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RESUMEN

La pared celular de las plantas esta conformada por varios polisacaridos, entre
ellos la celulosa, hemicelulosa, y la pectina. La celulosa a su vez, posee
regiones cristalinas y amorfas, que son hidrolizadas por la accién de enzimas
nombradas como celulasas, endoglucanasas y exoglucanasas. La bacteria
Pectobacterim carotovorum es notoria por su maceracion a la pared celular de
las plantas causando la pudricion blanda. La capacidad de destruir las plantas
se debe a la expresion y secrecion de una amplia gama de enzimas hidroliticas
debido a la accion del sistema de induccion de las bacterias Gram-negativas, el
cual incluyen celulasas y expansinas. P. carotovorum PC1 FJ890936 se utilizd
para el disefio de los cebadores para la amplificacién del gen de la celulasa y
que incluyera el sitio de exportacion celular pelB. El producto de la PCR se
cloné en el vector de expresion pET22b-PcExI1l y se transformaron en
Escherichia coli. EI peso molecular de cada una de las clonas obtenidas fue de
1267 pb. La estimacion de los pesos moleculares de la proteina expresada se
realiz6 usando andlisis de SDS-PAGE y se obtuvieron dos bandas de 39 kDa y
32 kDa, respectivamente. La actividad enzimatica se llevé a cabo por un
ensayo de reduccion de liberacion de azucares reductores. Sin embargo, la

celulasa no mostré una posible interaccion con la expansina PcEXxI1.

Palabras clave: pared celular, celulasas, expansina, Pectobacterium

carotovorum.



ABSTRACT

The cell wall of plants is made up of several polysaccharides, including
cellulose, hemicellulose, and pectin. The cellulose, in turn, possesses
crystalline and amorphous regions, which are hydrolyzed by the action of
enzymes named as cellulases, endoglucanases and exoglucanases. The
bacterium Pectobacterim carotovorum is notorious for its maceration to the cell
wall of plants causing soft rot. The ability to destroy plants is due to the
expression and secretion of a wide range of hydrolytic enzymes due to the
action of the induction system of Gram-negative bacteria, which includes
cellulases and expansins. P. carotovorum PC1l FJ890936 was used for the
design of primers for amplification of the cellulase gene and to include the cell
pelB export site. The PCR product was cloned into the expression vector
PET22b-PcExI1 and transformed into Escherichia coli. The molecular weight of
each of the clones obtained was 1267 bp. Estimating the molecular weights of
the expressed protein was performed using SDS-PAGE analysis and two bands
of 39 kDa and 32 kDa, respectively. The enzymatic activity was carried out by a
reducing sugar release reduction assay. However, cellulase did not show a

possible interaction with the expansin PcExI1.

Keywords: cell wall, cellulases, expansins, Pectobacterim carotovorum.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Se ha identificado una cepa de Pectobacterium carotovorum aislada de
Nicotiana tabacum, la cual ha sido nombrada como BF45. La cepa infecta tanto
a apio (Apium graveolens), brocoli (Brassica oleracea var. ltalica), papa
(Solanum tuberosum) y zanahoria (Daucus carota subsp. Sativus). Su
capacidad infectiva provoca maceracion vegetal al inocular tejidos vegetales.
Adicionalmente, la cepa BF45 forma cavidades de mayor tamafio en cajas Petri

conteniendo solamente pectina.

La busqueda de genes de expansina en la base de datos del NCBI (del inglés
National Center for Biotechnology Information), revel6 que Pectobacterium
carotovorum contiene un gen de expansina (PcExI1), en su genoma. Este gen
ha sido clonado y expresado heterélogamente en células de Escherichia coli
(Olarte-Lozano etal.,, 2014). Estos autores reportaron que PcExI1 es una
expansina funcional con la capacidad de unirse a paredes celulares y celulosa,
papel de filtro y Avicel. Se conoce que PcExI1 es capaz de debilitar el papel de
fitro y aumentar la liberacibn de azlcares reductores en reacciones que

incluyen una celulasa.

Investigaciones aun no publicadas del Laboratorio de Ingenieria de Proteinas
del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, México, indican que PcExI1l es
expresada y secretada al medio extracelular por P. carotovorum BF45, tanto
cuando crece en medio solamente conteniendo pectina como durante la
infeccion a vegetales. Sin embargo, hasta el momento no se ha determinado la
funcién de PcExI1 en el proceso de infeccion. Experimentos de microscopia
electronica indican una fuerte localizacion de esta expansina en los haces
vasculares de la planta, especificamente en el xilema. Este hecho es relevante

porque la mayoria de las bacterias patdgenas que contienen genes de



expansina en su genoma invaden y se reproducen en el xilema de las especies
a las que infectan. Se infiere, que las expansinas pudieran tener una funcién en

la invasion del xilema.

Algunas expansinas bacterianas estan naturalmente fusionadas a dominios
proteicos. Por ejemplo, a modulos de union a celulosa o celulasas. No
obstante, se desconoce con certeza cual pudiera ser la funcion de esta fusion,
aunque podria estar relacionada a la actividad hidrolitica. Se conoce que las
expansinas de las plantas rompen los enlaces débiles entre los polimeros de la
pared celular. De tal manera, las expansinas bacterianas podrian modificar la
pared celular durante la infeccién para que enzimas como las celulasas puedan
actuar mas eficientemente en un tipo de celulosa como la carboximetilcelulosa
(CMC) como se determiné en el laboratorio de Ingenieria de Proteinas de la
UNAM. Sin embargo, esto ultimo no ha sido confirmado, y de hecho resultados
de otros autores indican que PcExI1 no aporta a la actividad de la celulasa. En
el laboratorio de Ingenieria de Proteinas del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM, México, se han llevado a cabo ensayos de liberacion de azlcares
utiizando la cepa P. carotovorum BF45, en el cual la cepa presenta
degradacion de un tipo de celulosa, CMC mostrando la existencia de una o

mas celulasas (Georgelis, et al., 2015).

1.2 Planteamiento del problema

Las expansinas de vegetales son proteinas con capacidad de expansion de la
pared celular mediante actividad no hidrolitica, que produce la extensibilidad de
la pared celular bajo la presién de turgencia de las células. Muchas expansinas
encontradas en vegetales interactian con celulasas para potenciar su
capacidad de extender la pared celular de plantas. Esta interaccion se
denomina sinergismo expansina-celulasa. Sin embargo, se desconoce si las
expansinas de bacterias interactian de alguna manera con las celulasas
durante la infeccion de Pectobacterium a vegetales potenciando el dafio. El

presente trabajo pretende aportar informacion relevante a la comunidad



cientifica con respecto a las posibles interacciones entre una celulasa

recombinante de P. carotovorum, con la expansina PcEXxI1.

1.3 Justificacion

Es desconocido el mecanismo de accion de las expansinas bacterianas, ni su
papel durante la infeccion a vegetales. El presente trabajo aportara a la
comunidad cientifica el conocimiento de si existe la posibilidad de una
potenciacion o un sinergismo con una celulasa recombinante y la expansina
PcEXxI1 producida por Pectobacterium carotovorum en la infeccién a vegetales.
Ademas, se proporcionara el conocimiento inicial de como se produce la
infeccion a vegetales por parte de Pectobacterium carotovorum, mediante el

entendimiento de las proteinas involucradas durante la infeccion.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Determinar la interaccion entre la expansina PcExI1 con la celulasa

recombinante de Pectobacterium carotovorum.

1.3.2 Objetivos especificos

Obtener una celulasa recombinante a partir de la cepa de BF45 de

Pectobacterium carotovorum.

Determinar la interaccion entre la celulasa recombinante con la expansina

PcExI1 recombinante de Pectobacterium carotovorum.



2. MARCO TEORICO

2.1 Pared celular de las plantas

Las plantas serian pilotes flexibles de protoplasma sin la pared celular, las
cuales se componen de aproximadamente 35 tipos de células, que se
distinguen por su tamafo, forma, posicion y caracteristicas de la pared. Las
paredes de las células vegetales, se encuentran unidas entre si para formar la
planta desarrollada, las cuales son generalmente gruesas y fuertes (Nakano,
Yamaguchi, Endo, Rejab, & Ohtani, 2015).

Todas las paredes celulares en las plantas tienen su propio origen en la
divisién celular, como la placa celular que se forma durante la citocinesis para
crear una nueva porcioén de pared entre las células hijas. Las nuevas células
son usualmente producidas en regiones especiales llamadas meristemas, y son
generalmente pequefias en comparacion con su tamario final. Para acomodar
subsecuentemente el crecimiento celular, sus paredes, llamadas paredes
celulares primarias, son delgadas y extensibles, aunque resistentes (Alberts,
Johnson, Lewis, & et al., 2002).

La pared primaria se localiza en todas las células vegetales y esta formada por
capas de microfibrillas de celulosa. La pared celular en crecimiento es fuerte,
estable e inextensible y se encuentra incrustada en una matriz hidratada de
polisacaridos como pectinas y hemicelulosas (Figura 1). De igual manera,
diversas proteinas y proteoglicanos se encuentran presentes en pequefias
cantidades (Tabla 1) (Cosgrove, 2016).
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Figura 1. Esquema de la pared primaria de las plantas.

Tomado de Alberts et al., 2002.

a) Las capas ortogonales de microfibrillas de celulosa (verde) se atan en una red por

entrecruzamiento de la hemicelulosa (rojo) que forman enlaces de hidrogeno con las

microfibrillas. Esta red coexiste con una red de polisacaridos de pectina (azul).

Tabla 1.

Principales polisacaridos que conforman la pared celular de las plantas y sus

funciones.
Polimero Composicion Funciones
Celulosa Polimeros lineales de glucosa Las fibras confieren resistencia a la
traccién a toda la pared.
Pectina Homogalacturonanos y Cargada negativamente, red
ramnogalacturonanos hidrofilica que aporta fuerza
compresiva a las paredes primarias.
Lignina Cumaril reticulado, coniferil y sinapil Fuerte polimero impermeable que
alcoholes refuerza las paredes celulares
secundarias.
Proteinas y Enzimas, proteinas ricas en Responsables de la rotacion de la

glicoproteinas

hidroxiprolina

pared y remodelamiento que ayuda

a las defensas contra patdgenos.

Adaptado de Cosgrove, 2005.



La celulosa es la molécula mas abundante en la pared celular, constituye del
20 al 30% del peso seco de la pared. Las moléculas de celulosa proveen
resistencia a la pared celular primaria. Cada molécula consiste de una cadena
lineal de al menos 500 residuos de glucosa que estan covalentemente unidos
unos a otros para formar una estructura tipo cinta, que se estabiliza por
puentes de hidrégeno. Ademas, los enlaces de hidrégeno entre moléculas
adyacentes de celulosa hacen que se adhieran fuertemente entre si en la
superposicion de matrices paralelas, formando un paquete de alrededor de 40

cadenas de celulosa que cuentan con la misma polaridad (Alberts et al., 2002).

En las paredes celulares de las plantas, aproximadamente 36 moléculas
individuales de cadenas de celulosa se conectan unas con otras a través de
puentes de hidrogeno para formar largas unidades conocidas como fibrillas.
Estas son empaquetadas en microfibrillas mas largas de entre 5 a 50 nm de
diametro. Estas microfibrillas poseen regiones desordenadas (amorfas) y
regiones altamente ordenadas (cristalinas) (Lynd, Weimer, van Zyl, y Pretorius,
2002).

En las regiones cristalinas, las cadenas de celulosa se encuentran cercanas
por una interaccion intra e intermolecular de puentes de hidrégeno. La
conformacion cristalina de la celulosa implica un arreglo estructural en el cual
todos los atomos estan fijos en posiciones discretas unos respecto a los otros.
Una caracteristica del arreglo cristalino es que los filamentos de celulosa que
forman las microfibrillas estan lo suficientemente empaquetados para evitar la
entrada no solamente de enzimas, sino también de moléculas mas pequefias

como el agua.

Por otra parte, los dominios amorfos estan regularmente distribuidos a lo largo
de las microfibrillas. La celulosa amorfa difiere de la cristalina en cuanto al
patron que presentan los filamentos que se unen a la celulosa (Lynd et al.,
2002) (Figura 2).
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Figura 2. Estructura de la celulosa.

Adaptado de Zhou y Wu, 2012.

a) Regiones cristalinas y amorfas de la celulosa. Marcado en morado se muestran los puentes

de hidrégeno entre moléculas de una cadena y entre diferentes cadenas de celulosa.

