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Abreviaturas y siglas:

- Aogo: Absorbancia a 260nm.

- Aogo: Absorbancia a 280nm.

. ADN: Acido desoxirribonucleico.

- APS: Persulfato de amonio.

- BSA: Albamina de suero bovino.

- DO: Densidad optica.

. EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.
- KDa: Kilodalton.

- LB: Medio Luria Bertani.

- M: Molar.

- pb: Pares de bases.

- pNPL: Para-nitrofenil-laurato (12C).

- SDS: Dodecilsulfato sédico.

- TB: Thermus Broth, medio Luria Bertani con agua rica en carbonatos.
- TEMED: Tetrametil etilendiamina.

- Tris: Tris(hidroximetil)aminometano.

- V: Voltios.

- 4/5V: 4 partes de volumen por cada 5.






Resumen

Las enzimas con actividad lipolitica termoestables presentan un gran potencial de uso
en la industria biotecnolégica siendo empleadas en la sintesis de biopolimeros, biodiesel,
produccion de farmacos y cosméticos entre otros productos. La busqueda de actividad
lipolitica en metagenotecas de aguas termales es de especial interés por la capacidad de
estas enzimas de actuar en condiciones de altas temperaturas y otros factores extremos
que pueden facilitar su uso en el ambito industrial. En el presente trabajo, se transfirié el
ADN de una metagenoteca elaborada en Escherichia coli a partir del manantial geotermal
de Rio Caldo (Ourense) a la cepa de Thermus thermophilus BLO3, cepa que tiene
deleccionadas las secuencias que codifican para enzimas con actividad lipolitica.
Previamente, se determiné el agua que se deberia usar para llevar a cabo los pasos de
transformacion y cultivo de T. thermophilus. Se extrajo el ADN de E. coli, se determin6 su
concentracion y grado de pureza. Posteriormente, se realizé la transformacion de T.
thermophilus BLO3 y se obtuvieron algunas colonias que produjeron halos alrededor de las
mismas en placas con tributirina. Los candidatos que produjeron halo se sembraron en
placas de medio minimo con este mismo sustrato, en el que la cepa silvestre T.
thermophilus HB27 es capaz de crecer, y la cepa mutada 7. thermophilus BLO3 sin
transformar no. Las que crecieron en este medio se confirmaron como positivas.
Finalmente, se procedi6 a caracterizar la temperatura 6ptima de las enzimas con actividad
lipolitica. Se determind que la temperatura 6ptima del primer candidato es de 80°C y la del
segundo de 90°C o mayor.

Palabras clave: Metagenoteca, actividad lipolitica, T. thermophilus, aguas termales.

Resumo

As enzimas con actividade lipolitica termoestables presentan un gran potencial de uso
na industria biotecnoléxica sendo empregadas na sintese de biopolimeros, biodiesel,
producion de farmacos e cosméticos entre outros produtos. A procura de actividade
lipolitica en metaxenotecas de augas termais é de especial interese pola capacidade
destas enzimas de actuar en condiciéns de altas temperaturas e outros factores extremos
que poden facilitar o seu uso no ambito industrial. No presente traballo, transferiuse o ADN
dunha metaxenoteca elaborada en Escherichia coli a partir do manantial xeotermal de Rio
Caldo (Ourense) a cepa de Thermus thermophilus BLO3, cepa que ten deleccionadas as
secuencias que codifican para enzimas con actividade lipolitica. Previamente,
determinouse a auga que se deberia usar para levar a cabo os pasos de transformacion e
cultivo de T. thermophilus. Extraeuse o ADN de E. coli, determinouse a stia concentracion
e grado de pureza. Posteriormente, realizouse a transformacion de T. thermophilus BL0O3 e
obtivéronse algunhas colonias que produciron halos ao redor das mesmas en placas con
tributirina. Os candidatos que produciron halo pasaronse a placas de medio minimo con
este mesmo sustrato, no que a cepa silvestre T. thermophilus HB27 é capaz de crecer, e a
cepa mutada T. thermophilus BLO3 sen transformar non. As que creceron neste medio
confirmaronse como positivas. Finalmente, procedeuse a caracterizar a temperatura
Optima das enzimas con actividade lipolitica. Determinouse que a temperatura éptima do
primeiro candidato é de 80°C e a do segundo de 90°C ou maior.

Palabras clave: Metaxenoteca, actividade lipolitica, T. thermophilus, augas termais.

Abstract

Lipolytic thermostable enzymes have great potential of use in the biotechnology industry
being employed in the synthesis of biopolymers, biodiesel, production of pharmaceuticals
and cosmetics, among other products. Search of thermostable lipolytic activity in hot
springs metagenomics libraries has special interest for the capacity of these enzymes to
operate at high temperature conditions and other extreme factors that can facilitate their
industrial use. In this work, the DNA of a metagenomic library from the Rio Caldo
(Ourense) hot spring built in Escherichia coli was transferred to Thermus thermophilus
BLO3 strain, this strain has truncated the sequences encoding enzymes with lipolytic
activity. Previously, It was determined the water that should be used to perform the steps of
transformation and culture of T. thermophilus. Next, DNA from E. coli was extracted and its
concentration and purity was determined. Subsequently, transformation of T. thermophilus



