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Introduccion

1. INTRODUCCION

La busqueda de nuevos compuestos con propiedades farmacoldgicas ha puesto de
manifiesto la importancia de los océanos, estos son una inmensa e inexplorada fuente de
muchas sustancias bioactivas. Estas sustancias son producidas por un amplio rango de
microorganismos entre los que estan las bacterias, hongos, fitoplancton... (Leon et al.,

2010).

La mayor parte de las bacterias marinas productoras de sustancias bioactivas son
especies de los géneros Vibrio, Pseudomonas, Flavobacterium, Bacillus, Micrococcus,
(Leon et al., 2010) y también Pseudoalteromonas (Holmstrom et al., 2002).

1.1 La quitina.

La quitina es un polimero lineal y complejo con enlaces covalentes B-1,4
glucosidicos de N-acetilglucosamina (Figura 1) y es el mas abundante en la Naturaleza por
detras de la celulosa y del almidon (Sastoque, 2005; Hamid et al., 2013).
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Figura 1: Estructura de la quitina (Martinez et al., 2014).

Cada afio se producen mas de mil millones de toneladas de quitina en la biosfera,
principalmente gracias a insectos, crustaceos, hongos y otros organismos marinos (Vaaje-
Kolstad et al., 2005).

Aunque se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza es méas abundante en
el medio marino, donde se encuentra de forma ubicua. No obstante, no se observa
acumulacién de quitina en los sedimentos marinos debido al eficiente proceso de
bioconversion llevado a cabo por microorganismos quitinoliticos (Dahiya et al., 2006).

La mayor parte de la quitina se encuentra con funcion estructural en conchas de

crustaceos, exoesqueletos de insectos y nematodos y en las paredes celulares de muchos
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hongos, en los que aparece unida a glucanos (Adrangi y Faramarzi, 2013; Yang et al.,
2013; Chen et al., 2015).

Estructuralmente podemos distinguir dos tipos de quitina, o y B. La a-quitina,
formada por cadenas antiparalelas, es la forma mas abundante de quitina (Manjeet et al.,
2013). Es la mas rigida y tiene funciones esqueléticas. Por su parte, la B-quitina esta
formada por cadenas paralelas y desarrolla propiedades mecénicas similares a las del
cartilago (Sastoque, 2005; Dahiya et al., 2006).

1.2 Las quitinasas.

Las quitinasas (EC 3.2.1.14) son enzimas glicosil hidrolasas que son capaces de
hidrolizar los enlaces glucosidicos B-1,4 del polisacarido quitina, dando lugar a oligdbmeros
y/o mondmeros estructurales, los cuales pueden tener aplicaciones para la industria, la
agricultura, etc. (Hamid et al., 2013). De acuerdo con la base de datos CAZy (Cantarel et
al., 2009), las quitinasas se incluyen en las familias 18 y 19 de las glicosil hidrolasas,
dependiendo de la secuencia de aminoacidos de su modulo catalitico (Vaaje-Kolstad et al.,
2005; Ubhayasekera et al., 2011). Estas enzimas se pueden clasificar en funcién del lugar
en el que ejercen su actividad dentro de la quitina. De esta manera, se distinguen por un
lado las endoquitinasas, que rompen la quitina al azar en sitios internos generando
multimeros de GIcNAc solubles y de bajo peso molecular y por el otro las exoquitinasas,
que pueden romper la quitina en el extremo reductor o en el no reductor (Dahiya et al.,
2006; Songsiriritthigul et al., 2010).

El tamafio de las quitinasas puede oscilar dependiendo del organismo en el que se
produzcan, pero estdn comprendidas entre 20-90 kDa (Bhattacharya et al., 2007). Estas
enzimas se producen en un amplio rango de organismos (Dahiya et al., 2006). En general
las quitinasas de la familia 18 se encuentran en bacterias, hongos, virus, animales y en
plantas, mientras que las quitinasas de la familia 19 se encuentran mayoritariamente en
plantas y nematodos y s6lo raramente en bacterias (Watanabe et al., 1999; Garcia- Fraga et
al., 2015).

Las quitinasas microbianas son capaces de hidrolizar la quitina presente en la pared
celular de hongos superiores, insectos, nematodos... (Naosekpam et al., 2006). Ademas,
pueden actuar sinérgicamente con proteinas de unién a quitina (CBP), moléculas que

contienen un dominio de unidn a carbohidrato (Vaaje-Kolstad et al., 2013).
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En los Gltimos afios las quitinasas estan adquiriendo un gran interés desde el punto
de vista biotecnoldgico debido a sus multiples aplicaciones potenciales. Particularmente en
agricultura, las quitinasas juegan un papel importante en el control de plagas debido a su
actividad de lisar las paredes celulares de los hongos, compuestos mayoritariamente por
quitina (Bhattacharya et al., 2007; Swiontek et al., 2014).

Otras utilidades de las quitinasas son como nematicidas. En los Gltimos afios los
tratamientos anti-nematodos se han basado en compuestos quimicos que han ocasionado
contaminaciones ambientales, ademas de generar resistencia entre los nematodos a estos
agentes quimicos (Larsen, 2000). Por lo tanto, se han propuesto agentes biologicos para
atajar este problema, tales como los hongos nemato6fagos y bacterias (Yang et al., 2013).
Las quitinasas aisladas de estos hongos juegan un papel muy importante en la infeccion de
los nematodos, con lo que, bien aisladas de estos hongos o de otros microorganismos,

podrian tener un gran potencial como agentes de control (Yang et al., 2013).

1.3 Proteinas de union a quitina (CBP).

Son un grupo de moléculas que presentan afinidad por la quitina y fueron aisladas
de diferentes fuentes, entre ellas bacterias, aunque también se han encontrado en plantas,
donde se especula que tengan funciones de defensa, tanto contra hongos como contra
insectos (Raikhel et al., 1993; Selitrennikoff, 2001).

Los dominios de proteinas responsables de la unién a carbohidratos son clasificados
en dominios de union a carbohidrato o chitin binding modules (CBMs) diferentes segun la
similitud de su secuencia. Los CBMs, ademas de poder encontrarse formando parte de la
estructura de las quitinasas, sirviendo de ayuda en la unién a la quitina insoluble y
aumentando el acceso al sustrato, pueden tener autonomia propia formando por si mismos
proteinas de union a quitina individuales (Manjeet et al., 2013). Estas CBPs se encuentran
en las familias 14, 18 y AA10 (antiguamente CBM33) (Cantarel et al., 2009). Mientras que
las CBPs de las familias 14 y 18 se han encontrado principalmente en insectos, hongos y
levaduras, las de la familia AA10 se han encontrado mayoritariamente en bacterias y virus
(Manjeet et al., 2013).

Las CBPs bacterianas contienen CBMs de la familia AA10 y de la familia 5/12. Se

cree que los cambios estructurales que producen los CBMs, especialmente los de la familia
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AAL10, facilitan el acceso a las matrices de quitina cristalina gracias a la introduccién de
mellas en las cadenas de quitina (Frederiksen et al., 2013).

Las CBPs aisladas de diversas fuentes (bacterias, plantas, hongos, crustaceos, etc.)
han demostrado, ademas, tener efectos antifingicos frente a hongos patégenos (Mehmood
et al., 2011; Batista et al., 2014). Los hongos son organismos eucariotas, la mayoria de los
cuales presenta quitina en su pared celular. Las paredes celulares de los hongos contienen
entre un 80-90% de polisacaridos, el resto de componentes consisten mayoritariamente en
proteinas y lipidos. EI mecanismo de esta actividad antifungica no se conoce aunque se
cree que las CBPs se unen a la B-quitina presente en la pared celular de los hongos y puede
dificultar la biosintesis de quitina durante la division celular (Mehmood et al., 2011). Por
lo tanto, entre las funciones de las CBPs destaca también su efecto fungicida.