Otro de los componentes de la pared celular es la hemicelulosa que es un
complejo de polimeros de carbohidratos y conforma entre el 25 al 30% del
peso seco de la madera. Es un polisacarido con un bajo peso molecular
comparado con el de la celulosa. Consiste de D-xilosa, D-manosa, D-galactosa,
D-glucosa, L-arabinosa, 4-0-metil-glucurénico, D-galacturénico y acidos D-
glucurdnicos. Sus azucares estdan enlazados por puentes [(-1,4 vy
ocasionalmente B-1,3-glicosidicos (Pérez et al., 2002). La hemicelulosa es un
polisacarido altamente ramificado que se encuentra unido por puentes de

hidrogeno a la superficie de las microfibrillas de celulosa.

Las hemicelulosas mas abundantes son xiloglucanos y arabinoxilanos. Los
detalles de su estructura varian ligeramente entre especies de plantas. El
xiloglucano tiene una cadena principal que es similar a la de la celulosa, pero
que contiene ramificaciones de xilosa entre 3 de cada 4 residuos de glucosa.
La xilosa también puede ser afiadida con residuos de galactosa y fucosa. Los
mananos también son encontrados en la pared celular primaria y
probablemente funcionan de la misma manera que el xiloglucano y el

arabinoxilano (Cosgrove, 2005).



La principal diferencia entre la celulosa y la hemicelulosa es que la
hemicelulosa posee ramificaciones con cadenas cortas laterales que consisten
de diferentes azucares y la celulosa consiste de oligbmeros facilmente
hidrolizables (Sanchez, 2009).

Del mismo modo, la pectina es el polisacarido estructuralmente mas complejo
en la naturaleza que conforma la pared celular de las planas. (Mohnen, 2008).
La pectina son polisacaridos ramificados de que contienen un gran namero de
residuos de acido galacturénico cargados negativamente. En las paredes
celulares, la pectina forma una red que contiene una variedad de glicoproteinas
que esta incorporada a la matriz, para proveer soporte estructural (Cooper,
2000).

La pectina también se encuentra presente en las zonas de union entre las
células con las paredes secundarias incluyendo el xilema y las células fibrosas
en el tejido maderoso. EI méas abundante polisacarido péctico es el
homogalacturonano (HG). HG es un homopolimero lineal con enlaces a-1,4
que compone alrededor del 65% de la pectina. EL HG se encuentra
parcialmente metilesterificado al carboxil C-6 y puede ser O-acetilado en O-2 u
0O-3. Se ha demostrado que HG puede estar presente en tramos de
aproximadamente 100 residuos de longitud, aungque se han detectado regiones
cortas de HG que se encuentran intercaladas entre otros polisacaridos. Otros
polisacaridos considerablemente mas complejos en la estructura de HG
incluyen al ramnogalacturonano, xilogalacturonano y apiogalacturonano
(Mohnen, 2008).

Finalmente, la lignina es un heteropolimero amorfo, insoluble, opticamente
inactivo que esta formado de fenilpropanos. Este polimero es sintetizado por la
generacion de radicales libres, que son liberados en la deshidrogenacién por

una peroxidasa mediada por tres alcoholes fenil-propiénicos: alcohol



coniferilico (guayacil propanol), alcohol cumaril (p-hidroxifenil propanol), y
alcohol sinapilico, unidos por enlaces C-C y enlaces tipo éter entre los anillos
aromaticos. La misma esta ligada a la celulosa y la hemicelulosa, formando un
sello fisico que es una barrera impenetrable en la pared celular de las plantas.
Ademas, estd presente para proporcionar soporte estructural, impermeabilidad
y resistencia contra el ataque de patdégenos y al estrés oxidativo. (Sanchez,
2009)

2.2 Enzimas que degradan los polisacaridos de la pared celular

La celulosa se hidroliza en glucosa a través de la accion sinérgica de varias
enzimas. Estas enzimas hidroliticas conocidas como celulasas incluyen un
complejo de al menos tres enzimas diferentes para llevar a cabo la hidrolisis de
la celulosa. Las celulasas son O-glucosido-hidrolasas (GHs) que hidrolizan los
enlaces [B-1,4 de la celulosa. Se encuentran en todos los reinos, pero

predominantemente en los procariontes y hongos (Hildén y Johansson, 2004).

El proceso de hidrélisis de la celulosa es llevado a cabo por la accion de tres
enzimas. Las endoglucanasas (EC 3.2.1.4) que rompen las cadenas de
celulosa en posiciones amorfas dentro de las cadenas. Las exoglucanasas,
también conocidas como celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91), escinden celobiosa
especificamente de la cadena terminal. Y finalmente la celobiosa que es
hidrolizada a glucosa por la enzima B-glucosidasa (EC 3.2.1.21) (Kuusk et al.,
2015).

El sinergismo exo-endo se explica por el hecho de que las endoglucanasas
proporcionan mas extremos a la cadena de celulosa, para que sobre éstas
actuen las celobiohidrolasas. La hidroélisis de la celulosa insoluble, es una
reaccion heterogénea, que no coincide con los modelos cinéticos propuestos
por Michaelis-Menten. Después de una fase inicial de adsorcion de celulasas

en celulosa, que son rapidas en comparacion con la hidrolisis, las enzimas se
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separan de la celobiosa y se mueven a lo largo de la misma cadena, para
hidrolizar enlaces glicosidicos (Blanchette et al., 2012 ; Hall et al., 1995).

Una caracteristica estructural de la mayoria de las celulasas y otras glucosido-
hidrolasas es su estructura modular que incluye: el dominio catalitico (CD), un
péptido de union altamente O-glicosilado (linker), y un modulo de union a
celulosa (CBM, del inglés cellulose binding module) (Figura 3).

Catalytic domain (CD)

Linker _—"
peptide 7t “<P,

Carbohydrate- g . /S
binding module e x&d

Figura 3. Estructura de una exoglucanasa.

Tomado de Junior et al. 2013.

a) Se muestra el CBM, el linker y el dominio catalitico.

Entre los componentes de las celulasas, se encuentran los CBMs, que son a
menudo componentes de enzimas que hidrolizan xilanos, mananos y pectinas.
Los CBMs wunen las hidrolasas a la pared celular para mejorar
significativamente la actividad enzimética de los sustratos insolubles. Los
CBMs se pueden agrupar en familias sobre la base de conservacion de
plegamientos proteicos. Sin embargo, estas agrupaciones no son siempre
predictivas de la funcién ya que existe suficiente diversidad de plegamientos
entre los miembros de las familias de tal manera que los elementos
funcionales, ya sean aminoacidos de union al sustrato, no se encuentran
conservados. Otra clasificacion de los CBMs se hace en base a similitudes
estructurales y funcionales de tres tipos: CBMs tipo A que unen superficies de

polisacéaridos cristalinos, tales como la celulosa y se encuentran entre celulasas
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y también en enzimas no celuloliticas, los CBMs tipo B, que unen internamente
cadenas de carbohidratos simple, y los CBMs tipo C que se unen a los
extremos de una gran variedad de polisacaridos (Boraston, et al., 2004; Hervé
et al., 2010).

Otro componente de las celulasas, es el péptido de union que es una
secuencia de aminoacidos que conecta el moédulo de union a celulosa y el
dominio catalitico de las celulasas. Estas regiones no tienen una estructura
definida. Mientras los péptidos de unién varian en composicion, generalmente
muestran un sesgo en el contenido de aminoacidos que detalla una falta de
aminoacidos hidrofobos que son frecuentes en los nucleos de proteinas
estructuradas. El sesgo en el contenido de amino&cidos se manifiesta en las
secuencias de baja complejidad. Cabe destacar, que esta regidn es

tipicamente rica en prolina, treonina y serina (Sammond et al., 2012).

Las celulasas se clasifican en: exoglucanasas (1,4-B-D-glucano
celobiohidrolasas) que se encuentran secuencialmente unidas a unidades de
azucares de la cadena de celulosa, y endoglucanasas (1,4-(1,3;1,4)-B-D-glucan
4-glucanohidrolasas) que también penetran a la cadena de las posiciones
internas. Estas enzimas representan entre el 40 y el 70% del componente total
del sistema de celulasas y son capaces de hidrolizar la celulosa amorfa y
cristalina, como se aprecia en la Figura 4. (Hildén y Johansson, 2004)
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Figura 4. Figura de las enzimas involucradas en la hidrolisis de la celulosa.

Tomado de Dalmaso, et al. 2015.

a) Exo-B-1,4-glucanasa y celobiohidrolasa hidrolizan los extremos glicosidicos liberando
unidades de celobiosa. Las B-glucosidasas actlan directamente en la celobiosa hidrolizandola

a glucosa.

Una tipica exoglucanasa presenta una estructura globular con un sitio activo en
forma de tunel, el mismo que est4 rodeado de varias laminas-f antiparalelas.
Dentro se encuentran sitios conservados, como el triptéfano 23 (W23) que sirve
como punto de anclaje para los sustratos. Para acomodar el sustrato, varias
hélices se encuentran alrededor del tinel y proporcionan flexibilidad a la region.

En contraste, la estructura de una endoglucanasa tipica posee una hendidura
poco profunda en lugar de un tunel en el sitio activo, la cual le proporciona un
facil acceso para las fibras celulésicas que todavia se encuentren fuertemente
empaquetadas (Zhang et al.,, 2015). Las endoglucanasas cortan sitios
aleatorios en sitios amorfos internos en la cadena de polisacaridos de la
celulosa, generando de esta manera, oligosacaridos de varios tamafios y
consecutivamente nuevos extremos terminales de la cadena susceptibles a ser

hidrolizados por exoglucanasas (Lynd et al., 2002).
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Los modos de accion de las endoglucanasas y las exoglucanasas difieren en
que las endoglucanasas disminuyen significativamente la viscosidad especifica
del CMC mediante la hidrolisis, mientras que las exoglucanasas hidrolizan las

cadenas largas de los extremos de forma progresiva (Dashtban et al., 2010).

La celulosa utilizada para ensayos de hidrolisis varia considerablemente en sus
caracteristicas estructurales. Por ejemplo, la celulosa microcristalina (Avicel) es
celulosa pura obtenida a partir de tratamientos quimicos donde se ha removido
la hemicelulosa y las regiones amorfas de la fibra. La complejidad estructural
de la celulosa pura y la dificultad para trabajar con sustratos insolubles ha
conllevado a la utilizacion de un tipo de celulosa soluble el CMC, que contiene

regiones amorfas susceptibles de ser hidrolizadas (Lynd et al., 2002).

Otra enzima capaz de degradar la pared celular de las plantas es la
hemicelulosa que es biodegradable a azlicares monoméricos y acido acético.
El xilano es el principal carbohidrato de la hemicelulosa y su degradacion

requiere de varias enzimas, entre ellas las xilanasas (Pérez, et al., 2002).

Las xilanasas son hidrolasas glicosidasas que se encuentran principalmente en
los hongos, que catalizan la endohidrdlisis de enlaces 1,4-B-D-xilosidico del
xilano. La gran mayoria de las xilanasas se secretan al medio extracelular
debido al gran tamafio del sustrato que impide su penetracién en la célula.
(Collins et al., 2005).

Finalmente, entre las enzimas involucradas en la degradacion de la pared
celular se encuentran las pectinasas. Estas enzimas catalizan la degradacion
de las sustancias pécticas a través de la despolimerizacion (hidrolasas y liasas)
y reacciones de desesterificacion (esterasas), y ayudan a comprender la
estructura de la pectina, que es un polisacarido estructural que forma el
componente de la pared celular primaria. La pectina esta implicada en la

reticulacion de fibras de celulosa y hemicelulosa, asi entonces las pectinasas
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ayudan a mejorar el acceso de celulasas a sus sustratos. Las pectinasas
incluyen principalmente poligalacturonasas, pectina esterasas, pectina liasas
(PNL), y pectato liasas con diferentes especificidades de sustrato. Las
pectinasas actuan sobre la pared celular vegetal disminuyendo la adhesividad y

la rigidez del tejido intracelular (Kohli y Gupta, 2015).

2.3 Sistema de autoinduccion

El sistema de autoinduccion fue descubierto y descrito hace mas de 25 afios en
dos especies de bacterias marinas luminosas: Vibrio fischeri y Vibrio harveyi.
En ambas especies las enzimas responsables son codificadas por el operdn
luciferasa estructural luxCDABE. La emision de luz ocurria solamente a alta
densidad de células en respuesta a la acumulacibn de moléculas de

sefalizacion autoinductoras secretadas (Miller y Bassler, 2001).

