificada originalmente en el caldo de
cultivo de Bacillus thermoproteolyticus. La termolisina es un representante de la metaloproteinasa
de zinc y un objetivo atractivo en la ingenieria de proteinas para comprender el mecanismo
catalitico, la termoestabilidad y la halofilia. La termolisina se utiliza en la industria, especialmente
para la sintesis enzimatica del éster metilico de N-carbobenzoxi L-Asp-L-Phe (ZDFM), un

precursor de un edulcorante artificial, el aspartamo. (Inouye et al., 2007)

POSICION INTERGENICA:
] 7 ] [i]
. satexigens 1 - I N )
1
_—
C. salexigens I;::‘u_ W | — £ El 4 L] 7 k) 10 913

Donde: 1: Metaloproteasa putativa 2: proteina hipotética 3: 2-isopropilmalato sintasa (EC 2.3.3.13)
4: proteina hipotética 5: Fosfohidrolasa dependiente de metales 6: proteina hipotética 7: lisil-lisina
2,3-aminomutasa 8: fosfoserina serina (EC 3.1.3.3) 9: factor de elongacion de traslacion P 10:
factor de elongacion de traduccion P Lys34 lisina transferasa 11: topoisomerasa [V subunidad A
(EC 5.99.1.-) 12: fosfatidilserina descarboxilasa (EC 4.1.1.65)

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

WA Por ez
Ditn 'r Mt -;.r.mn--': =] | [ Futbersin

- . -

H L L 154 I ! I It 5| 100 100 00 Lt i .

u [T i f ¥ 1 Eulris BT 347 L
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B3 e 1 i L 0 100%  BeSa% 340
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 121 net al oprot easa putativa [ Chronphal obact er sal exi gens
MP25462]

MVFPKSPLRGFMPPHVL DRI AL QGTERQRRCAQQTL QADQWFRL RASPPPARDAARAVAGRPDRR! HSADHEQTL PGRLVREEG
QAAHGDAAVDEAYEW. GATYRFYWEVFGRDS| DDRGVPLI GTVHYGRDYDNAFVNGAQWFGDGDGDL FRRFTAAPEVWAHEL T
HGVI ERDVGLVYAGQSGAL NESL ADVFGVWVKQYHAGQTAQEADW. | GAAL L TDRVQGRAL RSVEAPGTAYDDPVL GRDPQPGH
MRDFVDTQADNGGVH NSGI PNRAFYL AAVAL EAPAVESVAPVWY AAVRDDAL SRESDFAAFAAL TVAHARRQHGEGSREARAV
DDAVREVGWS
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FICHA 13
EC 3.4.24.55 Precursor de la proteasa 111

La proteasa III carece de actividad frente a sustratos de aminopeptidasa, carboxipeptidasa o
esterasa, pero degrada rapidamente las proteinas pequefias. Cuando se utilizan fragmentos de beta-
galactosidasa como sustratos para la proteasa II1, la enzima degrada preferentemente proteinas con

pesos moleculares inferiores a 7.000. (Cheng & Zipser, 1979)

POSICION INTERGENICA:

C. salewigens N

C. zalexigens D

Donde: 1: precusor de la proteasas III 2: proteina de funcién desconocida DUF159 3:
Exodesoxirribonucleasa I (EC 3.1.11.1) 4: regulador transcripcidonal 5: Factor de especificidad
topoldgica de division celular MinE 6: Proteina que determina el sitio del tabique MinD 7: 1-aci-
sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa (EC 2.3.1.51) 8: Proteina MinC que determina el sitio del
tabique 9: hemolisinas y proteinas relacionadas que contienen dominios CBS 10: proteina
relacionada con CcsA 11: proteina hipotética 12: particula de reconocimiento de sefial, subunidad
Fth SRP54 (TC 3.A.5.1.1)

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

:l--s-:-':_nt\-'-: Mo Oerl tioo (:%:: -F;:u -:h._. Al el
eepisana M1E Chromohacbact= ssemoom| t Fiotiocier Baemn 100%  W00.00% B4 MWDISESES
B eroieina s a b pridskea B0 |Chraretabsscis seeaenrs D54 3 CHrerahakbeiie s a3 0% DOEE% D1 ABEROET A
u I i 100% T B MNOYAEIZN
E Ade s nsulasas |Coaothiobacier salenens Chr Dot HObOCIES Sl 00%  P9EN B WWE_TI0M
pioleina de b facreha de les osainases |Chiomahalshocies seexiae I pirfioharien Saenonm 100% S S D L E L

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:
> fig | 6666666.597456. peg. 1545 Precursor de |la proteasa Il (EC 3.4.24.55)

[ Chr onohal obact er sal exi gens MP25462]

M. SSRPRAGRW.L GMCLFLLAVSQTAYASDPVAKVVDPI ASPNDSRDYRAL TLDNGLEI LLVSDPEADEAAAAMNVDVGS
SDDPDATPGLAHFL EHML FL GTDRYPEADAYQNFI SAHGGDHNAFTASRDTNYYFDI EPTAL PEAL DRFSRFFVAPRFNP
EYVERERNAVHSEYQARL RDDGRRI NEATDRAL NPEHPATRFAVGSLETLQGGERSLREKLI DFYESHYGANVVHLTVI G
PQSLDTLESMVRDRFAEI PDRGLTRTPI ETPLVTDAEL PARLAVKSL SRDREVRFLFPI PDPQODYRTKPAEYLANLLGH
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FICHA 14
EC 3.4.24.70 Oligopeptidasa A

La oligopeptidasa A (OpdA) pertenece a la subfamilia M3A de peptidasas bacterianas con
propiedades cataliticas y estructurales similares a la timetoligopeptidasa (TOP) y la neurolisina
(NEL) de mamiferos. Las tres enzimas tienen cuatro residuos de Tyr conservados en un bucle
flexible muy cerca del sitio catalitico. Se afirma que el residuo OpdA Tyr (607) juega un papel

importante en la interaccién enzima-sustrato y en la actividad hidrolitica (Lorenzon, et.al., 2010)

POSICION INTERGENICA:

15 i1 k] [ Ll ! k] | ki I0 Iz f b
C. salexigens M
13 14
15 11 El L] 4 1 3 3 7 10 13 13
12 4
e 4
Donde: 1: oligopeptidasa A (EC 3.4.24.70) 2: Proteina hipotética 3: precursor de superocido
dismutasa Cu-Zn (EC 1.15.1.1) 4: Simportador de neurotransmisor 5: 5,10-metilentetrahidrofolato

C. zalexigenz D

reductasa (EC 1.5.1.20) 6: anhigrasa carbonica, familia 3 7: proteina de resistencia de cobalto-
zinc-cadmio CzcD 8: proteina hipotética 9: regulador LIdR sensible al lactato en enterobacterias,
familia GntR 10: Permeasa de la familia de transportadores de farmacos / metabolitos (DMT) 11:
L-lactato deshidrogenasa (EC 1.1.2.3) 12: portador de efluyjo de auxina 13: regulador
transcripcional, familia AraC 14: Transporte de aminoacidos de cadena ramificada 15: Transporte
de aminodacidos de cadena ramificada, AzIC 16: D-lactato deshidrogenasa prevista, proteina Fe- S,
que contiene FAd /FMN

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

gEEo@
EHEBE B &k

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 2750 A i gopeptidasa A (EC 3.4.24.70)

[ Chr onohal obact er sal exi gens

MP25462] MSRNPLLESHVLPPFDDI QPEHVVPAI EQLLAENRRDI EALAQQRSQ SWESL AAPL EALNDRL SQAWSPVS
HLNSTMNNEAL REAYQACL AML SDYSTW. GOHQGL FEAFTRLKESDEYARL EEGQQRSI DNTLRDFRLAGVDL PEDRKR
RYGEI QARL SELANTFSNHVL DATQAVWHL DL TDDTRLGGLPDSALATLKANAEAKGVYDGYRI TLDFPSFYPVLSFADDR
ALREEVYTAFVTRASDKGPHAGRFDNAPI | EETLRLRRELAELLGFDTYADYSLATKMADSPQQVL GFL GDLADRAHPQ
ACOREFNEL EAFARESL GLETLKPWDI GYASEKLREARYAI SCEQLRPYFPAPRVI EGLFOVTGTLYG DFAERDDVPRY
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EC 3.4.24 Proteina FtsH

FtsH, un miembro de la familia de proteinas AAA (ATPasas asociadas con una variedad de
actividades celulares), es una proteasa dependiente de ATP de 71 kDa anclada a la membrana
interna. Es responsable de la degradacion tanto de la membrana como de las proteinas del sustrato
citoplasmatico. Las proteinas del sustrato se despliegan y se traslocan a través del poro central del
dominio ATPasa hacia la camara proteolitica, donde las cadenas polipeptidicas se degradan

procesivamente en péptidos cortos. (Okuno & Ogura, 2013)

POSICION INTERGENICA:

C. salexigens 0 [

1 12
P. Fludrescens

Donde: 1: proteina de division celular FtsH 2: proteina de division celular FtssJ /ARN ribosémico
subunidad grande metiltransferasa E (EC 2.1.1.-) LSU ARNr Um2552 3: Dihidropteroato sintasa
(EC 2.5.1.15) 4: proteina de union a ARN 5: Fosfoglucosamina mutasa (EC 5.4.2.10) 6: Factor de
elongacion de la transcripcion GreA 7: triosafosfato isomerasa (EC 5.3.1.1) 8: Subunidad de
translocasas de preproteinas (TC 3.A.5.1.1) 9: Carbamoilfosfato sintasa de cadena larga (EC
6.3.5.5) 10: FIG000325 agrupado con la proteina de terminacion de la transcripcion NusA 11:
proteina de terminacion de la transcripcion NusA 12: Carbamoilfosfato sintasa de cadena pequefia
(EC 6.3.5.5) 13: 4-hidroxi-tetrahidrodipicolinato reductasa (EC 1.17.1.8)