Aungue inicialmente se creia que las CBPs no tenian actividad catalitica, estudios
recientes han mostrado que las CBPs de Serratia marcescens (Vaaje-Kolstad et al., 2010)
y de Enterococcus faecalis (Vaaje-Kolstad et al., 2012), que presentan dominios AA10,
pueden actuar como enzimas mediante la rotura oxidativa de la quitina (Frederiksen et al.,
2013).

Por otro lado, los dominios de unién a quitina de las familias CBM5/12 y CBM2 se
consideran modulos accesorios no cataliticos que pueden acompafiar al dominio catalitico
de las quitinasas o también al modulo AA10 de las CBPs. Ambos dominios resultaron
aumentar la afinidad por el sustrato y la eficiencia catalitica de las quitinasas (Frederiksen
etal., 2013).

Aunque su nomenclatura denota que tengan uno o varios dominios de union a
quitina es destacable que la afinidad de estas proteinas no se limita Unicamente a la quitina,
ya que puede presentar afinidad por estructuras que contengan N-acetilglucosamina o
acido N-acetil-D-neuraminico (Raikhel et al., 1993). Estudios recientes sugieren que
algunas quitinasas y CBPs sirven adicionalmente como factores de virulencia de patdgenos
bacterianos durante la infeccion, como en el caso de la CBP de Vibrio cholerae. En estos
casos la principal diana de las quitinasas y las CBPs son glicoproteinas y glicolipidos que

contienen N-acetilglucosamina (Kirn et al., 2005; Frederiksen et al., 2013).

Si bien dentro del mundo microbiano se han estudiado CBPs de las familias
CBM14, CBM18 y AA1O0, las cuales pueden ir acompariadas de modulos CBM5/12 o
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CBMZ2, hasta ahora no conocemos ningun estudio de CBPs que contengan Unicamente
dominios CBM5/12. En este trabajo se presenta el estudio preliminar de una CBP con
modulos CBM5/12 producida por la bacteria marina Pseudoalteromonas tunicata CCUG
44952T.

1.4 Pseudoalteromonas tunicata.

Las bacterias marinas del género Pseudoalteromonas forman biofilms, ya que
producen una gran cantidad de compuestos que les ayudan en la colonizacion de
superficies, ademas de producir sustancias inhibidoras para otros microorganismos, con lo
que se ha convertido en la especie modelo para el estudio de los procesos de colonizacion
(Holmstrom y Kjelleberg, 1999; Torsten et al., 2008). En la Figura 2 se muestran bacterias

del género Pseudoalteromonas.

Figura 2: Bacterias del género Pseudoalteromonas vistas con microscopia electrénica de
barrido (Carpenter, 2002).

El genoma de distintas cepas de Pseudoalteromonas ya ha sido total o parcialmente
secuenciado (Holmstrom y Kjelleberg, 1999). Concretamente, la cepa D2 de P. tunicata
estd secuenciada y, debido a las razones expuestas, su exploracion puede ser de gran
interés para identificar nuevos compuestos bioactivos, entre ellos nuevas quitinasas o
CBPs.

Pseudoalteromonas tunicata debe su nombre a que se aislo del tunicado marino
Ciona intestinalis. Es un microorganismo gram negativo, movil, que crece a 30 °C y
aerobio. Puede crecer sobre agar marino o agar sangre (Holmstrém et al., 1998).
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2. OBJETIVOS

Tal como se ha expuesto en la introduccion, las CBPs son proteinas de interés ya
que se ha demostrado que pueden favorecer la actividad y eficiencia de las enzimas
quitinoliticas y, ademas, funcionar como antifingicos. A pesar de ello, son proteinas
todavia, relativamente poco estudiadas. El trabajo que se presenta en esta memoria se
encuadra en un estudio mas amplio encaminado a buscar nuevas CBPs cuyo estudio pueda
tener interés desde el punto de vista de la acumulaciéon de conocimiento basico vy, si es
posible, aplicado. De acuerdo con ello, el objetivo general de este trabajo, que se presenta
para la obtencion del Titulo de Master en Biotecnologia Avanzada, es la caracterizacion de
una CBP de la bacteria quitinolitica Pseudoalteromonas tunicata. De forma particular, los

objetivos concretos que se proponen para el presente estudio son:

1.  Laidentificacion, clonacion, secuenciacion y estudio de un gen de la bacteria
haléfila moderada Pseudoalteromonas tunicata, cepa CCUG 44952T, que

codifique una nueva proteina de unién a quitina (CBP).

2. Laexpresion heteréloga del nuevo gen en Escherichia coli.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Microorganismos y plasmido empleados.

Los microorganismos utilizados en este estudio fueron:

Pseudoalteromonas tunicata 44952T perteneciente a la Coleccion de Cultivos de la
Universidad de Goteborg (CCUG).

Escherichia coli HI-Control™ 10G Chemically Competent Cells de Lucigen®
Corporation.  Genotipo: mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC) endAl recAl
080dlacZAM15 AlacX74 araD139 A(ara,leu)7697 galU galK rpsL nupG A" tonA
IMini-F lacl™ (Gent®).

E.coli HI-Control™ BL21 (DE3) de Lucigen® Corporation. Genotipo: F— omp T
hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)/Mini-F lacl® (Gent®).

El plasmido utilizado para la clonacion y expresién de los genes aislados fue:

pETite C-His, de Lucigen® Corporation (ver Figura 3).

T7 Terminator

pETite C-His
2.2 kb

~Terminator

Figura 3: Plasmido pETite C-His, donde se muestra, en verde, el gen de resistencia a

kanamicina.
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3.2 Cultivo y mantenimiento de cepas.
Para el cultivo de la cepa de P. tunicata se han empleado los medios Caldo Marino
y Agar Marino, de Panreac. Su incubacién se realiz6 a 30 °C y agitacion a 180 rpm cuando

fue preciso.

Para el cultivo de E. coli se utiliz6 el medio LB (Luria-Bertani) (triptona al 1%;
extracto de levadura al 0,5%; NaCl al 1%). Para preparar el medio sélido se afiadio,
ademas, agar bacterioldgico de Panreac al 1,5%. Cuando fue necesario, el medio LB se
suplementd con kanamicina a una concentracion final de 30 pg/mL. La kanamicina se
esterilizo por filtracion a través de una membrana de 0,22 um previamente a su adicion al
medio LB ya esterilizado, cuando no estuviera demasiado caliente para evitar la
inactivacion por calor del antibidtico. Su temperatura de incubacion fue de 37 °C y, cuando

fue necesario, con agitacion elevada, situdndose entre 160 y 300 rpm.

En las transformaciones se us6 Medio de Recuperacién (Lucigen), suministrado por
la casa comercial sin detallar la composicion, pero asegurando que posee una eficiencia 10
veces superior a la del SOC (20 g/L triptona; 5 g/L extracto de levadura; 4,8 g/L MgSOy;
3,603 g/L dextrosa; 0,5g/L NaCl; 0,186 g/L KCI).

Todos los medios excepto el Medio de Recuperacion, porque ya venia preparado

para su uso, se esterilizaron en autoclave a 121 °C y 1,1 atm de presién durante 15 min.

Para la conservacion de las cepas microbioldgicas se mezclaron 500 uL del cultivo
celular de interés con 500 pL de glicerol previamente esterilizado en autoclave en las
mismas condiciones que el resto de los medios. La muestras se mantuvieron a -20 °C hasta

Su uso.

