TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO-

EDUCACION

SECRETARIA DE EDUCACION PUBLICA

Instituto Tecnolégico de Veracruz
Subdireccion Académica
Division de Estudios de Posgrado e Investigacién

“2020, Afio de Leona Vicario, Benemérita Madre de la Patria”

OFICIO: ITV/DEPI/N0.110/2020

A QUIEN CORRESPONDA
PRESENTE

Por medio de la presente el que suscribe Dr. Benigno Ortiz Mufiz, Jefe de la Divisidn de Estudios de
Posgrado e Investigacion del Instituto Tecnoldgico de Veracruz me permito hacer CONSTAR que, de
acuerdo a los archivos de esta Divisién de Estudios, el (la) Dra. Carolina Pefia Montes fungié como
Director(a) de la Tesis de Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica titulada: “Clonacién y expresién
de una cutinasa flingica” desarrollada por el (la) C. Laura del Carmen Vazquez Alcantara, nimero de
control M16020030.

Se extiende la presente a la Ciudad de Veracruz, Veracruz a los cinco dias del mes de marzo del aflo dos mil
veinte.

g
ATENTAMENTE g"_}SEP L Cige
Excelencia en Educacion Tecnolégicae 3 ; E.'s‘_.gég‘imu
Antorcha y Luz de Fuego Permanentt

70 TECNOLOGICO DE VERACRUZ
msnwvmbu DEESTUDIOS ns
POSGRADO E INVESTIGACION

BENIGNO

JEFE DE LA DIVISION BE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION

Archivo

“alz. Miguel Angel de Quevedo 2779, Col. Formando Hogar
C.P. 91897, Veracruz, Ver. Tel. (229) 934 1500
www.veracruz.tecnm.mx




Secretaria de Educacion Publica

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO

Instituto Tecnoldgico de Veracruz

CLONACION Y EXPRESION DE CUTINASAS

Tesis

Que para obtener el grado de:

Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioguimica

Presenta:
I.B. Laura del Carmen Vazquez Alcantara

Asesores:
Dra. Carolina Pefia Montes
Dra. Rosa maria Oliart Ros
Dr. Vladimir Sdnchez Lopez

Veracruz Ver. Agosto 2018




INDICE Pag

1. INTRODUGCCION ..ottt s s ssae et sassas e tesssasssassssssansnsssansnens 1
2. ANTECEDENTES . ...ttt ettt sttt e sttt e st e e st e e sabeesabeesabeesaneas 2
2.1 Organismos productores de CULINASAS .......ccuvrieiriieieeiiiiiee e e e 2
2.2 Identificacién molecular de hongos fitopatdigenosS.....cccceeeeeiiciiiieeiee e, 3
A% A8 \V Lo oY1 TTe] o] gk d g Mo ] = W £o ] (=1 PSSP 4
2.1.2 Alternaria AITEIMATA ......coooiiiiiieeteie e 5
2.2 Cuticula de 18S Plantas.......cccueiiiiiiiiii e 5
2.3 Estructuray mecanismo catalitico de las cutinasas..........cccceccvvveeeeeeceiicccivveenennn. 7
2.4 Aplicaciones de CULINASAS.......cccveiiieie e e e et eeeeas 8
2.5 SIStEMA A€ EXPIESION ..ottt ettt e e eenes 9
P2 SV 4T o (0T = PP PRRT 11
2.6.1 VECIOI PPICZAITA ......eiciitiecieeeee ettt et sab e e an e aeas 11
2.6.2 VeCtor PIETL.2/BIUNT oottt e 12
A S Y Yol (o] G o] = I PSRN 13
2.7 Métodos de tranSfOrMAaCION ........ocoiiiiiiiiiiiee e 15
3L JUSHIFICACTON .ttt 16
o T o L0} (=T £ 16
LT © ] o T 1= (Y7 13 17
5.1 ODjJetiVOS GENEIAIES ... ..eiiiieieeii e 17
5.2 ObjetiVoS @SPECITICOS . oottt 17
ST\, (=1 oo [ Lo o L= FOuuu OO O OO OO U U U R UU SRR 18
6.1 AnAlisis DIOINFOIMALICO .....coiiiiii e 18

6.1.1 Obtencidn de secuencias de genes de cutinasas de M. roreri y A.
alternatal8

6.1.2 Arbol filogenético de cutinasas de M. roreri, A. alternata .............coeeevvvvvennneee. 18
6.1.3 Analisis bioinformético de genes putativos de cutinasas ..........cceceeeeveeveeeeenen. 18
6.1.4 Disefio y elaboracion de cebadores ..., 18
6.2 Obtencion del gen de CULINASA ......ccueiiiiiiiiiiie e 19
6.2.1 Obtencién de micelio de M. roreriy de A. alternata..........cccceceveneivinenenenennns 19

B.2.2 EXIrACCION 08 ARN ..o e e e e et e e e e e ae e e e e e aaseeeeeesaaseareeeseaane 19



6.2.3 EleCtroforeSisS A8 ARN ...ttt ettt e e eeeae et e e s s esaaeeeessesaaaeeesssesaees 20

6.2.4 SINTESIS A8 CDNA ...ttt 20
6.2.5 AMPplificacion POT PCRu. ...ttt 20
6.2.6 Purificacién y secuenciacién de productos de PCR .......ccccccocvenieinineneneennns 21
6.3 Clonacion del gen de CULINASA........uuieiiiiiiieiiiee e 21
6.3.1 EXtraccion del PIASMITO ....c.coiiiiiiiiireceee e 21
6.3.2 Construccion de plasmido PIETCUT ..ottt 22
6.3.3 Construccion de plasmido PPICZCUT .....c.ccoiiiniiieinireeeeesesie et 22
6.3.4 Construccion de plASmMidO PET-22(F) ...cceoeiririneieerereeeeeesesie e e 23
6.3.5 Preparacion de células COMPEteNteS ......ccveveevevieeeeeee e 23
6.3.6 Transformacion de E. COli DHS.........cccoviiiiririeeeeeeeeee e 23
6.3.7 SEleCCiON dE COIONIAS ..ocuieeiiiiiriiieiee et 24
6.3.8 PCR 08 COIONIA ..ottt e 24
6.3.9 Extraccion de plasmido PET22 ...ttt 24
6.3.10 Transformacién de E. coli BL21 con el plasmido PET22 ........ccceevveevveveeneennen. 24
6.4 ANALISIS dE PrOTEINAS ...eeiii i 24
6.4.1 Crecimiento de la clona BL21 con PET22CUTIM......cccceeviiininencieninenenieeeneas 24
6.4.2 Induccion de laenzima CUTLIM CON IPTG ..o 24
6.4.3 Prueba cualitativa de actividad ...........ccccoevueirinininieiiiccecccee e 25
6.4.3 Medicion de ACtiVIAAd ........ccccciririiiiiiiiecce et 25
6.4.4 MediCiOn de ProteINA....ccciecieeieceee ettt e an e 25
6.5 ElECTIOTOIESIS ..ottt 25
6.5.1 Perfil €leCtrofOr€tiCO .....coiviiiiiiiiiici e 25
6.5.2 Zimograma (actividad “in Situ”) ... 26
6.6 ODteNCION A€ ENZIMEA PUTB.....iiiiiiiiiie ittt e snaee e 26
6.6.1 CoNCENLracion A€ ENZIMA.......cociieiriiirieieieeei ettt 26
6.6.2 Purificacion de 18 €NZIM@ ..o 26
7. RESULTADOS Y DISCUSION .....oovieevieeteceeteeeteeeceeesee e seses s sesessss s senessanassesanes 28
7.1 AnAlisis DIOINFOIMALICO ....cooiiiiiii e 28
7.1.1 Obtencidon de secuencias de cutinasas de M. roreri y A. alternata.................. 28
7.1.2 Arbol filogenético de genes de CULINASAS ........ccccvevveevreeeeeeeeeieeeeeeeeee s 34

7.1.3 Analisis bioinforméatico de genes de cutinasas.........cccccevvevvevieceeceecie e, 36



7.1.4 Analisis de restriCCion d€ gENES .....occieiieieeececeeeeree ettt 40

7.1.5 ANAlISiS d€ CEDATOIES .....cociiiiiiieicicc e 40
7.2 Aislamiento del gen de CUTINASA.......ccoiuuriiiiiiiiie e 41
7.2.1 Extraccion de cuticula de ManzZana.........cc.cceeevineiieiniinenieieesesiesee s 41
7.2.2 EXIracCion d@ ARN ......c.ooiiiiiiiiieieeese ettt sttt 41
7.2.3 Amplificacion de [0S genes POr PCR.......cccoiiiiiiiiinineieeesesee et 42
7.2.4 SECUENCIACION U GENES ....uiiiiiiiiiieiieitetee ettt sttt st ebe 43
7.3 Clonacion de genes de CULINASAS......coiuiiiiiiiiiiie ettt 45
7.3.1 Clonacion de genes de cutinasas en el vector de clonacién pJET.................. 45
7.3.2 Clonacion de genes de cutinasas en el vector pPICZ........ccooovevvecvececieenenen. 46
7.3.3 Clonacion del gen de cutinasa en el vector pET-22.......cccoevvevieveeceecie e, 48
__ 7.4 Expresion de la enzima CUTLIMR ........ccooiiiiiiieiieeeeeste ettt sreens 49
741 ANAlISIS € PrOtEINAS.....ccvi ettt e s e aeesreenreens 50
_7.4.1.1 Perfiles de proteinas en gel de SDS-PAGE ... 50
_7.4.1.2 Actividad “IN SIU” ..........ooi e ——————— 51
_7.4.1.3 Identificacion de MRCUT1 con Western Blot..........ccccuvveiviiiieeiiiiiee e 51
7.5 PUrificacion de MRCUTL.........uuuuuuriieriiiirrerriererrrereseersreserseasesssareeseaa....——————————————.—. 52
7.6 CONCIUSIONES ...ttt sttt b bbbt enes 53
7.7 APENDICES ... .ottt et s b e st e e st e s b e s s b e sanes 59
APENDICE A oottt ettt ettt e e e e e e e e R e bbb bR b e b e e 59
N A 1 T 60
APENDICE C ..ottt bbb 63