BL03 was performed and some colonies with halos around them on tributyrin plates were
obtained. Halo candidates were plated on minimal medium with the same substrate,
wherein the wild strain T. thermophilus HB27 is able to grow, and the mutated T.
thermophilus BLO3 strain untransformed cannot grow. Candidates that grew in this medium
were confirmed as positive. Finally, a characterization of the optimal temperature of the
enzymes with lipolytic activity was performed. Optimal temperature of one candidate was
80°C and the second candidate showed an optimal temperature of 90°C or greater.
Keywords: Metagenomic, lipolytic activity, T. thermophilus, hot springs.
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1. Introduccion

La metagendmica consiste en el estudio del genoma de todos los organismos presentes en
una determinada muestra (Handelsman et al., 1998), superando las limitaciones que implicaba
la necesidad de obtener cultivos puros en laboratorio, de microorganismos muchas veces no
cultivables (Hugenholtz & Tyson, 2008). Por ello se ha convertido en una de las tecnologias
necesarias para acceder e investigar la gran cantidad de informacion presente en estos
microorganismos inaccesibles hasta ahora (Handelsman, 2004; Pettit, 2004; Streit & Schmitz,
2004). Esta estrategia permite determinar qué géneros y especies estan representados en
una muestra ambiental (la estructura de una comunidad de microorganismos), asi como
esclarecer las funciones (el potencial metabdlico) de estos microorganismos dentro
de la comunidad (Hugenholtz & Tyson, 2008; Schmeisser et al., 2007; Sharon & Banfield, 2013).

Segun la aproximacion para estudiar los metagenomas, distinguimos dos vertientes de la
metagendmica: la primera esta basada en la secuenciacion del ADN extraido con el objetivo
de encontrar linajes evolutivos o transcribir proteinas, entre otros; la segunda se basa en la
funcion, y consiste en la busqueda de actividades enzimaticas mediante la expresion del
material genético en vectores de clonacion empleando hospedadores heterélogos facilmente
manipulables en laboratorio (Angelov et al., 2009; Handelsman et al., 1998). Ambas
estrategias han ido encontrandose con diversos obstaculos que ha sido necesario sortear
mediante la optimizacion de las herramientas y protocolos disponibles con el fin de descubrir
nuevos productos (Ekkers et al., 2012; Steele et al., 2009).

En la actualidad existe un amplio rango de ambientes para los que se han construido
bibliotecas metagendmicas (metagenotecas), con la intenciéon de explotar el potencial
metabodlico de los microorganismos presentes, tales como estudios de suelos (Biver &
Vandenbol, 2013; Katz et al., 2015), ambientes marinos (Venter et al., 2004) y ambientes
extremos, como el Artico (Jeon et al., 2009), hielo de glaciares (Simon et al., 2009) y aguas
termales (Lopez-Lopez et al., 2015; Rhee et al., 2005). Estos ultimos son de especial interés
ya que proporcionan una herramienta de acceso a los microorganismos extremofilos y sus
mecanismos enzimaticos especialmente adaptados a dichos ambientes, cuyas caracteristicas
resultan de interés para diversos procesos industriales (Demirjian et al., 2001).

Entre los extremodfilos, cabe destacar los organismos terméfilos, capaces de crecer a
altas temperaturas. En general, sus enzimas conservan actividad a temperaturas
elevadas y son mas resistentes a otros factores ambientales (como pH, detergentes o
metabolitos toxicos) que las producidas por organismos mesofilos (Frock & Kelly,
2012; Schmidt-Dannert et al., 1996). Para llevar a cabo estudios de este tipo de
enzimas de origen termofilo se necesitan hospedadores especificos capaces de
cultivarse en las condiciones en las que queremos que la enzima funcione, por ello, a
pesar de que la mayoria de los estudios de metagenémica se han desarrollado en
otros microorganismos, como por ejemplo Escherichia coli (Ekkers et al., 2012;
Schmeisser et al., 2007), para estas enzimas se necesita un hospedador terméfilo. Como
hospedador termdfilo destaca Thermus thermophilus por su mecanismo de competencia
(Carr et al., 2015; Henne et al., 2004; Koyama et al., 1986). Ademas su genoma ha
sido completamente secuenciado y esta bien caracterizado (Henne et al., 2004; Li et al., 2015).

La cepa de T. thermophilus BLO3 es un mutante creado a partir de T. thermophilus HB27,
generandole multiples delecciones de secuencias que codifican para esterasas y lipasas (Leis
et al., 2014).Esta cepa puede ser empleada para llevar a cabo la identificacion de enzimas
con actividad lipolitica en metagenotecas de aguas termales. Las enzimas con actividad



lipolitica termostables tienen un gran potencial en la biotecnologia y en la industria,
aplicandose en la sintesis de biopolimeros o biodiesel y la produccién de farmacos,
agroquimicos, cosméticos, etc. (Rhee et al., 2005). Se han hecho diversos estudios en busca
de nuevas enzimas con actividad lipolitica o métodos para la deteccion de esta actividad
desde hace tiempo, como es el caso de Kouker & Jaeger ya en 1987. Pero desde entonces, y
gracias a la metagendmica se ha ampliado y facilitado la busqueda, dando lugar a que gran
numero de grupos hayan encontrado nuevas enzimas lipoliticas, como es el caso de: Biver &
Vandenbol, 2013; Glogauer et al., 2011; Hardeman & Sjéling, 2006; Lee et al., 2004; Rhee et
al., 2005; Selvin et al., 2012. También se han hallado enzimas lipoliticas termostables a bajas
temperaturas (Jiménez et al., 2012; Roh & Villatte, 2008).