3.3 Obtencidén de acidos nucleicos.

3.3.1 Extraccion y purificacion de DNA cromosomico.

La extraccion del DNA cromosomico de P. tunicata CCUG 44952T, se realiz
siguiendo el protocolo para bacterias gram negativas del kit DNA Purification Wizard®
Genomic de Promega. Para ello se dejo crecer toda la noche un cultivo de P. tunicata en
medio Caldo Marino, se centrifugd 1 mL de dicho cultivo a 18000 rpm durante 5 min y se
descartd el sobrenadante. A continuacién, se adicionaron 600 pL de Solucién de Lisis, se

pipeted para una optima mezcla de las células con la solucion y se incubaron a 80 °C



Material y métodos

durante 5 min para la lisis celular. Posteriormente, la mezcla se enfrié a temperatura
ambiente y se afiadieron 3 pL de Solucién de RNasa (4 mg/mL) y se agit6é con el vortex.
Se incubd a 37 °C durante 30 min vy, al igual que en la incubacion anterior, la mezcla se
enfrio a temperatura ambiente. Para el paso siguiente, se afiadieron 200 pL de Solucién de
Precipitacion de Proteinas, se agité vigorosamente con la ayuda de un vértex durante 20 s y
se incubd en hielo durante 5 min. La mezcla se centrifugé a 18000 rpm durante 5 min y el
sobrenadante se transfirié a un tubo de 1,5 mL con 600 pL de isopropanol, para precipitar
el DNA, vy se agito con el vortex. Se centrifugd de nuevo a 18000 rpm durante 5 min. El
sobrenadante se descartd, se afiadieron 600 pL de etanol al 70% para lavar el sedimento
donde se encontraba el precipitado DNA vy se agito en el vortex. Se centrifugd a 18000 rpm
durante 5 min, se descartd todo el sobrenadante y el precipitado se dejé secar con el vial
abierto a temperatura ambiente. Por ultimo se afiadieron 50 pL de agua milliQ esteéril para
resuspender el DNA y se guardé a -20 °C.

3.3.2 Extraccion y purificacion de DNA plasmidico a partir de E. coli.

La extraccion del DNA plasmidico a partir de células de E. coli HI-Control™ 10G
se realiz6 mediante el kit comercial de extraccion Hispeed Plasmid Midi Kit de Qiagen en
columnas Qiagen-tip100 y siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Este protocolo
esta disefiado para purificar méas de 100 pg de DNA plasmidico multicopia a partir de
cultivos de 25 mL de E. coli en LB suplementado con el antibidtico adecuado. Para
recuperarlas células se centrifugaron 25 mL de cultivo a 6000 xg durante 15 min a 4 °C.
Posteriormente, se adicionaron 4 mL de Buffer P1 (50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM
EDTA) con RNasaA (100 pg/ml) y se resuspendieron las células por agitacion y pipeteo. A
continuacion, se afiadieron 4 mL de Buffer P2 (200 mM NaOH; 1% SDS), se invirtio el
tubo 5 veces y se incubd a temperatura ambiente durante 5 min. Seguidamente, se
afiadieron 4 mL de Buffer P3 (3 M acetato potéasico, pH 5,5), se agitd invirtiendo el tubo 5
veces y se incubd 15 min en hielo. Posteriormente, se centrifugé a 20000 xg durante 15
min a 4 °C y se separd el sobrenadante del precipitado. La columna Qiagen-tip 100 se
equilibr6 con 4 mL del Buffer QBT (750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15%
isopropanol; 0,15% Triton® X-100) y se esperd a que pasase a través de la columna por
gravedad. El sobrenadante obtenido previamente se pasé por la columna Qiagen-tip 100 y
se espero a que pasase a través de la columna por gravedad. A continuacién, se hicieron 2
lavados con 10 mL de Buffer QC (1 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% isopropanol) y
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nuevamente se esperd a que pasase a través de la columna por gravedad. EI DNA
plasmidico se eluy6 con 5 mL del Buffer QF (1,25 M NaCl; 50 mM Tris-HCI, pH 8,5; 15%
isopropanol). Posteriormente, se precipitd el DNA con 3,5 mL de isopropanol a
temperatura ambiente, tras ello las muestras se centrifugaron a 15000 xg durante 30 min a
4 °C y se descart6 el sobrenadante. El precipitado se lavd con 2 mL de etanol al 70%, se
centrifugd a 15000 xg durante 10 min a 4 °C y se descartd el sobrenadante. Finalmente el
precipitado se dejo secar al aire hasta la evaporacion total del etanol y se redisolvié en 100
pL de agua milliQ. EI DNA se guard6 a -20 °C.

3.4 Electroforesis en geles de agarosa y cuantificacion de la concentracion de &cidos
nucleicos.

En todos los casos los acidos nucleicos se visualizaron mediante electroforesis en
geles de agarosa segun el procedimiento descrito por Sambrook et al. (1989). La calidad y
la especificidad de los productos de PCR se verifico en geles de agarosa al 1% preparados
usando el tampon TAE (0,04 M Tris-acetato y 0,002 M EDTA) y tefiidos con Simply
Safe™ de EUR,.

Las muestras se prepararon mezclando en una proporcion 1:5 (v/v) el tampon de
carga (10 mM Tris; 0,03% azul de bromofenol; 60% glicerol; 60 mM EDTA, pH 7,6) con
la muestra de DNA. Dependiendo del tamafio de los &cidos nucleicos a visualizar se
emplearon dos marcadores de peso molecular, que son patrones comerciales de tamafo
conocido: 1 kb DNA Ladder ready-to-use y 100 bp plus DNA Ladder ready-to-use, ambos

de Bioron.

Las electroforesis se llevaron a cabo en una cubeta horizontal Bio-Rad durante 60
min a 90 V. El DNA se visualiz6 utilizando el transiluminador Gel Doc™ EZ Imager y el
software ImagelLab, ambos de Bio-Rad, con la opcién de geles de agarosa para la

observacion y obtencion de la imagen.

La cuantificacion de la concentracion de DNA se realizd en geles de agarosa al 1%
comparando la intensidad del DNA de las muestras objeto de estudio con un patron de
DNA de concentracion conocida. Se utilizaron los marcadores 1 kb DNA Ladder ready-to-
use y 100 bp plus DNA Ladder ready-to-use, ambos de Bio-Rad con este proposito,
sabiendo que su concentracion es de 0,1 mg/mL. La cantidad de DNA presente en la
muestra se estimé utilizando el programa informético ImageLab™ Software de Bio-Rad.

10
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3.5 Digestion de acidos nucleicos con enzimas de restriccion.
La digestion de DNA plasmidico se realizd con la enzima de restriccion EcoRI de

TakaRa, siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante.

La mezcla de reaccion consistié en 1 pL (10 U) de la enzima EcoRI, 5 pL del DNA
(3,5 ng/uL para el gen completo y 4,4 ng/uL para la muestra sin péptido sefial), 2 pL del
Buffer H 10X de la enzima (500 mM Tris-HCI, pH 7,5; 100 mM MgCl,; 10 mM
Dithiothreitol; 1 M NaCl), y 12 uL de agua milliQ estéril para un volumen final de

reaccion de 20 pL. Tras afadir todos los componentes la reaccion se incubd 2 h a 37 °C.

3.6 Disefio de cebadores y amplificacion de DNA por PCR.

La amplificacion de la region de P. tunicata que podria codificar una CBP se
realiz6 mediante la técnica de PCR. Para ello se emple6 el DNA cromosoémico de P.
tunicata, como DNA molde, y dos combinaciones de oligonucleétidos sintéticos (Celta
Ingenieros S.L.), como cebadores, que en un caso deben permitir la amplificacion del gen

completo y, en el otro, la del gen sin su posible péptido sefial.

El cebador inverso empleado, el mismo en ambos casos, fue:

PtCBM-rev: 5-GTGATGGTGGTGATGATGTTTTATTGCCCCTTCTAATGC.
Los cebadores directos utilizados fueron:

PtCBM: 5 -GAAGGAGATATACATATGGAATTTGAAATGATCAAGCTC (para

amplificar la secuencia del gen de interés entera).

PtCBM-ps: 5-GAAGGAGATATACATATGGCAAACATCTTTCAACTTAGC (para

amplificar todo el gen con excepcion del péptido sefial).