La gran mayoria de los sistemas de autoinduccion de bacterias Gram-negativas
que se han estudiado hasta ahora utilizan N-acilo homoserin lactonas (AHL)
como moléculas de sefalizacion. En altas concentraciones, estas moléculas
pueden unirse y activar la transcripcién, proteinas R y la molécula
autoinductora (Al), que a su vez inducen la expresion de los genes diana
(Figura 5). La acumulacion de Al se produce de manera dependiente de la
densidad celular hasta que alcanza un nivel de umbral. En este momento el Al
se une y activa la proteina R, que a su vez induce la expresion de genes. La
proteina R consta de dos dominios: el extremo N de la proteina que interactia

con Al y el extremo C terminal que esté implicado en la unién a ADN.

Se han identificado moléculas de AHL que contienen cadenas laterales de acilo
de 4 a 14 carbonos o bien un grupo oxo, un grupo hidroxilo, o ninguna
sustitucion en el tercer carbono. Solo dos AHL que llevan dobles enlaces se

han identificado: 7,8-cis-N-(3-hydroxytetradecenoyl) homoserina lactona
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producida por Rhizobium leguminosarum 'y 7,8-cis-N-(tetradecenoyl)

homoserina lactona de Rhodobacter sphaerhoides (de Kievit e Iglewski, 2000).

Baja densidad Alta densidad
celular celular

No transcripcion de genes Transcripcion de genes
diana diana

Autoinductor (Al
o (AI)

. Proteina R

Figura 5. Esquema representativo del sistema de autoinduccion.

Adaptado de de Kievit e Iglewski 2000.

a) El sistema de autoinduccién en organismos Gram-negativos involucra dos componentes de
regulaciéon: la proteina activadora de la transcripcion (proteinas R) y la molécula Al

(autoinductor).

El modelo basico de la regulacion génica mediada por AHL implica un
regulador transcripcional (llamado proteina R) y una AHL sintasa (llamada
proteina I) (Figura 6). La proteina R puede reconocer secuencias promotoras
especificas y estimular la expresion génica sélo cuando forma un complejo con
la AHL. Tipicamente, la AHL sintasa se expresa en niveles bajos y, en bajas
densidades celulares. A medida que aumenta la poblacién celular bacteriana,
las AHLs se acumulan hasta que suficiente AHL se encuentra presente para
asegurar su union a la proteina R, dando como resultado la unién de la

proteina R a sus secuencias del promotor objetivo (Loh, et al., 2002).
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Figura 6. Sistema de autoinduccién mediado por AHL por proteinas | y R.

Tomado de Loh et al., 2002.

a) La célula bacteriana (en verde) contiene una proteina | que es responsable de la sintesis de
sefiales libremente difusibles (6valos verdes). En una alta densidad celular, la sefal se

acumula intracelularmente e interactda con la proteina R.

Existen dos tipos de reguladores transcripcionales conocidos que funcionan
como proteinas R. Una requiere una sefial de AHL para unir al ADN, mientras
que la segunda une al ADN Unicamente en ausencia de la sefial AHL. El Unico
ejemplo conocido de esta Ultima es EsaR del patégeno de marchitez Pantoea

stewartii.

La region carboxilo-terminal de todas las proteinas R conocidas contiene un
motif conservado hélice-giro-hélice que es requerido para la union al ADN.
Dicha region carboxilo-terminal también contiene un segundo dominio que se
encuentra involucrado en la multimerizacion de las proteinas R que son
requeridas para la union al ADN, ya que muchas proteinas R se unen al ADN

como dimeros.

Sin embargo, CarR de Pectobacterium carotovorum, forma un orden superior

de multimetros tras la unién de la AHL. Tras la unidén de la caja lux, las
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proteinas R tienen como objetivo estimular la transcripcion por interaccion con
el extremo carboxilo-terminal de la ARN polimerasa subunidad a. EI amino-
terminal de la proteina R esta implicado en dos aspectos que son criticos para
su funcion: en primer lugar, en ausencia de AHL se inhibe su union a la caja
lux; en segundo lugar, contiene el sitio de union a AHL que se ha demostrado
ser necesaria para el plegamiento apropiado de TraR de Agrobacterium

tumefaciens y su resistencia a la degradacion proteolitica (Loh et al., 2002).

2.4 Pectobacterium carotovorum

Pectobacterium es un género bacteriano Gram-negativo, que causa la pérdida
de vegetales de interés comercial. Es considerado dentro de las 10 bacterias
patbgenas mas dafiinas de las plantas, y causa la enfermedad del pie negro en
temperaturas templadas (Mansfield et al., 2012). Asi mismo, se caracteriza por
la produccion de grandes cantidades de enzimas péctinoliticas extracelulares,
junto con una amplia gama de otras enzimas degradadoras, celulasas y
proteasas, de la pared celular de las plantas para causar la enfermedad de la
pudricion blanda. Se han identificado caracteres de patogenicidad asociados,
que también podrian estar implicados en el establecimiento de la infeccién en

los tejidos vegetales (Pérombelon, 2002).

Las enzimas degradadoras de la pared celular de las plantas (PCWDE, del
inglés plant cell wall degrading enzymes) y otros factores de virulencia en el
género Pectobacterium ocurre por deteccion del sistema de autoinduccion
(Barnard et al., 2007). Este sistema se da a una temperatura 6ptima de 30°C
en P. atrosepticum y a una temperatura mayor a 33°C no muestra una buena

infeccion a los vegetales susceptibles (Saha et al., 2015).

La fitopatogenicidad de P. carotovorum depende de la produccion de varias
enzimas que degradan los tejidos de las plantas, que incluyen liasas,

poligalacturonasas, celulasas y proteasas. Estas enzimas estan involucradas
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en la maceracion del tejido de las plantas resultado de la colonizacion de la
bacteria al huésped. La produccion de enzimas por solo unas pocas células de
P. carotovorum no permitiria una afeccion en el tejido de la planta mientras que
podria activar mecanismos defensivos de las plantas. Por lo tanto, P.
carotovorum hace uso del sistema de autoinduccidn, que asegura que la
produccién de exoenzimas no ocurra hasta que existan el numero suficiente de
bacterias para la destruccion exitosa del tejido y la evasion de las defensas de
las plantas. Esta regulacion se basa en los homadlogos LuxRI, ExpR y Expl que
controlan la expresion de las enzimas de maceracion del tejido de manera
dependiente de la densidad celular. Los roles exactos de ExXpR y su analogo
AHL, 3-0x0-C6-HSL, en la regulacion exoenzimatica no es todavia clara.
Estudios han demostrado que la cepa expll mutante es deficiente en la
producciéon de exoenzimas y no permite la maceracion de los tejidos de la
planta; sin embargo, una mutante en expR no afecta la produccion de enzimas
(Bassler, 1999).

Varias especies y bacterias de géneros relacionados a Pectobacterium
producen AHLs del tipo N-(3-oxohexanoil)-L-homoserin lactona (OHL). El
sistema mas estudiado es el que opera en Pectobacterium carotovorum.
Estudios han establecido que se requiere la produccibn de OHL por
subespecies de P. carotovorum para su patogenicidad y la sintesis de

exoenzimas, y antibioticos (Welch et al., 2000).

2.5 Expansinas

Las expansinas son proteinas que estan involucradas en la remodelacion de la
pared celular induciendo la extensibilidad y el relajamiento de la tension en las
paredes celulares de las plantas. Las expansinas se descubrieron primero en
hipocotilos de pepino, en los que aflojan la pared celular de una manera no

enzimatica pero dependiente del pH (Lee y Kende, 2002).
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Las expansinas no tienen actividad hidrolitica, glucosidasa, por lo que se ha
propuesto que rompen los puentes de hidrégeno que se encuentran entre los
filamentos de celulosa o entre la celulosa y otros polisacaridos a través de un

mecanismo no enzimatico (Cosgrove, 1998).

El dominio 1 (D1), localizado en el amino-terminal tiene una estructura DPBB
(del inglés double psi beta barrel) y es homdlogo al dominio catalitico de los
miembros de la familia 45 de las glucésido-hidrolasas (GH45), que incluye B-

1,4-endoglucanasas de origen fangico. (Sampedro y Cosgrove, 2005).

El dominio 2 (D2), que se ubica en el extremo carboxilo terminal es homdlogo a
los alérgenos de polen de pastos del grupo 2, y se sabe que une polisacéaridos
a través de aminoacidos aromaticos en la superficie de la proteina, en donde
dos triptéfanos y una tirosina forman una plataforma plana para la union. El D2,
tiene un plegamiento del tipo B-sandwich formado por dos cubiertas de 4

laminas 3 anti paralelas cada una (Figura 7) (Cosgrove, 2000).
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Figura 7. Esquema representativo de una expansina.

Tomado de Kerff et al., 2008.

a) Dominio D1 y D2 de una expansina.

Las expansinas tipicamente contienen alrededor de 225 aminoacidos (26 kDa)

adicionalmente a un péptido sefial amino-terminal que dirige la proteina a la
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ruta secretora. La definicion de expansina y la nomenclatura de “expansina” y
proteinas “tipo expansina” se usa para proteinas que contienen los dos
dominios estructurales caracteristicos de las expansinas de plantas; las
proteinas que solo tienen uno de estos dominios no pueden ser clasificadas

como expansinas (Lee y Kende, 2002; Sampedro, et al., 2006).

Las expansinas comprenden una superfamilia que se divide en cuatro
subfamilias: a-expansinas, B-expansinas, expansinas tipo A o EXPA vy
expansinas tipo B o EXPB., segun su secuencia y sus relaciones filogenéticas.
Las a-expansinas participan en el relajamiento y extension de la pared celular
por un mecanismo dependiente del pH. Las principales diferencias entre las a-
expansinas y B-expansinas se basa en numero de genes en diferentes

especies vegetales (Cosgrove, 1998; Marowa, et al., 2016).

La designacidon de expansinas bacterianas (EXLX) fue reservada para genes
que cumplen con los siguientes criterios: i) que no ocurran en plantas; ii) que
sus productos proteicos sean homélogos en ambos dominios de las
expansinas; y iii) que no se establezcan dentro de las familias de genes de las

expansinas establecidos en el andlisis filogenético (Georgelis et al., 2015).

El argumento de que las expansinas bacterianas y vegetales son homdlogas,
se basa en su actividad y caracteristicas estructurales compartidas. Estos
incluyen la disposicidén espacial de dos dominios, cada uno de los cuales tiene
el mismo plegamiento en las proteinas vegetales y bacterianas; el mismo
residuo catalizador conservado en el dominio D1 de las proteinas vegetales y
bacterianas; y la existencia de una superficie abierta conservada que se
extiende por los dos dominios y esta poblada por residuos adecuados para la
unién de una larga cadena de polisacéaridos (hasta 12 residuos) (Georgelis, et
al., 2012).

Los genes codificantes de expansinas en las bacterianas se encuentran en los

genomas de algunos patdogenos de plantas, incluyendo especies de
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Xanthomonas, Clavibacter, Streptomyces, Pectobacterium y Xylella. Sin
embargo, no se encuentran en Pseudomonas, Agrobacterium o Rhizobium. El
primer grupo, conocido como marchitador vascular, incluye principalmente a
colonizadores del xilema dentro de los sistemas vasculares de las plantas,
mientras que el segundo grupo tiene diferentes modos de interaccion con los
huéspedes vegetales. Por lo tanto, la ausencia de expansinas de
Pseudomonas, Agrobacterium y Rhizobobium sugiere que las mismas
confieren una ventaja Unica con modos selectivos de infeccidn y la colonizacién
vegetal (Georgelis et al., 2015). En algunos casos se ha encontrado un solo
gen de la expansina, pero también se han encontrado excepciones, como
Clavibacter michiganesis que tiene un gen de expansina en el cromosoma
principal y una expansina fusionada a una endoglucanasa en el dominio C-
terminal (Nikolaidis, et al., 2014).

Georgelis et al.,, 2012, demostraron que las estructuras cristalograficas de
complejos expansina-celohexaosa y un ligando de seis oligosacaridos de
celulosa, interaccionan hidrofébicamente a través de tres residuos aromaticos
dispuestos linealmente, W125, W126, Y157, en el dominio D2, al cambiar por
alanina estos residuos, mediante mutagénesis dirigida. La mutante resultante,
nombrada “WWY”, mostré disminucion en la unién a celulosa y pérdida de la
actividad de elongacion de tejidos vegetales. Se gener6é también una mutante
en residuos polares en la cara opuesta a la superficie de union al polisacarido
de BSEXLX1 en el dominio D2 que redujeron su capacidad para unirse a las
paredes de las plantas, pero no mostré afecciéon en la union a la celulosa.
Estos resultados muestran que la expansina EXLX1 puede interactuar con la
pared celular a través de interacciones hidrofébicas y polares. La pérdida
completa de la actividad de aflojamiento de la pared ocurrié con la mutante
D82A, residuo que corresponde al donador de protones en la reaccién

catalitica de las endoglucanasas GH45.