En base a esto, en este trabajo, se ha procedido a la busqueda de nuevas enzimas con
actividad lipolitica en la comunidad microbiana de las aguas termales de Rio Caldo, Ourense
(Galicia). La metagenoteca, construida por el laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular
de la UDC de estas aguas, ha sido el punto de partida para la busqueda de enzimas lipoliticas
y termoestables a altas temperaturas en T. thermophilus BLO3 basada en la capacidad de
crecer en medios con tributirina.

2. Obijetivos

- Evaluacion de la capacidad de crecimiento de Thermus themophilus en diferentes aguas
para su empleo en experimentos posteriores.

- Transferencia, mediante transformacién, de una metagenoteca construida previamente a
partir del ADN de una muestra ambiental de Rio Caldo en la bacteria mesoéfila Escherichia
coli, al hospedador terméfilo Thermus thermophilus BLOS.

- Analisis de la presencia de actividad lipolitica en la nueva metagenoteca mediante
ensayos en placa con sustrato tributirina (observacion de halos) y comprobacion de la
capacidad de crecimiento en medio minimo con un Unico sustrato lipidico.

- Caracterizacion de la temperatura 6ptima de las enzimas encontradas a partir de
extractos crudos obtenidos de cultivos de los candidatos con actividad lipolitica previamente
identificados.

3. Materiales y métodos

3.1. Crecimiento en diferentes aguas
3.1.1. Material bioldgico y medios de cultivo

Se transfirieron colonias aisladas de Thermus thermophilus HB27 (cepa silvestre,
ATCCBAA-163, DMS 7039, proporcionada por el Doctor J. Berenguer de la Universidad
Auténoma de Madrid) a matraces con medio LB (Luria Bertani) (Tabla 1), empleando en cada
caso un agua distinta para disolver los componentes: agua destilada, agua del manantial As
Burgas (Ourense) y aguas minerales naturales comerciales: Evian, Lanjarén, Mondariz,
Fontecelta, Sierra Cazorla, Fuente Primavera y Nestlé Aquarel. Todos los cultivos se
realizaron durante 24h con una relacion de volumen 1:7 respecto a la capacidad del matraz,
agitacion (150rpm) para permitir una aireacion suficiente y a una temperatura de 70°C.



Tabla 1: Composicion del medio LB

Compuesto Concentracion (p/v)
Bactotriptona 1%
Extracto de levadura 0,5%
NaCl 0,5%

3.1.2. Medidas del pH

Se determiné el pH de las aguas minerales comerciales, asi como el del agua del
manantial de As Burgas y el del agua destilada, empleando un equipo pH-metro micropH
2001 (CRISON, Barcelona, Espana).

3.1.3. Cuantificacion del crecimiento

Se determinoé el crecimiento de los cultivos realizando medidas de la densidad 6ptica a
600nm (DOg) tras 2 horas, 4 horas y 6 horas, empleando un espectrofotometro
BioSpectrometer (Eppendorf, Hamburgo, Alemania).

3.2. Transformacion de T. thermophilus BL03
3.2.1. Extraccion del ADN

Para la realizacion de este trabajo se partié de una metagenoteca de aguas del manantial
geotermal de Rio Caldo (Lobios, Ourense) previamente disponible en el laboratorio de
Bioquimica y Biologia Molecular de la UDC. Este manantial presenta una temperatura de
surgencia de 76°C y un pH de 8,2. La extraccion de ADN, a partir de 25L de las aguas del
manantial, se realizé empleando el kit comercial Metagenomic DNA isolation kit for water
(Epicentre Biotechnologies), basado en un método quimico y enzimatico para la extraccion de
ADN con alto peso molecular, con roturas aleatorias que dan lugar mayoritariamente a
fragmentos de aproximadamente 40kb. Para construir la metagenoteca procedente de Rio
Caldo se emplearon componentes y procedimientos del kit comercial CopyControl fosmid
library production kit (Epicentre Biotechnologies), pero utilizando el fosmido pCT3FK (Figura
1), cedido amablemente por su autor, el Dr. A. Angelov (Angelov et al., 2009). Este fésmido es
un vector lanzadera Escherichia coli/Thermus termophilus, y esta basado en el fésmido
comercial pCC1FOS. Contiene un origen de replicacion de copia Unica y es inducible a
alto numero de copias. Confiere resistencia a cloranfenicol y contiene un casete de
resistencia a kanamicina termoestable. Los clones se transfirieron a placas de 96 pocillos
(aproximadamente unos 1000 clones por pocillo), usando Unicamente 92 de los 96 pocillos,
para conservarlos como un stock en glicerol.
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Figura 1: Mapa del vector pCT3FK. El fésmido es un vector lanzadera para E. coli (en el que
es episomal, su numero de copia es inducible y expresa resistencia a cloranfenicol) y para T.
thermophilus (en el que es integrativo y expresa resistencia a kanamicina). Kat:
kanamycin adenyl transferase (resistencia a kanamicina). Chi®: chloramphenicol acetyl
transferase (resistencia a cloranfenicol). Hyp: proteina hipotética. pyrF’: gen de la sintesis de
pirimidina, empleado para guiar la integracién homodloga en el genoma de T. thermophilus.
Eco72I: Sitio de restriccidén Unico para obtener vector lineal.