Los cebadores que se han escogido son especificos para el vector pETite C-His, de
Lucigen® Corporation y del gen. Los cebadores llevan anexionadas las secuencias del
vector que flanquean el lugar de clonacion. Ademas, la parte del vector definida en el
cebador directo incluye el codon ATG para el inicio de la traduccién, por lo que la parte
especifica del gen de dicho cebador no deberia incluir este codén. En el caso del cebador
inverso, la parte definida del vector en él incluye 6 anticodones His. Ademas, como se
incluye un codon de terminacion tras la cola de 6 histidinas del vector no se deberia afadir

ese codon de terminacion en este cebador.

11
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Los oligonucle6tidos se resuspendieron en agua milliQ estéril a una concentracion

final de 0,1 pg/pL.

La mezcla de reaccién (50 pL) contenia: 3 L de DNA molde (25 ng/pL), 5 pL de
cada cebador (0,1 pg/pL), 4 pL de cada dNTP (2,5 mM), 10 pL de tampén iProof™ HF
5X de Bio-Rad, 1 puL de DNA polimerasa iProof™ High fidelity DNA polimerase (2
U/uL) de Bio-Rad. La PCR se llevd a cabo en un termociclador My Cycler™ Thermal
Cycler de Bio-Rad.

Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de 98 °C durante 1 min; 25 ciclos
de 98 °C durante 10 s, 55 °C durante 15 s, y 72 °C durante 30 s; 1 ciclo de 72 °C durante 10

min.

También se realizaron PCR para comprobar el éxito de la clonacion, donde la
principal diferencia fue que no se usé una polimerasa de alta fidelidad. La mezcla de
reaccion (50 pL) contenia: 5 uL de DNA plasmidico (3,5 ng/ pL para el gen completo y
4,4 ng/uL para la muestra sin péptido sefial), 1 uL de cada cebador (0,1 pg/uL), 2 pL de
cada dNTP (2,5 mM), 5 uL de KAPA Taq Buffer A 10X, (conteniendo 1,5 mM de MgCl,
a 1X), 0,5 uL de Kapa Taqg de Kapa Biosystems (5 U/uL).

Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de 94 °C durante 2 min; 25 ciclos
de 94 °C durante 15 s, 55 °C durante 15 s, y 72 °C durante 1 min; 1 ciclo de 72 °C durante

10 min.

3.7 Reacciones de clonacion/transformacion de Escherichia coli.

El sistema Expresso'™ T7 presenta una estrategia de clonacién sin tratamiento
enzimatico y sin necesidad de ligacion que le permite llevar a cabo una recombinacion
eficiente. Por esta razdn, los fragmentos de DNA de P. tunicata se mezclaron con el
plasmido pETite C-His de Lucigen, disefiado para la clonacion direccional de fragmentos
de DNA, y, al mismo tiempo, con las células competentes E. coli HI-Control™ 10G de

Lucigen.

La mezcla de reaccion consistié en un vial de células competentes E. coli HI-

Control™ 10G, tal y como indica el fabricante, 2 pL del vector pETite C-His de Lucigen
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(12,5 ng/pL) y 3 pL del DNA (12,58 ng/uL) para la muestra del gen completo y (17,32

ng/uL) para la muestra sin péptido sefial.

Para maximizar la eficiencia de la transformacion se usaron tubos de 10 mL
preenfriados en hielo, y ademas las células competentes y el vector fueron descongelados
en hielo. Tras la mezcla, el tubo se agitoé suavemente con el fin de no introducir burbujas ni
calentar las células. La mezcla se incub6 30 min en hielo y fue sometida a un shock
térmico a 42 °C durante 45 s. Inmediatamente después, el tubo se enfrié de nuevo en hielo
y, a continuacion, se afiadieron 960 uL de Medio de Recuperacién para las células y se

incubaron a 37 °C y 250 rpm durante 1 h.

Para la seleccion de las células que incorporaron el plasmido, o lo que es lo mismo,
de células transformadas de E. coli se utilizé el medio LB suplementado con el antibidtico
kanamicina en las condiciones descritas en el apartado 3.2 de material y métodos.

De las colonias crecidas en medio LB con kanamicina se seleccionaron cinco de
cada transformacion (con el gen completo y con el gen sin péptido sefial), las cuales se
cultivaron también en medio LB pero, en este caso, liquido y manteniendo la presion
selectiva. A partir de estos cultivos se realizd la extraccion de DNA plasmidico como se
indica en el apartado 3.3.2.

La transformacion de la cepa de expresién HI-Control™BL21 (DE3) de E. coli
(Lucigen) se realiz6 mezclando un vial de células competentes, tal y como indica el
fabricante, con 1 pL de los DNA plasmidicos (10 ng/uL) obtenidos. A continuacién, se
agitd suavemente con el fin de no introducir burbujas ni calentar las células. Para
maximizar la eficiencia de la transformacion se usaron tubos de 10 mL preenfriados en
hielo y, ademas, las células competentes y el vector fueron descongelados en el hielo. La
mezcla se incub6 30 min en hielo y fue sometida a un shock térmico a 42 °C durante 45 s.
Inmediatamente, el tubo se enfrié de nuevo en hielo. A continuaciéon, se afiadieron 960 pL

de medio de recuperacion para las células y se incubaron a 37 °C y 250 rpm durante 1 h.

El vector pETite C-His ha sido disefiado para facilitar la clonacion de los genes de
interés sin necesidad de tratamiento enzimatico y para permitir la expresion inducible bajo
el control del promotor del bacteriofago T7. La expresion de los genes de interés de esta
manera requiere de niveles adecuados de RNA polimerasa T7, que seran proporcionados

por la cepa hospedadora.
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Las células transformadas se sembraron en medio LB suplementado con
kanamicina (30 pg/mL), del cual se selecciond una colonia resistente de cada
transformacion (a las que se les denomindé BL21-Pt-CBM, a la que contenia el gen
completo, y BL21-Pt-CBM-ps, a la que tenia el gen sin el péptido sefial) para los ensayos

de expresion de la proteina.

3.8 Secuenciacion y analisis de acidos nucleicos y proteinas.

Se extrajo y cuantificé el DNA de los plasmidos recombinantes seleccionados, tal
como se indica en los apartados 3.3.2 y 3.4 de material y métodos y se secuencié el DNA
de los insertos clonados. EI DNA se secuencié con el método de Sanger et al. (1977),

utilizando el servicio de secuenciacion de Secugen S.L.

Las secuencias se analizaron con el programa Chromas Lite (Technelysium) y los
alineamientos entre la secuencia obtenida y la secuencia tedrica se hicieron con el
programa informatico ClustalWw2.0.12 a través del EMBL_EBI. La comparacion de

secuencias se realizo con la aplicacion Blast a través de la pagina web del NCBI.

Con ayuda del conversor de Expasy se obtuvo la secuencia de aminoacidos a partir
de la secuencia de nucleétidos y se hizo una estimacion aproximada del peso molecular
esperado para la proteina. Para el alineamiento de proteinas se utilizd el programa
ClustalW2.0.12 a través del EMBL_EBI.

3.9 Expresion del inserto clonado.
Los ensayos para la expresion a nivel intracelular de la proteina de unién a quitina
codificada por el gen clonado se realizaron utilizando como hospedador la cepa E. coli HI-

ITM

Control™ BL21 (DE3) de Lucigen® Corporation previamente transformada.

Se seleccionaron colonias aisladas de la cepa de expresion de E. coli recombinante
y se cultivaron en 10 mL de medio LB con kanamicina a 37 °C y con una agitacion de 250
rpm hasta que alcanzé una densidad Optica a 600 nm de 0,663. A continuacion, se adiciond
el inductor IPTG a una concentracion final de 1 mM y se prosiguié con la incubacion en
las condiciones anteriormente descritas. Una muestra de 250 pL de cada cultivo se recogio
cada hora, durante 4 horas, se centrifugd a 10000 rpm durante 2 min y se guardé el

sedimento a -20 °C.
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3.10 Electroforesis en geles de acrilamida (SDS-PAGE).