APENDICE D ...ttt 64



INDICE DE IMAGENES

figura 1. Penetracion y colonizacion de M. FOFeri .......cccoiueiiiieeiiiee e 5
figura 3. Unidad basica de la estructura de la Cutina.............ccceeviieeiiiiniiiee e 7
figura 4. Mecanismo catalitico de las serin-hidrolasas.............cccccvvciveiiiiiiiee e 8
figura 6. VeCtor PPICZA @, D Y C.vvieeeee e 12
Lo LU= T AT ol (o] gl 01T 22 oG o I 14
figura 11. Arbol filogenético de genes cutinasas de m. roreriy a. alternata....................... 35
figura 12. Alineamiento de secuencia de dna y rna de la cutl de a. alternata................... 37
figura 14. Alineamiento de secuencia de dna y rna de la cuti3 de a. alternata. ................ 38
figura 16. Alineamiento de secuencia de dna y rna de la cutinas 2 de m. roreri. .............. 39
figura 18. ARN de hongos fitoPatOgENOS .......c.uviiiiiiiiiie e 42
fIQUIa 20. VECTION PJETL.2 ...ttt ettt e e e e e e as 46
figura 22. PCR 0@ COIONIAS. .....ceeiieeiiiiiiiiiee et e e e e s e e e e e e e e e eneneeeeeeens 48
figura 24. Actividad CUBIILALIVA. ...........c.eueiieiie e 50
figura 26. Geles de poliaCrilamida..........uuuurururiiuiiiiiiiiiiii i ——————————————————— 51
fIgUIa 27. WESIEIN DIOT ... .. e e a e e e et reeeeeeas 52

INDICE DE TABLAS

tabla 1. Microorganismos productores de CUtINASAS...........occuvviriirieeeeiiiiiiiiere e e e e e eeeiveeeeeeens 3
tabla 2. Caracteristicas generales de los métodos de transformacion de P. pastoris ....... 15
tabla 3. Resultados del analiSis de genesS..........coouiiiiiiiiiiii i 36
tabla 4. Resultados del analisis de cebadores.........cvv i 40

tabla 5. Resultado de alineamiento de las secuencias de M. roreri y A. alternata............. 44


file:///D:/Nueva%20carpeta%20(3)/casiiiultimonue.,,.docx%23_Toc521666784
file:///D:/Nueva%20carpeta%20(3)/casiiiultimonue.,,.docx%23_Toc521666784
file:///D:/Nueva%20carpeta%20(3)/casiiiultimonue.,,.docx%23_Toc521666787
file:///D:/Nueva%20carpeta%20(3)/casiiiultimonue.,,.docx%23_Toc521666787
file:///D:/Nueva%20carpeta%20(3)/casiiiultimonue.,,.docx%23_Toc521666795
file:///D:/Nueva%20carpeta%20(3)/casiiiultimonue.,,.docx%23_Toc521666795




1.  INTRODUCCION

Las cutinasas (EC. 3.1.1.74) son enzimas que llevan a cabo la hidrdlisis del polimero
lipidico llamado cutina, el cual es un componente estructural de las plantas.

Estas enzimas son clasificadas como hidrolasas de ésteres de acidos carboxilicos
(Carvalho et al., 1998). Son enzimas producidas por bacterias como Bacillus subtilis,
Citrobacter, Enterobacter levaduras como Candida tropicalis) y hongos
fitopatogenos como Aspergillus, Fusarium, Trichoderma, Moniliophtora (Basurto et
al., 2010; Panizo et al., 2005; Akira Yoshimi et al., 2016).

Cada microorganismo presenta en su genoma diferentes genes de cutinasas.
Fusarium solani presenta 2 genes de cutinasas, Monilia fructicola tiene 4 genes de
cutinasas), Penicillum citrinum contiene un gen y M. roreri presenta tres cutinasas
putativas en su genoma (Lin y kolattukudy 1980; Lee et al., 2010; Liebminger et al.,
2007). También se ha encontrado que Aspergillus nidulans presenta 4 cutinasas en
el genoma, sin embargo sélo se ha visto la expresion de 2 cutinasas; ANCUTL1 la
cual presenta actividad de esterasa y ANCUT2 que presenta actividad de esterasa
y cutinasa (Castro-Ochoa et al., 2012).

M. roreri es un hongo fitopatégeno el cual ataca al cultivo de cacao provocando la
enfermedad de moniliasis, este microorganismo cuenta con dos formas de ataque,
por medio de esporas, al llegar al fruto para contaminarlo (biotréfica) y cuando se
encuentra dentro del fruto secreta varias enzimas y toxinas, las cuales se degradan
el tejido y causan la necrosis del fruto (hemibiotréfica). Recientemente se ha
reportado al parecer la expresion de una esterasa en un medio con cuticula de
cacao como inductor. Es importante mencionar que en su genoma, M. roreri
contiene tres cutinasas. (Torres-Palacios C. et al., 2016).

Las cutinasas tienen diferentes aplicaciones en la industria de alimentos entre las
mas importantes estan la industria de aceites, grasas y de agentes saborizantes y
aromatizantes. Ademas, se han usado en otras industrias como en la de detergentes
y peleteria. También se ha visto que pueden ser Utiles para la degradacion de
compuestos contaminantes como PET y pesticidas (Castro et al., 2010). Debido a
lo anterior, se ha optado por expresar estas enzimas en hospederos heterdlogos los

cual ayudara a obtener una mayor cantidad de enzima en condiciones mas
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controladas. El sistema de expresion de las proteinas recombinantes depende de
las propiedades de la proteina para poder seleccionar un hospedero adecuado.
Uno de los sistemas eucariontes mas utilizados es P. pastoris, una levadura
unicelular de crecimiento rapido y cultivo facil. P. pastoris tiene ventajas sobre otros
hospederos ya que puede procesar y plegar las proteinas adecuadamente, ademas
los costos de produccidbn son menores comparados con otros sistemas de
expresion. Esta levadura es metilotréfica, es decir es capaz de metabolizar metanol
como Unica fuente de carbono, P. pastoris oxida el metanol a formaldehido y genera
peroxido de hidrégeno. La enzima alcohol oxidasa muestra una baja afinidad por el
oxigeno y genera grandes cantidades de enzima. Esta levadura presenta dos genes
de alcohol oxidasa AOX1 y AOX2 (Cereghino y Cregg, 2000).

Otro sistema, ampliamente utilizado es la bacteria Escherichia coli, del cual existen
varios vectores que por ejemplo permiten expresar la enzima recombinante en el
periplasma utilizando IPTG como inductor.

Dadas las aplicaciones e importancia de las cutinasas el propésito general del
presente trabajo es expresar en un sistema heterdlogo y caracterizar la cutinasa

recombinante del hongo fitopatdgeno M. roreri.

2. ANTECEDENTES
Las cutinasas (EC. 3.1.1.74) son proteinas pertenecientes al grupo de las

hidrolasas, este tipo de enzimas pueden degradar la cutina que de forma natural,
el cual es un polimero natural que se encuentra en las plantas que le sirve como
una barrera de proteccion contra los organismos patdgenos (Castro-Ochoa et al.,
2010; Purdy y Kolattukudy, 1975).

2.1 Organismos productores de cutinasas
Las cutinasas fueron descritas por primera vez en hongos patdégenos, uno de los

mas estudiadas es la de Fusarium, se han encontrado recientemente también en
bacterias y levaduras (Dutta et al., 2009). En el 2012 Torres y Ramirez estudiaron
la presencia de enzimas con actividad de esterasa en condiciones de induccion con

cutina de cacao, se describe la presencia de una enzima con actividad de esterasa



gue pudiera ser una cutinasa, sin embargo, la enzima no fue identificada ni se
evaluo la actividad sobre cutina. En 1988 Kentaro Tanabe, estudiaron la actividad

de una cutinasa de Alternaria alternata en la patogenicidad de la pera.

Tabla 1. Microorganismos productores de cutinasas.