Las expansinas y las proteinas tipo expansinas, tradicionalmente estan

conformadas por los dos dominios D1 y D2. Sin embargo hay genes de
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expansinas microbianas que se encuentran fusionados a otros maddulos
(Nikolaidis et al., 2014)
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3. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL

Figura 8. Disefio del plan experimental.
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4. PROCEDIMIENTOS

4.1 Poblacion y muestra

El laboratorio de Disefio de Proteinas del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México posee una cepa de Pectobacterium
carotovorum donada por el Dr. Oscar Mascorro de la Universidad Auténoma de
Chapingo, cuyo nombre asignado fue BF45, la cual fue aislada de Nicotiana

tabacum.

El gen de la expansina PcExI1 fue insertado en el plasmido pET22b-PcExI1 en
el Laboratorio de Sintesis de Proteinas del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la

Universidad Autbnoma de México.

4.2 Materiales y métodos para la obtencién de los datos

4.2.1 Obtencidn de la secuencia de una celulasa producida por la cepa
Pectobacterium carotovorum BF45

La secuencia para el disefio de los oligonucléotidos se obtuvo de una celulasa
reportada en el genoma de la cepa Pectobacterium carotovorum PC1,
depositada en la base de datos del NCBI con nimero de acceso FJ890936. En
base a esta celulasa se determind el fragmento correspondiente al péptido
sefal de exportacidon extracelular para el disefio de los oligonucleétidos a partir
de la secuencia madura y hasta el codon de paro de la secuencia de
codificacion (CDS, del inglés Coding Sequence). Los oligos fueron sintetizados
por la compafia Sigma-Aldrich (EEUU), e incluian sitios de digestion de las

enzimas Not y Sfi.

La extraccion del DNA gendmico de Pectobacterium carotovorum BF45 se llevo
a cabo con el uso del juego de reactivos PureYield™ Plasmid Miniprep System.

Una vez que se extrajo el DNA, se determiné la pureza y la concentracion
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mediante el NanoDrop 2000. A continuacion, se realiz6 la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), para lo cual se llevé a cabo una mezcla maestra para
7 reacciones. Se mezclaron 28 pL de solucion tampdén 10x, 35 pL de dNTPs
10x (200 pM), 42 L de cloruro de magnesio (MgCl;)10x (3mmol/L), 3,5 pyL de
Tag polimerasa, oligo forward y reverse (14 pL) y 206, 5 pL de agua (H20). Se
distribuyeron 49 L en 6 tubos diferentes a los cuales se afiadié 1 pL de DNA
genémico de la cepa P. carotovorum BF45. Las condiciones de reaccion
empleadas por el termociclador fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a
95 °C por 4 min, desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, anidamiento con gradiente
entre 55 a 67 °C por 30 s, extensiéon de 72 °C por un minuto con 30 s y

extension final de 72 °C por 5 min. Este programa se ejecuto por 30 ciclos.

Posteriormente, se realizd un gel de agarosa al 0,8% donde se pesaron 0,4 g
de agarosa y se diluyeron en 50 mL de solucion tampén TAE 1x (Tris-acetato-
EDTA), se colocd 3 uL de bromuro de etidio en la soluciébn de agarosa. Se
cargaron 10 pL de la reaccion de PCR y se corrié el gel de agarosa por

aproximadamente 45 min a 100 V, con el marcador de peso molecular de DNA.

4.2.2 Clonacion de la secuencia de la celulasa obtenida por PCR en E. coli
DH5a,

Para la clonacion de la secuencia se preparo al vector y al pladsmido, razén por
la cual se inici6 con la digestion del plasmido pET22b-PcEXxI1 y el producto de
la PCR, los cuales se digirieron de la siguiente manera: producto de la PCR
(1png) 10 pL, solucion tampon tango 10x 2 pL y 7 pL de H,O. La digestion
enzimatica se realiz6 en dos etapas: en la primera etapa se agrego 1 uL de Sfi
y se incubd a 50 °C durante 1 hora y 30 min. Una vez concluida la primera
etapa, se agregd 1 pL de Notl a 37 °C por 1 hora 30 min. Se visualizaron las
bandas en un gel de agarosa al 0,8% y se procedio su purificacion mediante el
juego de reactivos de Roche.
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El programa NeBioCalculator permiti6 calcular la masa del inserto requerido
para la construccion del vector. Las bandas purificadas de DNA se
cuantificaron usando el NanoDrop 2000. En la ligacion se utilizdé una relacion
3:1, donde se tomaron 5 pL del vector, 2 yL de la solucion tampdn de ligacion,
2 pL del inserto, 1 pL de la ligasa y 9,8 pL de H,O. Se tomaron las mismas
cantidades para el control negativo, exceptuando los 2 pL del inserto que
fueron reemplazados con H,O. Se dejé actuar aproximadamente por 4 horas a
37°C.

Para la clonacion del plasmido pET22b-Cel obtenido en la ligacion, se
emplearon las células E. coli DH5a. Las células se encontraban en hielo, junto
con dos celdas de electroporacién. El proceso se llevé a cabo en la campana
de flujo en donde se colocaron 20 uL del producto de la ligacion en la celda
junto con las células y se procedio a dar un shock eléctrico de 1,8 kV, con una
duracion de 3 milisesgundos. Inmediatamente después de la electroporacién el
contenido se paso a un tubo de cultivo que contenia medio SOC (medio liquido
super o6ptimo). El control negativo al realizar la electroporacion tuvo una
duracion de 2,5 milisegundos. Tanto las células transformadas como el control
negativo se dejaron recuperar por 3 horas a 37°C a 200 rpm.

Posteriormente las células fueron sembradas en cajas de Petri con medio LB
agar con 100 mg/mL de ampicilina y se incubaron durante toda la noche a
37°C. Las colonias resistentes al antibidtico fueron colocadas en cultivo LB
para la extraccion del plasmido utilizando el juego de reactivos High Pure
Plasmid Isolation. La secuencia de la clonacion se verificé en la Unidad de

Sintesis y Secuenciacion del IBT.

Finalmente, se tradujo a la secuencia in silico, para conocer el peso molecular
esperado para los siguientes ensayos. Posteriormente se realizO un

alineamiento entre la secuencia obtenida de Pectobacterium carotovorum BF45
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y Pectobacterium carotovorum PC1 con el uso del programa Clustal W2

disponible en la web.

4.2.3 Determinacion de la actividad enzimatica de la celulasa en E. coli
BL21 (DE3) en cajas Petri

Para la preparacion de cajas de LB que contienen CMC e IPTG (100 mL), se
pesaron los siguientes reactivos: CMC 0,5 g., nitrato de sodio (NaNO3) 0,1 g.,
fosfato dipotasico (K;HPO,) 0,1 g., cloruro de potasio (KCI) 0,1 g., sulfato de
magnesio (MgSO,) 0,05 g., extracto de levadura 0,05 g., glucosa 0,1 g., y agar
1,7 g. Cada uno de los reactivos se colocaron en el orden mencionado
anteriormente y se esterilizaron a 120°C por 15 min. En las cajas Petri se
colocaron 50 mL de medio agar CMC y 50 pL de ampicilina y una vez
solidificado se esparcio IPTG 100 mmol/L por toda la caja. De un cultivo de 10
diferentes clonas transformantes con el plasmido pET22-Cel previamente
crecidas en medio LB con ampicilina, se colocaron 3 pL del cultivo liquido de
las bacterias y una vez que se secaron la caja se incub6 a 37°C por 48 horas.
Después, se procedio a retirar el crecimiento de las colonias mediante tres
lavados de aproximadamente 5 min con buffer PCA 50 mmol/L a un pH de 5,2
(50 mmol/L fosfato de potasio monobasico (KH,PO,4), 50 mmol/L &cido citrico).
Para revelar la actividad de la celulasa se coloc6 Rojo Congo al 0,1% por
media hora y se retir6 con cloruro de sodio (NaCl) 1 mol/L y finalmente se
adicion6 &cido acético al 10% para tefiir la caja de color morado.

4.2.4 Expresion y extraccion de la celulasa en células de E. coli BL21
(DE3)

El producto pET22b-Cel una vez purificado, se insertd en células de E. coli
BL21 para la expresion de la celulasa. Las células de E. coli BL21 fueron
insertadas junto con el plasmido y se dejaron reposar por 30 min en hielo.
Posteriormente, se realiz6 un choque térmico a 42°C por 45 s. A continuacion,

se transfirieron a hielo. Se trasladaron 60 uL de las células a un tubo con 1 mL
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de medio liquido LB y se incubaron por una hora a 37°C y 200 rpm. En una
caja de medio solido LB con 100 mg/mL de ampicilina, se flanquearon 200 uL
de las células transformadas y se incubaron durante toda la noche a 37°C sin
agitacion.

La expresion de la proteina se realizé en matraces de 250 mL que contenian:
25 mL de medio LB, 25 yL de ampicilina (100 mg/mL) y 25 uL de cultivo de las
células de E. coli BL21 transformantes a 37°C y 200 rpm, hasta alcanzar una
densidad Optica (DOggp) de 0,8. La induccion se realizé utilizando 2,5 yL de

IPTG y se continud con la incubacién durante toda la noche a 16°C y 200 rpm.

El plasmido pET22-Cel contiene un péptido sefal de exportacion al periplasma,
por lo cual se realizd la extraccion de la proteina mediante 6smosis, rompiendo
la membrana mediante el empleo de dos soluciones nombradas como SET y
MgS0,4.7H,0. Se colocaron en dos tubos de Falcon los cultivos inducidos y se
centrifugaron a 8000 rpm por 10 min, luego se elimind el sobrenadante y se
resuspendio el pellet con 5 mL de la solucién SET, el cual se mantuvo en frio
por 20 min y se centrifugé a 7000 rpm por 30 min. Una vez terminada la
centrifugacion se recolectdé el sobrenadante. Se resuspendié nuevamente el
pellet con 5 mL de la soluciéon de MgSO,, se mantuvo en frio por 20 min y se
centrifugd nuevamente a 7000 rpm por 30 min. Al finalizar se almacené el

sobrenadante.

Posteriormente, se prepararon las muestras tanto de la solucion SET como las
de MgSO, para ser visualizadas en un gel de poliacrilamida al 12%. Se
tomaron 15 uL de H,0, 2,5 uL de solucion tampén de carga 4x, 2,5 uL de cada

una de las soluciones de extraccion. El gel se corrié a un amperaje de 20 mA.

Debido a la conformacion de la celulasa clonada se decidio afiadir el ion calcio
al medio. La expresion de la proteina se realizé en matraces de 250 mL que
contenian: 25 mL de medio LB, 25 uL de ampicilina (100 mg/mL), 20 mmol/L de
calcio y 25 pL de cultivo de las células de E. coli BL21 transformantes. Las
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células se incubaron a 37°C y 200 rpm, hasta alcanzar una DOgg de 0.9. La
induccion se realizé utilizando 2,5 pyL de IPTG y se continué con la incubacién
durante toda la noche a 16°C y 200 rpm. Posterior, se visualizaron las
proteinas en un gel de SDS-PAGE al 12%.

4.2.5 Determinacion de la liberacion de azlUcares reductores por accion de

la celulasa expresada en E. coli BL21 (DE3)

Para medir la liberacion de azucares reductores del Avicel por accién de la
celulasa, se utilizé el método colorimétrico DNS (acido 3,5- dinitrosalicilico). Se
preparé el reactivo DNS como se describe a continuacion: a aproximadamente
80 mL de agua destilada se agregaron los siguientes reactivos: 30 g de tartrato
de sodio y potasio, 1 g de DNS, y 20 mL de hidroxido de sodio (2mol/L) y se
afor6 a 100 mL (Bisen, 2014).

En tubos Eppendorf que contenian 0,005 g de Avicel, se afiadieron 500 uL de
solucion tampon fosfato 50 mmol/L pH 7,5 con 10 pg de la proteina proveniente
del periplasma o de extractos intracelulares. De igual manera se repitio el
procedimiento con un segundo tubo pero que contenia 0,2% de CMC en lugar
de Avicel. Se incub6 a 30°C durante 2 horas y 30 min. cada 10 min. se tomaron
muestras para medir la liberacion de azucares reductores. Para dicha actividad,
se tomaron 50 pL del reactivo DNS y se mezclaron con 50 pL de la muestra,
para posteriormente hervir por 5 min. Luego se llevé a un volumen final de 1

mL para leerlo a una OD de 460 nm.