La extraccién de los vectores (minipreps) se realizé6 empleando el método de lisis alcalina
(Tabla 2). En primer lugar se inocularon 10uL de cada pocillo que contenian las células de la
metagenoteca en 200.L de LB suplementado con 12,5u9/mL de cloranfenicol. La incubacion
se realizé durante 24h a 37°C en agitacion. A continuacion, se emplea 1L del preindculo
para iniciar cultivos en tubos Falcon estériles con 5mL de LB suplementado con 12,5,9/mL de
cloranfenicol y arabinosa al 0,02 %, para inducir el alto nimero de copias del vector, durante
una noche a 37°C en agitacion.

Tabla 2: Composicion de las distintas soluciones para extraccion de ADN por lisis alcalina.

Solucion 1 Solucion 2 Solucion 3

Glucosa 50mM NaOH 0,2M
EDTA 10mM

Tris-HCI (pH8) 25mM

Acetato potasico pH4,8 (Potasio 3M -
SDS 1% Acido Acético Glacial 5M)

Las células se centrifugaron a 5000rpm, y el precipitado se resuspendié en 150uL de
solucién 1 (previamente enfriada en hielo). A continuacion se anadieron 200uL de solucién 2
para provocar la lisis celular y desnaturalizacion del ADN cromosomico y de las proteinas. Por
ultimo se precipitaron los restos celulares y moléculas desnaturalizadas anadiendo 300uL de
solucién 3. A continuacién se centrifuga a 13000rpm durante 5 minutos y se recupera el
sobrenadante. Se procedi6 a precipitar el ADN anadiendo 1mL de etanol 95 % frio
manteniendo la muestra en hielo. Tras 5 minutos se centrifugd la muestra con etanol a
13000rpm durante otros 5 minutos y se desechd el sobrenadante. Se repitio la precipitacion,
en esta ocasion empleando etanol al 70 % frio. El precipitado, que contenia el ADN, se seco
en un desecador al vacio y se resuspendio en un volumen final de 50uL de agua destilada
estéril.



3.2.2. Cuantificacion del ADN

Se determind la concentracion del ADN extraido mediante las minipreps empleando un
equipo BioSpectrometer (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Los datos se obtuvieron
correlacionando la concentracion de ADN con la absorbancia a una longitud de onda de
260nm, y se determind el grado de pureza con la relacién de las absorbancias: Asgp/ Asso
(Manchester, 1995).

3.2.3. Transformacion en T. thermophilus BL03

La transformacion se lleva a cabo siguiendo el método descrito por Angelov et al. (2009)
con ligeras modificaciones. En resumen, T. thermophilus BL0O3 se crece a 70°C en 500mL de
TB hasta que alcanza una DOg de 0,8. TB son las siglas de Thermus Broth, que es como se
refiere Angelov et al. (2009) al LB modificado con agua que tiene alto contenido en
carbonatos. A continuacion, se anaden 5uL de miniprep a 2mL del cultivo para cada pocillo.
Se mantiene en agitacion (250rpm) a 70°C durante 3-4h. Finalmente se siembran 100uL de
cada tubo en cada placa de Petri, con un medio que contiene tributirina previamente
preparadas (Tabla 3), lo que hace un total de 92 placas, que se incuban a 65°C en atmosfera
humeda de 2 a 3 dias. La presencia de tributirina como sustrato en el medio permite identificar
la presencia de actividad lipolitica, que se ve evidenciada por la formacién de halos claros
alrededor de las colonias positivas para dicha actividad.

Tabla 3: Componentes del medio para busqueda de actividad lipolitica.

Compuesto Concentracion
Peptona 5g/L
Extracto de levaduras 3g/L
Goma arabiga 10g/L
Tributirina 10%
Agar 13g/L
Kanamicina 20u9/mL

3.3. Busqueda y caracterizacion de actividad lipolitica
3.3.1. Medio minimo

Se preparan placas de medio minimo con tributirina (Leis et al., 2014) (Tabla 4) para
resembrar las colonias que se obtengan de la etapa previa, para cerciorarse de si son
positivos concluyentes. Se siembran como control positivo y negativo T. thermophilus HB27 y
T. thermophilus BLO3 sin transformar, respectivamente. Se dejan en incubadora con atmosfera
humeda a 60°C.



Tabla 4: Composicion de las placas de medio minimo.

Compuesto Concentracion
CaCly — 2H20 170uM
CuSOy4 — 5Hy0 0,1uM
FeSOy — TH50 21,6uM
MgClg — 6H20 615MM
MTLCZQ - 4HQO 2,4/LM

NaMoO4 — 2H50 5uM
NiCly — 6H20 0,1uM
ZnSO4 — 7H20 O,QMM

Biotina 0,2mg/I
Tiamina 2mg/l
Tributirina 1%
KyHPO, 0,79/l
KHyPOy O,259/|

(NH4)QSO4 2,59/'