Organismos Cutinasas Referencia

putativas
Hongos
Aspergillus nidulans 4 Castro-Ochoa et al. (2012)
Fusarium solani pisi, 2 Lin and Kolattukudy (1980)
Fusarium oxysporum, 1 Purdy y Kolattukudy (1975)
Alternaria brassicicola 4 Koschorreck et al. (2013)
Penicillium citrinum 1 Liebminger et al (2007)
Aspergillus oryzae 2 Liu et al. (2009)
Bacteria
Streptomyces scabies 1 Lin and Kolattukudy (1980)
Thermobifida fusca 2 Chen et al. (2008)
Pseudomonas mendocina 2 Sebastian et al. (1987)
Levadura
Cryptococcus sp. 1 Masala et al (2005)

2.2 ldentificacion molecular de hongos fitopatégenos
Para la identificacion de los aislamientos de hongos fitopatégenos productores de

cutinasas como Moniliophthora roreri, Alternaria alternata y Colletotrichum se han
utiizado meétodos moleculares tales como RFLP (Polimorfismo de longitud
fragmentos de restriccion), RAPD (polimorfismo de ADN amplificado al azar) y AFLP
(Amplificacion de fragmentos de longitud polimérficos) (Vos et al., 1995). Asi mismo

se puede identificar por analisis de secuencias del ADN que incluye los genes:



region espaciadora transcriptora interna (ITS), espaciador intergénico (IGS), factor

de elongacionl-a (tefl), actina (act) y calmodulina (cal) (Bachmann 1994).

2.1.2 Moniliophthora roreri
M. roreri es un hongo fitopatdgeno el cual es el causante de moniliasis del cacao,

es un hongo de la clase Basidiomiceto y del orden Moniliales, su reproduccion se
realiza solo asexualmente por conidios (Evans et al.,2003). Este microorganismo ha
sido encontrado infectando los frutos de los géneros Theobroma y Herrania.

Es un hongo hemibiotrofico el cual empieza cuando los conidios de M. roreri llegan
a la superficie de las mazorcas, ahi germinan y penetran la mazorca directamente
desde la epidermis, causando dafios internos en las primeras etapas de la
enfermedad (biotrofismo), esta esta es seguida por la segregacién de toxinas,
enzimas y factores de necrosis, estos se encargan de matar a la planta para que el
hongo obtenga sus nutrientes por absorcion (hemibiotrofico) (Torto-Alalibo, 2009 y
Tiburcio et al., 2010).

Las enzimas que participan en esta etapa son quitinasas, quitosanasas,
glucanasas, proteasas, lipasas y cutinasas (Torres y Ramirez., 2016). Estas
enzimas en conjunto degradan la pared celular atacando la cuticula de las plantas.
Moniliphthora roreri en su genoma cuenta con tres secuencias de cutinasas
putativas, las cuales hasta el momento solo una parecer ser expresada en medio

inductor con cacao (Torres y Ramirez., 2016).



Figura 1. Penetracion y colonizacién de M. roreri (Sanchez, D y Garcés, R. 2012)

2.1.2 Alternaria Alternata
A. alternata es un hongo filamentoso con conidiéforos simples, pertenece a la familia

Pleosporaceae del orden pleosporales. A. alternata se encuentra principalmente en
abonos, madera podrida, cultivos de fresas, tomates y esparragos, es conocida
como la causa de mancha foliar y otras enfermedades en mas de 100 especies de
plantas hospedadoras (Rotem, 1994).

En estudios realizados por Ruiz y colaboradores, se reportd la produccion de
celulasas, pectinasas y ligninasa por A. alternata (Ruiz, et al; 2012).

A. alternata es un fitopatdgeno causante de la mancha negra en la pera japonesa,
en 1988 se estudié unas cutinasa la cual se indujo con cutina de pomela, su peso
fue de 32,000 Daltons en SDS-PAGE, la actividad que presento fue de 2836 h/mL.
(Tanabe, et al; 1988).

2.2 Cuticula de las plantas
Las plantas tienen una capa extracelular llamada cuticula la cual se encarga de

proteger a las células epidérmicas y evita la pérdida de agua asi como también, las
protege de agresiones fisicas, quimicas y biolégicas como la invasion de patdgenos
(Skamnioti et al., 2008).



El componente principal de la cuticula es la cutina la cual estd formada por acidos
grasos de cadena larga principalmente palmitico (C16) y estearico (C18), estos
pueden estar hidroxilados o epoxilados en la parte media de la cadena o cercano a
un doble enlace, estan unidos unos a otros por uniones éster formando una red
tridimensional, también pueden estar presentes los puentes perdxidos y enlaces
éter. La cutina es formada y segregada por las células de la epidermis (Kolattukudy,
1980; Purdy y Kolattukudy, 1973).
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Figura 2. Composicién de cuticula (Masala et al, 2005)
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Figura 3. Unidad basica de la estructura de la cutina (Kolattukudy, 1980).

2.3 Estructura y mecanismo catalitico de las cutinasas

Las cutinasas presentan un plegamiento a-f hidrolasa, el cual consiste en una hoja
B central paralela a ocho hebras (B3 a 8), estas estan conectadas por a hélices
que rodean por ambos lados a la hoja 8 central (Jaeger et al., 1999).

El sitio activo de las enzimas con plegamiento a- B hidrolasa consiste en 3 residuos
cataliticos: un residuo nucleofilico, un residuo acido catalitico y un residuo de
histidina. La triada catalitica esta conformada por los residuos His, Asp y Ser, este
se encuentra en el extremo carboxilico de la B5 (Jaeger et al., 1999).

Las cutinasas son parecidas con las lipasas en el plegamiento, pero la diferencia
entre estas dos es que la serina catalitica en las cutinasas es accesible al solvente
y sustrato, debido a la ausencia de la tapa que cubre la serina del sitio activo. Es
por esto por lo que las cutinasas no requieren un reordenamiento de la cadena
principal, solo una reorientacion de algunas cadenas laterales lipofilicas. La cavidad
oxianionica de las cutinasas se preforma en lugar de ser inducida por la unién de un
ligando y esta se estabiliza por el residuo Ser42 (Carvalho et al., 1998).

El mecanismo de hidrdlisis se basa en el residuo de His funcionando como una base
y el oxigeno de Ser que es quien realiza el ataque nucleofilico al carbonilo del enlace
ester del sustrato, que da como resultado un intermediario tetraédrico, estabilizado
por medio de puentes de hidrogeno que se forman con los residuos de la cavidad

7



oxianidénica. La histidina sigue actuando como base y provoca la ruptura del enlace
ester causando la liberacion del alcohol y la formacion de la enzima acilada. Se
realiza la hidrdlisis de la enzima acilada, la cual genera como productos un acido

graso y la enzima libre (Neves-Petersen et al., 2001).
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4Figura 4. Mecanismo catalitico de las serin-hidrolasas

Aplicaciones de cutinasas

Las reacciones y sintesis catalizadas por estas enzimas tienen usos en procesos
industriales. Un ejemplo es en la industria de los alimentos para la modificacién de
grasas Yy aceites mediante una hidrogenacion la cual es la modificacion quimica de
acidos grasos, ruptura del enlace éster (hidrdlisis) o sintesis como interesterificacion
y transesterificacion, en la cual se lleva a cabo una reorganizacion de acidos grasos
(Castro-Ochoa et al., 2010). Otro ejemplo es la obtencion de sabores mediante la
sintesis enzimética como es la obtencion de acetato de hexilo, un éster de cadena
corta con sabor frutal que se genera mediante la alcohdlisis de butil acetato con
hexano (Carvalho et al., 1998).



Otra aplicacion de las cutinasas es la sintesis de biocombustibles como biodiesel,
en donde ha sido utilizada una cutinasa de Fusarium solani como catalizador para
la transesterificacion de la mezcla de triglicéridos y metanol en micelas inversas de
Bis- (2- etilhexil)- sulfosuccinato de sodio (AOT) en Iso-octano (Badanes et al.,
2010). En el 2012 se demostr6 que modifican la superficie y degradacion de

poliéster como es el politereftalato de etileno (PET) (Sulaiman et al., 2012)

2.5 Sistema de expresién

Todas las bacterias pueden ser usadas para la produccion de proteinas heterélogas,
pero se desconoce la informacion acerca de la regulacion y mecanismos (Terpe,
2006). Las levaduras son utilizadas como un sistema de expresion para la
produccion de proteinas recombinantes para fines de investigacion basica e
industriales, porque han sido ampliamente estudiadas, por su facil manipulacion
genética y ademas tienen altos niveles de produccion tanto intra como extracelular
de la proteina de interés.

Las proteinas eucariotas tienen mas probabilidades de ser correctamente
procesadas, dobladas y ensambladas en moléculas funcionales cuando se
sintetizan en otro sistema eucariota como una levadura.

P. pastoris no fermenta preferentemente azucares u otras fuentes de carbono. La
preferencia de esta levadura por el crecimiento respiratorio facilita enormemente su
cultivo a altas densidades celulares porque no genera cantidades significativas del
producto fermentativo toxico. P. pastoris puede crecer en presencia de metanol
como Unica fuente de carbono y energia.

Al igual que muchas vias alternativas de fuente de carbono, el crecimiento en
metanol requiere la induccién de un conjunto especifico de enzimas metabdlicas.
Dos de estas enzimas, la alcohol oxidasa (AOX) y la dihidroxiacetona sintasa
(DHAS), aunque ausentes de células cultivadas en glucosa u otras fuentes de
carbono, pueden constituir aproximadamente 30% de la proteina total en células
cultivadas con metanol.

Varios informes sobre la expresién en P. pastoris han sugerido que el cambio de
codones en un gen extrafio a los de codones mas frecuentemente usados por la

levadura (segun se juzga a partir de las secuencias de aminoacidos predichas de
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genes altamente expresados de P. pastoris) mejora significativamente los niveles
de expresion de genes heterologos.