Se llevo a cabo un segundo experimento con el reactivo DNS, usando como
sustrato el CMC, aumentando la concentracion de la celulasa en un %, %2y 1
de concentracion de la proteina, estos valores fueron de: 25 pg/uL, 50 ug/uL y

100 pg/uL, respectivamente.

4.2.6 Extraccion de las proteinas intracelulares de E. coli BL21 (DES3)
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Para extraer las proteinas que se encuentran en el espacio intracelular se
colocaron 2 mL del reactivo BugBuster Protein Extraction Reagent, Novagen, a
temperatura ambiente para resuspender el boton celular (producto de la
extraccion de proteinas periplasmaticas) en un tubo Falcon de 15 mL para
posteriormente trasladar el producto a 2 tubos Eppendorf de 1,5 mL cada unoy
proceder a incubar por 2 min a temperatura ambiente. Se realizé la
centrifugacion a maxima velocidad por 37 min, se tomé el sobrenadante y se lo

almacenod a -20°C.

Se realiz6 un ensayo de concentracion del inductor para ver si este afectaba en
la sintesis de la proteina, por lo que se uso6 una concentracion de Immol/L y 10
pmol/L. Se prosiguio a visualizar en un gel de poliacrilamida con un control de
una celulasa de 44 kDa. Se compar6 los pesos moleculares de las proteinas
provenientes del periplasma con las intracelulares producto del reactivo

BugBuster.

Se prosiguidé a realizar un ensayo tipo pull-down con el sustrato Avicel, para
visualizar las proteinas que se hayan unido al Avicel y las que se encontraban

en el sobrenadante. El ensayo tipo pull-down se lo esquematiza en la Figura 9.

Solucién de tampén

de fosfatos 20 mmol/L

T
\

1 hora
30°C

1500 rpm
18 000 rpm

‘ 5 minutos

7410 pL H20
% 5 pL solucién tampén

4
100°C de carga 4x

18 000 rpm
5 minutos
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Figura 9. Esquema del ensayo tipo pull-down realizado con el sustrato Avicel.
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4.2.7 Comparacion de la actividad enziméatica de las proteinas
intracelulares de dos cepas de expresion: E. coli BL21y E. coli ER2566.

Al no poseer las células E. coli ER2566 quimiocompentes para la expresion de
la celulasa en E. coli ER2566, se procedié a convertir estas células. Se prepar6
la solucibn TB mezclando PIPES 0,151 g., cloruro de calcio dihidratado
(CaCl,.2H,0) 0,11 g., KCI 0,93 g., y cloruro de manganeso (MnCl,).4H,0 0,544
g en 30 mL de agua destilada. Se ajusto el pH a 6,7 con hidroxido de potasio
(KOH) 5 mol/L para disolver las sales y finalmente se adicioné el manganeso.
Se procedié a esterilizar la solucion por filtracibn con una membrana de 0,22

um y se congeld a -20°C.

Se sembrd una colonia fresca en 40 mL de medio SOC. Este cultivo fue
incubado a 37°C por 1 hora sin agitacion, y posteriormente se agité a 200 rpm
por 2 horas y media hasta alcanzar una DOgy de 0,3. A continuacién, las
células fueron centrifugadas a 8000 rpm por 1 minuto a 4°C. Luego las células
se resuspendieron en 20 mL de solucion estéril fria de TB e incubada en hielo
por 25 min. A continuacion, se realizé otra centrifugacién con los mismos
pardmetros. El pellet se resuspendié en 1,6 mL de TB conteniendo 0,4 mL de
glicerol. 100 yL de esta suspension celular se repartieron en tubos estériles, y
se guardaron a -72°C, para su posterior uso.

Para determinar la eficiencia de las células competentes E. coli ER2566, se
tomaron 100 pL de las células y se afiadié a 1 pg/uL del plasmido pUC19,
incubando 30 min en hielo. Posteriormente se llevd a cabo un shock térmico de
42°C por 45 s. Después se incubaron las células en hielo por 2 min y se
afiadieron 400 puL de medio SOC en tubo de cultivo y se incub6 a 37°C por al
menos 45 min. Finalmente se sembraron 50 pL del cultivo en placas de agar
con antibiotico LB-ampicilina (100 pg/mL), y se incub6 a 37°C toda la noche. Se
realizaron los calculos de la eficiencia, contando el nimero de colonias que
crecieron en la caja. Se siguid el mismo procedimiento de transformacién pero

con el plasmido que contenia a la celulasa.
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Para la extraccion de la celulasa, se centrifugd el cultivo de las células
transformantes a 7000 rpm por 10 min. El pellet de células se resuspendio con
5 mL de solucion SET fria (sacarosa 1M, EDTA 40 mmol/L y Tris-HCI 50
mmol/L) para provocar la ruptura de la membrana externa de las bacterias y
liberar el contenido del periplasma. El pellet fue disuelto en su totalidad con la
ayuda de la pipeta de 1000 pL y se incubd por 30 min en hielo. Posteriormente,
se centrifugaron las bacterias por 10 min a 9000 rpm a 4°C guardandose el
sobrenadante. El pellet sobrante fue resuspendido con 5 mL de buffer MgSO, a
una concentracion de 5 mmol/L. Se prosiguié a dejar incubar por 30 min en
hielo. Finalmente se centrifugé a 9000 rpm por 10 min a 4°C y se tomd solo el
sobrenadante para ser almacenado. Las proteinas se observaron en un gel
SDS-PAGE al 12%.

Una vez que se transformaron las células E. coli ER2566 se extrajo las
proteinas tanto del periplasma como del citoplasma para realizar ensayos de
actividad enzimética y poder comparar con la cepa de expresion E. coli BL21
(DE3)

4.2.8 Interaccién de la celulasa recombinante con la expansina PcExI1

Para la interaccion de la celulasa recombinante se tomaron cinco tubos
Eppendorf, de los cuales dos contenian las proteinas del citoplasma, dos con
proteinas provenientes del periplasma y uno con la expansina PcExI1
recombinante. Un tubo proveniente de las proteinas del citoplasma se incub6
con Avicel y el restante se afiadido a la expansina y el Avicel. Se realizo el
mismo procedimiento para las proteinas provenientes del periplasma. Los
cuatro tubos fueron incubados por 1 hora a 30 °C. Posteriormente se
centrifugaron a 8000 rpm por 5 min. Se tomé el sobrenadante de los 4 tubos
para almacenarlo. Se prosiguié con 3 lavados realizados con buffer fosfatos 20
mmol/L. Se prepararon las muestras para ser visualizadas en un gel de

acrilamida junto con los sobrenadantes para lo cual se afiadio 5 uL de solucién
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tampon de carga y 15 uL de H,O. Las muestras fueron afiadidas de la siguiente
manera: carril 1: sobrenadante de las proteinas del citoplasma con Avicel, carril
2: pellet de las proteinas del citoplasma con Avicel, carril 3: sobrenadante de
las proteinas del periplasma con Avicel y PcExI1, carril 4: pellet de las proteinas
del citoplasma con Avicel y PcExI1, carril 5: sobrenadante de las proteinas del
periplasma con Avicel, carril 6: pellet de las proteinas del periplasma con
Avicel, carril 7: sobrenadante de las proteinas del periplasma con Avicel y
PcExI1, carril 8: pellet de las proteinas del periplasma con Avicel y PcExI1,

carril 9: expansina PcEXI1.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Obtencién de la secuencia de una celulasa producida por la cepa

Pectobacterium carotovorum BF45

En la base de datos del GenBank en el NCBI, se identific6 una secuencia que
codifica para una celulasa proveniente del genoma de Pectobacterium
carotovorum PC1, designada como endoglucanasa CelN2. En la Figura 10, se
muestra la secuencia de la celulasa de Pectobacterium carotovorum PC1.
Basandose en la informacion de la secuencia, se disefiaron y sintetizaron
cebadores de oligonucléotidos correspondientes a regiones codificantes de la
secuencia madura hasta el codén de paro. En base a esta secuencia se
determindé el fragmento correspondiente al péptido sefial de exportacion
extracelular y se incluyeron sitios de digestion de las enzimas Not y Sfi. El
oligonucledtido forward posee 33 nucléotidos y su secuencia es:
CGATGCGGCCGCTTACGTCACCAGAACATAGCG. Por otra parte, el
oligonucleotido reverse consta de 43 nucledtidos y su secuencia es:
TCGATGCGGCCGCTTACGTCACCAGAACATAGCG. En este proyecto los
oligonucledtidos presentan una longitud extra de 10 pb. Por otra parte, ensayos
de clonaje realizados por Festa et al., 2013, lograron la amplificacion del gen
de interés para la proteina de su estudio usando oligonucleoétidos de longitud
de 35 nucleétidos para el forward y 45 nucleétidos para el reverse con una

gradiente para la temperatura de annealing en la PCR.
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ATGTGGATGAGAAGGAATCAAATCGTCAGGAAATTGACGTTAGCGGTGGTAACAACGGTGCTGGGGATGT
CGCTCAGTTTTTCTGCATTATCCGCCACACCGGTGGAAACGCATGGCCAACTGTCCATTGAAAATGGGCG
ACTGGTGGACGAACAGGGGAAAAGGGTGCAACTGAGAGGGGTCAGTTCGCACGGTTTGCAGTGGTTTGGT
GACTACGTCAACAAAGATTCGATGAAATGGCTGCGCGATGACTGGGGGATTAACGTATTCCGTGTTGCCA
TGTACACGGCAGCGGATGGCTATATTTCCAATCCTTCCCTTGCGAATAAGGTCAAAGAAGCCGTTGCGGC
GGCACAAAGCCTCGGCGTCTACATCATCATCGACTGGCACATTTTGTCGGATAACGATCCTAATATTTAT
AAAGCACAGGCAAAAACCTTCTTTGCCGAAATGGCGGGGCTGTACGGTAATTCGCCGAACGTGATTTATG
AAATCGCCAATGAACCCAACGGCGGCGTGACATGGAACGGGCAAATTCGGCCTTATGCGCTCGAAGTGAC
TGAAACTATCCGTAGTAAAGATCCTGATAATCTGATTATCGTTGGCACGGGTACCTGGAGTCAGGATATT
CATGACGCGGCGGATAATCAGCTGCCCGATCCGAATACGCTGTACGCGCTGCATTTCTATGCGGGTACGC
ACGGGCAGTTCCTGCGCGATCGCATTGATTATGCACAAAGCCGCGGTGCCGCGATTTTTGTCAGCGAGTG
GGGCACAAGCGATGCGTCCGGCAATGGTGGACCGTTCCTGCCTGAATCGCAGACCTGGATCGATTTCCTG
AACAACCGTGGTGTGAGCTGGGTTAACTGGTCGCTTACCGATAAATCAGAGGCGTCTGCGGCGCTGGCAC
CGGGAGCGAGCAAATCTGGCGGTTGGACAGAACAGAATTTGTCGGCGTCAGGCAAATTTGTCAGAGCACA
GATTCGCGCGGCTGCGAATCTAAGCGGTGGCGATACGCCAACCACGCCAACGGAACCGACCAATCCAGGT
AGCGGAACCACGGGTGACATCGTACTGCAATATCGTAATGTGGATAACAATCCTTCCGATGATGCGATTC
GCATGGCCGTCAACATCAAAAATACTGGAAGTACGCCGATCAAACTTAGCGATCTGCAAGTGCGCTACTA
CTTCCATGATGATGGCAARACCGGGTGCGAACCTCTTTGTTGACTGGGCGAACGTCGGTCCTAACAACATT
GTGACCAGCACAGGTACGCCAGCCGCCAGTACCGATAAAGCCAATCGCTATGTTCTGGTGACGTGA

Figura 10. Secuencia de nucledtidos de una celulasa de Pectobacterium

carovorum PC1 proveniente del GenBank del NCBI.

a) Secuencia tomada como referencia para el disefio de los oligonucléotidos

Una vez disefiados los oligonucleétidos, se decidiéo amplificar la secuencia de
una posible celulasa de Pectobacterium carotovorum BF45, de
aproximadamente 50 kDa, segun reportes previos (Ryu, et al., 2011). Para este
propésito, se extrajo el DNA gendmico de la cepa BF45 y se realizd la
amplificacion del gen de la celulasa, mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa. Los oligos fueron especificamente disefiados para un gen de entre
45 y 50 kDa. La reaccion se llevo a cabo con un gradiente de temperatura de
annealing (55-65°C), obteniéndose un amplificado a 61°C, con un peso
molecular entre 1200 a 1500 pb cuando se lo comparé contra el marcador de
peso molecular de 10 kpb (Figura 11). La banda corresponde a un fragmento
esperado de 1267 pb, que coincide con los resultados de la celulasa de P.
carotovorum PC1l, tomada como referencia para el disefio de los
oligonucledtidos. De igual manera, el resultado coincide con los estudios de
una celulasa proveniente de B. subtilis, con peso molecular de 1300 pb
(Sashihara et al., 1984).
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% para verificar a una
celulasa de Pectobacterium carotovorum de la cepa BF45 por la reaccién en

cadena de la polimerasa.