Casamino acidos 5¢g/l

Agar 15g/I
NaCl 29/l

3.3.2. Preparacion del extracto crudo

Para determinar la actividad lipolitica se relizaron extractos crudos a partir de cultivos. Se
inicié un cultivo a partir de una colonia aislada de cada uno de los candidatos en 20mL de TB
suplementado con kanamicina a 60°C 2 dias en agitacion. Entonces se toman los 20mL de
cultivo y se pasan a tubos Falcon y se centrifugan en centrifuga refrigerada a 4°C, a 5000rpm
durante 5 minutos. Se desecha el sobrenadante y se resuspende el precipitado en 4mL de
agua MiliQ (bidestilada) (de ser necesario se repetira este paso para lavar el medio). Tras el
lavado se centrifuga a 5000rpm 5 minutos, se desecha el sobrenadante y se resuspende con
16mL (4/5V) de tampon de sonicador (Tris 50mM, EDTA 25mM y NaCl 25mM, pH8). Se
somete a la accion del sonicador, que produce ultrasonidos que rompen las membranas
celulares, liberando el contenido intracelular. Para ello se debe tener la muestra siempre en
hielo, pues los ultrasonidos producen calor que pueden desnaturalizar las proteinas cuya
actividad queremos medir. El programa que se emplea tiene una amplitud del 100 %, y pulsos
de 2 segundos, con 8 segundos de pausa, que se repiten hasta que hayan pasado 5 minutos
de accion de ultrasonidos (2"0ON-8"OFF). Tras la sonicacion se centrifugan las muestras a
2500rpm durante 15 minutos, y se distribuye el sobrenadante, que es el extracto crudo, en
alicuotas. Aquellas que no se vayan a usar inmediatamente se guardan a -20°C.

3.3.3. Meétodo de Bradford

Se incuban 10mL de muestra de extracto crudo con 200uL de reactivo de Bradford, que se
compone de 5 partes de agua destilada por cada parte de Protein Assay Dye Reagent
Concentrate (Biorad, California, USA). Este compuesto provoca una reaccion cuando
interacciona con proteinas, y gracias a una recta patron realizada con concentraciones
conocidas de BSA (albumina de suero bovino), se puede extrapolar la concentracion de
proteina de la muestra a partir de su absorbancia a 595nm (Bradford, 1976).



3.3.4. Ensayo de actividad lipolitica a diferentes temperaturas

Se midio la actividad lipolitica del extracto crudo sobre el sustrato para-nitrofenil-laurato
(PNPL) (Fucinos et al., 2005). Se realizaron diluciones de los extractos con el fin de igualar las
concentraciones de proteina entre las muestras. Se incluyd un blanco sustituyendo la muestra
por agua destilada estéril. En primer lugar se calentaron 400.L de tampdn de reaccion (Tabla
5) y 50uL de solucion de sustrato (25mM pNPL disuelto en etanol absoluto) a la temperatura
del ensayo durante 10 minutos en un blogue térmico. A continuacién se anadieron 50uL de
muestra y se desarroll6 la reaccion durante 30 minutos. La reaccion se detuvo anadiendo
125uL de solucion de parada (Tabla 5). Las muestras se mantuvieron en hielo durante 15
minutos, tras lo cual se centrifugaron a 13000rpm durante 10 minutos para descartar el
precipitado consistente en una fase lipidica (procedente de los acidos grasos de 12 carbonos
liberados en la reaccion). Se tomaron 200uL de sobrenadante y se midi6 la absorbancia a
400nm en un espectrofotdémetro (Synergy H1 Hybrid Reader-BioTek). Se realizaron triplicados
de todas las muestras y duplicados de los blancos. Las temperaturas ensayadas fueron 50,
60, 70, 80 y 90°C.

Tabla 5: Soluciones para realizar el ensayo de actividad a distintas temperaturas.

TAMPON DE REACCION SOLUCION DE PARADA
Compuesto | Concentracion | Compuesto | Concentracion
Tris 50mM
CaCly 40mM Na;COs 2M

3.3.5. Caracterizacion proteica en gel de poliacrilamida

Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE,
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) que se compone de dos geles, con muestras de los
distintos extractos crudos (Laemmli, 1970). El gel inicial, de concentracion (stacking), tiene los
poros de la matriz de mayor tamafno debido a una menor concentracion de poliacrilamida, y un
pH mas acido, y sirve para concentrar las proteinas en lo que se llama frente de migracion. El
segundo gel, de separacion, tiene un tamano de poro menor, lo que provoca que las proteinas
se muevan en funcion de su tamano (Tabla 6).

Tabla 6: Composicion de los geles para la electroforesis de proteinas.

GEL DE CONCENTRACION | GEL DE SEPARACION
Compuesto Cantidad Compuesto | Cantidad
Acrilamida 0,85mL Acrilamida 3,33mL
TRIS 1M 0,65mL TRIS 1,5M 2,5mL

H>0 3,475mL H>0 4,05mL

SDS 25uL SDS 50uL

APS 20uL APS 50uL
TEMED 5uL TEMED 20uL

Se prepara un tampon de carga para anadir a la muestra antes de proceder a su
aplicacion en el gel (Tabla 7), en una proporcién de 6uL de tampon por cada 14uL de muestra,
y se deja la mezcla 5 minutos a 95°C para que tenga lugar la desnaturalizacién. Con el
marcador de peso molecular NZY Colour Protein Marker Il (NZYTech, Lisboa, Portugal) este
paso no sera necesario. También se prepara un tampoén de electroforesis, reutilizable, en el
que estara sumergido el gel (Tabla 7).



Tabla 7: Tampones para la electroforesis.