Una diferencia importante entre el sistema de P. pastoris y E. coli es el nivel de
proteina recombinante tipicamente observado en fases tempranas de desarrollo. En
el caso de E. coli, tipicamente se puede contar con un 10% o mas de proteina total
gue es producto recombinante. Como consecuencia, se puede observar el producto
como una banda intensa y gruesa sobre un gel teflido con coomasie. Esto
tipicamente no es cierto para P. pastoris, especialmente en las fases tempranas de
desarrollo donde los rendimientos de proteina intracelular de menos del 1% de la
proteina total son comunes para las proteinas secretadas y donde las proteinasas
nativas pueden degradar inicialmente la mayoria del producto antes de que pueda
ser visualizado.

Por otro lado, P. pastoris ofrece el potencial de secrecion de un producto de proteina
recombinante, una ventaja significativa cuando es posible, ya que la levadura
secreta solo niveles bajos de sus propias proteinas. De este modo, la proteina
recombinante es a menudo la Unica proteina en el medio de cultivo y la etapa de
purificacion principal es simplemente la eliminacion de las células gastadas del

medio.

Por otra parte, el sistema de expresion PET de Escherichia coli es utilizado para la
clonacion y expresion de proteinas recombinantes en E. coli. Los genes diana se
clonan en pladsmidos pET bajo el control de la transcripcién fuerte del bacteriéfago
T7 y las sefales de traduccion; la expresion se induce proporcionando una fuente
de ARN polimerasa T7 en la célula huésped. La ARN polimerasa de T7 es selectiva
gue al inducir completamente, casi todos los recursos de la célula se convierten a
la expresion del gen diana; el producto deseado puede comprender mas del 50%

de la proteina celular total unas pocas horas después de la induccion.
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2.6 Vectores

2.6.1 Vector pPICZalfa

Estos vectores permiten una regulacion fuerte, contienen el marcador de resistencia
a zeocina, el cual le permite seleccionar de manera directa a células recombinantes
e integrantes de copias mdltiples sin el uso de un medio de eliminacion. Ademas
tienen un promotor AOX1 que permite altos niveles de expresion de la proteina
heteréloga por induccién con metanol, contiene un C- terminal epitope myc y
secuencia de polihistidina (6xHis) para la deteccion eficiente y purificacion rapida de
proteinas recombinantes. También contiene una sefal de secrecion, el a-factor, el
cual tiene 135 aa y contiene el gen 5°’AOX1 el cual permite que su integracion sea
dirigida en el genoma de P. pastoris (Bitter et al., 1984). A continuacion, se muestran

ejemplos de vectores del sistema de expresion de P. pastoris.

Map of pPICZ Polyhistidine tag

5 AOX1 promoter
AOX = alcool oxydase —

Comments for pPICZ A:

3329 nucleofides CYC1 transcription

termination region:

5Figura 5. Vector pPICZ A, By C.
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6Figura 6. Vector pPICZa A, By C.

2.6.2 Vector pJET1.2/blunt

El vector contiene un gen de enzima de restriccion letal que se rompe por ligacion
de un inserto de ADN en el sitio de clonacion. Como resultado, solo las células
bacterianas con plasmidos recombinantes pueden formar colonias. El vector
pJET1.2 / que carece de un inserto puede expresar una enzima de restriccion letal,
gue mata a la célula de E. coli del huésped después de la transformacion.
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7Figura 7. Vector pJET1.2/blunt.

2.6.3 Vector pET-22

El vector pET-22b porta una secuencia de sefial pelB N-terminal para la localizacion
periplasmica potencial de la proteina recombinante, mas la secuencia de His-Tag
en la region C-terminal. Este vector contiene ademas el gen de resistencia a
ampicilina.
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8Figura 8. Vector PET-22b(+)

14



2.7 Métodos de transformacion

Con cualquiera de los cuatro procedimientos de transformacion de la tabla 2, es
posible introducir vectores como elementos autonomos o integrarlos en el genoma
de P. pastoris o E. coli. El método de generacion de esferoplastos-polietilenglicol-
CaCl2 (esferoplastos) es el mejor caracterizado de las técnicas y produce una alta
frecuencia de transformantes en el caso de levaduras (~ 105 / ug) pero es laborioso
y da lugar a colonias transformadas que deben ser recuperadas de la incorporacion
de agar. Los otros tres métodos utilizan células intactas o enteras (es decir, no
implican esferoplastos) y, por lo tanto, son mas convenientes y dan lugar a
transformantes en la superficie de placas de agar que se recogen facilmente o se
replican para un analisis posterior. De los métodos de células enteras, la
electroporacion produce transformantes a frecuencias comparables con las de
esferoplastia y es el método de eleccion para la mayoria de los investigadores.

2Tabla 2. Caracteristicas generales de los métodos de transformacion de P. pastoris

Transformation Convenience Multicopy
Method frequency (per Lg) factor integration?
Spheroplast 10° Low Yes
Electroporation 10° High Yes
PEG I{Ji High No
LiCl 10- High No
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3. Justificacion

Las cutinasas tienen diversas aplicaciones importantes, por lo cual se necesita
producir industrialmente con altas concentraciones estas enzimas, mediante la

sobreexpresion en organismos hospederos ya estudiados.

Ademas, no hay estudios sobre la caracterizacion bioquimica y la expresion

heteréloga de cutinasas de hongos fitopatdgenos como M. roreri y A. alternata.

4. Hipétesis

La cepa de Pichia pastoris 6 E.coli que expresa el gen de cutinasa presentara mayor
produccion de cutinasa que la cepa nativa, dicha enzima recombinante presentara

las mismas propiedades bioquimicas que la enzima silvestre.
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5. Objetivos

5.1 Objetivos generales

Expresar y caracterizar una cutinasa de un hongo fitopatdgeno en un sistema

heterdlogo.

5.2 Objetivos especificos

1. Inducir la expresion de las cutinasas de M. roreri y A. alternata en diferentes

medios.

2. ldentificar la expresion de los genes de cutinasas a partir del micelio crecido

en condiciones de induccion.

3. Aislar los genes de cutinasas de M. roreri y A. alternata

4. Seleccionar y expresar uno de los genes de cutinasas en P. pastoris y E.
coli.
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6. Metodologia
6.1 Analisis bioinformatico

6.1.1 Obtencidon de secuencias de cutinasas de M. roreri y A. alternata,
Las secuencias de los genes de cutinasas se obtuvieron de las paginas de la base

de datos del genoma de cada uno de los hongos (http://www.genome.jp/keqg-

bin/show_organism?org=mrr, https://genome.jgi.doego Vv/Altall/Altall.home.html, y
del NCBI (Resource Coordinators, 2016).

6.1.2 Arbol filogenético de cutinasas de M. roreri, A. alternata y
Colletotrichum

Se realizd un arbol filogenético con las secuencias obtenidas de acuerdo a la

seccion 6.1.1 con el software MEGA 7. Se utilizaron secuencias de otros genes de

cutinasas de hongos como Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus

nidulans, Fusarium langsethiae, Fusarium oxysporum y Fusarium solani (Kumar et

al; 2015).

6.1.3 Analisis bioinformatico de genes de cutinasas

Se verificO si las secuencias de genes de cutinasas contenian intrones, secuencias
de glicosilacién y secuenciasefial,. Se determiné el peso molecular y punto
isoeléctrico tedricos de la proteina, asi como el modelo estructural. Para lo anterior
se utilizaron diferentes softwares: Clustal W, signalP, EXPASYy tools, ESyPred3D;
NetNglyc respectivamente (Corpet, 1988; Thomas Nordahl, et al; 2011. Lambert C,
et al; 2002). Ademas, se realizd el andlisis de restriccion utilizando el software
Nebcutter (Vincze, et al; 2003).

6.1.4 Disefio y elaboracion de cebadores

Se disefaron los cebadores utilizando las secuencias de cutinasas de las bases de
datos del genoma. Una vez disefiados se analizaron con el software Oligoanalyzer
(Owczarzy, et al; 2008). Finalmente se mandaron a sintetizar al Instituto de
Biotecnologia de la UNAM.
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6.2 Obtencién del gen de cutinasa

6.2.1 Obtencidon de micelio de M. roreri y de A. alternata

En el caso de M. roreri, se inoculd e incub6é por 20 dias en medio minimo de
induccion que contiene sales (KNO3 6 g/L, K2HPO4 1.5g/L, MgS0O4 7H20 0.5 g/L,
FeS0O4 7 H20 0.002 g/L, ZnSO4 7 H20 0.002 g/L, MgCI2 7 H20 0.002 g/L) y la
fuente de carbono e induccién, las cuales fueron variadas (cuticula de manzana,
cuticula de cacao, cuticula de papa, cuticula de tomate y aceite de oliva). Para
Alternaria alternata se utiliz6 el medio de induccidon que contiene: urea 0.3g,
KH2PO4, (NH4)2S04, MgS0O4 7H20, CaCL2, FeSO4 ZnS0O4 7H20, CacCl2,
MgSO4, mas cuticula.

Para ambos casos, se colocaron 100 mL de medio en matraces Erlenmeyer de 500
mly se incubaron a 27°C por 20 dias. Posteriormente, se extrajo el micelio del medio
liqguido con una aguja de diseccion y se sec6O con papel absorbente, finalmente se

congeld6 con nitrogeno liquido y se almacend hasta la extraccién de ARN.