a) Carril 1: Marcador de peso molecular de DNA. Carril 2: Temperatura de annealing de 55°C.
Carril 3: Temperatura de annealing de 57°C. Carril 4: Temperatura de annealing de 59°C. Carril
5: Temperatura de annealing de 61°C. Carril 6: Temperatura de annealing de 63°C. Carril 7:

Temperatura de annealing de 65°C

5.2 Clonacién de la secuencia de la celulasa obtenida por PCR en E. coli
DH5a.

El producto de la PCR resultante se clon6 en el vector pET-22bPcExI1, que
cuenta con un péptido sefial de exportacion al periplasma, evitando que la
proteina permanezca en forma de cuerpos de inclusion y facilitando el
rompimiento de la pared celular para la extraccion. Ademas, el pldsmido cuenta
con sitios de restriccion entre ellos Xho |y Sal I, enzimas que fueron utilizadas
para la digestion del producto de la PCR y la preparacion del vector. El
plasmido pET-22bPcExI1, contenia el gen de la expansina por lo que este fue
extraido. En la Figura 12 se muestran los fragmentos usados para la ligacién: el

plasmido de 5425 pb y un fragmento de 700 pb que corresponde a la
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expansina. El fragmento de 700 pb fue eliminado y se reemplazd por la
celulasa que se observa en el carril 2 de 1267 pb. Actualmente la sustitucion de
genes en los plasmidos mediante técnicas moleculares se encuentra
estandarizado, tal como el estudio de Kerff et al., 2008, en el que se realiz6 la
extraccion del gen de una xilanasa para reemplazar por el gen de la expansina,
la cual poseia un peso molecular de 780 pb. Esta es una técnica eficaz y que

permite el reciclaje de plasmidos de gran coste econémico.

Figura 12. Amplificacion del plasmido pET-22bPcExI1, expansina y celulasa.
a) Carril M: marcador de peso molecular. Carril 1: plasmido pET-22bPcExI1 de 5425 pb y gen
de la expansina 700 pb. Carril 2: gen de la celulasa 1267 pb.

Una vez realizada la ligacién, se procedié a transformar las células E. coli
DH5a. con el plasmido pET22b-Cel. Las colonias crecieron en medio LB solido
con antibidtico. Las colonias de la 1 a la 6 que contenian el plasmido pET22b
fueron capaces de crecer en medio con ampicilina, puesto que el plasmido
posee el gen de la resistencia a dicho antibiotico, que codifica para la -

lactamasa, que inactiva la ampicilina (Lodish et al., 2000).
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Se realizdé una PCR de colonia para comprobar que el pldsmido fue insertado
de manera exitosa en las células de E. coli DH5a. Las clonas de la 2 a la 6
amplificaron el fragmento de entre 1200 a 1500 pb, a excepcion de la clona 1
que no amplificd ningan fragmento (Figura 13). Sashihara, et al., 1984, en su
estudio indica que debido a que la ampicilina no es un compuesto bactericida
sino bacteriostatico, las clonas positivas que degradan el antibiético pueden
permitir el crecimiento de células que no contienen plasmido dando lugar a

colonias satélites.

Figura 13. Figura de la PCR de colonia de las clonas 1 a la 6 transformadas de
E. coli DH5a.

a) Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: clona 1. Carril 3: clona 2. Carril 4: clona 3.

Carril 5: clona 4. Carril 6: clona 5. Carril 7: clona 6

Se extrajeron los plasmidos de cuatro clonas con el fin de conocer si la
secuencia se encontraba completa y si su marco de lectura se fusiond
correctamente con el marco de lectura del péptido sefial de exportacion al
periplasma codificado en el plasmido. Se cuantifico la concentracion de cada
plasmido obteniéndose los siguientes resultados: clona 2: 12ng/uL, clona 3: 32
ng/uL, clona 4: 26ng/uL, clona 5: 28 ng/uL. La concentracion del plasmido de
cada una de las clonas se encontraba dentro del valor requerido para la

transformacion, ya que como lo relatan Smalla et al., 2015, una concentracion
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adecuada de extraccion de plasmidos usando los juegos de reactivos es de
entre 10 ng/uL y 40 ng/uL, puesto que para la transformacion a células de
expresion E. coli BL21 se requiere de 1 ng/ulL, requiriéendose de una pequefa
cantidad de pladsmido. Para la secuenciacion y posterior transformacion a las

células de expresion E. coli BL21, se tom¢ aleatoriamente a la clona 3.

Se realiz6 por medio de oligonucleétidos universales la secuenciacion del gen
de la celulasa para confirmar su autenticidad, lo cual determindé que el
fragmento clonado se fusioné en el marco correcto de lectura con el péptido
sefal PelB, que poseia un codon de inicio ATG y un codén de paro TGA. El
gen de esta celulasa, consiste de 1296 nucleétidos que codifican para una

proteina de 441 aminoacidos con un peso molecular de 44 kDa (Figura 14).

ATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCGGCCCAGCCGGCCATGGCT
ACACCGGTGGAAACGCATGGTCAGCTGTCCATCGAAAACGGGCGACTGGTGGATGAACAGGGGAAA
AGGGTACAGCTGAGAGGGATCAGTTCTCACGGTTTGCAGTGGTTTGGCGACTATGTCAACAAAGATT
CGATGAAGTGGCTGCGTGATGACTGGGGGATTAACGTATTCCGCGTCGCCATGTACACGGCGGCGG
ATGGTTATATTACTAATCCCTCTCTCGCCAATAAGGTAAAAGAGGCCGTTGCAGCGGCGCAAAGCCTC
GGCGTTTACATCATCATCGACTGGCATATCTTGTCGGATAACGATCCCAATATTTATAAAGCACAGGC
AAAAACCTTCTTTGCCGAAATGGCTGGGCTGTATGGCAGCTCGCCGAACGTGATTTATGAAATCGCCA
ATGAGCCAAACGGTGGCGTGACATGGAACGGTCAGATTCGGCCTTATGCGCTGGAAGTGACTGACA
CCATCCGTAGCAAAGATCCCGATAATCTGATTATCGTCGGTACGGGCACCTGGAGTCAGGATATCCA
CGACGCGGCGGATAATCAGCTGCCCGATCCGAATACGATGTACGCGCTGCATTTCTATGCCGGTACG
CACGGGCAGTTCCTGCGCGATCGCATTGACTATGCACAAAGCCGCGGTGCCGCGATTTTCGTCAGC
GAGTGGGGCACCAGCGATGCGTCCGGCAACGGCGGACCGTTCTTGCCAGAATCGCAAACCTGGATC
GATTTCCTGAATAACCGCGGCGTAAGCTGGGTGAACTGGTCGCTTACCGACAAAGCTGAGGCATCCG
CCGCGCTGGCACCGGGAGCGAGCAAATCAGGTGGTTGGACGGAGCAGAATCTGTCTACGTCAGGCA
AATTCGTCAGAGAGCAGATTCGCGCGGGTGCGGATCTGAGCAATGGCGATACGCCGACTCCGCCAA
CGGAACCGACCAACCCAGGTAACGGAACAACGGGTGACGTCGTACTGCAATATCGCAATGTGGATAA
CAACCCGTCCGATGATGCCATTCGTATGGCCGTCAACATCAAAAATACCGGAAGTACGCCGATCAAA
CTGAGCGATCTGCAAGTGCGTTACTACTTCCATGATGATGGCAAACCCGGCGCGAACCTCTTTGTTG
ACTGGGCGAACGTTGGCCCTCACAACATCGTGACCAGTACGGGGACACCAACCGCCAGCACCGACA
AAGCCAACCGCTATGTTCTGGTGACGTGA

>Celulasa traducida proveniente de la secuenciacion de nucleétidos

MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMATPVETHGQLSIENGRLVDEQGKRVQLRGISSHGLQWFGDYVNKDSMK
WLRDDWGINVFRVAMYTAADGYITNPSLANKVKEAVAAAQSLGVYIIIDWHILSDNDPNIYKAQAKTFFAEM
AGLYGSSPNVIYEIANEPNGGVTWNGQIRPYALEVTDTIRSKDPDNLIVGTGTWSQDIHDAADNQLPDPNT
MYALHFYAGTHGQFLRDRIDYAQSRGAAIFVSEWGTSDASGNGGPFLPESQTWIDFLNNRGVSWVNWSL
TDKAEASAALAPGASKSGGWTEQNLSTSGKFVREQIRAGADLSNGDTPTPPTEPTNPGNGTTGDVVLQY
RNVDNNPSDDAIRMAVNIKNTGSTPIKLSDLQVRYYFHDDGKPGANLFVDWANVGPHNIVTSTGTPTAST
DKANRYVLVT

Figura 14. Secuencia de nucleédtidos realizada a la celulasa clonada de P.
carotovorum BF45 y traducida a aminoacidos.

a) Se indican los codones de inicio y paro de la transcripcion, y la secuencia del péptido sefial
PelB.
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La Figura 15 muestra el alineamiento de las secuencias de nucleétidos de P.
carotovorum BF45, comparada con P. carotovorum PC1. La homologia entre
las dos secuencias es de 84,6%. P. carotovorum PC1 posee 30 nucleétidos
mas que P. carotovorum BF45. Hélias et al., 2011, realizaron el alineamiento
de Pectobacterium carotovorum PC1 y Bacillus subtilis, donde se verificd que
ambas bacterias colonizan tejidos vegetales y su mecanismo de accion se
encuentra mediado por el sistema de autoinduccion, donde existe la posibilidad
que las secuencias que codifican para celulasas que intervienen en la
colonizacion sean similares. Se encontré en dicho estudio que el gen que
codifica para las celulasas de estas dos bacterias corresponde a un peso

molecular de 1326 pb y 1300 pb, respectivamente con una homologia del 90%.

PC1 1 ATGTGGATGAGAAGGAATCAAATCGTCAGGAAAT-—TGACGTTAGG 44
BF45 1 ------------------|-.-|-|!|-|----A|'|r.|(|3AAATACCTGCTGCCG ----- 18

PC1 45 GGTGGTAACAACGGTGCTGGGGATGTCGCTCAGTTTTTCTGCATTATCC- 93
BF45 19 ML, cce H”clglem ------- CTGGTCTGCTGC—-TCCT 44

PC1 Y R GCCACACCGGTGGAAACGCATGGCCAACTGT 124

BF45 45 CaCat A 6 aCTACACCGOTGEAMCECATEETCAGETET 04
PC1 125 CCATTGAAAATGGGCGACTGGTGGACGAACAGGGGAAAAGGGTGCAACTG 174
BF45 TG OTCOATCAACAGGGGAMAGGGTACAGCTG 144
PC1 175 AGAGGGGTCAGTTCGCACGGTTTGCAGTGGTTTGGTGACTACGTCAACAA 224
BF45 ”1'11”5;ll/'A'l';'A'(!L!L!%QMMMJ:ACGGTTTGCAGTGGTTTGGCGACTATGTCAACAA 194
PC1 225 AGATTCGATGAAATGGCTGCGCGATGACTGGGGGATTAACGTATTCCGTG 274
BF45 160G TGATGACTEGGGGATTAACGTATTCCGCG 244
PC1 275 TTGCCATGTACACGGCAGCGGATGGCTATATTTCCAATCCTTCCCTTGCG 324
BF45 . 5 6 GATGTTATATTACTAATCCCTCTCTCGE 204
PC1 325 AATAAGGTCAAAGAAGCCGTTGCGGCGGCACAAAGCCTCGGCGTCTACAT 374
BF45 ”2'!9”5['A”MM%M”A'ME%@CCGTTGCAGCGGCGCAAAGCCTCGGCGTTTACAT 344
PC1 375 CATCATCGACTGGCACATTTTGTCGGATAACGATCCTAATATTTATAAAG 424
BF45 T TG TCOGATAACGATCCOAATATITATARAG 304
PC1 425 CACAGGCAAAAACCTTCTTTGCCGAAATGGCGGGGCTGTACGGTAATTCG 474
BF45 L TG CCOAATGOCTEGGCTGTATGGCAGCTCS 444
PC1 475 CCGAACGTGATTTATGAAATCGCCAATGAACCCAACGGCGGCGTGACATG 524
BF45 T AATCOCCAATGAGCCAAACGGTGGCETGACATG 434