TAMPON DE CARGA TAMPON DE ELECTROFORESIS
Compuesto Cantidad | Compuesto Cantidad (1L)
Sglisc;?ol/o ggth Glicina 14,49
AT de Do 0T % 122005_L Tris-HC 39
ﬁ—mercg?)g)etanol 138?& SDS 19

Cuando esta todo listo se somete a un voltaje de 150V, y se espera aproximadamente 1h.
Si se observa que el frente de migracion esta al limite del gel, se detiene el voltaje y se extrae
el gel, que se pasara a una cubeta en la que se lavara con agua destilada. Posteriormente al
lavado se sustituye el agua destilada por la solucion de tincién, se calienta 30 segundos en el
microondas y se deja tinendo en agitacion durante 10 a 15 minutos. Tras realizar la tincion se
sustituye la solucion de tincion por la solucion de destincion y se repiten todos los pasos
llevados a cabo con la primera solucion. Pasados estos 15 minutos se retira la solucién y se
lava nuevamente el gel con agua destilada (Tabla 8).

Tabla 8: Composicion de las soluciones de tincidn y destincion.

SOLUCION DE TINCION SOLUCION DE DESTINCION
Compuesto Cantidad | Compuesto Cantidad
Coomassie Brilliant Blue 25mg Acido acético 10mL
Acido acético 10mL
0,0 90mL H>0O 90mL

Por ultimo, para observar el resultado del gel se visualiza mediante el uso de un
transiluminador Molecular Imager Gel Doc XR+ (BioRad, California, USA).

4. Resultados y discusion

4.1. Crecimiento en diferentes aguas

En primer lugar se hizo necesario determinar en qué agua crece mejor Thermus
thermophilus in vitro con el objetivo de realizar los experimentos posteriores de
transformacion, cultivo y deteccion de actividad lipolitica. Se realiz6 una caracterizacion
preliminar de diferentes aguas comerciales, asi como agua del manantial geotermal de As
Burgas (Ourense) y agua bidestilada. Para ello se determiné su pH y se anoto su
concentracion de bicarbonatos, sodio y calcio. En el caso de las aguas comerciales las
concentraciones de sus componentes se encontraban indicadas en la etiqueta y en el caso
del agua de As Burgas se encuentran reflejadas en una placa que se haya en el propio
manantial (Tabla 9).



Tabla 9: Bicarbonatos, sodio, calcio y pH tras 15 dias de la apertura de la botella de las
diferentes aguas ensayadas. Los datos de As Burgas fueron tomados de la placa instalada
junto al manantial (de un analisis realizado en 1990 por la Universidad de Santiago). Los
datos de las aguas minerales comerciales, estaban indicados por la empresa que las
comercializa en la etiqueta del producto. En todos los casos los valores de pH fueron
determinados usando un pH-metro.

Aguas pH | Bicarbonatos (mL/L) | Sodio (mL/L) | Calcio (mL/L)
As Burgas 6,94 462 102,2 11,2
Evian 6,39 360 6,5 80
Lanjaron 6,47 131 5,5 26,6
Mondariz 6,43 160 47,7 6,6
Fontecelta 6,67 257 91,4 17,6
Sierra Cazorla 6,38 408,7 1,26 78,6
Fuente primavera | 6,39 297,2 18,6 88,7
Aquarel 6,58 13,2 4,7 2,2
Agua destilada | 6,57 0 0 0

Se puede observar (Tabla 9) que los valores mas elevados de pH, bicarbonatos y sodio
son los presentes en el agua de As Burgas. Presentando el agua comercial Fuente Primavera
los valores mas elevados de calcio. Con la intencién de determinar si la composicién del agua
afecta al crecimiento de T. termophilus, y en cual crece mejor, se realiz6 el ensayo de
crecimiento con las 9 aguas, entre ellas agua destilada y agua de As Burgas, determinando
las diferencias de crecimiento midiendo la DO a 600nm (Figura 2).
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Figura 2: Densidad 6ptica a 600nm a las 2 horas, 4 horas y 6 horas de T. thermophilus
creciendo en medio LB elaborado con distintas aguas.

Aunque no parece haber diferencias significativas en el crecimiento mostrado utilizando
las diferentes aguas ensayadas, se observa una ligera mejoria en el crecimiento cuando T.
thermophilus crece en un medio de cultivo elaborado con agua de As Burgas.

Teniendo en cuenta estos resultados se puede concluir que las concentraciones de
bicarbonatos, sodio y calcio no parecen tener efecto sobre el crecimiento de T. thermophilus.
Sin embargo, de Grado et al. (1999) observaron que se obtenian mejores resultados de
transformacion en aguas minerales ricas en carbonatos, y por ello se determind llevar a cabo
los procedimientos con agua de As Burgas que, como se ha comentado, es la que presenta
mayor concentracion de bicarbonatos, ademas de tener menor coste y de ser donde se
encuentra de manera natural T. thermophilus.



4.2. Transformacion de T. thermophilus BL03

Tras la extraccion del ADN de cada uno de los 92 pocillos que contenia la metagenoteca
de Rio Caldo elaborada en Escherichia coli, siguiendo el método indicado en materiales y
métodos, se procedio a cuantificar la concentracién y el grado de pureza del ADN plasmidico.
Fue necesario medir estas magnitudes para confirmar que se hallaban dentro de los limites
para llevar a cabo la transformacién (Tabla 10). Los limites de concentracién adecuados para
transformar a Thermus fueron senalados por Angelov et al. (2009), y son de entre 40 y
1000ng/u:L de ADN. Por otro lado para que el grado de pureza del ADN sea 6ptimo, su ratio de
Asg0/ Aagp debe ser mayor que 1,8 (Manchester, 1995).