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Cubberta e T
Dresonposon Hambre centihon de i s Adhursitn
. e conauta - -
[P | Ctrpmotctiacier salewaem] °° Chromohalobackss walemms o 55 VP
[ 100 o 6% £
| 15 dhe e chegm i de ATF FiaH [\egibacsus halsdendrticans] L MO 1) BB T T 0P EENE 68 L
etiod ohedrsa de BrC devenieite op ATF FisH |Chimonadaoor Sshegems) LR DCT oD LRI 100 B8t At WP\ TESeaG
ekt et dle Fi: ivyerichiite de ATP Fisbl Iohiormanaiohecier Carmsiei T r— 1O%  EOITW 654 WP OTORIIZE S

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456.peg. 320 Proteina de division celular FtsH (EC 3.4.24.-)
[ Chr onohal obact er sal exi gens MP25462]

MNDMVAKNLI LW.VI AAVLL TVFNNFSVDSSPQANMSYSQFVQQVQNDQ ESVTI EGYTI NGEREDGTQFQTI RPAAEDPKL VD
DLLAHDVSVI GKKPEEQSLWIRLLVASFPI LI | LAl FI FFMRQVIQGGGGGKGGPMBFGKSKAKLLTQDQN KTTFADVAGCDE
AKEEVEEL VDFLKDPSKFQRLGGQl PRGVL MVGPPGTGKTLLAKAI SGEAKVPFFTI SGSDFVEMFVGVGASRVRDVFEQAK
KQAPCI | FI DEI DAVGRHRGSGVIGGGHDEREQTLNQLLVEMDGFEANDG! | VI AATNRPDVL DPAL LRPGRFDRQVTVGLPD
| RGREHI LGVHL RKVPLADDVQPSFI ARGTPGFSGADL ANL VNEAAL FAARRNKRL VGVDEL EMAKDKI L MGSEKRSMVVBE
KEKSNTAYHESGHAI | GLLMPEHDPVYKVTI | PRGRALGVTMFLPEEDRYSLSROQ! | SO CSLFGGRLAEEMILGPNGVTT
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EC 3.4.24 Proteina HtpX

Escherichia coli HtpX es una metaloproteinasa de zinc de la familia M48 ubicada en la membrana
citoplasmatica. Estudios anteriores sugirieron que participa en el control de calidad de las proteinas
de membrana (Sakoh, Ito & Akiyama 2005). Sin embargo, su funcion proteolitica in vivo no se ha
caracterizado en detalle, principalmente porque no se han identificado los sustratos fisiologicos y
no se dispone de un sustrato modelo que permita la deteccion sensible de la actividad de la

proteasa. (Yoshitani et al., 2019)

POSICION INTERGENICA:
. satexigens 1 (KT CHn o - G < o<
3
== —> )
M. cheguensis b Co—C TR M-I H < M »
<

Donde: 1: probable homologo de proteasahtpX (EC 3.4.24.-) 2: Eritronato-4-fosfato
deshidrogenasa (EC 1.1.1.290) 3: Aspartato aminopeptidasa (EC 2.6.1.1) 4: Peptido metionina
sulfoxido reductasa MsrB (EC 1.8.4.12)

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Pen Acc
J'Hﬁ-:-r‘: o "'J:r'h'-:‘;"b'f = cc-":.l‘.l kh:,' -l e
L ¥ ' x 00 0000 300 T 01150604
- L + 1 A0 AT 300 X
B o i ! | i [ R 00
L = i 1 100 1.3% 300
" x a 100% 300

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 842 Probabl e hondl ogo de proteasa htpX (EC
3.4.24.-) [Chronohal obacter sal exi gens MP25462]

MVRI LLFLATNLAVVLVASI TLRLLGVEPYLNANGLNWNSLLI FCFVI GVAGSLVSLFI SKWWAKMSTKAKVI EQPG
NATERW.LDTVGELARDAG KMPEVAI FPAQQSNAFATGANKNDAL VAVSAGLLERVRPEEI RAVLAHEI GHVANGD
MTLALI QGVLNTFVMFFARI VAQLVDSFLRRDDEGGGLGFFGYMAWVI VAEI VFGLVASMVWAWFSRFREYRADAA
GAKLAGSGAM NALARLKAETQVPDQVPDTLTAFAI TTGQTRKLMERLFASHPPLDDRI RALKESAYRE
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EC 3.4.24 Proteina FtsZ

FtsZ es la principal proteina citoesquelética en bacterias y un homologo de tubulina. Encontramos
que FtsZ es degradado por E. coli ClpXP, una proteasa dependiente de ATP. In vitro, ClpXP
degrada tanto los protomeros como los polimeros de FtsZ; sin embargo, la FtsZ polimerizada se
degrada mas rapidamente que el monomero. El analisis de delecion muestra que el dominio N-
terminal de ClpX es importante para el reconocimiento del polimero y que el terminal FtsZ C

contiene una sefial de reconocimiento de ClpX. (Camberg et al., 2009)

POSICION INTERGENICA:

1z 7 5 ] 3 1 z [3 ] 11
C. $!ltz1ﬂﬂ!’ M

10

!.El- 7 5 @ 3 1 2 1
H. chejuenziz K -‘}
> = —
Donde: 1: Proteina de division celular FtsZ (EC 3.4.24.-) 2: UDP-3-O-N-acetilglucosamina
desacetilasa (EC 3.5.1.108) 3: Proteina de division celular FtsA 4: Proteina de division celular

FtsQ 5: D-alanina-D-alanina ligasa (EC 6.3.2.4) 6: Expotacion de proteinas, proteina del
citoplasma SecA ATPasa ARN helicasa (TC 3.A.5.1.1) 7: UDP-N-acetilmuramato-alanina ligasa
(EC 6.3.2.8) 8: UDP-N-acetilglucosamina-N-acetilmuramil-(pentapentido)  pirofosforil-
undecaprenol N-acetilglucosamina transferasa (EC 2.4.1.227) 9: Glutamato N-acetiltransferasa
(EC 2.3.1.35) / N-acetilglutamato sintasa (EC 2.3.1.1) 10: proteina de division celular FtsW 11:
proteina mutT mutante (7,8-dihidro-8-oxoguanina-trifosfatasa) (EC 3.6.1.-) / proteina similar a la
pirifosforilasa de tiamina-fosfato 12: UDP-N-acetilmuramoilalanina-D-glutamato ligasa (EC
6.3.2.9)

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Cutwerta -
Descnpoin Homtes eniboo -:u::.l|.| et Lem Bethit e
Brotein o dhewti coliler FiaZ IChromciuiobacier saleo e T 100% 10000 34 WP OTISOT4EZ 1
o - 00 BT21% 36 WP OBTOOTEAd
u o b Mo oot kb e AR | FroredHiEscieT isirecir 1P Brats 36 WG OTS0000 1
B3 cincing e ek o Frag iChinbiskiticie: madsrcsiul Covomobaliitcir i 0%  BGASN J04 WP 1XM66TD 1
B cooiica de deasion celular EisZ |Chenmatnlabacing sale s Checerahalpbacies saleoges; 0%  BGES% MM WP ITEGETISEI

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 2037 Proteina de division celular FtsZ (EC 3.4.24.-)
[ Chr onphal obact er sal exi gens MP25462]

MFELVDNAPSSSAVI KVI GVGGGGENAVNHWESNI EGVEFI CANTDAQALKRVAAKTVL QLGSEI TKGLGAGANPEVGRQAA
MEDRERVAEL L QGADMWVFI TAGVGGGT GTGGAPVWAQVAKELG L TVAVWWTRPFPFEGPKRVRAAEEGVASL SEYVDSLI TI P
NEKLLAVLGKNASLLSAFSAANDVLLGAVQG AELI TSPG | NVDFADVRT VMSEMGVAMMGT GGAT GENRAREAAEKAI RSP
LLEDI DLHGARG LVNI TAGPDLSI GEFNDVGATVQEFASQDATI VWGTSI DVEMSDEL RVTVWAAGLEGLKEKAAVSTPORE
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EC 3.4.24 Hidrolasa Coc/NonD

Es una proteina que protege a las bacterias contra el estrés oxidativo, pretenece a la familia del

estrés universal —UspA, (Ayarza, Mazzella & Erijman 2015)

POSICION INTERGENICA:
ri
ST S—— = ——— e W PP SPU—N———
1 o
i 10 5 i a [ 7 £l i1

C. zalexigenz D
&

.
Donde: 1: Proteina MII5128 2: Proteina hipotética 3: ATPasa predicha relaciénada con la proteina

PhoH inducible por inanicion de fosfato 4: proteina hipotética 5: Cianofinasa (EC 3.4.15.6) 6:
Metiltransferasa dependientes de SAM 7: Carboxilesterasa 8: Cianoficina sintasa (EC 6.3.2.29) 9:
Permeasa de fulfato, Tipo Trk 10: isoaspartil dipeptidasa (EC3.4.19.5) Asp-X dipeptidasa 11:
proteina hipotética 12: Nitrito reductasa (NAD (P) H) subunidad grande, NirD