6.2.2 Extraccion de ARN

Se triturd el tejido congelado con nitrégeno liquido, para lo cual se agregaron 25 mg
de micelio con 600 pl de Trizol y se trituré en un mortero. Después se colocaron en
un microtubo y se centrifugaron a 8,000 g por 15 min. El sobrenadante se transfirio
a un microtubo nuevo. Se afiadidé un volumen igual de etanol (95-100%) al
sobrenadante y se mezclé. Se transfiridé a una columna insertada en un tubo de
coleccion, se centrifugo a 8,000 g por 30 segundos y se descarto el flujo. Se aplica
el tratamiento con DNase 1 en columna. Para esto, en un tubo libre de RNAsa, se
afadieron 5 pul DNAsal, 75 ul buffer de digestion ADN y se mezclo, se afiadio la
mezcla directamente a la matriz de columna, se incubd a temperatura ambiente por
15 min. Se afiadieron 400 ul trizol ARN a la columna y se centrifugd en las
condiciones anteriores y se descartd el flujo, se repitio este pasd. Después se
anadieron 700 ul de “ARN Wash Buffer” a la columna y se centrifug6 durante 2 min
para asegurar la eliminacion completa del tampon de lavado. Finalmente, se
transfirié la columna a un tubo libre de RNasa para por ultimo eluir el ARN, para lo

cual se afadieron 50 ul de agua libre de DNasa/RNasa directamente a la matriz de
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columna y se centrifugo, para colectar el ARN en el microtubo después de retirar la

columna.

6.2.3 Electroforesis de ARN

Se realizé una electroforesis con gel de agarosa en el cual se observo la integridad
del ARN extraido del hongo como se describe a continuacion:

En un matraz Erlenmeyer se mezclaron 1% de agarosa con buffer TAE 1X, después
se calent6 en un horno de microondas hasta que se disolvid la agarosa. La mezcla
se enfrié un poco a 37°C sin dejar que solidifique y se agregaron 2 pl de bromuro
de etidio. La mezcla se vacio en un molde, se colocd un peine para formar los pozos
y se dejo solidificar. El gel se colocé en una camara de electroforesis que contenia
una solucion amortiguadora TAE 1X y en cada pozo del gel se pusieron 10 ul de la
mezcla que contenia 2 yl de muestra con ADN y 8 ul de buffer de carga. La fuente
de poder se programd para una corrida del gel durante 40 min a 80 V. Después del

corrimiento, el gel se observé con un transluminador MiniBIs Pro.

6.2.4 Sintesis de cDNA

En un tubo libre de nucleasas se afiadieron 1 pg de ARN total, 1 pL de oligos y agua
libre de nucleasa hasta completar un volumen final de 12 yL. Posteriormente se
afiaden los siguientes componentes en el orden citado: buffer de reaccion 5X(4 pl),
RNase inhibidor (1 pl), 10 mM dNTP Mix (2 ul), transcriptasa reversa (1 ul), dando
un volumen total de 20 pl. Todo se mezclo y centrifugd. Para sintesis de cDNA, se

incubd por 5 min la reaccion a 25°C, seguido por 60 min a 42°C y 70°C por 5 min.

6.2.5 Amplificacion por PCR

Se amplifico por PCR el gen de cada cutinasa siguiendo el protocolo del proveedor
de Tag PCR polimerasa con los cebadores disefiados, por ejemplo MCUT1F y
MCUT1R para M. roreri; asi como, ACUT2F y ACUT2R para A. alternata. La mezcla
de reaccion para PCR contenia: 19.5 ul de agua libre de nucleasas, 2.5 ul de Buffer
10x, 0.5 pl de dNTPs (10 mM), 0.5 pl del cebador directo (10 uM), 0.5 pl del cebador
reverso (10 uM), 1 pl de cDNA obtenido de acuerdo a lo descrito en el paso anterior

y por ultimé se agregaron 0.5 pl de Tag DNA polimerasa. Se utilizé un termociclador
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(Lancyclergenius) con el siguiente programa: 1 ciclo a 94°C por 4 min seguido por
35 ciclos de 94°C 40 s, 55°C por 40 s, 72°C por 1 min y el 3 ciclo de 72°C por 10

min y por dltimo se almacend a 12°C.

6.2.6 Purificacion y secuenciacion de productos de PCR

Purificacion

Se extrajo el fragmento de ADN del gel de agarosa usando un bisturi y se transfirio
a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, se le afiadieron 3 volumenes de buffer
contenido en el kit de recuperacion de ADN de gel (Zymoclean) a cada volumen de
agarosa escindido del gel. Se incub6 a 37°C durante 10 min hasta que el fragmento
de gel se disolvio completamente.

Se transfirio la solucién de agarosa fundida a una columna en un tubo de coleccion
y se centrifugd por 30-60 s, se desecho el flujo y se afiadieron 200 pl de buffer de
lavado a la columna y se centrifugd durante 30 s. Se desechd el flujo y se repitio la
etapa de lavado. Se agregaron 6 ul Buffer de elucion, se colocé la columna en un

tubo de 1.5 mL y se centrifugd durante 30-60 seg para eluir el ADN.

6.2.7 Secuenciacion y analisis de genes amplificados

Cada producto de PCR que fue purificado se envi6 para su secuenciacion al Instituto
de Biotecnologia de la UNAM. Una vez obtenidos los electroferogramas, se obtuvo
la secuencia y se analizé con el programa Chromas 2.6.4 (Leo Goodstadt, et al
2001). Las secuencias fueron posteriormente alineadas contra la base de datos del
NCBI (NCBI Resource Coordinators, 2016) y contra las secuencias obtenidas de las

bases de datos de los genomas de cada hongo para su identificacion.

6.3 Clonacién del gen de cutinasa

6.3.1 Extraccién del plasmido

El plasmido se obtuvo de la cepa E. coli DH5a que lo contenia, para lo cual, se
incubaron 2 mL de medio LB con zeocina con las células transformadas a 37 °C
durante 12 h. Posteriormente se pasaron a un microtubo y se centrifugaron a 4°C a

maxima velocidad por 30 s. Se deseché el sobrenadante con cuidado utilizando una
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micropipeta. Se resuspendio el pellet en 100 pl de solucion de lisis alcalina del kit
de extraccion de plasmido y se mezclo en vortex. Se le afiadieron 200 pL de solucién
de lisis alcalina Il recién preparada y se mezclo por inversion 5 veces. Se colocaron
los tubos sobre hielo, se afiadieron 150 pL de solucion de lisis alcalina lll y se mezclo
por inversion 20 veces, los tubos se pusieron en hielo por 3 min. Se centrifug6 a
8,000 g por 5 min a 4°C y se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo. Se
afadieron 2 volumenes de etanol a temperatura ambiente, se mezclé la solucion
por vortex y se dejo reposar por 2 min a temperatura ambiente, se centrifugé a 8000
g por 5 min a 4°C, se removio el sobrenadante con una micropipeta y se puso el
tubo en posicion invertida sobre una toalla de papel hasta que el fluido se secé por
completo. Se afiadié 1 ml de alcohol al 70%, se invirtid el tubo 20 veces y se
recupero el ADN centrifugando 2 min a 4°C a maxima velocidad.

Se removid el sobrenadante con micropipeta y se dej6 el microtubo 15 minutos con
la tapa abierta para dejar evaporar el alcohol. Por dltimo se disuelve el pellet de
ADN en 50 pL de TE (pH de 8) se mezcla unos segundos en Vortex y se almacena
a-20 °C.

6.3.2 Construccién de plasmido pJETCUT

Con el fin de tener los genes insertados en un plasmido para su secuenciacion, los
genes amplificados se insertaron el plasmido pJET (Thermo Scientific)de acuerdo
al protocolo descrito por el proveedor del kit de clonacién. Para insertar el gen en el
vector se agreg6 buffer 2X de reaccion 10 L, 1 mg de producto de PCR purificado,
6 pL de agua, DNA enzimas de restriccion, se incubo a 70 °C por 5 min y se agreg6
pJET 1.2/ ligase, incubar a 22 °C por 5 min para ligacion.

6.3.3 Construccion de plasmido pPICZCUT

A los fragmentos amplificados y purificados de cada uno de los genes se les
realizaron digestiones con las enzimas de restriccion correspondientes. Se
insertaron en el plasmido pPiCZ, el cual fue previamente digerido con las mismas

enzimas, utilizando la ligasa T4 (Thermofisher) para obtener el vector pPICZCUT.
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6.3.4 Construccion de plasmido pET-22(+)

A los fragmentos amplificados y purificados de cada uno de los genes se les
realizaron digestiones con las enzimas de restriccion correspondientes.Se
insertaron en el plasmido pET-22b, el cual fue previamente digerido con las mismas

enzimas, utilizando la ligasa T4 (Thermofisher) para obtener el vector pET-22CUT.

6.3.5 Preparacion de células competentes

Se realiz6 medio de cultivo LB (ver apéndice A) en cajas Petri, se crecio la cepa
DH5a y se picaron las colonias con ayuda de un palillo de madera esterilizado. Se
inoculo con el palillo y se dejaron creciendo las colonias en 1 mL de caldo LB durante
toda la noche a 100 rpm 37 °C. De la solucién de células crecidas se tomaron 100
UL, los cuales fueron crecidos en 1 mL de LB estéril y se dejo incubando durante 2
h aproximadamente a 100 rpm, se decanté el contenido en un tubo eppendorf de 2
mL, se centrifugd a 7000 rpm por 7 min a 4 °C, se decant6 el sobrenadante y las
células se resuspendieron en 1.5 mL de CaClz. Se incubaron en hielo por 30 min a
(4°C), se centrifugaron a 7000 rpm a 4°C por 7 min y se decantd el sobrenadante.
Se resuspendieron en 50 pyL de CaCl: y se incubaron por 7 h a 24°C. Se

almacenaron en glicerol a -70°C.