Todas las electroforesis de proteinas en geles de acrilamida se realizaron con la
técnica descrita por Laemmli (1970). Se emple6 una cubeta de electroforesis Mini-
PROTEAN® Tetra Cell de Bio-Rad. Los geles se prepararon con un 10 % de acrilamida
(Bio-Rad) y también se afiadié 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; SDS al 10%; H,Oq4; TEMED
(Amersham Biosciences) y PSA al 10%.

A las muestras obtenidas en el ensayo de expresion se le afiadieron 5 puL de tampon
Laemmli Sample Buffer de Bio-Rad (65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 2,1% SDS; 26,3%
glicerol; 0,01% azul de bromofenol). Se prepararon en condiciones desnaturalizantes
hirviéndolas previamente. En el gel, ademéas de estas muestras, se cargd el marcador de

peso molecular Broad Range de Bio-Rad.

Para la electroforesis se uso el tampon Tris-glicina (3 g/L Tris-base, 14,4 g/L

Glicina, 1 g/L SDS) y el gel se sometid a una electroforesis durante 1 h a 200 V.

Pasado ese tiempo el gel se coloco en solucion de tincién preparada
comercialmente de BioSafe™ Coomasie (Bio-Rad). Se dejaron tefiir durante 1 h y se
destifieron con solucion decolorante y fijadora compuesta por metanol al 40%, &cido
acético al 10% y H,Oq4 durante 90 min en agitacion. Finalmente, se hicieron lavados con
H,Oq4 durante 1 h.

Los resultados se visualizaron con el mismo software que los geles de agarosa pero

seleccionando la opcidn para geles de acrilamida (ver apartado 3.4 de material y métodos).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento y clonacién de un gen que codifica una proteina de unién a quitina de
Pseudoalteromonas tunicata CCUG 44952T.

La cepa de P. tunicata CCUG 44952T presenta la capacidad de degradar quitina.
En estudios previos, se ha expresado, caracterizado y determinado la actividad antifungica
de una quitinasa, de la familia 19 de las glicosil hidrolasas, de este microorganismo marino
(Garcia-Fraga et al., 2015).

Debido al papel que se le ha atribuido a algunas proteinas de union a quitina y que
ha sido expuesto en la introduccion, se analiz6 el genoma secuenciado de otra cepa de P.
tunicata, la cepa D2, en el cual se habian identificado varias posibles quitinasas tanto de la
familia 18 como de la 19, con objeto de buscar secuencias que puedan codificar nuevas
proteinas de unidn a quitina. Dicho andlisis puso de manifiesto dos posibles proteinas de
unién a quitina. Se decidi6 estudiar una pauta abierta de lectura que posiblemente
codificaba para una proteina de union a quitina no caracterizada (referencia de acceso
NCBI: EAR27334.1) en P. tunicata.

El primer paso de este estudio consistio en tratar de aislar esa secuencia en la cepa
de P. tunicata CCUG 44952T y clonarla. El andlisis de la secuencia de la proteina,
mediante el uso del programa Signal P 4.0 (Bendtsen et al., 2004), puso de manifiesto que,
probablemente, los primeros 22 aminoacidos de la misma forman el péptido sefial de la
proteina. En base a esto, se disefi6 una pareja de oligonucledtidos que flanquean la
secuencia de nucle6tidos completa y otra que excluye la secuencia que corresponderia al
péptido sefial. De esta manera deberia ser posible amplificar tanto el gen completo como el

gen sin la secuencia correspondiente al péptido sefial.

Se aislé el DNA cromosémico de la cepa CCUG 44952T de P. tunicata y se
comprobd, mediante una electroforesis en gel de agarosa, que el DNA se habia extraido de
manera Optima al estar representado como una Unica banda de elevado peso molecular
(Figura 4).
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Figura 4: Electroforesis en gel de agarosa donde se aprecia el DNA cromosémico de la cepa
CCUG 44952T de Pseudoalteromonas tunicata. M: marcador de peso molecular (1 Kb ladder) en pares
de bases. Carril 1: DNA cromosomico de P. tunicata CCUG 44952T.

Este DNA se empled como molde para tratar de amplificar el gen con y sin la
secuencia del péptido sefial (fragmentos de 870 y 801 pb). Los cebadores utilizados para
ello fueron los oligonucledtidos descritos en el apartado 3.6 de material y métodos. Tras la
PCR se observaron los productos amplificados en un gel de agarosa y se detectd, en ambos
casos, una banda con tamarfio aproximado a 850 pb, siendo este valor algo mayor para el

gen completo y algo menor para el gen sin el péptido sefial (Figura 5), lo que encaja con lo

esperado.
Pb
1500
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Figura 5: Electroforesis en gel de agarosa donde se aprecian los productos de amplificacién
por PCR. M: marcador de peso molecular (100 pb ladder) en pares de bases. Carriles 1y 2: productos
de PCR obtenidos al utilizar como molde el DNA cromosémico de P. tunicata y los oligonucleoétidos
descritos previamente para el gen entero (870 pb) y para el gen sin el péptido sefial (801 pb),

respectivamente.
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El sistema Expresso'™ T7 esta diseflado para llevar a cabo una estrategia de
clonacion sin tratamiento enzimatico y sin necesidad de ligacion mediante recombinacion
eficiente entre el vector y el inserto. Por esta razon, los productos de PCR se clonaron en el
vector pETite C-His, prelinearizado y disefiado para la clonacién direccional de fragmentos
de DNA. Los cebadores utilizados para la amplificacion del inserto de interés presentan 18
nucléotidos que se solapan con los extremos del vector. De esta manera se consigue que los
productos de PCR obtenidos se clonen en la orientacion deseada. La recombinacion del
vector y el inserto tuvo lugar en el interior de células competentes E. coli HI-Control™
10G de Lucigen.

Las células transformadas se seleccionaron en medio LB suplementado con
kanamicina (Figura 6). Debido a que esta cepa de E. coli es sensible a kanamicina,
solamente podran crecer en el citado medio aquellas células que hayan incorporado el

plasmido, que posee un gen de resistencia a este antibiotico.

Péptido sefal

Y -

PETite C-His Inserto

2.2kb

Vector pETite C-His pETite T7 Forwar/

T7 Promoter
GGCAGTGAGCGCARCGCAATTARTGTGAGT TAGC TCACTCATTAGECACC TAATACGACTCACTATAGHCT CTCAGCGGATARCAATTTCAC
CCGTCACTCGCGTTGCGTTARTTACACTCAATCGAGTGAGTARTCCCTGGATTATGE TGAGTGATATjCACACTCGC CTATTGTTAARGTG

Start BxHis tag

M B H H H H bt
GTGGAACAGCTAGAAATAATTTTGTTTAACTATARGAAGGAGATATACAT ATS [Cloned Gene| CAT CAT CAC CAC CAT CAC
CACCTTGTCGATCTTTATTARAACAAATTGATATTCTTCCTCTATATGTA TAC GTZA GTA GTG GTG GTA GTG

Stop Notl T7 Terminator
TARA TAGAGCGGCCGCCACCGCTIGAGCAATAACTAGCATARACCCCTTIGGGGCCTCTARACGGGTCTTGAGGGGTITTTTGCTGARAGGAG
ATT ATCTCGCCGGCEGIGGCGACTCGTIATTGATCGTATTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCARARARMA CGACTTTCCTC

pETite Reverse
GAACTATATCCGGAT

CTTGATATAGGCCTA
T7 Terminator
T7-lac
omo

Recombinacién
en E. coli

T7 Terminator

pETite C-Hi

pETite C-His
2.2 kb

@Q

HIC10G-Pt-CBM HIC10G-Pt-CBM-ps

Figura 6: Esquema de la clonacion de los insertos utilizando el vector pETite C-His en E. coli
HI-Control™ 10G.
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Se seleccionaron, concretamente, 5 colonias en el medio selectivo descrito en el
apartado 3.2 de material y métodos y, a partir de cultivos liquidos de dichas colonias en las

mismas condiciones, se extrajo el DNA plasmidico.
El éxito de la clonacién se comprobd de dos formas distintas.