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Jher s F e
-
Descric iy i e % Len A
L - -
[ T et b | . i 100,00% 67 £
[ T g cli g f t ar ¥ I hre o0 TN BTT X
B a0 la 1 CUTERRT phcrbia o 00, 56 il
[~ S i E 1 i o R il X 4
- la s i B BT T

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 187 Proteina M |5128 [ Chronphal obact er sal exi gens
MP25462]

MRl VSHFPRQ HEEEDW TLADGCRLAVRI WRPVDAERDPVPAI LEYLPYRKRDL TAVMRDAQSHAYWAGHGYAG RVDIVRGSCE
SDGVLRDEYLQQELDDGVEI LQALGROPWCTGDVGM G SWEGFNGL Q' AALQPPELKAVI TLCSTDDRYADDVHHMGGCLLGD
NL SWAST MFDANACPPDPL L VGDRWRDMAQERL EDSGL W AKW. QHORRDAYWKHGSVCEDFSRI RCPVYAVSGAADGYCNAVF
RLLAGLDVPRKGLVGPWAHKYPHL GVPGPAI GFL QESL RWADHW.KGKATG MDEPMLRVWVMOQESVPPSARYEARPGRWSEPC
WPSPRI DTRPFRLTSGHDL L PEAQEGAAPDDTPL TVRSPL SVGL YAGKWCSYNAPPDL PHDQRDEDGGAL VFQTARLDRDI EI C
GQPVVEL EL EADQPVAWALRL SDI AEDDKATRI SYGLLNL THRDSDEHPQPL EPGKRYRVRVLLKHI AQQFPAGNAI RLSVST
SYWPLAWPAPAPVKLTL YPAGSRL L L PCRPPQPREEADL PAFADPEGAPPLAVTRI QPNQETWRVI RDLANDQTM.EVI NDEGV
| RLDDI DLELSVHVI ERYTYAYGNYDSL SGAM QNERRFRRGDVEVRSVTRTLMISSAESFRLRATL DAYENDSRVFAKSWDEDI
PRDLV

161
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EC 3.4.24 Proteasa RseP

Escherichia coli RseP, que pertenece a la familia de metaloproteasas de zinc S2P de I-CLiP,
desempefia un papel esencial en la activacion de una respuesta al estrés de la envoltura celular a
través de la escision de anti-c Eproteina RseA, una proteina transmembrana de un solo tramo. Un
estudio reciente mostrd que también escinde los péptidos sefial remanentes generados por la

translocacion de proteinas secretoras en la membrana (Hizukuri et al., 2017)

POSICION INTERGENICA:
15 13 i ] & 1 3 H 1& 16
C. salexigens M
m 14
— » =
15 13 1 5 ] B 14
c. satexigens 0 S R m— e S
[ 15
E— £

Donde: 1: proteasa intermenbrana RasP / YIuC, implicada en la division celular basada en la
escision de FtsL 2: 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (EC 1.1.1.267) 3: precursor de
YaeT del factor de ensamblaje de proteinas de la membrana externa 4: fosfatidato
citidililtransferasa (EC 2.7.7.41) 5: undecaprenil difosfato sintasa (EC 2.5.1.31) 6: precursor de la
proteina H de la membrana externa 7: factor de reciclaje de ribosomas 8: UDP-3-O-(3-
hidroximiristoil) glucosamina N-acetiltransferasa (EC 2.3.1.-) 9: urudina monofosfato quinasa (EC
2.7.4.22) 10: 3-hidroxiacil-(proteina tansportadora de acilo) deshidratasa, forma FabZ (EC
4.2.1.59) 11: Factor de elongacién de traslacion Ts 12: Acil-(Proteina transportadora de acilo )-
UDP-N-acetilglucosamina O-aciltransferasa (EC 2.3.1.129) 13: Proteina ribosomica SSU S2p
(SAe) 14: Lipido-A-disacarido sintasa (EC 2.4.1.182) 15: metionina aminopeptidasa (EC
3.4.11.18) 16: Ribonucleasa HII (EC 3.1.26.4)

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 3026 Proteasa intramenbrana RasP / YluC, inplicada en |la
di visi 6n celul ar basada en | a escision de FtsL [ Chronphal obacter sal exi gens
MP25462]

MGVI ENLLAVI WLGLLI TFHEFGHFW/ARRCGVKVL RFSVGFCKPLWSRFDRHGTEFAVAAI PLGGYVKM. DEREGPVAPEE
QAHAFNRKSWWARI Al VSAGPLANFLLAFVAYWALFI YGTATVAPVI GDVTPDSPAAQGGEL QRGQEI VAVQGEPTPSWEEVNL
KLVAAI GADGTLDVTTRTSEDATPTQHRVPVNDW. VRONPPQPL ASL GVTPWRPEL PAVL GEVL DDGRAHQAGL QRGDRI VSV
DGVAVDDWVAFVERVRANPETPLTLQVTRDGERREI TLTPAVREQEDGSTI GYI GAGVQPSEWPERYRREI RYGPLDAVGEAV
AKTGEMSLLTLDSI RKMLVGLI SPSNLSGPVTI ARl AGDSARDGVESFI SFLAYLSI SLGVLNLLPI PVLDGGHLVYY! | EAV
RGRPVPEAVQAFGLRVG ALVGSLM.MALYFDLMVRL
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Metaloproteasa de la familia M48, bepA (anteriormente yfgC)

BepA posee actividad proteasa y es responsable de la degradacion de LptD plegada
incorrectamente, la alteracion de bepA (anteriormente yfgC), un gen regulado por ¢ (E) que
codifica una metaloproteasa peripldsmica putativa, sensibiliza a las células a multiples farmacos,
lo que sugiere que puede estar involucrado en el mantenimiento de la integridad de la OM. . (Bryant

et al., 2020; Narita et al., 2013)

POSICION INTERGENICA:
B 16 14 13 10 [:] 1 3 7 a 1 12 15
C. salexigens M
o] 17
— < -
8 16 14 10 1 3 7 9 1 1z 15
C. salexigens D
5 17
3 «a <=

Donde: 1. Precursor exportado de metaloprroteasa de Zinc YfgC 2. Prooteina similas a SirA 3.
Proteina reguladora de la via de la arginina ArgR 4. Permeasa putatita PerM 5,9. Proteina
hipotética 6. Tiol peroxidasa 7. Alcohol deshidrogenasa de cadena corta 8. 4-hidroxi-
tetrahidrodipicolinato 10. Proteina de membrana externa NIpB 11. Proteina de la glutation
peroxidasa 12. Hidrolasa putativa de Nudex 13. Proteina similar a la betalactamasa 14.
Fosforribosilaminoimidazol- succinocarboxamida sintasa 15. Acil-CoA deshidrogenasa 16.
COG1720, proteina conservada no caracterizada 17. Proteina exportadora de lisina 18. N-
acetiltransferasa relacionada con GCN5

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Descripoion Nomitwn cigntifico de . Zdhasian
= =

Motakgeoieass o

Bl Motaiogoicass de 1 lamiia ML
Motalooaoieass de la |
pptidaa MAZ_Sle2d

hromohalobacher salexigens] Chepmohalibacier sabgxigees 100%  100,00% 481 WP 1781638711

L

L
Chrgmghak

N halbacier sabscasns DSM 3043 100%  §9.58% 481 ABEG

L

Matalopeotoass de la lamia WMAR [Chiomohalobacter $abex Chepmphalsbacier $algogts 100% 99 58% 48Y WP 1302660051

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 1739 Precursor exportado de netal oproteasa de zinc YfgC

[ Chr onohal obact er sal exi gens MP25462]

MPRRWAL L PVL CL AL AACVAT PVANVAQDDYGL PEL GGASASVSSCGEEYRL GRAW. RQFRAQT DEVEDPI ARDYI HGLVARLLPY
TDVHDPVI VTMVDSRLLNAFAVPGGYMGVNSGL FTFADSEDTLASVI AHEL GHL SQHHYARRMQRVEETQL PTMAAMLAGWLA
AGGAGCDAGLATMWGSQAAFT QDQLAYSRRFEQEADRI GL DAMADAGFDPQAMPEMFRAMOHL ASL QGGNPPEFLL THPVTESRI
SDTQTRANQL PSPAPHT SKVFAM RGRAL L SLHRSDPEQAMT RL RQDDPPEAAVRYL QAL | DAQRGNTAKALATL DAL SEAQPD
L SMLPASAAEVAL DAGQRDDAL RRARRI LRLQPDYYPAQRI EAEVL L QQAPDQAFNVL RDVSDQYPEDPHVFAL LAEAAGRSCR
DLWGMLARAEHL QL TGHI DRAI KQI DI AEQT ARDRGDFANVASRL GERRQAYL GYRQTL RNF
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Proteasa de ClpX dependiente de ATP - Proteasa hslU - HslV

Se aislo un nuevo tipo de proteasa dependiente de ATP de Escherichia coli. Es el producto del
locus de choque térmico hsIVU que codifica dos proteinas: HslV, una proteina de 19 kDa similar
a las subunidades beta del proteasoma, y HslU, una proteina de 50 kDa relaciénada con la ATPasa
ClpX. En presencia de ATP, la proteasa hidroliza rapidamente el péptido fluorogénico Z-Gly-Gly-

Leu-AMC y muy lentamente algunos otros sustratos de quimotripsina. (Rohrwild et al., 1996)

POSICION INTERGENICA:

9 g £ ] F 1 3 7
C. salexigens M

9 g 6 4 2 1 3 3 7

H. chejuensis « NI I 1) I - T - ) )

Donde: 1: Proteina de Clp dependiente de ATP subunidad de unién a ATP ClpX 2: Subunidad
proteolitica de proteasa Clp dependiente de ATP (EC 3.4.21.92) 3: proteasas La dependiente de
ATP (EC 3.4.21.53) Tipo I 4: Factor desencadenante de la division celular (EC 5.2.1.8) 5: proteina
de union al ADN HU-beta 6: metilentetrahidrofolato deshidrogenasa (NADP +) (EC 1.5.1.5) /
meteniltetrahidrofolato ciclohidrolasa (EC 3.5.4.9) 7: Peptidil-propil cis-trans isomerasa PpiD (EC
5.2.1.8) 8: cisteinil-tRNA sintetasa (EC 6.1.1.16) 9: glutaminil- tRNA sintetasa (EC 6.1.1.18)

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Por A
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Br O (e arehakshactes sale  CryrirohalGarses saluoens 100% 10000 40 W B1ATIAZ 1

Q- : 4 | ATP Eaei Ciwmonshaiotries it [hrormobaiatucier masismortl 100% OB 430 WP i

B & irmiand de unrn @ ATP Sk FChraimotabotbacier| Creormohaniacks 100%  OT42% A28 WP D4 £

- WG { e 0% 6 . - ¢

| i ! W T TEN 438 Rl 1

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 2182 Proteasa C p dependi ente de ATP Subuni dad de uni 6n a
ATP C pX [ Chronphal obact er sal exi gens MP25462]

MADGKGKDESCKL L YCSFCGKNQNEVRKLI AGPSVYI CDECVDLCNDI | REEVL EADAEGDEERL PAPREI RNTLDDYVI GQDR
AKRVLSVAVYNHYKRLRADVKSEDVELGKSNI LLI GPTGSGKTLLAETMARLLNVPFTI ADATTLTEAGYVGEDVEN! | QKLLQ
KCDYDVDKAQRG VYI DEI DKI SRKSDNPSI TRDVSGEGVQQALLKLI EGTTASI PPQGGRKHPQQEFLQVDTSNMLFI VGGAF
AGLEKVI RDRVEKGGE GFNAEVKSKDSEKAMGDI LAGVEPEDLVKFGLI PEFVGRVPVI ATLTELSEEALT Q LTEPKNSLI KQ
YVHLFAMEGVEL EFREDAL RAVAHKAVARNT GARGLRSI LESVLLDTMYEVPSLEDVTKVVI DASVI TGDSEPLLI YSQQEESK
VAGKDG
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EC 3.4.11.1 Leucil aminopeptidasa

La leucina aminopeptidasa (LAP, EC: 3.4.11.1) es una metaloexopeptidasa importante que cataliza
la hidrolisis de residuos de leucina aminoterminales de polipéptidos y proteinas. (Zhang et al.,
2018)

POSICION INTERGENICA:

[i] ri [} 1
C. salexigens 1 (RN (U — ) ¢ — |

12 10 1] 7 1 3 4 ) 11 3

S 2

C. zalexigenz D

Donde: 1: Citosol aminopeptidasa PepA (EC 3.4.11.1) 2: FIGO00988 permeasa prevista 3:
aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada (EC 2.6.1.42) 4: 3-oxoacil-proteina
trnasportadora de acilo reductasa (EC 1.1.1.100) 5: FIG000906 permeasa prevista 6: subunidad
chi de la ADN polimerasa III (EC 2.7.7.7) 7: proteina hipotética 8: regulador transcripcidnal,
familia AraC 9: valil-tRNA sintetasa (EC 6.1.1.9) 10: aldehido deshidrogenasa 11: sistema de
transporte K + tipo Kef dependiente de cAMP 12: alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1) 13: Xaa-
Pro aminopeptidasa

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Cuitmsrt

e Ase

Drscipesn Haarten ceriilce e A [ A
conesufla a -

B leuol snenoocotdiss (Cheurohsctaciy salenoorns] CIEO HODDOIET Tl e 100%% 100.00% BOT NE_LSGIDGS

B3 houcd smrooegiidisa [Shromohaiobacts sakogens| P ET O Sk 100% GO ATW  BOT WP

Ieuct ammeectrbdasa |Chromohaiobactier saloreen e prmetalobacie: sinmoacy W00% Ne0W 50T WE_OIE413351)

it il |G v e e Y sk 100% DRA1% 50T WP 1I00SI0N0 1

B = pptaias (Chromohsichactes salesoors] Chypmotalohacie: salewer 10%  BSOTS  BOT B ITOOGGIIR1

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 1651 Citosol ami nopeptidasa PepA (EC 3.4.11.1)
[ Chr onphal obact er sal exi gens MP25462]

MEFPVL TVNPAKI ETACLVWPVFKDGDL L PAADKL DDASERL | GQLL DRGDFEPSLG\VQL| PFAPGLGAERLLLVGLGERA
KCGESQL| KALDAAFGAI AKL PLDDVAATFTDVPVGERDTAVWKARVTL EAAHRACYRFDEFKSEPAPAPRL SSLTLLVGDED
QAAQAEL GARVGAAVGEGVSL TRTL GNLPGNVCTPRYL ADQAQRL ADGADGAL NVE! L DEDAL EAL GANAL LAVGQGSAEPS
RLI VVEYRGAEDPEEAPH! LVGKG TFDSGG SLKPGAGVDEMKFDVCGAASVFGTVKTVLALKPRI NVI GVWASAENVPDG
RAI KPGDI VKTLKGLNVEI LNTDAEGRWL CDAL SYVERFKPASWWDI ATLTGAA! | ALGHHASGLL SNDDDLAL DLLDAGE
NAVWDRAWHL PLWDEYQSQL DSNFADLAHI GGRPAGT| TAACFL SRFADAYPWAHL DI AGTAVWASGDKKGA
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EC 3.4.11.2 Aminopeptidasa N

La aminopeptidasa N (APN / CD13) actia como exopeptidasa y se ha estudiado durante décadas.
En los ultimos afios, se ha visto no solo como un objetivo relacionado con el tumor, sino también
como una proteina funcional potencial en varios otros procesos fisiologicos o patologicos, como

la analgesia, la infeccion por virus y la inflamacion. (Su et al., 2011)

POSICION INTERGENICA:

C. salexigens M | 54 HEOEH > E— )

P. seruginosa P TS, Hlj—l_:‘){}:_—i A > A >
o —
Donde: 1. membrana alanina aminopeptidasa N (EC 3.4.11.2)

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

e Ace

Descrpcitn Meenbie Senti oo dn

h i) e Aufhesin
Lot - -
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 103 Menbrana al ani na am nopeptidasa N (EC 3.4.11.2)
[ Chr onohal obact er sal exi gens MP25462]

MSEPQATHLKDYLPPAYRVTHTEL TFDLAPSATTVTARL HVERHPEREAGL PLRFAGDKL SLERI AVDGQT L QADEYQVDDEGL
TI PTVPERFLLDTQVSI DPAANTALEGL YLSNGVFCTQCEPEGFRRI TFYPDRPDVNMVATFSTTVVGDKETL PVLLSNGNPVERG
EL PGERHFVTWEDPHPKPSYL FAL VAGKL EKVEDHFT TMSGRDVTLQ VWEPENL DKTDHAVASL KRAMMDEET YGREYDL DL
FM VAVNDFNMGAMENKGLNI FNSAAVL THPQTATDAAFQRVEG VAHEYFHNWSGNRVTCRDWFQL SLKEGFTVFRDQTFSAD
TNSAPVKRI EDVSFFRTAQFAEDAGPTAHPVRPDHYI El SNFYTLTI YEKGAEI VRMLRNLLGAETFRQGSDL YFARFDGQAVT
| EDFVDCVAEVSGL DL DOQFVRWY SQAGT PEI DAHGEYDYAKCEYHL RLSQRTPPTPGQAEKAPLHI PVRMGLVGTKSGRDLSLT
LDGEALGTETVLHLRDSEQTYVFTG DEAPTPSLLRGFSAPVYLRYPYSREDL SFLL THDADDFNRWDAGOQRLTMLALDDLI AA
HRNGVEKVNMDGRVI DAYRRLLTTETDDKAVLAEMLTLPSEAYI AEQQPMVDVDAI HAARDFVKQSLATAL RDEFLAL YEAHRSD
APYAPEPEQ AQRRVKNVALEYLMSI EDEQG ALANAQVEAEDNMI DVRAAL TMLVHSSRT DL AEPAL KAFGEKWAHDPLVIVNQ
WFTI QVTRPQADVL ERVKFLMAHPL FSLKNPNKVRAL | GAFAAQNRVNFHRL DGEGYRLLADVVI ELNRLNPEI AARI | TPLTR
WORFDECQRQAL MKAEL ERI RAEEL SPNVFEMVERAL ADA
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EC 3.4.11.9 Xaa-Pro aminopeptidasa

Las aminopeptidasas Xaa-Pro son peptidasas que estan generalmente unida a la membrana,
dependiente de Mn2 +, presente tanto en células de mamiferos como en células bacterianas, y
son.responsables de la escision de cualquier aminoacido N-terminal adyacente a un residuo de

prolina. (Yaron & Mlynar, 1968)

POSICION INTERGENICA:

-] ] i F4 [ [ ]

ii_ ] N
C. salexigenz M :-—l

1 ] "
C. salexigens D ‘}-—l

Donde: 1: Xaa-Pro aminopeptidasa (EC 3.4.11.9) 2: sistema de transporte K + tipo Kef
dependiente cAMP 3: transportedor de di/tripeptidos 4: Valil-tRNA sintetasa (6.1.1.9)
5:Glutamato-amoniaco-ligasa adeniltransferasa (EC 2.7.7.42) 6: subunidad chi de la ADN
polimerasa III 7: 3-oxoacil-proteina transportadora de acilo reductasa (EC 1.1.1.100) 8: acetato
permeasa ActP (simportador /acetato) 9: aminotransferasa de aminoacidos de cadena ramificada
(EC 2.6.1.42) 10: diacilglicerol quinasa (EC 2.7.1.107) 11: citosol aminopeptidasa PepA (EC
3.4.11.1)

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

swerta
[ R : | s Ao
¥ iders!! | e Adhesion
il = =
B« o Mt 100 100 00% G0% X
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 1644 Xaa-Pro am nopeptidasa (EC 3.4.11.9)
[ Chr onohal obact er sal exi gens MP25462]

MBL SEHPRTPAERL AAL RETMRENAVDAWNL PSSDPHSSEYL PEHWQGRAW. SGFDGSVGT L WWTQQAAGL WDSRYWQAEQQ
LAGSG ELMKLQPGQAQRPVAWL VEQL APGATVGFDGAVVSL ATVRQL QAHLAPADI RWEGHRDL L DAI WPNRPAL PEAPVRAH
PSDYVDTARREKLAAL REKMEEQGADTHL VSTL DDVAW. TNL RGADVDFNPVFLAHL L VEQARATL FVAPDKL GTAL| KALAED
G EVADYTEVASALAALPHDARLL I DPARVSLAL TEAVPAGVSFVEAMQPSTL AKSRKSDRDI EHVRHAMEEDGAAL CAFFAWL
EAALADCETVTEL TVDERL TAERARRDGFVSRSFATI AAFNANGAL PHYHATPAAHSVI KGDGLLLI DSGAQYLGGTTDI TRW
PVGQ DAAHRRDFTRVLKGTI ALSRARFPRG PSPQLDAI ARAPLWAAGL DYGHGT GHGVGYFLNVHEGPQVI AWWAPVTPQTA
MPGM TSI EPGVYRPGNGVRI ENLVVNRPDEASDFGDFLRFETLTLCPI DTRAL DVSLL DAAEI AW.DAYHDEVRRRLLPRV
EGPARDWLEQRTAPLAR
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EC 3.4.11.18 Metionina aminopeptidasa

Las metionina aminopeptidasas (MetAP) son metaloenzimas que escinden la metionina N-terminal
de péptidos y proteinas recién sintetizados. Estas enzimas MetAP estan presentes en bacterias, y
los experimentos de knockout han demostrado que la actividad de MetAP es esencial para la vida
celular, lo que sugiere que las MetAP son buenas dianas de fArmacos antibacterianos. Las enzimas
MetAP también estdn presentes en el huésped humano y la selectividad es esencial. (Helgren et
al., 2016)

POSICION INTERGENICA:
10 k] 7 [ 2 4 & 1 3
C. salexigens M
9 E ! [=] L] 9 P4 1
I. baltica 0514 :')! <K
10 3
< o I

Donde: 1: metionina aminopeptidasa (EC 3.4.11.18) 2: proteina ribosémica SSU S2p (SAe) 3:
proteina-PII uridiltransferasa (EC 2.7.7.59) 4: factor de elongacion de traslacion Ts 5: Uridina
monofosfato quinasa (EC 2.7.4.22) 6: factor de reciclaje de ribosomas 7: undecaprenil difosfato
sintasa (EC 2.5.1.31) 8: fosfatidato citidiltransferasa (EC 2.7.7.41) 9: 1-desoxi-D-xilulosa 5-
fosfato reductoisomerasa (EC 1.1.1.267) 10: Proteasa intermenbrana RasP/YIuC, implicada en la
division celular basada en la escision de FtsL

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Cariara
o e e onnlshon e iy i
TN e T &
;‘ c ey | e Aitterttn
[ P T - -
Vet A e Y | o ittt e s T —— 100% 0000 763 WE_O1S0SHT
o oot de Yoo | FCbromehalobacter aconmn] Fromahalcbacin Moot 100 BOLTI%  FBI T OTSIETEEM
B o . . Loy BSIT% 261 WP CA0ZISSA 1
- 1 [, TN 261 A
ﬂ " il grnnppeid g O Lo | POl et ekl ey rigrish s R Oian e S el [ 8 BEGw 23 WP 1

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 3034 Metioni na am nopeptidasa (EC 3.4.11.18)
[ Chr onphal obact er sal exi gens MP25462]

MNI PI KTADEI EKMREAGRQAASVLEM APHVAAGVTTGEI DRLCHEY! VNEL GSTPAPLNYHGFPNATCTSI NHVWCHG PDM
GKKLKKGDI MNLDI TVKTADGYHGDSSVMFVI GESI QGGRLSRVTQECL YKSI AEVRPGVRL SELART! QQHAERHGYSVVRDF
CGHG GAGFHEDPQFLHYDGYAPEADAVLAEGMVCFTI EPM_NAGDYRTKVLRDGATAVTKDKSL SAQNEHTLLVTANGVEVLTA
RQDEDFSFLAA
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EC 3.4.11.21 Aspartil aminopeptidasa

La aspartil aminopeptidasa (EC 3.4.11.21) escinde solo los residuos de aminoacidos 4cidos N-
terminales no bloqueados. Hasta la fecha, solo se ha encontrado en mamiferos (Yokoyama, et al.

. 2006).

POSICION INTERGENICA:

C. calexigens 1 CICTH DI (- — 1 T
] 1
o s - << ) >4

Donde: 1: Aspartil aminopeptidasa 2: proteasa peri plasmatica

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Cuttuerta
Dy il Vv Eaminil P Are
s ordre coeneiton i ] | Achaaitn
conmul r e
Amrwresidesa de s 1 Bty s SaCIEr SalERIeT 100% 10000% 45 WP OV1Z00810 1
PuTErHITE b 2 18| 1 et bacier sl 100% ¥ i 10)
A j Jad 1 s plebucier sk s . (R
A | Lt i 3 e gt By re gt & 55
Ammtestidana de b Gy W01 |Chromohalohartes japoncs| nnrohalobacier Ao 0%  GRTI% LX) W OMODANTGE 1

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 707 Aspartil am nopeptidasa [ Chronphal obacter sal exi gens
MP25462]

MAHAPTL DRL LHFL ERSPTPWHAVDNVARRL EQAGYRRLEETEAWQL APCDRFYVTRNASSL I AMQVPTDPLSGLRM GAHTDSP
GLRLKPQPVWAKKDW. QL SVEVYGGAL LAPWFDRDL GLAGRI HVRREDGRL QGVLLHVDRPVAI | PSLAI HL DREANNGRALNAQ
TQVLPVWVL QGCGEADL ERW. KRW. YEQHGLENI QLLDYELSLYDMORPSRVG ECGELI ASARLDNLLSCFTG EALLAGDGRQGA
L FVANDHEEVGSASACGAQGPFL GDVL RRVHAQL GEGGEDGW/RLI QGSRM SCDNAHAVHPNFPEKHDEHHGPAI NGGPVI KVN
ANQRYATNSATAAMFRDI CREAGTPVQTFVTRADMGCGSTI GPl TATELGVPTLDVG PQAGVHSI RETAGSRDADYLI RALTAF
VNRTELD
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EC 3.4.11.25 Beta-peptidil aminopeptidasa

Las beta-peptidil aminopeptidasas forman la primera familia de enzimas que hidrolizan una
variedad de péptidos beta cortos y péptidos que contienen beta-aminoacidos. Todos los
representantes de esta familia fueron aislados de bacterias Gram-negativas. Las especificidades de
sustrato de las peptidasas varian mucho, pero las enzimas tienen propiedades estructurales

comunes y se puede esperar un mecanismo de reaccion similar (Geueke & Kohler, 2007),

POSICION INTERGENICA:

10 3, 7 F 3 i [ 3 ] ii

€. salexigens 1 [N EN)—— ) -(ENHEEE) B ) )

[+ ¥ F 3 1 4 b ] 9 Z

€. salexigens D L e e m——— 1 Se—m— 2SS

Donde: 1: beta-peptidil aminotransferasa (EC 3.4.11.25) 2: Transportador ABC de hidroxamato
férrico (TC 3.A.1.14.3) componente permeasa FhuB 3: regulador transcripcional, familia RpiR 4:
region asociada a la permeasa de aminoacidos 5: receptor de membrana externa de hidroxamato
férrico 6: Transportador ABC de hidroxamato férrico (TC 3.A.1.14.3), proteina de unién al
sustrato periplasmico FhuD 7: Transportador ABC de hidroxamato férrico (TC 3.A.1.14.3),
proteina de union a ATP FhuC 8: sigma-24 (similar a Fecl) 9: proteinas receptoras de la membrana
externa, principalmentetransporte de Fe 10: proteina de biosintesis de ferrioxamina E DesD
superfamilia de sideroforo sintetasa, grupo C componente de sideroforo sintetasa 11: sistema de
transporte de sideroforo Fe3 + tipo ABC, componente periplasmatico de union a hierro

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

o
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 1501 beta-peptidil am nopeptidasa (EC 3.4.11. 25)
[ Chr onphal obact er sal exi gens MP25462]

MQRVRAREMGL PLPGEPGLNNAI TDVPGVLVGYETI DGTAENGRPI KTGVTAI LPRARSNTPAPVWAGFHAL NGNGEMT GTHW
I EQGGYFVGPI CLTNSHSVG VHHAATRWWL DT YAQT FDAHHLWAMPVVAET YDGVLNDI NGOQHVEAAHVHAAL ASASGGAI K

EGNVGGENGM CYGFKGGTGTASRRVG DGQDYTL GVLVQANHGKRDW. NVL GVPVGEALHDADL PEELNRERGSI | AVI ATD

APMLPHQLKRLAQRAGLG TRSGSPGGNDSCGDMVFL AFSTANEGPL PQL GPARQQVHHWINDEYFDDFYMAVVQAT DEAVLNAMC

MARGAPVAKPEGWCPAL DPERLEPLLRRAG SI GERND
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EC 3.4.19.5 Isoaspartil dipeptidasa

La isoaspartil dipeptidasa (IadA) es una enzima que cataliza la hidrolisis de un resto similar a un
dipéptido de isoaspartilo, que puede formarse inapropiadamente en proteinas, entre la cadena
lateral del grupo B-carboxilo de Asp y el grupo amino del siguiente aminoacido. (Park, et al.,
2017). Es decir, escinde un residuo de Asp ligado a 8 del extremo N de un polipéptido.