6.3.6 Transformacion de E. coli DH5a

A las células de E.coli competentes se le inserto el vector pPICZCUT construido.
Se mezclaron y se incubaron por 30 min en hielo, seguido de 1 min a 42°C y se
enfriaron en hielo por 2 min, la mezcla se agregé a un tubo con medio liquido LB el
cual se dejo por 45 min a 37 °C. La mezcla se decanté a un tubo eppendorf y se
centrifugd a 5000 rpm a 4°C por 30 s, se decanto el liquido del tubo y solo se dejé
la gota del fondo, donde se resuspendieron las células que fueron inoculadas en
una caja Petri con medio LB con agar y zeocina. Este método se aplicé para los
vectores pPICZCUT, pET-22(+), pJETCUT.
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6.3.7 Seleccion de colonias

Las células de E. coli transformadas se seleccionaron primero en medio LB con
ampicilina, las colonias que crecieron en las cajas Petri que contenian el plasmido
PET22CUT1M, se les realiz6 una PCR de colonia.

6.3.8 PCR de colonia

Se tomaron 100 pL del cultivo crecido en LB durante 12 h y se lisaron las células
por calentamiento a 98°C. Se tomaron 5 pL del lisado para utilizarlo como templado
para una reaccion de PCR de 25 pL siguiendo el mismo protocolo utilizado para la
amplificacion del gen de cutinasa. Se seleccionaron las clonas que dieron positivo

para esta prueba y se usaron para extraccion de plasmido.

6.3.9 Extracciéon de plasmido PET22

Se obtuvo de la cepa de E. coli DH5a transformada con PET22CUT1M. Se
incubaron 2 mL de medio LB con ampicilina con las células transformadas a 37 °C
durante 12 h. Se pasaron a un microtubo y se centrifugaron a 4°C a maxima
velocidad por 30 s. Se desechd el sobrenadante con cuidado utilizando una
micropipeta. Se utilizé el kit Zyppy Plasmid Miniprep, para realizar la trasnformacion
en E. coli BL21

6.3.10 Transformacién de E. coli BL21 con el plasmido PET22
Se prepararon las células competentes de E. Coli BL21 como se menciona en el

apartado 6.3.4 y se realizo la transformacién siguiendo el protocolo del punto 6.3.5.

6.4 Analisis de proteinas
6.4.1 Crecimiento de laclona BL21 con PET22CUT1M
Se tomaron 10 pl de la clonade E. coli BL21 que contiene el gen CUT1M en 25 mL

de LB con ampicilina y se incub6 durante 12 h a 37 °C.

6.4.2 Induccion de la enzima CUT1M con IPTG
Se incubo la clona a 37°C hasta una ODeoo nm de 0.6 - 0.9, a la cual se le agrego el
IPTG con una concentracion de 0.4 mM y se tomé una alicuota de 10 mL cada hora

durante el tiempo de induccién.
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6.4.3 Prueba cualitativa de actividad

Se colocaron 75 pL de una solucin A de acetato de a-naftilo (0.005 M en buffer de
fosfatos 50 mM pH 7, 25 % acetona), 75 pL de extracto crudo durante 15 min, se
agrego 75 L de una solucion B con Fast Red (0.008 M en buffer de fosfatos 50 mM
pH 7 con 0.05% de triton X-100). Se utilizé como blanco el buffer de fosfatos pH 7

(sin enzima). La actividad se observo con el cambio a color rojo marroén.

6.4.3 Medicion de actividad

Se determind la actividad con ésteres de p-nitrofenil (p-NP), se realizaron soluciones
de 1 mM en etanol, se colocaron en la celda 200 pL de buffer de fosfatos 50 mM p
H 7, 25 pyL de enzima pura o extracto crudo, y antes de medir la absorbancia a 405
nm en el espectrofotometro, se agregaron 20 pL de la solucion con el sustrato (p-
NP éster), se homogenizo y se midio la absorbancia durante 15 min cada 5 min. Se
tomo6 como blanco el buffer de fosfatos utilizado. Se elabor6 una curva patrén de p-
nitrofenol con un rango de 25 a 200 pg para determinar la actividad enzimatica
(anexo C). Una unidad (U) se define como la cantidad de enzima que cataliza la
conversion de 1 pmol de sustrato por minuto. La cantidad de acetato de p-nitrofenilo

se interpola en una curva patron de p-nitrofenol.

6.4.4 Medicion de proteina

Se relizd por el método de Bradford, se agregaron 20 uL de muestra y 250 uL de
Bradford, se homogenizé y se incubd por 5 minutos. Se midié la absorbancia e el
espectrofotometro (SmartSpec Plus) a 595 nm. Se elabor6 un blanco con buffer de
fosfatos pH 7. Se realizé una curva patrén con albumina sérica bovina (BSA) con un
rango de 0.01 mg a 0.1 mg (anexo D).

6.5 Electroforesis

6.5.1 Perfil electroforético

Se realizaron geles desnaturalizantes discontinuos, utilizando 4 % de poliacrilamida
para concentrar la muestra y un separador al 14 % de poliacrilamida (Laemmli,
1970). Las muestras se hirvieron a 95°C por 5 min y se cargaron en cada pozo, se

corrio a 80y 120 mV en una camara vertical y los geles se revelaron con comassie
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incubando durante la noche. Se tifien y destifien los geles de acuerdo al protocolo

descrito por Segrest y Jackson, 1972 hasta observar la presencia de bandas.

6.5.2 Zimograma (actividad “in situ”)

Para la deteccion de actividad se utilizd6 como sustrato el MUF-butirato (4-
metilumbeliferona), realizando primero una renaturalizacién, con un lavado por 30
min con agitacion en una solucién de 5% de Triton X-100 y posterior intercambio
por un buffer de fosfatos 50 mM pH 7. Se le agregé MUF-butirato y se dejé a
temperatura ambiente por 10 min. Las bandas se observaron con luz UV.

6.5.3 Anédlisis de Western blot

Las proteinas que fueron separadas utilizando un gel de SDS-PAGE, se transfirieron
a una membrana de PVDF (polyvinylidene fluoride) mediante una segunda

electroforesis de 1 h a 20 V constantes. Se utilizo el anticuerpo His

6.6 Obtencién de enzima pura

6.6.1 Concentracion de enzima

Se filtraron los sobrenadantes de los cultivos y se colocaron en hielo con agitacion.
Se afadi6 lentamente sulfato de amonio hasta una concentracion de 65%.Se
centrifugd la solucion a 8500 rpm durante 10 min. Se decant6 el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en 2 volimenes de regulador pH 7. Para eliminar el sulfato de
amonio se dializ6 la enzima precipitada utilizando una membrana de corte de 14

KDay se ultrafiltré con una membrana de 1 KDa.

6.6.2 Purificacion de la enzima

Se realiz6 una cromatografia de afinidad con una columna de cobalto (Co)
(Clontech), por la presencia de la cola de histidina que se adicioné a la enzima en
el carboxilo terminal. Se siguio el protocolo descrito por el proveedor. Se realizaron
5 lavados de la columna con 1 mL de agua desionizada cada uno, seguido de 10
lavados de 1 mL con buffer de equilibrio, se agregaron 5 mL de ultrafiltrado
obtenido,adicionando 1 mL del mismo 5 veces, posteriormente se realizarén 8

lavados de 1 mL con buffer de equilibrio, 7 lavados con buffer de lavado y por ultimo
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10 lavados de 1 mL de buffer de elucién. Se recolectaron las fracciones a partir de

la adicion del buffer de elucién en alicotas de 1 mL.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Anélisis bioinformatico
7.1.1 Obtencion de secuencias de cutinasas de M. roreri y A. alternata
Las secuencias de aminoacidos de las cutinasas de M. roreri y A. alternata fueron
obtenidas de las bases de datos del genoma de cada microorganismo
http://www.genome.jp/kegqg-bin/show_organism?org=mrr, https://genome.jgi.doego
v/Altall/Altall.home.html, y del NCBI (Resource Coordinators, 2016).

Las secuencias de ADN y de ARN de las cutinasas, fueron alineadas y se observo
la cantidad de intrones que contenian. En las figuras 9A, 9B y 9C se muestran los
resultados del analisis de secuencias de cutinasas de M. roreri y A. alternata, se
analizaron también las secuencias anteriores y posteriores al codon de inicio y
terminacién con el fin de encontrar las secuencias regulatorias, la caja TATA la cual
suele ser un sitio de unién de factores de transcripcion, al igual en las figuras 9y 10
se subrayé la region CAT la cual sefializa el sitio de union de los factores de
transcripcion de ARN (Yang C, et al. 2007).