Con el programa informatico "Nebcutter” (New English Biolabs) se buscaron las
dianas de corte para enzimas de restriccion en el vector, en el gen entero y en la secuencia
del gen sin el péptido sefial. En base a los resultados observados se eligio la enzima EcoRl,

tanto por su bajo nimero de cortes en el vector (2) como por no cortar el inserto.

Por lo tanto, la primera comprobacion se realizd mediante la digestion de dicho
DNA con la enzima de restriccion EcoRI. Los productos de las digestiones de los
plasmidos extraidos de diferentes colonias recombinantes se separaron mediante
electroforesis en geles de agarosa. Se observo, en el experimento disefiado para clonar el
gen completo, que en cuatro de los cinco clones analizados aparecian dos bandas con
tamarfos de 1956 y 1143 pb, respectivamente (Figura 7A), lo que se corresponde con lo
esperado ya que la enzima tiene dos dianas de corte en el vector y ninguna en el inserto.
Igualmente, en el experimento disefiado para clonar el gen sin el fragmento
correspondiente al péptido sefial, cuatro de los cinco clones analizados muestran dos
bandas con tamafios de 1956 y 1080 pb (Figura 7B). Por otro lado, la muestra 3 podria
también haber incorporado el gen de interés, aunque uno de los sitios de corte no es
accesible a la enzima, ya que la enzima digiere dicha muestra en un Gnico punto, en lugar
de en los dos esperados, pero el tamafio de la banda que se observa coincide con la suma
del tamafio del vector (2235 pb) mas el del inserto (801 pb).
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Pb M 1 2 3 4 5 Pb M 1 2 3 4 5
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Figura 7 A-B: Electroforesis en gel de agarosa mostrando los productos de digestion de los
plasmidos pETite C-His recombinantes. M: marcador de peso molecular (1 Kb ladder) en pares de
bases. A) Carriles 1-5: El pldsmido aislado y digerido con EcoRI de 5 colonias diferentes que deberian
contener el gen completo. Se puede observar que las muestras 2, 3, y 5 han incorporado el gen de
interés al observarse dos bandas de tamafios 1956 y 1143 pb, cuya suma coincide con el tamafio
esperado para el plasmido recombinante (3099 pb). B) Carriles 1-5: El plasmido aislado y digerido con
EcoRI de 5 colonias diferentes que deberian contener el gen sin la secuencia del péptido sefial. Se
puede observar que las muestras 1, 2, 4 y 5 han incorporado el gen de interés al observarse dos bandas
de tamafios 1956 y 1080 pb, cuya suma coincide con el tamafio esperado para el plasmido

recombinante (3036 pb).

Ademas, para reconfirmar el resultado anterior, se realizé una PCR utilizando como
molde el DNA de los plasmidos recombinantes y como cebadores los oligonucle6tidos
previamente disefiados para este estudio. Se comprobd que en cuatro de los cinco clones
que supuestamente contenian el gen completo, se amplificaba un fragmento del tamafio
esperado, 870 pb (Figura 8A), y que en los cinco clones que debian contener el gen sin el
péptido sefal, se amplificaba un fragmento de 801 pb (Figura 8B), que coincidia también

con el tedrico.
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Figura 8 A-B: Electroforesis en gel de agarosa mostrando la amplificacion de los genes
clonados a partir de los plasmidos recombinantes. A) M: marcador de peso molecular (100 pb ladder)
en pares de bases; carril 1: fragmento correspondiente al gen completo. B) M: marcador de peso
molecular (100 pb ladder) en pares de bases; carril 2: fragmento correspondiente al gen sin péptido
sefial.

Por tanto, como resultado se obtuvo, por una parte, un plasmido recombinante que
contiene el gen completo, al que se le dio el nombre de pETite-Pt-CBM vy, por otra, un
plasmido recombinante que contiene el gen sin la secuencia correspondiente al péptido
sefial de la proteina, al que se le dio el nombre de pETite-Pt-CBM-ps. El primero de ellos
se utilizara para determinar la secuencia del gen completo y ambos plasmidos seran usados
para la transformacion de la cepa de expresion E.coli HI-Control™ BL21 (DE3) y para los
ensayos de expresion de la proteina.

4.2 Secuenciacion del DNA clonado. Anélisis de la secuencia.

La secuencia del fragmento de DNA clonado en el plasmido pETite C-His
correspondiente al gen completo tiene 870 pb y codificaria una proteina de 289
aminoacidos (Figura 9 A-B). Al gen se le ha denominado Ptcbm y a la proteina PtCBMp.
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A Secuencia de nucleotidos

TCATTTTATTGCCCCTTCTAATGCGAGGCAGTTTTTATCTGCCCCATAATGAARATCATC 60

ATCCCAAGGGATTAAATTATCAATTTTGTTCTGTGCTTTTCGATTGGCGTAAGCTCTATC 120
TATCGTATTGAAATACATAAGCTTTGGGTTTCTAAAAGTTGGATGGTTACTTTGCAATTG 180
CCTAGTACACATACTGATATTGATGAAGTCTAAAATTATTTGTTTGCCTATATTAATATC 240
TAAATTTGCTATGCGACCTTGTTCAATATCAATGACGAGT TG ARTCIIGECECIGEACT 300

TARACTAAAAGTGATGAGCTGAGGTGAATCARACTTTTCATATACATAGCGCTCATAATC 260
RO ACCATCA T T GGCARCRECRTGTARGEE T 7 AACTCGICAGEGTG 420

TTCCGGAGGTAAATCTGGGCTTAGGTAAAATAAATCTTTAATGCGCTGCCAACTGCTATG 480
GGCATTAGGTGGGTTATTTTCATTCCAATAGCGGGCAAAGTAGTAGTCAGTGCCATGTTT 540
TATCAAACTACCACCTTGATAAATTTTGTTTGCTTGCCATTTTTCTATCACTGTGTTTTG 600
TAACCAAATCCAACCATCCCAATACGGTTGGTTTTCGATTGGCTCAATACCTTTTACCCA 660
AAAAGCGGCAATAAATAAGCTGTTGTTATGGGTGACTATGTCACCGGCTACGTAGATTGA 720
ACTGGCGTTCCATGGTTGATGATTTGGTTCAATGTTTGCTAAATCGATACTTGTGGCTTG 780
TGGGCTAAGTTGAAAGATGTTTGCAGTGAAAGCTTGCGAACAAAAAAATATACATGCGAA 840
GAGTATGAGCTTGATCATTTCAAATTCCAT 870

Secuencia de aminoéacidos

MEFEMIKLILFACIFFCSQAFTANIFQLSPQATSIDLANIEPNHOPWNASSIYVAGDIVE 60

HNNSLFIAAFWVKGIEPIENQPYWDGWIWLONTVIEKWOANKIYQOGGSLIKHGTDYYFAR 120
FNENNPPNAHSSWOR IKDLFYLSPDLPPEHPDDFKTLDGVDQNDNGIRDDYERYVYEKF 180
DSPQLITFSLSAAPTLOLVIDIEQGRIPNLDINIGKQIILDFINISMCTRQLOSNHPTFR 240
NPKLMYFNTIDRAYANRKAQNKIDNLIPWDDDFHYGADKNCLALEGAIK 289

Figura 9 A-B: A) Secuencia de nucleétidos del fragmento de DNA clonado en el plasmido
pETite C-His. B) secuencia de aminoacidos deducida de la misma. Se resalta en amarillo: posible

péptido sefial; azul: dominio de unién al carbohidrato entre los aminoacidos Q*-W?®'; verde: segundo

dominio de unién a carbohidrato entre los aminoacidos 1%°-W*,

La comparacién, mediante el programa informético Blast, de la secuencia proteica

clonada con las que se encuentran en las bases de datos, se resume en la Tabla 1:

Tabla 1: Resumen de la comparacién, mediante Blast, de la secuencia de la proteina clonada

con otras de las bases de datos.