POSICION INTERGENICA:
F ]
R S S S ———
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C. salexigens D

E—

Donde: 1: isoaspartil dipeptidasa (EC 3.4.19.5) 2: nitrito reductasa (NAD (P) H) subunidad grande,
NirB 3: nitrito reductasa (NAD (P) H) subunidad grande, NirD 4: cianoficina sintasa (EC 6.3.2.29)
(EC 6.3.2.30) 5: Cianoficina (EC 3.4.15.6) 6: FIG 01057880 proteina hipotética 7: proteina
MII5128 8: Subunidad grande de nitrato reductasa asimiladora (CE 1.7.99.4)

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 183 |Isoaspartil dipeptidasa (EC 3.4.19.5) @Asp-X
di pepti dasa [ Chronphal obacter sal exi gens MP25462]

MVEGKARQPAPMI LLRVAEAFAPERLAATDI LMAGGRI VAL GQGLAVPQGWPVQVVDARHL I AVPAFI DOHVHVT GGG
GEGGCGTRCPPI TTRDI VAMAE GTWGVLGTDSI SRSPADL LAAVRGLAADGLAAYMYTGAYRVPAPTLTGDI QRDLA
W PEVI GVGEI Al SDHRSSQPRQDEL ERLVSDARVGAMLAGKRG CHFHL GDGKRGLEPLRRLLTETEI PADQVI PTH
VNRRTELLEEAAEYALAFDASVDVTAFEDAGDGL SAFDAVSRLLARGVSPARI TLSSDCNGSL PEFDADGAYVGMQVA
RNTTLI ADWRRLVHARVLPLESAL GLLAGNVARVL GLADKGRLAVGSGADI TLLDKAL QPQRTFVAGRCL YGAVDHHE
TAR
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EC 3.4.15.6 Cianoficinasa

La cianoficina, o poli-L-Asp-multi-L-Arg, es un polimero peptidico no sintetizado
ribosdmicamente que se utiliza para el almacenamiento de nitrégeno por cianobacterias y otras
eubacterias seleccionadas. Tras la sintesis, se autoasocia para formar granulos insolubles, cuya
degradacion es catalizada Gnicamente por una proteasa carboxi-terminal especifica, cianofinasa.

(Law et al. 2009)

POSICION INTERGENICA:

i

C. salexigens H

1
C. salexigens D

Donde: 1: cianofinasa (EC 3.4.15.6) 2: Nitroreductasa (NAD (P) H) subunidad grande (EC 1.7.1.4)
3: FIG 01057880 Proteina hipotética 4:cianoficina sintasa (EC 6.3.2.29) (EC 6.3.2.30) 5: proteina
MII5128 6: isoaspartil dipeptidasa (EC 3.4.19.5) Asp-X dipeptidasa 7: nitro reductasa (NAD (P)
H) subunidad pequefia (EC 1.7.1.4) 8: ATPasa predicha relaciénada con la proteina PhoH
inducible por inanicién de fosfato 9: proteina hipotética 10: metiltransferasas dependientes de
SAM 11: carboxilesterasa 12: permeasa de sulfato, tipo Trk.

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS:
> fig | 6666666.597456.peg.185 Cianoficinasa (EC 3.4.15.6) [ Chronphal obacter

sal exi gens MP25462]

MASRTPTVCGHI VAI GGAEDKTSELAI LRRVFALAPQGNDEVAVI ATASSI PEQLLPSYEAAFKRLGASRVHALNI QDRQQA
ADTDNVLRI QRSGVI FFTGEDQLRLTTVLGGSDTLRAVRERL REGAVVAGT SAGAAAMPSTM  YNGAAADAL RKGAVNMIFG
LGFVRGWI DSHFLERGRFTRLMEVGASNPEQL GVGLGEDAAVI | HPGRI LETI GPGHVI | | DSRDLASSNI AEL EMGAPVA
VENM LHAMVSGHGYDVDARRYLVAEEL EAVLAGRRQE
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EC 3.4.13.20 Aminoacil-histidina dipeptidasa

La aminoacilhistidina dipeptidasa, también Xaa-His dipeptidasa, carnosinasa o PepD, cataliza la
escision y liberacion de un aminoacido N-terminal, que suele ser un residuo neutro o hidréfobo, a
partir de un dipéptido Xaa-His. Durante las infecciones bacterianas, la degradacion de la 1-
carnosina a través de la carnosinasa o enzimas similares a PepD puede aumentar el potencial

destructivo de las bacterias, lo que resulta en un impacto patolégico. (Aoki, et al.. 2012)

POSICION INTERGENICA:
C. salexigens M 1 ] 6 3 1 Z q ] 7 10 1 3 }
11
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11
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Donde: 1: aminoacil-histidina dipeptidasa (peptidasa D) (EC 3.4.13.3) 2:proteina hipotética 3:
ATPasa P-loop prevista fusionada con una acetiltransferasa COG1444 4: Proteina de la familia
Thil/ Pfpl 5: proteina de la recombinacion de ADN RmuC 6: tiorredoxina reductasa (EC 1.8.1.9)
7: proteina de unién a ADN no especifica Dps/ proteina antioxidante de tipo ferritina de union a
hierro/ferroxidasa (EC 1.16.3.1) 8: proteina similar a la subunidad C de la alquil hidroperéxido
reductasa 9: proteina hipotética 10: glucerato quinasa 11: proteina hipotética 12: aconitate
hidratasa (EC 4.2.1.3) 2-metilisocritrato deshidratasa (EC 4.2.1.99) 13: proteina hipotética 14:
preoteina de la triada histidina (HIT)

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 1611 Ami noacil -histidina dipeptidasa (Peptidasa D) (EC
3.4.13.3) [Chronphal obacter sal exi gens MP25462]

MNDHL L QL SPEPLWRHFRTL CNTPRPSGHEAPL | ATL TAWADAHGL THERDAAGNL LI RKAATPGCEALPGVI LQGHLDWAQ
ANAEHPHDFTRDPI QTYVEEGALHAHETTLGADNG GVAAALAI LEDETL RHGPLEAL FTLEEEASMRGALEL DTDW.QGRYL
LNL DSEDRGQVY! GCAGGADVVVEARL PTRDL GEHEVWRQVALTGLVGEHSA DI HKGRGNANRL LVRVLRALEPFGACLVAY
QGGTLRNALPREAFASI ALPADEEAAVWARL AEL QAEL AAEL AGVDEDVQLAL EPAESAAPLTGAASRLLI AALHVAPCGVER
MSVEVPGVVETSNNL GVWKLEEGRFHL CALVRSL RDSATQDLADRFRAL FSLI GAETRVENAYPGWM PAPESTLLARFRRLHL
ERTGVDPDVKVI HAGLECA LGEKYPQLEM SFGPLI RGAHSPAERVEI DSVAEFWQVLRAI | ED

| ASARAA
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EC 3.4.13.22 D-alanil-D-alanina dipeptidasa

La D-alanil-D-alanina (D-Ala-D-Ala) dipeptidasa VanX que contiene zinc se ha detectado en
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, donde parece haberse adaptado a al menos tres

funciones fisiologicas distintas. (Lessard & Walsh, 1999)

POSICION INTERGENICA:
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Donde: 1: D-alanil-D-alanina dipeptidasa (EC 3.4.13.22) 2: regulador transcripcional, familia
LysR 3: sistema de transporte de dicarboxilato C4 de tipo TRAP, gran componente de permeasa
4: FIG00960493 proteina hipotética 5: sistema de transporte de dicarboxilato C4 tipo TRAP
pequefio componente de permeasa 6: sistema de transporte de dicarboxilato C4 tipo TRAP
pequefio componente periplasmatico 7: regulador transcripcional, familia LysR 8: proteina
hipotética 9: proteina fijadora de fosfolipidos 10: proteina similar a la extensina 11: proteina
hipotética 12 transportador de glicinabetaina OpuD

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Clutwmerta =
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 1097 D-al anil - D-al ani na di peptidasa (EC 3. 4. 13. 22)
[ Chr onohal obact er sal exi gens MP25462]

MLETNRVNVTDSTLRPI DPI AEPPVETI AAI Pl VDEGGAL HPVSLAAPM_RTLPLYHAL GVPGAVPECWAREAVYRRLLEVAR
HLPDGLGLVWLDAVWRPYVVQRHL YDT L L EMVETRYADL DESDRRAMIRAFVSPPSERVDRPSPHL TGGAVDVAL CDADGLLLD
MGSAFDEARAASHT VHFEHHAVDADTRT YRDRRRI L YHAMVDAGFANL PSEWAHYSY GCDOQWAWYRCGEPRAL FGPSGPDSL EA
RWRRSL GODA
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EC 3.4.13.19 Dipeptidasa de membrana