PC1 525 GAACGGGCAAATTCGGCCTTATGCGCTCGAAGTGACTGAAACTATCCGTA 574
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Figura 15. Alineamiento de nucleétidos entre

PR AR
495 GAACGGTCAGATTCGGCCTTATGCGCTGGAAGTGACTGACACCATCCGTA 544

575 GTAAAGATCCTGATAATCTGATTATCGTTGGCACGGGTACCTGGAGTCAG 624

L P
545 GCAAAGATCCCGATAATCTGATTATCGTCGGTACGGGCACCTGGAGTCAG 594

625 GATATTCATGACGCGGCGGATAATCAGCTGCCCGATCCGAATACGCTGTA 674

-V RO
595 GATATCCACGACGCGGCGGATAATCAGCTGCCCGATCCGAATACGATGTA 644

675 CGCGCTGCATTTCTATGCGGGTACGCACGGGCAGTTCCTGCGCGATCGCA 724

AT T
645 CGCGCTGCATTTCTATGCCGGTACGCACGGGCAGTTCCTGCGCGATCGCA 694

725 TTGATTATGCACAAAGCCGCGGTGCCGCGATTTTTGTCAGCGAGTGGGGC 774

|I|I I|I|II|II|II|II|II|I||I||I||I [
CACAAAGCCGCGGTGCCGCGATTTTCGTCAGCGAGTGGGGC 744

775 ACAAGCGATGCGTCCGGCAATGGTGGACCGTTCCTGCCTGAATCGCAGAC 824

|I I|I|I|II|II|II|II -
AGCGATGCGTCCGGCAACGGCGGACCGTTCTTGCCAGAATCGCAAAC 794

825 CTGGATCGATTTCCTGAACAACCGTGGTGTGAGCTGGGTTAACTGGTCGC 874

R PO
795 CTGGATCGATTTCCTGAATAACCGCGGCGTAAGCTGGGTGAACTGGTCGC 844

875 TTACCGATAAATCAGAGGCGTCTGCGGCGCTGGCACCGGGAGCGAGCAAA 924

111111 R TRTRTTT T
845 TTACCGACAAAGCTGAGGCATCCGCCGCGCTGGCACCGGGAGCGAGCAAA 894

925 TCTGGCGGTTGGACAGAACAGAATTTGTCGGCGTCAGGCAAATTTGTCAG 974

(NIRRT RI]
895 TCAGGTGGTTGGACGGAGCAGAATCTGTCTACGTCAGGCAAATTCGTCAG 944

975 AGCACAGATTCGCGCGGCTGCGAATCTAAGCGGTGGCGATACGCCAACCA 1024

-V OO0 -0
945 AGAGCAGATTCGCGCGGGTGCGGATCTGAGCAATGGCGATACGCCGACTC 994

1025 CGCCAACGGAACCGACCAATCCAGGTAGCGGAACCACGGGTGACATCGTA 1074

NN -
995 CGCCAACGGAACCGACCAACCCAGGTAACGGAACAACGGGTGACGTCGTA 1044

1075 CTGCAATATCGTAATGTGGATAACAATCCTTCCGATGATGCGATTCGCAT 1124

NN R OO -
1045 CTGCAATATCGCAATGTGGATAACAACCCGTCCGATGATGCCATTCGTAT 1094

1125 GGCCGTCAACATCAAAAATACTGGAAGTACGCCGATCAAACTTAGCGATC 1174

[T
1095 GGCCGTCAACATCAAAAATACCGGAAGTACGCCGATCAAACTGAGCGATC 1144

1175 TGCAAGTGCGCTACTACTTCCATGATGATGGCAAACCGGGTGCGAACCTC 1224

|I|I|I||I| |II|II|II|II|I||I||I||I||| IR
CAAGTGCGTTACTACTTCCATGATGATGGCAAACCCGGCGCGAACCTC 1194

1225 TTTGTTGACTGGGCGAACGTCGGTCCTAACAACATTGTGACCAGCACAGG 1274
”y”gl l'l'l'llull'l(l.“ll'l'l'll'l(!,ygl'll'lGl'(lEl-l(lBl'CllG!L\ACGTTGGCCCTCACAACATCGTGACCAGTACGGG 1244
1275 TACGCCAGCCGCCAGTACCGATAAAGCCAATCGCTATGTTCTGGTGACGT 1324
f%ﬂywcl,u\”c@/ﬂ%w I(gg”Alg-ll‘CACCGACAAAGCCAACCGCTATGTTCTGGTGACGT 1294
1325 GA 1326

I
1295 GA 1296

carotovorum PC1 y la experimental P. carotovorum BF45.

40

la secuencia tedrica P.
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Se indican los codones de inicio y paro de la transcripcion.

De acuerdo a la traduccion realizada de la secuencia de nucleotidos, la
celulasa clonada contiene en su extremo N-terminal a una glicosil hidrolasa de
la familia 1, unida por un linker al extremo C-terminal que contiene un médulo
de union a celulosa de la familia 3 (CBM3) (Figura 16). Este resultado coincide
con el de la celulasa de Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense, que
ademas de poseer un CBM de la familia 3, el extremo N-terminal esta
conformado por una glicosil hidrolasa de la familia 5 (Onkendi et al., 2013). La
clasificacion de las familias de las glicosil hidrolasas realizada por , se debe a
diferentes factores, como por ejemplo la familia 1, que incluye enzimas que
estan presentes en diferentes organismos vivos (bacterias, animales y plantas)
y tiene como caracteristica hidrolizar enlaces p-glucosidicos de disacaridos
como la lactosa y la celobiosa. Por otra parte, la familia 5 esta relacionada a la
funcién que incluyen enzimas involucradas en la digestion de la celulosa.
Aunque los dos organismos son Pectobacterium, existe una notoria diferencia
en la familia de las glicosil hidrolasas, esto se deberia a la transferencia de
genes de bacteria a bacteria.

Cellulase CBM_3

Figura 16. Esquema general de la celulasa obtenida de BF45.

5.3 Determinacién de la actividad enziméatica de la celulasa en E. coli BL21

en cajas Petri

Una vez que se realizd la secuenciacion y se verificd que el fragmento
corresponde a la celulasa clonada, se procedié a llevar a cabo su expresion
para obtener la proteina y realizar ensayos de actividad enziméatica. Lo primero
fue analizar la actividad de celulasa sobre CMC que es un sustrato sobre el
cual actuan las celulasas. De las 10 colonias sembradas de células E. coli

BL21(DE3) transformadas en medio de induccién con CMC, solamente las
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células 6 y 10 presentaron halos de degradacién de 2,5 cm y 3 cm de diametro,
respectivamente, los cuales fueron revelados por la falta de tincién con rojo

Congo (Figura 17a).

Estas clonas fueron aisladas y se repitio el experimento sobre el sustrato CMC
(Figura 17b). Se obtuvieron halos de degradacion de 5y 6 cm para las clonas 6
y 10 respectivamente. Zitomer y Eveleigh, 1987 destacan que la actividad de
las células E. coli BL21 en cajas de Petri con CMC, es un método directo para

conocer la presencia de la actividad de las celulasas.

+CMC

+CMC
ClonasE. colioy 10

Figura 17. Degradacion de la celulasa recombinante en células E. coli BL21 en
cajas de Petri de CMC.
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5.4 Expresion y extraccion de la celulasa en células de E. coli BL21 (DE3)

Para obtener la proteina se utilizé un shock osmético frio con sacarosa, que es
el método clasico para la extraccion de proteinas del periplasma de bacterias
Gram-negativas, gracias a que el gen de la celulasa se encuentra fusionado a
un péptido PelB de exportacion al periplasma. En la Figura 18, se observan dos
proteinas sobre expresadas en cada carril y que pertenecen a las dos
soluciones que se usan en la extraccion: MgSQ,, y SET. La ventaja de emplear
la solucién de ambos compuestos, es que son soluciones que rompen la pared
celular sin causar lesiones a las proteinas. Las bandas extraidas de las
soluciones MgSOQy, y SET utilizadas para la extraccion del periplasma tienen un
peso molecular de aproximadamente 39 kDa y 32 kDa. Las ventajas de
expresar proteinas en el periplasma son la produccién de proteinas activas,
baja contaminacion y purificacion simple con la preparacion de soluciones
econémicamente viables (Mergulho y Monteiro, 2007). La traduccion de la
secuencia de nucleotidos secuenciada corresponde a una proteina de 44 kDa,
misma que no se observo en el gel, por lo que se desconoce si las bandas
recuperadas de la extraccion del periplasma corresponde a la celulasa de

interés.

MgSO,  SET

M
R
R —— sk
S0 ——
gt

40

25

15

| I

Figura 18. Electroforesis en SDS-PAGE al 12% de la extraccion de las

proteinas del periplasma de E. coli BL21.
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El analisis de la homologia con Pectobacterium carotovorum PC1l de esta
celulasa indica que posee un surco profundo que cuenta con un ion calcio. El
mismo es altamente concentrado y se encuentra en el lado opuesto a la
molécula en todas las subfamilias CBM3, independiente de la pérdida o
modificacion de la funcion de unién a la celulosa. La funcion exacta de este

surco se desconoce (Yaniv, et al., 2012)

Considerando que el CBM de la celulasa recombinante de P. carotovorum
BF45 pudiera requerir de Ca*?, se incorporé CaCl, 20 mmol/L siguiendo el
protocolo de Franco-Cirigliano, et al., 2013, en el medio de cultivo de las
células E. coli BL21 para que se pudiera acoplar a la proteina al momento de
su sintesis, y verificar si este le conferia cierta estabilidad. En la Figura 19, se
muestra a la celulasa obtenida después de su expresién en presencia de calcio
en las soluciones SET y MgSOQOy, observando las mismas dos bandas de 39 y
32 kDa, lo que indica que la adicibn de calcio al medio no ayudé a la
recuperacion de la proteina del tamafio esperado. De acuerdo a Bose et al.,
2012, el afadir calcio al medio, permite la estabilidad de la proteina en la

exportacién celular.

kDa M 1 2
—
50 ‘é
———
40
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Figura 19. Electroforesis de las proteinas extraidas del periplasma de E. coli

BL21 cuando se afadié al medio calcio.
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Carril M: marcador de peso molecular. Carril 1: células sin adicién de calcio. Carril 2: células
con adicién de calcio.

5.5 Determinacion de la liberacién de azucares reductores por accion de

la celulasa en células E. coli BL21 (DE3)

Las bandas observadas en el gel de SDS-PAGE al 12% no permiten identificar
si se trata de la celulasa clonada de Pectobacterium carotovorum BF45.
Existen diversos factores que podrian alterar la corrida de un gel de
poliacrilamida como la estabilidad del gel o el voltaje aplicado (Nowakowski et
al., 2014).

Para confirmar si las proteinas extraidas presentan actividad de celulasa, se
llevo a cabo un ensayo de actividad enzimatica de las bandas observadas para
lo cual se realiz6 un experimento de liberacion de azucares reductores con dos
sustratos de celulosa: Avicel y CMC. Las celulasas cortan las cadenas de
celulosa provocando la acumulacion de azlcares reductores en el medio de
reaccion; estos azucares pueden cuantificarse con el reactivo DNS, de color
amarillo que se reduce por la glucosa u otro azucar reductor al &cido 3-amino-

5-nitrosalicilico de color ladrillo (Miller, 1959).

Los ensayos llevados a cabo muestran que no hubo sefial de degradacién con
Avicel, mientras que con CMC, se obtuvo una cantidad de azucares 1,42
mmol/L a los 80 y 130 min de reaccién (Figura 20). En el estudio de Gaur y
Tiwari, 2015, se realizaron los mismos ensayos de actividad enzimatica a una
celulasa de B. subtillis, y obtuvieron una cantidad de 8mmol/L a los 80 min y a
los 130 min de 15 mmol/L. Por lo tanto, los resultados son 6 veces menor en el

primer tiempo y 10 veces menor con respecto al segundo.

Ademas del peso molecular de las bandas obtenidas del periplasma que no
concuerdan con el esperado de 44 kDa y los ensayos de actividad en los
cuales el valor mas alto obtenido en la liberacion de azucares para CMC es de

1,42 mmol/L, se infiere que la proteina aun cuando se expresa, pareceria no
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ser estable y por tal razén pierde parte de su estructura desencadenando una
baja actividad sobre los sustratos.

Ensayos realizados por Kim et al., 2016, de expresion heterdloga de una
celulasa, en los que en primera instancia obtuvieron resultados no favorables
de actividad enzimatica, pero que lograron superar al determinar el pH y

temperatura 6ptimos de actividad obteniendo asi 143 U/mg.