Tabla 10: Datos de concentracion y grado de pureza del ADN extraido a partir de la
metagenoteca de Rio Caldo. En las cuadriculas de la izquierda bajo cada letra estan las
concentraciones de ADN en ng/ul, y en las cuadriculas de la derecha bajo cada letra en
negrilla el grado de pureza del ADN de las muestras, que se calcula a partir de la absorbancia
a 260 y 280nm. El guion indica que no se ha podido determinar con certeza el valor.

A B C D
1 | 2053 2,3 | 4323 21 | 2,3 | 2,06 | 120,5 | 2,16
2 - - [ 268 | 21 | 17,2 | 2,08 | 196,8 | 2
3 245 | 1,9 | 2753 | - 12 1,79 | 84,7 | -
4 | 2169 21 |2185| 2 | 18,3 | 2,38 | 2332 | -
5 - - [ 17,7 [ 2,04 | 7,4 | 2,08 159,7 | 2,15
6 87 |1,98 1154 |2,03| 11 |227| 922 | 1,95
7 | 1265|206 | 1678 | 2,15| 9,7 | 3,71 | 188,3 | 1,91
8 |134,7 1,97 | 585 | 2,09 | 26,5 | 2,05 | 65,6 | 2,07
9 | 544.4|1,99 | 156,1 | 2,1 | 239,4 | 2,12 | 179 | 2,08
10 - 1881 2 |2985 2,13 | 3451 | 2,09

11 367,7 | 2,13 | 182,2 | 1,99 | 153,7 | 2,01 | 178,5 | 1,95
12 300,5 | 2,01 - - 2148 | 2,14 | 123,3 | 1,94
E F G H
1 376,9 | 2,15 | 170,7 | 2,05 | 154,2 | 2,08 | 70,2 | 2,01
2 363,5 | 2,03 - - 143,9 | 2,11 -

3 581,6 | 2,03 | 163,1 | 2,1 | 147,8 | 1,94 | 464,3 | 2,12
4 2433 | 2,1 [ 1349 2,11 | 95 | 1,91 | 108,6 | 2,13
5 434,3 | 2,09 | 105,4 | 2,06 | 77,8 | 1,85 | 221,4 | 2,05
6

7

8

396,9 | 2,13 | 93 - 89,9 | 2,06 | 1252 | 2,14
359,7 | 2,11 39 | 2,13 - - 839 | 1,8

401,6 | 2,05 | 39,2 | 2,03 - - 90,5 | 2,06
9 732 - - - 35,8 | 2,14 - -
10 2485 | - 175,8 | 2,06 | 52,9 | 2,13 | 38,5 | 2,21
11 218,8 | 2,1 - - 39,8 | 2,09 - -
Media 181,85 2,08

Puede observarse en la Tabla 10 que la mayor parte de los datos de concentraciéon se
encuentran en el rango adecuado, estando por debajo de éste solo los de los pocillos A6, C1,
C2,C3,C4,C5,C6,C7,C8,F7,F8,G9, G11 y H10. Por su parte el grado de pureza
sobrepasa el nivel minimo en casi todos los pocillos, con la Unica excepcién del pocillo C3.

Tras las extracciones del ADN y su cuantificacion se llevo a cabo la transformacion de T.
thermophilus BL0O3 con el ADN de los 92 pocillos por separado, y se sembraron 100uL de
cada una de las transformaciones en cada una de las 92 placas de medio TB con tributirina y
kanamicina. Tras 2 o 3 dias se comprobaba el crecimiento de colonias y la formacion de halos.
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Debido al bajo indice de eficiencia de transformacion conseguido este experimento se repitié
hasta en 3 ocasiones llegando al resultado final de una colonia positiva en cada una de las
placas de A5, A11, D4y F3, y 2 en la placa de E10, dando un total de 6 colonias que
crecieron y formaron halo (Figura 3).

Figura 3: Candidatos resembrados de los transformantes obtenidos en placas con medio TB
con tributirina y kanamicina a partir del DNA de los pocillos A5, A11, D4, E10 (dos candidatos)
y F3.

4.3. Busqueda y caracterizacion de actividad lipolitica

Al sembrar en medio minimo con tributirina los candidatos que presentaban halo en las
placas de medio general con tributirina y kanamicina, nos encontramos con que no se obtuvo
ningun tipo de crecimiento en el control negativo (7. themophilus BLO3), pero si un pequeno
crecimiento en el control positivo (7. thermophilus HB27) y en los candidatos D4 y E10b. Estos
resultados respaldan la capacidad de la cepa silvestre, T. thermophilus HB27, de emplear
tributirina para su crecimiento gracias a sus enzimas endogenas, confirman ademas que la
cepa mutada es incapaz de hacerlo y, por ultimo, indican la existencia de enzimas lipoliticas
codificadas en el ADN de la genoteca introducida en el hospedador. Asi pues, se
consideraron los candidatos que crecian en el medio general con tributirina y no en este
medio minimo, como falsos positivos. Para realizar una caracterizacion preliminar de las
enzimas codificadas por los candidatos seleccionados de la metagenoteca, se procedio a la
obtencion del extracto crudo (de los dos candidatos y de la cepa T. thermophilus BLO3 sin
transformar para usos posteriores). La cantidad de proteina total obtenida se determino
mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Los valores de absorbancia obtenidos de
los dos candidatos se despejaron de la recta patron realizada con BSA para obtener la
concentracion de proteina total (Tabla 11).