La dipeptidasa de membrana (EC 3.4.13.19) es una peptidasa de zinc de la membrana plasmatica
que participa en el metabolismo renal del glutatién y sus conjugados, como el leucotrieno D4. La
enzima carece de las firmas clasicas de otras hidrolasas dependientes de zinc y no muestra

homologia con ninguna otra proteina de mamifero. (Keynan, Hooper & Turner, 1997)

POSICION INTERGENICA:
C. salexigens 1 <H —H )—4_3-&1-2‘3—'—5-:—::
=] 7
‘:L I:} 1 - | 5 & 7
By S ou e u— e SEC S amm—— S
—

Donde: 1: dipeptidasa microsomal (EC 3.4.13.19) 2: FIG00535603: proteina hipoteica 3: subunida
A de dimetilglicina desmetilasa de DgcA 4: regulador transcripcional que contiene un dominio
amidasa y un dominio HTH de unién a ADN de tipo AraC 5: DgcB subunidad B de bdimetilglicina
desmetilasa 6: flavoproteina de transferencia de electrones, subunidad alfa 7: flavoproteina de
transferencia de electrones, subunidad beta

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 1442 Di peptidasa microsonmal (EC 3.4.13.19)
[ Chr onohal obact er sal exi gens MP25462]

MIAQSLHDDAI VI DGLI | AKWGRDL L EDVRRGGL TAANCTVSVWEGFQATVDNI VETNAL LAACDDL VRPVHTTAD! |
RAKEECKTG | YGFQNAHAFEDQ GYVEVFKKLGVGAE VQVCYNTQNLVGT GCYERDGGL SGFGREI VAEMNRVGVMCD
LSHVGETTSREVI EASEKPVCYSHCL PSGLKEHPRNKSDEEL RFI ADHGGFVGVTM-TPFLRAGVDATVDDYVEAI EY

VMWNI VGEDAI G GTDFTQGQDQAFFEW. THDKGYARRLTNFGTI | NPEG RTI GEFPNLTEAL LRRGVBERQVRKI MG
FNWVR/RV/I KR\AMSA
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EC 3.4.13.9 Xaa-Pro dipeptidasa

La prolidasa es una peptidasa dependiente de metales especializada en la escision de dipéptidos
que contienen prolina o hidroxiprolina en sus extremos C-terminales. Un nimero creciente de
estudios destaca la importancia de la prolidasa en varias otras afeccidnes humanas, incluido el
cancer. Algunos estudios recientes relacionan el papel regulador independiente de la actividad de

la prolidasa con la tumorigénesis. (Wilk et al., 2021).

POSICION INTERGENICA:
c. satexigers - I DN = G ) ) e—>
& 3 1
e —
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C. salexigens O rl

Donde: 1: Xaa-Pro aminopeptidasa, 2:Subunidad succinato deshidrogenasa, 3:Regulador
transcripcional GabR de la utilizacion de GABA (familia GntR con dominio similar a la
aminotransferasa), 4:Proteina reguladora que responde a la leucina, regulador del regulon de
leucina (o Ipr) y sistema de transporte de aminodcidos de cadena ramificada de alta afinidad, 5:
Activador de genes inducibles por peroxido de hidrogeno, 6: D-3-fosfoglicerato deshidrogenasa,
7:Cadena D de formiato deshidrogenasa, 8:Transportador ABC de glicerol-3-fosfato, proteina de
union a ATP UgpC, 9: Transportador ABC de glicerol-3-fosfato, proteina permeasa UgpE,
10:Proteina putativa de formiato deshidrogenasa oxidorreductasa, 11: Transportador ABC de
glicerol-3-fosfato, proteina permeasa UgpA, 12: Transportador ABC de glicerol-3-fosfato,
proteina de unidén a glicerol-3-fosfato periplasmica, 13:Proteina hipotética, 14: 4-hidroxi-2-
oxoglutarato aldolasa, 15:Aldehido deshidrogenasa B.

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Duserprisn Nambs ciantlics du A e i
1 M [Chrometisiabiactis sebaogans D548 4] 4 balohacler satmrioens DSk 304 o o T Ty
11019 18 0% ¥ WP oo 415056 1

Jait hidrolens DosA |Chrometsiahecis sabsagans] k sppliacher salgvgans ORI 359 W

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 1829 Xaa- Pro ami nopeptidasa (EC 3.4.13.9)

[ Chr onphal obact er sal exi gens MP25462]

MAHRG DVLI VSDPSNVAW.TGYDGWSFYVHQCVL L GL EGEPVWYGRRVDANGAL RTCW HPDNI TYYPDYYVQNPDVHPVEYL
AQSI LPDRGWHNG | GVENMDNYYFSAKAYL SLVREL PHARFEDANSLVNWCRAI KSPQEI EYMRI AARI VEGVHSRI LEVI QPG
LPKSKLVSElI YRVGE EGATDPDGRVFGGDYPAI VPMLPTGKDAAAPHL TWDDT PFRQGEGT FFEI AGVYKRYHAPMSRTVFLGT
PPSAFI RAESALLEG ENGLAVAKPGNRTADI AVAL GAAMDKYGFDRGGARCGYSI G SYPPDWGERNIVSLRPSDDTI LEPGMI
FHFMPGLWEDDWGLEI TESI LI TETGCETLANFPROLFVC
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EC 3.4.16.4 D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa

La d-Alanil-d-alanina carboxipeptidasa DacC es importante para la sintesis y estabilizacion de la

capa de peptidoglicano de Escherichia coli .(Hu et al., 2019)

POSICION INTERGENICA:

16, 14 1 10 Wi i 4 [3 E] E] 12 15
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-» » = E
Donde: 1: D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa (EC 3.4.16.4) 2: proteina reguladora de lipoatos
propuesta YbeD 3: precursor de la lipoproteina A poco comun 4: Octanoato-proteina
transportadora de acilo-prteina-N-octanoiltransferasa 5: precursor de transglicosilasa B de mureina
litica unida a membrana (EC 3.2.1.-) 6: lipoato sintasa 7: proteina que determina la forma de la
barra RodA 8: proteinatipo GroES de alcohol deshidrogenasa 9: regulador transcripsional del
operon RuBisCO CbbR 10: proteina 2 de unién a penicilina (PBP-2) 11: LSU m3Psil915
metiltransferasa RImH 12: subunida A de piruvato carboxilasa (EC 6.4.1.1) 13: proteina lojap 14:
nicotinato-nucleotido adeniltransferasa (EC2.7.7.18) 15: subunidad B de piruvato carboxilasa (que
contiene biotina) (EC 6.4.1.1) 16: Gamma-glutamil fosfato reductasa (EC 1.2.1.41)

C. salexigens D

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 676 D-al ani | - D-al ani na car boxi pepti dasa (EC 3. 4. 16. 4)
[ Chr onohal obact er sal exi gens MP25462]

MRVFAQSSLLRWLLVTLCI GVLAPTAHAQNPPEPSPVPSSMVPSAPEL AASAVWL MDADSGKI L VEHNADKEL PPASL TKIVM
TAY! VEREI DAGNI SGDDEATI SENAVRT GGSRMFLNPGSKVSI DNLLRGVVI QSGNDASVALAEH AGSEDAFADL MNQQAA
RVKLEHTHFMNPTCGLPHEEHYSSAHDLAVI AQH! | KDYPDHYEVYSEKYFTWNDI RQPNRNRL LWRDPNVDGLKTGHTEAAGY
CLVASAKKDGT RLVAVVMGT DSDEARACETOKL L SYGFRFFETORL YESGAVLNTPRI WGGEKDEL RLGVADDVYLTVPRGRS
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Proteasa Amidohidrolasa

Catalizan la hidrolisis de una amplia gama de sustratos que llevan grupos funcidnales amida o éster
en los centros de carbono y fosforo. El centro metalico de esta superfamilia de enzimas tiene una
doble funcidnalidad en la expresion de la actividad catalitica global. En todos los casos, la
molécula de agua nucleofilica se activa mediante la complejacion con un centro metalico

mononuclear o binuclear. (Seibert & Raushel, 2005)

POSICION INTERGENICA:
c e n ¥ 9T }‘iﬂ 6‘ 7T 3 5 I TS N T
15 7 4
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C. salexigens D

S— >
Donde: 1. Peptidasa M20D, Amidohidrolasa, 2,9,12. Proteina hipotética 3. OmpA/MotB 4.
Transportador de aniones 5. Treonil-tRNA sintetasa 6. Proteina de mebrana asociada aLrgA LrgB
7. Proteina de tipo antiholin LrgA 8. Factor de iniciaciéon de la traduccion 3, 10. Proteina
ribosémica LSU L35p 11.Proteina ribosémica 13.Cadena alfa de fenilalanil tRNA sintetasa
14.Regulador transcripcional, familia TetR 15.Subunidad de hierro-azufre de xantina
deshidrogenasa 16.Cadena beta de fenilalanil -tRNA sintetasa 17.Xantina deshidrogenasa

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Descripcion Momibrn cientifico de N Ahg gl
= = #n

ooooo

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

> fig | 6666666.597456. peg. 3228 Pepti dasa M20D, ani dohi drol asa [ Chronphal obact er

sal exi gens MP25462]