BACTERIAS IDENTIDAD VALOR E
Pseudoalteromonas haloplanktis 82% 3e-174
Pseudoalteromonas spongiae 67% le-148
Pseudoalteromonas sp. OCN003 66% le-145
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Se observa la existencia de una alta identidad con proteinas de otras bacterias del
mismo género como P. haloplanktis, P. spongiae o Pseudoalteromonas sp. OCNOO3.

El andlisis de la secuencia proteica, codificada por el gen Ptcbm utilizando las
herramientas del sistema de analisis Expasy, mostro que estd formada por una estructura
multi-dominio (Figura 9B). El estudio de la proteina con el programa Signal P 4.0 puso de
manifiesto que los primeros 22 aminoacidos (M'-T?) en la region N-terminal
corresponden a un posible péptido sefial, lo que sugiere que la proteina se secreta al medio.
Ademas, y de acuerdo con el programa Pfam, las regiones situadas entre los aminoacidos
Q*-W?" e 1®°-W™* corresponden a dominios de unién al sustrato, pertenecientes ambos a la
familia CBM5/12. Este tipo de secuencias, cuando forman parte de la estructura de una
enzima, facilitan su union al sustrato a través de interacciones hidrofobicas entre ciertos
aminoacidos aromaticos y las moléculas de azUcar, permitiendo asi una mayor degradacion
de dicho sustrato. Sin embargo, los dominios de unioén a quitina también se han encontrado
como proteinas independientes, no cataliticas, de union a quitina. En la base de datos
CAZy, estas proteinas CBP independientes caracterizadas hasta ahora estan categorizadas
en 3 familias: CBM14, CBM18 y AA10 (antiguamente CBM33) (Cantarel et al., 2009;
Tran et al., 2011). Las CBPs de las familias 14 y 18 se han encontrado principalmente en
insectos, hongos y levaduras, mientras que las de la familia AA10 se han encontrado
mayoritariamente en bacterias y virus (Tran et al., 2011). Por su lado, se ha visto que 2
CBPs, de las caracterizadas hasta ahora, que estan incluidas en la familia AA10, presentan,
ademas, un dominio CBM5/12. Este es el caso de las CBPs de las bacterias patdgenas de
insectos Paenibacillus larvae y Bacillus thuringiensis serovar konkukian (Mehmood et al.,
2011; Garcia-Gonzélez et al., 2014). De esta manera y hasta lo que conocemos, PtCBMp
es la primera CBP estudiada que presenta Gnicamente dominios CBM5/12. La secuencia
consenso que estd bien conservada en los modulos CBMS5/12 de bacterias
“AK[YW][YW]TK” (Brun et al., 1997), también aparece parcialmente conservada en
PtCBMp de P. tunicata CCUG 44952T. Generalmente, como aminoacidos aromaticos de
esta secuencia consenso se encuentran el Trp y la Tyr, algo que también se observa en el
CBMS5/12 (1%°-W***) de PtCBMp. Sin embargo, en ocasiones estos aminoacidos aparecen
sustituidos por otro aminoacido aromatico, como ocurre en el CBM5/12 (situado entre Q**-
W?") de PtCBMp en donde se observa una Phe en lugar de un Trp o de una Tyr
(A®AFWVK™). El alineamiento de los posibles CBM5/12 de la proteina clonada,

utilizando el programa ClustalWw?2.0.12 (Larkin et al., 2007), con los depositados en las
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bases de datos se muestra en la Figura 10. Ambos dominios CBM5/12 de PtCBMp
presentaron valores de identidad altos y moderados con algunas secuencias teoricas de
diferentes bacterias marinas depositadas en las bases de datos. En el caso del CBM mas
proximo al extremo N-terminal (localizado entre Q*-W®'), los resultados observados
fueron: 93% con P. haloplanktis (nimero de acceso WP_016708741); 67% con P.
spongiae nimero de acceso WP_010558721); 64% con Pseudoalteromonas sp. OCN003
(ndmero de acceso WP_040136465) y 49% Vibrio navarrensis (numero de acceso
WP_039432839) (Figura 10A). El otro CBM (situado entre 1®°-W"**) (Figura 10 B) mostr
valores de identidad: 80% con P. haloplanktis (niUmero de acceso WP_016708741); 65%
con P. spongiae (nimero de acceso WP_010558721); 63% con Pseudoalteromonas sp.
OCNOO03 (numero de acceso WP_040136465) y 45% Aliivibrio fischeri (nUmero de acceso
WP_005418687).

A Identidad (%)
PtunCCUG (a) QPWNASSIYVAGDIVTHNNSLFIAA@VKGIEPIENQPYWDGW
Phalo (a) ——WSASSIYVAGDVVTHNNSLFIAAMVKGIEPIENQPHWDGW 93
Pspon (a) —PWNASSVYIAGDVVSHNENLFVAMMVKGIEPVKNNINWDGW o7
PspOCNOO3 (a) —PWSASSVYIAGDVVSHNENLFVAMMVKGIEPVKNNINWDGW 04
Vnava ELWDE SKVYNSGDIVRWNDKVFISSTKGTEPVDNQLSWDGW 49
*_ *_:* :**:* *:_:*:: _*_** **:_*: * k% %
B .
Identidad (%)
PtunCCUG (b) IEKWQANKIYQGGSLIKHGTDYYFARWNENNPPNAHSSW
Phalo (b) IEKWQANKVYQAGNLVKHGTDYYLARNENNEPKPHS SW 80
Pspon (b) IEKWQPAKVYQGGDLVKSGTDYFLARNENHEPKTNNSW 65
PspOCNOO3 (b) IEKWLPTKVYKGGDLVKYGTEYFLARNENNEPKSHHSW 63
Afisch LEAWDAGKVYNGGEEVKQGTNAYKAKTQNNDPATAGEW 45

«k Kk ke ke Kk ek kK. e Kekk ke K *

Figura 10 A-B: Comparacién de los dominios de unién a carbohidrato comprendidos entre los
aminoacidos Q* y W¥ (A) e 1® y W** (B) de la proteina de estudio de P. tunicata CCUG 44952T con
otros dominios CBM5/12. Los aminoacidos idénticos aparecen marcados con (*), los que representan
reemplazamientos conservados se marcan con (:) y los que representan reemplazamientos menos
conservados se marcan con (.). PtunCCUG(a) y PtunCCUG(b), P. tunicata CCUG 44952T; Phalo(a) y
Phalo(b), P. haloplanktis (WP_016708741); Pspon(a) y Pspon(b), P. spongiae (WP_010558721);
PspOCNO003(a) y PspOCNO003(b), Pseudoalteromonas sp. OCN003 (WP_040136465); Vnava, Vibrio
navarrensis (WP_039432839); Afisch, Aliivibrio fischeri (WP_005418687). La secuencia consenso
“AK[YW][YW]TK” esta representada en ambos casos en negrita. Los residuos aromaéticos
conservados que estarian implicados en la interaccién entre el dominio de unién y las moléculas de

azucar estan representados en letras de color blanco.
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4.3 Expresion del producto del gen Ptcbm de P. tunicata en E. coli.

La caracterizacion de una proteina requiere disponer de la misma en cantidad
suficiente para su estudio. Ademas, si tiene interes aplicado, es necesario disponer de cepas
que permitan producirla a costes competitivos. Cuando las cepas silvestres no producen
estas proteinas en gran cantidad, se puede optar por la expresion heter6loga de las mismas
mediante la construccién de cepas recombinantes utilizando distintos hospedadores de tal
manera que, en muchos casos, la construccion de estas cepas recombinantes es un paso
clave tanto en el estudio de la nueva proteina como en la optimizacion del proceso de
produccion de la misma (Serensen y Mortensen, 2005; Ko y Wang, 2006; Rosano y
Ceccarelli, 2014).