El ensayo de actividad enziméatica fue ejecutado a una temperatura de 30° C ya
que es la temperatura a la que se activa el sistema de autoinduccion, y la
accion de enzimas como la celulasa en especies Pectobacterium. En el
experimento llevado a cabo con la celulasa de P. carotovorum, la actividad
enzimatica obtenida se deberia a una posible inestabilidad, ya que las
celulasas de hongos y bacterias, en especies bacterianas diferentes a
Pectobacterium, son estables a temperaturas entre 55 y 37° C (Pandey, et al.,
2014),.



47

Actividad enzimética con CMC

20 40 60 80 100

Tiempo (min)

Actividad enzimatica con Avicel

[(mmol/L)

20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (min)

Figura 20. Ensayo de azucares reductores de la celulasa de P. carotovrum
BF45 en sustratos de CMC y Avicel.

a) Ensayo colorimétrico con CMC expresado en concentracion.
b) Ensayo colorimétrico con Avicel expresado en concentracion.

¢) Ambos ensayos fueron medidos a una densidad 6ptica de 450 nm.

Debido a la posibilidad de que la enzima sea inestable y esté sufriendo
degradacion, se establecié aumentar la cantidad de proteina con la intenciéon
de tener mas moléculas activas, por lo que se realizé nuevamente un ensayo
de azUcares reductores con diferentes concentraciones de proteina 25 pg/uL,
50 pg/puL y 100 pg/uL, tal como lo reporté Adlakha, et al., 2012. EIl mayor
resultado a 25 pg/uL fue de 11 mmol/L a los 110 min, para 50 pg/uL fue de 8
mmol/L a los 10 min y finalmente para 100 pug/pL fue de 5,5 mmol/L a los 10
min (Figura 21). Los resultados comparados con los de Adlakha, et al., 2012,
no son favorables, ya que al aumentar las moléculas activas de la proteina, los
valores de concentracion incrementan, en el caso para %, Y2 y 1 de moléculas

activas el crecimiento se ve reflejado con el aumento del doble.
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En los resultados de la actividad enzimatica los valores no varian, ya que el
valor mas alto obtenido es de 11 mmol/L a una concentracion de 25 ug/uL. A
su vez al aumentar las moléculas activas, se pensaria en la posibilidad de una
acumulacion del sustrato debido a su alto valor de 0,05 g de CMC. Estos
resultados indican que a pesar de aumentar la concentracion de la celulasa no
se logra tener suficientes moléculas activas, por lo que se infiere que la
proteina no se encuentra estable estructuralmente por factores de plegamiento
o de estabilidad (Figura 21).
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Figura 21. Ensayo de azUcares reductores de la celulasa a diferentes

concentraciones.
a) 25 ug.

b) 50 pg.
c) 100 pg.

d) Se realizaron dos réplicas mostradas en color naranja y azul.

5.6 Extraccion de las proteinas intracelulares de las células E. coli BL21

(DE3)
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Para conocer si la exportacién de la celulasa al periplasma pudiera causar la
inestabilidad o provocar protedlisis a la proteina, se prosiguié a obtener la
proteina del citoplasma. Ademas, también se infirié en la posibilidad de que la
concentracion del inductor fuera muy alta (se usé 1 mmol/L en los
experimentos anteriores) lo que pudiera provocar una sintesis demasiado
rapida que no permitiera el correcto plegamiento de la enzima en el momento
de su sintesis, por lo que se incluyé un experimento en el que las células
fueron inducidas con 10 umol/L de IPTG. Para obtener las proteinas totales se
utilizé el reactivo BugBuster que permite la lisis celular y la obtencion de las
proteinas solubles totales. Debido a la cantidad de proteinas existentes en el
citoplasma se observé un gran niumero de bandas en un gel de poliacrilamida.
El resultado de los carriles 4 y 5 se presentan en la Figura 22. La extraccion de
proteinas del citoplasma, confiere mayor incremento en la produccion de

proteinas (Martinez-Gomariz et al., 2009).

En los carriles 4 y 5 existe una sobreexpresion de dos proteinas, una con un
peso molecular mayor a 50 kDa, que podria deberse a la sobreexpresion de la
celulasa clonada, mientas que se observé otra proteina de 39 kDa, en las
extracciones periplasmaticas. Los resultados indican que la proteina de 39 kDa
también se encuentra presente en la extraccion realizada en el citoplasma. Sin
embargo, también se muestra una banda de 51 kDa aproximadamente que
esta presente en alta cantidad, que podria deberse a que esta proteina no ha
sido exportada al periplasma, y que aun presenta integro el péptido sefial,
motivo por el cual esta banda es mayor a 50 kDa. Pandey et al., 2014, indican
que al realizar extracciones citoplasméaticas de E. coli BL21 existen proteinas
que no se solubilizan y que ademas habitan proteinas del organismo, que no

logran ser exportadas al periplasma.

La concentracion del inductor, que se vari6 en este estudio no afecta a la
extraccion de proteinas del periplasma o del citoplasma, ya que la intensidad
de banda es la misma que en experimentos con 1mmol/L. Estudios realizados

por Zhang et al., 2015, indican que en ausencia del inductor, IPTG, en células
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E. coli BL21 las proteinas de membrana se producen a una velocidad menor
gue en presencia de IPTG. Por otra parte, el aumento o deceso del IPTG, no

provoca que las proteinas recombinantes posean una sintesis mas rapida.

kba M 1 2 3 4 5
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40
30

25
20 A=

’

Figura 22. Electroforesis en SDS-PAGE de la extraccidon de proteinas del

periplasma y citoplasma de E. coli BL21.

a)M: marcador de peso molecular. 1.Celulasa control de 44 kDa 2. Proteina proveniente del
periplasma con concentracion de IPTG 1mmol/L. 3. Proteina proveniente del periplasma con
concentracién de IPTG 10 umol/L. 3. Extraccién de proteinas solubles del citoplasma con IPTG
1mmol/L. 4. Extraccion de proteinas solubles del citoplasma con IPTG 10umol/L. 5. Extraccion

de proteinas solubles del citoplasma con IPGT 1mmol/L

A partir de las preparaciones citoplasméticas se determiné si alguna de las dos
bandas sobreexpresadas tenia la capacidad de unirse al Avicel y/o si
presentaba actividad de celulasa, para lo cual se realizé6 un experimento tipo
pull-down. En la Figura 23, las proteinas unidas a Avicel y las del sobrenadante
se corrieron en un gel SDS-PAGE al 12%, en donde se observa que a pesar de
que existen diferentes bandas ninguna corresponde a la celulasa esperada de
44 kDa, y que la proteina de 39 kDa podria tener poca capacidad de unién al

Avicel.
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Figura 23. Electroforesis en SDS-PAGE de las proteinas solubles extraidas del

citoplasma de E. coli BL21.

a) Las proteinas fueron incubadas con 0,05 g de Avicel y lavadas con buffer fosfatos 20

mmol/L. M: marcador. 1. Proteinas del sobrenadante. 2. Proteinas del pellet.

5.7 Comparacion de la actividad enzimética de las proteinas intracelulares

de dos cepas de expresion: E. coli BL21 y E. coli ER2566

Las proteinas que se expresan heterélogamente no siempre adquieren su
estructura correctamente plegada y se convierten en el blanco facil de
proteasas. Por esta razon se decidio utilizar la cepa E. coli ER2566 que es
mutante para dos proteasas: lon y OmpT, lo que aumenta las posibilidades de
reducir la degradacion de la proteina. El resultado de la actividad enzimética
para la cepa E. coli ER2566 es menor al realizado con la cepa E. coli BL21,
obteniendo que con la cepa de expresion ER2566 la mayor concentracion fue
de 6 mmol/L a los 60 min con una concentracién de la celulasa de 40 ug/uL
(Figura 24b). En la Figura 24a, la cepa E. coli BL21 mostré concentraciones de
entre 6,5 mmol/L y 8 mmol/L a los 60 min con una concentracion de celulasa de

entre 1 a 40 pg/uL.



53

Las proteinas provenientes de la cepa ER2566 no afectaron positivamente a la
induccion de la proteina con el promotor T7, como sucede con el ensayo
realizado por Siurkus y Neubauer, 2011, donde al aumentar inductores al
medio para garantizar una mejor produccion de proteina, observaron que ni los
cuerpos de inclusion aumentaron con esta cepa de E. coli ER2566 para la
expresion del vector, concluyendo que esta cepa no es una buena productora
de celulasa. Por otra parte, estudios realizados por Hall, et al., 1995 indican
que cuando se elimina el CBM, no se afecta la actividad enzimatica de la
celulasa con el Avicel, pero si hay reduccion en la actividad, lo que explicaria
que cuando se agregan las proteinas solubles de la lisis celular, usando el
reactivo BugBuster, si se obtiene poca degradacion de azucares reductores ya
qgue la celulasa es la que se encontraria actuando y por eso la obtencion de

valores entre 6 y 8 mmol/L de degradacion.

E. coli BL21
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nowmw

o e oW
|

Tiempo (min)

-y 1048 20 g 40 ug

E. coli ER2566
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Figura 24. Comparacion de la actividad enzimatica de la celulasa en dos cepas

de expresion.
a) E. coli ER2566.
b) E. coli BL21.



54

5. 8 Interacciéon de la celulasa recombinante con PcExl1

Nikolaidis et al., 2014, detallan que la expansina podria tener cierta interaccion
con la expansina ya que en la naturaleza existen organismos gue poseen
expansinas acopladas a celulasas. Motivo por el cual, el experimento se llevo a
cabo existiendo la posibilidad de que la expansina de alguna manera ayude a
la celulasa a unirse a la celulosa, tanto en CMC como a Avicel.

La principal hipotesis de este trabajo es que la expansina PcExI1 interactia con
otras proteinas de union a celulosa, en este caso una celulasa que ha sido
expresada heterélogamente. Por esta razén se realizaron ensayos de union
entre estas dos proteinas, para lo cual se usaron tanto proteinas totales como
proteinas del periplasma, y se hicieron experimentos de pull-down con Avicel,
en presencia como en ausencia de la expansina. Se analiz6 el patrén de
proteinas que no se unen al Avicel y quedan en el sobrenadante, y las que se
unen al Avicel después del tiempo de incubacion. Se observé que las proteinas
de 39 kDa y la de mayor a 50 kDa, no tienen la capacidad de unirse al Avicel
ya que las bandas que si se unieron no corresponden a estos tamafos, y la
presencia de la expansina PcExI1 no provoca ninguna diferencia a pesar de
gue esta si se encontraba entre las que si se unen a la celulosa, como se ha
reportado previamente (Olarte-Lozano et al., 2014). Las reacciones con las
proteinas del periplasma, solamente muestran a la banda de 39 kDa y a la
expansina PcExI1 de 25 kDa que se unio a la celulosa (Figura 25, carril 8). Los

resultados indican que la celulasa no parece interaccionar con la expansina
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Figura 25. Electroforesis de SDS-PAGE de la interaccion de la celulasa con la

expansina PcEXxI1.

a) M: marcador de peso molecular. Carriles 1 a 4, experimento con proteinas totales: 1.
Sobrenadante después de la incubacién con Avicel (correspondiente a proteinas no unidas). 2.
Pellet después de la incubacién con Avicel (correspondiente a las proteinas unidas). 3.
Sobrenadante después de la incubacién con Avicel con expansina afiadida. 4. Pellet después
de la incubacién con Avicel con expansina afiadida. Carriles 5 a 8, experimento con proteinas
del periplasma: 5. Sobrenadante después de la incubacion con Avicel. 6. Pellet después de la
incubacion con Avicel. 7. Sobrenadante después de la incubacién con Avicel y expansina
afiadida. 8. Pellet después de la incubacién con Avicel y expansina afiadida. 9. Expansina

purificada.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

La celulasa recombinante obtenida en este estudio posee todo el marco de
lectura corroborado en la secuenciacion de nucleétidos y se expreso en altas

concentraciones en las células E. coli BL21

La celulasa recombinante obtenida en este trabajo no se une a la celulosa, ni
parece interaccionar con la expansina posiblemente por una inestabilidad de la

celulasa clonada.

6.2 Recomendaciones

Realizar la secuenciacion del genoma de Pectobacterium carotovorum BF45
para conocer si la secuencia obtenida del gen de la celulasa se encuentra

completo.

Disefar oligonucledtidos especificos para la celulasa de 51 kDa, reportada en
Pectobacterium carotovorum PC1, una vez que se disponga de la secuencia
del genoma de Pectobacterium carotovorum BF45, ya que parece ser que la

zona 3’ es diferente a las reportadas en el NCBI.

Realizar una espectrometria de masas de la celulasa clonada para conocer si

la proteina se encuentra completa o tiene alguna seccion trunca.
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