MNEAFLSLTPAQ RHRLHAAPEL SGQETETARRVAGN.EQAGATRI VTGL GCHGVAGVFAGT L PGPRVMFRAEL DGLPI DETAE
| AVKSTCEHVAHSCGHDGHVAVL L GL AQRLAEQPPTHGETVL L FQPSEET GRGAREVVESSRFEEI APDHVYALHNL PGKPL GE
VSVREGAMT CASRGLI | RLNGL CAHAAHPEQGRNPALAMCRI L QGLKRL PQQL PDDQGLVMWTLI HARLGEVAFGT SPGQAEVM
ATLRTEDDAMVRAL AEASVAL ARAEAEEDDL G El DWCDVFQATRNHPAAVASI REAARSL DIVPL TAL PEAHRWSEDFGW.AAQ
GQGALLTLGAGERCL PLHNPGYDFPDALLDTG ALFERLVRLHQSDG
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Isoaspartil dipeptidasa EC 3.4.19.5

La isoaspartil dipeptidasa (IadA) es una enzima que cataliza la hidrolisis de un resto similar a un
dipéptido de isoaspartilo, que puede formarse inapropiadamente en proteinas, entre la cadena

lateral del grupo B-carboxilo de Asp y el grupo amino del siguiente aminoacido. (Park, et al., 2017)

POSICION INTERGENICA:
7 [ q 2 2 3
C. zalexigens M
4] 1
7 & 5 1 2 2 8

C. salexigens D

Donde: 1. Isoaspartil dipeptidasa (EC 3.4.19.5), 2. Nitrito reductasa [NAD(P)H] subunidad grande
(EC 1.7.1.4), 3.Nitrito reductasa [NAD(P)H] subunidad pequenia (EC 1.7.1.4), 4.Cianoficina
sintasa (EC 6.3.2.29)(EC 6.3.2.30), 5.Cianoficinasa (EC 3.4.15.6), 6.Proteina hipotética, 7.
Proteina M115128, 8. Subunidad grande de nitrato reductasa asimilatoria (EC:1.7.99.4).

ALINEACION DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:

Cubierta

Pai Cusnla
Dascripcin Bl 2 de 2
T " Iuiﬂ - demdcader  Lan Adhasidn
corsulla - -
-

bala-asparil-paplidass [Chromohalobacker sabsxignng] Chrsmohalobaciar salixgans 100% 100,00% 393 WP_179152286.1
bita-aspartl-peptidacs [Chromahalobacter &p | Chremohalobaclar $p. 100% o0.28% 303 NOYA4079 1
tala-aspacil-peptidass [Chicmehalobacier salsxigang] Cheemehalcbaciac salexguns 100% B8 .96% 33 WP _DISeET
bisla-aapanil-paetidass [Chrem d Ch bl aabexigans 100% 96.73% 93 WP_Z2R4113543 1
bela-asparil-peptidacs [Chiemehalobacier sakxigans] Chremohalctacior saledoans 100% SHATS 193 WP 0354107831

SECUENCIA DE AMINOACIDOS:

>fi g| 6666666. 597456. peg. 183 | soaspartil|l dipeptidasa (EC 3.4.19.5) @Asp-X

di pepti dasa [ Chr onphal obact er sal exi gens MP25462]

MVEGKARQPAPMTLLRVEAFAPERLAATDI LMAGCRI VAL GQALAVPQGAPVQVVDARHLI AVPAFI DQHVHVT GGGGEGGCGT
RCPPI TTRDI VAMA GTWGVLGTDSI SRSPADLLAAVRGLAADGLAAYMYTGAYRVPAPTLTGDI QRDLAW PEVI GVGEI Al
SDHRSSQPRQDEL ERLVSDARVGAMLAGKRG CHFHLGDGKRGLEPLRRLLTETEI PADQVI PTHVNRRTELLEEAAEYALAFD
ASVDVTAFEDAGDGL SAFDAVSRLLARGVSPARI TLSSDCNGSL PEFDADGAYVGMVARNT TLI ADWRRLVHARVLPLESALG
LLAGNVARVLGLADKGRLAVGSGADI TLLDKALQPQRTFVAGRCLYGAVDHHETAR
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ANEXO 2.
Preparacion de dNTPs a 2mM

Componentes:

e dGTP 4pl (200uM)
e dCTP 4ul (200uM)
e dTTP 4pl (200uM)
e dATP 4pl (200uM)

Preparacion:

e Preparar la cdmara de flujo laminar e irradiar por Smin con UV.

e Colocar en un tubo de microcentrifuga estéril, 4ul de cada ANTP y afiadir 184pl de agua
bidestilada, homogenizar.

e Almacenar a -20°C hasta el momento de su uso.

ANEXO 3.
Preparacion de tampon de caraga para electroforesis
Buffer TAE (50x) 1 L
Tris base, 242 g; 4cido acético glacial, 57.1 ml; 0.5 M EDTA pH 8, 100 ml.
Ajustar hasta 1 litro con agua destilada o desionizada.
Buffer TBE (5x) 1 LL

Tris base, 54 g; acido borico, 27.5 g; 0.5 M EDTA pH 8, 20 ml. Ajustar hasta 1 litro con agua
destilada o desionizada. El EDTA debe estar preparado previamente: Se afade al agua destilada o
desionizada (un volumen 20% inferior al volumen final deseado) la cantidad adecuada de EDTA
para obtener una concentracion final de 0.5 M. Se ajusta el pH con NaOH hasta que el EDTA se
disuelva y llegue la solucion a un pH de 8. Se ajusta el volumen, se esteriliza y se conserva a

temperatura ambiente.
Buffer TE 1X

(20 mM Tris-HCI, 0.1mM EDTA, pH 8.0)
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ANEXO 4.

Preparacion de gel de Agarosa al 1%

Componentes:

1g Agarosa (Bioline)
100ml Agua bidestilada
l1ul Syber Safe

Preparacion:

Pesar 1g de agarosa y mezclar con 100ml de tampén TAE 1X, homogenizar.

Disolver y llevar a ebullicion.

Anadir 1pl de Saber Safe a la mezcla de agarosa y homogenizar.

Verter la mezcla de agarosa a la cubeta con el peine puesto y dejar gelificar

aproximadamente de 15 a 30 minutos

Colocar el gel en la camara electroforética y cubrir con TAE 1X, después quitar con

suavidad el peine.

ANEXO 5.

Preparacion de medio SW al 15%

Componentes:

NaCl 15%

9.6g MgS0O4.7H20

7.0g MgCl12.6H20

2g KC1

0.36g CaCl2

0.06g NaHCO3

10g Extracto de levadura
Sg Peptona

1g Glucosa

20g Agar

1000ml Agua destilada
Para un medio liquido SW, excluir el agar de los componentes.

Preparacion:

Pesar todos los componentes, y afladir 1000ml, homogenizar.
Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Esperar a que se atempere y con cuidado apresurar el plaqueado.
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ANEXO 6.

Preparacion de medio LB con Ampicilina 100ug/ml

Componentes:

100 pg/ml Ampicilina

e 1% NaCl
e 0.5% Extracto de levadura
e 1% Triptona
e 2% Agar
Preparacion:

Pesar todos los componentes excepto la ampicilina, adicionar 100ml de agua destilada y
autoclavar a 121°C por 15minutos.

Para la Ampicilina preparar una solucion concentrada de 100 mg/ml con agua destilada, se
esterilizo por filtracion y se guardd a —20°C. Se utiliza a una concentracion final de 100
pg/ml que se adiciona antes de realizar el plaqueado.

ANEXO 7.

Preparacion de medio de recuperacion SOC

Componentes:

2g Triptona

0.5g Extracto de levadura NaCl (Panreac) 0’58
0.25ml KCI IM

1 ml NaCl 1M

Iml Mg 2M

Iml Glucosa 2M

Preparacion:

Pesar triptona, extracto de levadura, NaCl, KCl a 97ml de agua destilada

Mezclar y autoclavar a 121°C por 15minutos. Dejar enfriar a temperatura ambiente.
Agregar 2M de Mg y 2M de glucosa, cada uno a una concentracion final de 20mM.
Llevar a 100ml con destilada esteril.
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ANEXO 8.

Informe de préstamo de servicio para secuenciacion del SEGAI (Servicios Generales de

Apoyo a la Investigacion de la Universidad de la Laguna)
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“CUSCO CAPITAL HISTORICA DEL PERU”

Ano Del Fortalecimiento De La Soberania Nacional

CUSCO, 03 de Agosto del 2022

CARTA

Dr. Olintho Aguilar Condemayta
Decano De La Facultad De Ciencias
Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco

Presente.

Asunto: LEVANTAMIENTO DE OBSERVACIONES DE TESIS SUSTENTADA.

De nuestra mayor consideracion, es grato dirigirnos a usted para saludarlo y
a la vez para poner en su conocimiento que en mérito al acta de sustentacion de
tesis de fecha 15 de Julio del 2022 a horas 11:10 a.m., en el SALON VIRTUAL DEL
SALON DE GRADOS, se resuelve sefalar que las observaciones realizadas
durante la sustentacion oral de la tesis intitulada “Descripcion de enzimas
proteoliticas y obtencidn de una proteasa recombinante a partir del analisis
de datos del genoma de Chromohalobacter salexigens MP25462”, presentada
por la Bachiller de la Escuela Profesional de Biologia Jhomira llucion Mamani
Morales para optar al titulo profesional de Bidlogo, han sido levantadas
apropiadamente. En fe de lo cual, firmamos el presente.

Sin otro particular, aprovechamos la oportunidad para expresarle las
consideraciones mas distinguidas.

Atentamente
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