En este estudio, para obtener la proteina recombinante se ha empleado Escherichia
coli, la cual se ha convertido en la plataforma de expresion mas popular. Los motivos de su
uso masivo incluyen el conocimiento de sus rapidos parametros de crecimiento (alrededor
de 20 min para su duplicacion, Sezonov et al., 2007) por lo que es facil obtener cultivos de
alta densidad celular en poco tiempo, los componentes para la obtencién del medio de
crecimiento son baratos y faciles de encontrar y la transformacion con DNA exdgeno es

rapida y sencilla (Rosano y Ceccarelli, 2014).

La expresion del gen Ptcbm se plantea a nivel intracelular. Para ello se utilizaron
los plasmidos pETite-Pt-CBM y pETite-Pt-CBM-ps, consistentes en el vector pETite C-
His con el gen Ptcbm completo y sin la secuencia correspondiente al péptido sefial de la
proteina, respectivamente, y fusionado a una cola de 6xHis en su extremo C-terminal, con
el propdsito de facilitar la posterior purificacion de la misma. El vector pETite C-His ha
sido disefiado para la expresion de genes heterélogos bajo el control del promotor T7-lac.
La recombinacion tuvo lugar en el interior de la cepa hospedadora de E. coli HI-Control™
BL21 (DE3) y se selecciond, como se indico con anterioridad, una colonia recombinante
con cada construccion, a las que se denominaron BL21-Pt-CBM y BL21-Pt-CBM-ps. La
cepa de expresion HI-Control™ BL21 (DE3) de E. coli lleva lisogenizado el bacteriéfago
lambda DE3, el cual alberga el gen de la RNA polimerasa del bacteriéfago T7 bajo el
control del promotor inducible lacUV5, una variante del promotor lac. Las células de la
cepa de expresion contienen el plasmido BAC, el cual contiene una version modificada del
alelo represor lacl® (mas eficiente en la expresién de proteina represora Lac que su
homdnimo salvaje). De esta forma, se consigue mantener un control estricto sobre la

expresion de la RNA polimerasa T7 a partir del promotor lacUV5. Ademas, esta
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abundancia de represor no interfiere con la induccion de la RNA polimerasa de T7 o con la
expresion del gen de interés mediante IPTG, ya que, en ausencia de inductor, el represor
lac modificado reprime la expresion de la RNA polimerasa T7 y es la adicion de IPTG la

que permitira la expresion de la RNA polimerasa T7 desde el promotor lacUV5.

Las cepas recombinantes BL21-Pt-CBM y BL21-Pt-CBM-ps, construidas en este
estudio, fueron utilizadas para los ensayos de expresion intracelular, tal como se indica en
el apartado 3.9 de material y métodos. Dichas cepas se cultivaron en medio LB
suplementado con kanamicina hasta que se alcanz6 una densidad Optica a 600 nm proxima
a 0,6. A partir de ese momento se procedio a la induccién con IPTG a una concentracion
final de 1 mM. La induccion se realizé durante 4 horas y se tomaron alicuotas a intervalos
de una hora que se aplicaron en un gel de SDS-PAGE para visualizacion de las proteinas
con Azul de Coomassie. Los resultados con la cepa BL21-Pt-CBM-ps se observan en la
Figura 11, donde se aprecia que tras una hora de induccion de la cepa recombinante
aparece una banda de aproximadamente 32 kDa (Figuras 11B y 11D), que se mantiene en
todas las muestras tomadas tras la induccién, que no se detecta en la muestra tomada con
anterioridad a la induccion y que, probablemente se corresponde con la proteina de fusion
recombinante. Ademas, dicha banda tampoco se observa en ninguna de las muestras
recogidas del ensayo realizado sin inductor (Figuras 11A, 11C). Dicho tamafio concuerda
con el deducido teéricamente con el programa informatico Prosite a partir de la secuencia
de aminoé&cidos. Eliminando el peso molecular que corresponde al fragmento que incluye
la cola 6xHis, obtenemos un peso molecular de 29,3 kDa que coincide con el deducido

tedricamente en base a la secuencia de aminoacidos de la proteina sin péptido sefial.

En cuanto a la cepa BL21-Pt-CBM, no se observa en ninguna de las muestras
tomadas tras afadir IPTG, mediante SDS-PAGE, la presencia de una banda que pudiese
indicar que la proteina de fusién recombinante se ha inducido (resultados no mostrados).
En este caso, seran necesarios estudios posteriores para tratar de demostrar la posible

expresion de la proteina.
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A No inducido B Inducido

KDa M t, t th t3

200

45

31

144

No inducido Inducido

Figura 11 A-B-C-D: SDS-PAGE donde se muestran los resultados de la expresion del gen
Ptcbm sin péptido sefial de P. tunicata. A) Ensayo realizado sin el inductor. M: marcador de proteinas;
to: muestra cultivo a DOgy=0,626; t;-t,: muestras posteriores tomadas a intervalos de una hora. B)
Ensayo realizado con IPTG como inductor. M: marcador de proteinas; to: muestra cultivo a
DOgp=0,631; t;-t;; muestras tomadas después de la adicién del inductor, a intervalos de una hora. C)
Detalle de la zona del gel correspondiente a las muestras del ensayo llevado a cabo sin induccién. D)
Detalle de la zona del gel correspondiente a las muestras del ensayo inducido con IPTG donde a t; se
aprecia una banda de induccion que no se observa a t,. Flecha roja: sefiala la banda que representa la

proteina inducida.

En este estudio se ha identificado en P. tunicata un gen (Ptcbm) que codifica una
proteina de unién a quitina, PtCBMp que contiene dos mddulos de union a carbohidratos
de la familia CBM5/12. Dicho gen ha sido clonado y se ha construido una cepa
recombinante de E. coli para su expresion. El sistema de expresion heterdloga intracelular
basado en E. coli ha sido utilizado con éxito en diversas ocasiones para expresar quitinasas
bacterianas y fungicas (Felse y Panda, 1999) y, en este estudio, se ha mostrado adecuado
también para la produccion de la proteina de union a quitina de P. tunicata PtCBMp. Esta
se expresa en E. coli, en condiciones de induccién, como proteina fusionada a una cola de
6 histidinas, lo que facilitara su posterior purificacion.

La proteina expresada podra ser purificada para tratar de averiguar su potencial
interés aplicado y para qué aplicaciones podria resultar mas interesante. Entre ellas, y en
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base a estudios previos relativos a su importancia (Manjeet et al., 2013; Batista et al.,
2014) y ya comentados anteriormente, se podra evaluar su posible capacidad para actuar de
forma sinérgica con quitinasas incrementando su actividad hidrolitica y eficiencia en la
degradacion de quitina. Por otra parte, se podra probar su posible accién antifungica frente
a distintos tipos de hongos, tanto en solitario como en combinacion con quitinasas ya

caracterizadas.
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5. CONCLUSIONES

1. La pauta abierta de lectura del genoma secuenciado de Pseudoalteromonas tunicata
(referencia de acceso EAR27334.1) ha sido amplificada a partir de la cepa CCUG
44952T, clonada en Escherichia coli y secuenciada. La secuencia que tiene 870 pb
y la proteina deducida de la misma, con 289 aa, muestra alta identidad con otras

proteinas de union a quitina del género Pseudoalteromonas.

2. El andlisis de la secuencia de dicha proteina, denominada PtCBMp, puso de
manifiesto que presenta una estructura modular formada por un posible péptido
sefial (M*-T?%), y dos médulos de unién a quitina de tipo CBM5/12 (Q*°-W® y I%-
W134)

3. Se ha construido una cepa recombinante de E. coli que expresa la proteina PtCBMp

de aproximadamente 30 kDa fusionada a una cola de 6 histidinas.
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