A)

GCAAGTGCTCGAGTGTGAACGACCACTGATCCAATGAAGGTCACCACTCCATCTCGTCTTCCGAGGTTCCTGT -219
AAGTTTGACAGCGGACGATCGATTGTTATACGGTAGTGTATACCTGGGAAGAAAGTTAAATACTCGGAAGATG -146

TTCGCCATCTAGAATGGCATCACCGAGCCTCATCACCATCATACTTACTTCCAAGGTTCCTTTGCCTGAGCCT
TCCAGCTCGACAGACCATCAAGATGAAGTTTTTTACCCTTTCCATGATGACTGCTCTTGTAGCAGCGTCGCCT
CUT1-F Primer
ATGTCTCCGGCAGCAAAGTTCTCAGAGAACGAGATTCAAGCTCGCCAGTTTGGATTCGGCACGACCACTAGGA
M S P A A K F S ENE I QO A R OQ F G F G T T T R
ACGAACTCGAGAACGGAAGCGCTGAAGCTTGTCCAAAGGCGATCTTTATCTTTGCCCGCGCATCCACAGAAAC
N E L E N G S A E A C P K A I F I F A R A S T E T
TGGCAACATGGtacgttgcgtatcgcaattcactggaagcgcaagactgatatgtcgectaggGAGCTTCTACC
G N M G A S T
GGCCCTGCTGTAGCTAGCGCTCTTGAACGTAACTACGGCGCAAGTGGTGTCTGGGTACAGGGCGTTGGTGGCC
G p AV A S AL E RNY G A S GV W V Q G V G G
CATATTCGGCTGATCTAGGCTCGAATGCTCTACCTGGTGGTACATCACAAGCTGCTATTAATGAGGCCGTTGG
P Yy S A DL G SN AUL P G G T S Q A A I N E A V G
ACTCTTTCAACAAGCAAATCAGAAGTGCCCTGATACTCCCATCGTTGCTGGTGGCTACAGgtgcgtattttgt
L F Q0 Q0 AN Q K C P D T P I V A G G Y S
ctttgtaccttccatcttgagctctcgtactaacgtcgtagcagTCAAGGTACAGCGGTTATAGCGGGAGCTA
Q G T A VvV I A G A
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http://www.genome.jp/kegg-bin/show_organism?org=mrr

TTCCCAAGCTGTCTACTACCATTCGCGATCAGGTCAAGGGCGTCGTCCTCTTTGGTTATACTCGARACGCCCA 584
I P K L S T T I R D Q V K GV V L F G Y T RN A O
GAACCGTGGTGGTATTCCCAGCTACCCCAGTGATGACTTGGAAGTATACTGTGCTACAGGCGACCTAGTTTGC 675
N R G G I P S Y P S DDILEUV Y CATG DL V C
GTCGGAACGCTGACAATCCCTGCCGCGCACTTCTCTTACGCGGATGAGGCTGCTGGGCCTGCTCCAAGGTTTC 730
v 6 T L T I P A A HF S YA DTEU AU ATGUPOAUPURF
CUT1-R Primer
TGCAAAGCAAGATTGATGGAAACTGAAGTTCTGATGAATTGAAACTAGAAGAGTTAGACGGGAGAAAATGAGC 803
L 0 S K I D G N
GATTATTCGCGAACCTTTCGGATGATAGTAGATTGATTGGTTGGAGATTGACCAATAAGAGAATTGCCACTGA 876
TACAGATTTGTGATTGGCTGAGCACCACAATCCCTTGACAATAGTCAATGCCCTCCAACCGACGAACCTCATC 949
TTCAGGAGCTCAATAACACCATCTCATGAACACTTTATTTGATTGATCGTCAGGCATTCGGACTAGACCCATG 1022

Figura 9 A. Secuencia de nucleétidos y de aminoacidos de la cutinasa 1 de A. alternata (AACUT1),
los amino&cidos de cada coddn se encuentran debajo, estdn numerados de lado derecho ambas
secuencias. La caja TATA, el coddn de inicio y de terminacion y la secuencia CAT se encuentran
subrayados. La secuencia de los intrones se encuentra en minuscula cursiva. Los cebadores se
encuentran en negrita

B)

CGCCGCCACACCAACATCGGTATCCTGGAATCGTCGTACGATGCAAATAACCTCGACGTCAT -438
GCCGTTGAAGACACAGCAAGCTCCAGTCAAACCACCTATACCTTCCTTTTCCGTTGTTGGTCTCCAAATTGAA -365
GGGAACCAAACGTTTATGCGGGTAAGACGGTGACAGTCGATTGAGCATGGCGTCGATCAAGAGACTACGGGAC -292
AGATGCCTACGACCATCTCTAGTGCTCCGAGCGCATGTATGTTCTACCCCTTCAGGTATAGAGAGATGCCTGG ~219
GGATCGGCCAGTGAAACGCGCTAAGAATCTCTGCCGAGGTGACATGGCATATCGACAGTGCTTTTTCCTTACC -146
CACACGGCATGGTAACAGATGTGAACTGGATATATAAGGGAGTCTGGATCCTCGTTGATATATATGATCACCA -73
CCTTGACAATACGGTAACTCAATACAGTCGCTCTACTTCTACTTCTATACACATCTTCTTCACCACCTTCAAC -1

CUT2-F Primer
ATGCGTTTCTCAGCCATCGTTCCTGCCACTCTTTTCGCCTTGGCTTCCGCCGCTCCAGTAGAGGAAGTCAAGC 73
.M R F $ A I V P A T L F A L A S A A P V E E V K
GTGCCGCCTCTTCGTCTTGCCCCTCATACACTATCATCAACACCCGCGGTACTGGCGAGCTCCAAGGCGAATC 146
R A A S S s ¢ P S Y T 1 I N TR G T G E L Q G E S
TGCTGGTTTCCGTACAATCAACTCCCGCGTCCGCGCTGCTGTCTCCGGAGGCAAGACCTACAACACTGTTTAC 219

A G F R T I N S R V R A A V S G G K T Y N T V Y
ACTGCCGACTTCTCCCAAAACAGTGCCGCGGGTACACGAGACATTGTCAACAAGATCACTACCACACTGGCCT 292

T A D F S Q NS A A GGG TR DI VN K I T T T L A
CTTCACCAAAGGAATGCTTCATCCTTGAGGGCTACTCTCAGGGTGCTCAGGCCACCGTGAACGCCATGTCTCA 365

s s P K E C F I L E G Y S Q G A Q A T V N A M S Q
GTTGACTGGCGCCAAGTTCGACGCTGTAAAGGGTGTCTTCCTCATCGGTGACCCAGCACACAAGTCTGGATTG 427
L T G A K F D A V K G V F L I G D P A H K S G L
GCGTGCAACGTGGATAACAACGGTGGCACCACCACCAAGAACGTCAATGGACTTTCCGCAGCACTCGGAGGAG 500
A C NV DNNGG T T T K N V N G L S A A L G G
GCATCCCATCCAACTGGGTTGCCAAGACGCTCGATGTTTGCATCTTTgtatgtatcctgttgttcatgtcatg 573

G I P S N WUV A KTTULDUVC I F
ttacaaaattactaacgcatttgtcagGGTGACGGTGTATGCGACACTACACACGGTGCGGGTATTAACGCTC 646
G DGV CDTTUHGTA ATGTI N A

CUT2-R Primer
AGCATCTTCAGTACCCCAACGATGCCCCTACCCAGAAACTGGGTACTGACTACATTACCAAGGCGCTTGGTGC 719

o H L 0 Y P N D A P T O K L G T D Y I T K A L G A
792
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TTAGGGTGAATGTATCGGAATGAGATGAGTGTGCGTTACATTTCGGTTATTGTTCCGTGTATGGGCTTACGGA
CACTCTTTCTAAATGTATATATTTATTCGAATGACATAAGGTGCAAATGCTCAGTTACTGAGAACCAAACGCT
GGAATATGCTTGTGTGAACGTCGCGGATACTCGCCACTGCTGTGCGCGTTCTCAGTCCCCCAAGTCTAAATCT
ATCGGAGCTGACGTACGCGTGTCATTGAACCTTTCACAGCCATCATAGTCATCCTCTACAGGCCCTGCTCTTC

Figura 9 B. Secuencia de nucledtidos de AACUT2, los aminoécidos de cada coddn se encuentran
debajo, estdn numerados de lado derecho, la caja TATA, el codén de inicio y fin, CAT, estan
subrayado. La secuencia de los intrones se encuentra en mindscula cursiva. Los cebadores se
encuentran en negrita

C)

865

938
1011

TGGGCTACGGCAATAATCCCTGTCCGATCTTCATCACAGGACTGTTCAGATAAATTGCGACGACGGATGARAG -219
GACCATCTGTGCACCAAGACAAAGCAAAACATTACTTTGTACCCCACTGATAGGACATAATGTATAGACGAGG -146

CAATTGATTCTGCCTAAAGGACAGCTGCAGTGGATACATGAAACTTTCTTTATAAACACATCGCCCGCTGCCC
AGACTTGATCATCACAACTCCTTGACATCTCAACTCAATCCGAAGCACAGTATCCACTTCCTTCAAAGTCAAC
CUTS3-F Primer
ATGAAGTTTTCCGCAGCAGCAGCTCTCTTTGTTGGTCTCGCCGCCGCCGGCCCTGTTGAGATCGCTGAGCGTC
M K F S A A A A L F V G L A A A G P V E I A E R
AGAGCTGCCCCAAGGTCTACATCTTCGGAGCTCGTGAGACCACACAACCCCAAAGCAATGGCTACGGTACCGC
Q s ¢ P K VY I F GAURTETTOQZPOQS NG Y G T A
TGCCGGGCTTGTAAACTCGGTCAAGTCCGCCTACCCTGGTGCGGGCTCCGAAGCCATCGTGTACCCAGCTTGC
A G L V N S V K S A Y P G A G S E A I V Y P A C