Tabla 11: Concentracion de proteina total en el extracto crudo obtenido a partir de cada
candidato.

Muestra Concentracion (mg/mL)
Candidato D4 0,28
Candidato E10b 0,33

Se diluyé el candidato E10b para obtener la misma concentracién que el candidato D4 y
partir de la misma cantidad de proteina total al realizar el ensayo de actividad a diferentes
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temperaturas. En dicho ensayo, descrito en el apartado de materiales y métodos, se pudo
observar como variaban los resultados a distintas temperaturas (Figura 4).

120

&0 ' —+— Candidato D4
Porcentaje - P
de actividad / —~— Candidate E10b
lipolitica ¥ o
m /
.

50 B0 70 B8O a0

Temperatura (¢C)

Figura 4: Porcentaje de actividad lipolitica obtenido, teniendo en cuenta el blanco, con
respecto a la temperatura. Se consider6 100 % a la medida de actividad mas alta alcanzada
por cada muestra. Cada punto obtenido es la media de un triplicado. Se presentan también
las barras de error estandar.

Gracias a la baja variabilidad en la mayoria de los datos obtenidos, nos encontramos en
general con unas barras de error estandar pequenas. Este experimento nos permitié
determinar que la temperatura 6ptima para ensayar la actividad lipolitica en el candidato D4
es a 80°C, mientras que el candidato E10b presenta mayor actividad lipolitica cuando se
ensaya a 90°C.

Finalmente, con el objetivo de determinar si existia una banda de expresion clara en los
dos candidatos con respecto a la cepa control (BLO3 sin transformar) que nos permitiese
ademas calcular el peso molecular de las proteinas con actividad lipolitica expresadas en los
dos candidatos, se realiz6 un gel de poliacrilamida SDS-PAGE en el que se cargaron
muestras de los extractos crudos de BLO3 y los dos candidatos, asi como un marcador de
peso molecular (NZY Colour Protein Marker Il de la casa comercial NZYTech) (Figura 5).
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Figura 5: Gel de poliacrilamida SDS-PAGE. M: Marcador de peso molecular (NZY Colour
Protein Marker Il - NZYTech); BL03: Cepa de T. thermophilus BLO3; D4: Candidato D4; E10b:
Candidato E10b.

Lamentablemente, en el gel de SDS-PAGE, no se observo ninguna banda de expresiéon
clara entre el control (BL0O3) y los dos candidatos. Se hace necesario purificar las proteinas
con actividad lipolitica para tratar de realizar una mejor caracterizacion.

5. Conclusiones

- El crecimiento de Thermus thermophilus no parece verse afectado por las distintas aguas
ensayadas: comerciales, agua destilada y agua del manantial geotermal de As Burgas
(Ourense).

- La extraccion del ADN de cada uno de los pocillos de la placa de 92 pocillos que
contenia la metagenoteca de Rio Caldo elaborada en Escherichia coli ha sido efectiva,
obteniéndose cantidades variables de ADN plasmidico que nos ha permitido llevar a cabo la
transformacion de Thermus thermophilus.

- La transformaciéon de T. thermophilus con el ADN extraido previamente y posterior
siembra en placas con medio TB con tributirina y kanamicina dio lugar a seis colonias con
presencia de halo.

- Dos de los seis candidatos obtenidos con actividad lipolitica se confirmaron como
positivos tras crecer en medio minimo con tributirina.

- La temperatura 6ptima de actividad lipolitica de uno de los candidatos obtenidos es de
80°C, mientras que del segundo candidato es de 90°C o mayor.

Conclusions

- O crecemento de Thermus thermophilus non parece verse afectado polas distintas augas
ensaiadas: comerciais, auga destilada e auga do manantial xeotermal das Burgas (Ourense).

- A extraccion do ADN de cada un dos pocillos da placa de 92 pocillos que contifna a
metaxenoteca de Rio Caldo elaborada en Escherichia coli foi efectiva, obténdose cantidades
variables de ADN plasmidico que nos permitiu levar a cabo a transformacién de Thermus
thermophilus.
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- A transformacioén de T. thermophilus co ADN extraido previamente e posterior sembra en
placas con medio TB con tributirina e kanamicina deu lugar a seis colonias con presenza de
halo.

- Dous dos seis candidatos obtidos con actividade lipolitica confirmaronse como positivos
tras crecer no medio minimo con tributirina.

- A temperatura 6ptima de actividade lipolitica dun dos candidatos obtidos é de 80°C
mentres que do segundo candidato é de 90°C ou maior.

Conclusions

- Thermus thermophilus growth does not seem to be affected by the different tested waters:
commercial, distilled water and As Burgas (Ourense) hot spring.

- DNA extraction from each one of the wells of the 92 well plate containing the Rio Caldo
metagenomic library elaborated in Escherichia coli has been effective, obtaining different
amounts of DNA plasmid that allowed us to carry out the transformation of Thermus
thermophilus.

- T. thermophilus transformation with the previously extracted DNA and subsequent plating
on TB medium with tributyrin and kanamycin resulted in six colonies with halo.

- Two of the six candidates obtained with lipolytic activity were confirmed as positive after
growing in minimal medium with tributyrin.

- The optimum temperature of lipolytic activity of one of the candidates obtained is 80°C
while the second candidate is 90°C or greater.
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