GGTGGAGGCTCTTCCTGCGGAGGCGTATCCTACGACAACTCTGCTTCCCAAGGAACCGCAGCGGTTGTCAAGG
G 6 G s s ¢ G GGV S Y DN S A S QO G T A A V V K
CCGTTACTGCCTACAACCAGAAGTGCCCTAGCACTCAGATCGTCCTTATTGGATACTCTCAGGtatggatggt

AV T A Y N Q K C P 5 T @ I VvV L I G Y S O
gtcatgaaccccaagaacgccgaatgctaacagtttgtaggGAGGTCAAATCATGGACAACGCCATCTGCGGC
G G ¢ I M D N A I C G
GGTGCTGGTTCCACTTTGACAGGCAACGCCCTCAAGGCCGTCAAGGCGGCGATCTTCATGGGTGACCCACACA
G A G S TUL TGN AL K AV K AATI F M G D P H
ACCGCAACGGTCTTCCCTACAACGTCGGTACTTGCAAGGCCCAAGGCgtaagtccactatttctccaactcett
N R N G L PY N V G T C K A Q G
ggtattcttactaacgagtactttagTTCGCCGCCCGCCCTGCTGGATTCACCTGCGCACCTGCCAGCAGCAG
F A A R P A G F T C A P A S S S
CATCATCCAGAGCTACTGCGACTCTCAGGACCCATACTGCTGCAATGGAAACGACGCCAACCACCACCAGCAG
I I 9 s Yy c D S QQ D P Y C CNGN D AN H H O Q
CUT3-R Primer
TACGTCAACATCTACGGCAACCAGGCTCTCACCTTCATCAAGAGCAAGGTCACTGCTTAAGTGCATCTTTGGC
Yy v N I ¥ G N Q A L T F I K S K V T A
ACGAACAGTGGAAATCAAAAGCTGGCCGGCACCTATCGCAGGTGCCATTCTTCGATGTAAATATGAATCAAAT
GAACATGTATATGCCTTAAAGTTCTAAATCGCTTGCTTCGCCTCACTTCTCGGATTGCTATGTGGTGTCTAGC
ATTCACAGGTCTATATCAGGCAGTGTCTCTCCGTTGATGTCCCCGGTGCCCAGGTTCTTATCGATATCACTCG
TCCAGTGTAACACTTGTTCCAACACCGACATCATTCTCGCCGCATTCAATCGGTAGTACTGTCTGTCGTACGG

Figura 9 C. Secuencia de nucleétidos de AACUT3, los aminoacidos de cada coddn se encuentran
debajo, estan numerados de lado derecho, la caja TATA, el codon de inicio y fin, CAT, estan
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subrayado. La secuencia de los intrones se encuentra en mindscula cursiva. Los cebadores se
encuentran en negrita.

TTGGCAAGCAGTATGATTCATTTCCAGTGCAATGCGGTTCGACACAATACGACCATCACCAAGGAGTACG 438
GACGTGCAGCAGGCGGCGGTACGCGAACTAAGCCCCGGCAGTCTTCGAAGACCAAGGCCATAAGGTTGGT 365
TACCAGGACAAGAGAGATGTTCCCCCCACCGAAGGTGATCCTCTCCGAGCGGCCCGAAAAGGTAGGTCAT 292
TTTGACATTAATGGCTGGATAATGTTGCCAGGCCGCACTAAAAGCCAATCTTGTCCCTGGAGACCATATG 219
TCGTTTGCGACGCACGGACTGAAAGAACCTGAGCGCCAAGTTCGACGTCCCCTATGCACGCTGTAGAGCT 146
ATCCCATGATCAAATCTTTCACAGGACTGCATCCTTACGATAGGATCTTTATAGCTGCTGACCGGAGGTC 73
CATACTTAAAAGCTCCAGCTTTCAGCGAGTTGTTTTCATCATCCAAGGTTCCTTCCAGATCCACTCTACC -1
CUT1-F Primer
ATGGTTCGCGTCTTTGGCCTCACGCTCCTCGCTCTCCTCGTCCCTGCTTTGGCGGCTCCTGTTCCAGAGG 73
M V R V F 6 L T L L AL L V P A L A A P V P E
ACCTTGAGGCGCGTCAGTCAGGATGTGCAGACGTCATGGTcggtctaaaggtgcatattctactcttgag 146
b L EA R Q S G C A D V MV
ctgacacgcgtcttcaaaggtTGTCTACGCCCGTGGCACCGATCAAGATTCCCCCATCGGTGACCCCGCA 219
vV Y A R G T D Q D S P I G D P A
AGCGTCGGCGTACTCTTCCGAGACAACATCAAGAGCCTCCTCGGTAGCCGCACCTTTTCTTTCCAGGGCG 292
s v G v L F R DN I K S L L G S R T F S F O G
TCAACTACGCCGCCAACGTCATTGGCTTCTTGCAAGGTGGTGACCCAGCAGGCTCCCGTCAGATGACTAC 365
vV N Y A A NV I G F L Q G GG D P AG S R OQQ M T T
TGACgtaagaagcgctttacctcggtttcatctatgcacgccgttctgatgaaccactctgetttttgaa 438
D
atagTTGACCAACGTTGCAAACTCTTGCCCTAACGtaagtagctaatacttcttgaatgtttecggeecgtt 511
L T N VvV A N S C P N
cattgatcggacggtgacaggCCAAGATCGTCTCCGCGGGATACAGCCAAGGCGGACAGCTCGTCCACAA 584
A K I v s A G Y S 0 G G Q L V H N
CTCTGCTGCTCAGCTCACGGCTGCTGTTCGCAACCGTATCAACGCTGTTGTCATCTTCGtgagtactygce 657
S A A Q L T A AV R N R I N AV V I F
cagcttgatcatgttcgaatactaatcacacatatattttctctcattcaggGCGACCCAAAGAGCGACC 730
G D P K S D
AAGCCGTTACTGGCATCCCCTCCAGCAACGTGAAAATCATTTGCCACGACGGTGACAACATATGCGAAGG 803
Q AV T G I P $ S NV K I I C H D G DN I C E G
TGGTTTCATTGTTACTTCTCAGCACACgtaagtggtcacggcgcttcttgccagaaaatagaactgacgg 876
G F I v T S Q H T CUT1-F Primer
tatgaacacaacagCAACTACCAGCAAGACGCTCCTGCAGCTGCCCAATTCGTTCTTTCCAAGGTTTAAC 949
N Y ¢ ¢ b A P A A A Q F V L S K V
CGATTGGATCACGGARAACGATACTAGACTGATACCCTGATTGTATTTTCTGCGTAARAGAATGCCAGCA 1022
AGCTATATTTCTGCTATCGAGCTATTGGCGATGCAACGTCGCATCTTTCAGTCTAATCATGTCAGCTACA 1095
AGCAAGAAAACCTATCATGCAAAATTATCAACGTGCCTATAGATACAATTAAGATACTACCAATAATCCC 1148
TTCTTCTATATGGTACAACATATCCCTCATCTTTCGTCACCTCCTTCCTCCTCTCTCCTTCCCACCTCTT 1221
CACCCAAACATCCATCTTACCCCTACTCTTTTCACTCCCTACATTAACCGTCGCAATAATCCTTCCCCAC 1294
TCCACCGACATTGCAAAACACGTCAACTCAAAAAAGCTCGAATGTTCCGAATACGGGACTGGGTAAACCT 1367
CTACTTCTTTCGTACTCTGCCTTGAAGGCTGTAAATCAACATATGTGTAATTGGTTTTCTGTGCTTTGGT 1440
GATGACAGAG

Figura 10 A. Secuencia de nucledtidos de MRCUT1, los amino&cidos de cada codon se encuentran
debajo, estan numerados de lado derecho, la caja TATA, el codon de inicio y fin, CAT, estan
subrayado. La secuencia de los intrones se encuentra en minuscula cursiva. Los cebadores se
encuentran en negrita.
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TTGTGAGGAGGGCACAGAGCTCTTCCGTACAATCTCTTTGACCTAGTCCTTCAAAATCGAGTAGTAAGCA
TTCAATCAGTCTCGATGGAAACCCTCTAAATACATTTCGGCTAAATGTGCTTGGAAACACAATCATTCTG
GCTATCACGTTGGATCCCCTACAAGGGATGAGCAGGTTGAACCATGCTACACCCATGGCACGGGTGCAAT
TTGATGCAGACGGTCTGGATACGTTATCCTGCTCTTTCTGTGCAATCCATGTCAGCAACCGGGGGGGGCT
TAAGTCTTATGCTGGACAACTGTTCATGGGCGGGTGCAATTCCAGACATACGGTTTTCCTGTGTTCTGCT
TGTGTATAAAAAAAGCAAATGTCGCGACCGTACCAGCATTCTCCTCTGTCTCTGCCTCCTGTGCTACTGG
TAGCTCCTCTTACATGTTATTCACTACGCTTCGATTGTTGTTCTTCACTGGGCTGGTCCCAGGGATCATG

ATGGCTCCCGTTGAGCGCAGAGCCACCGTGCAGTGCGCGGACGTTATGGTtcgteccctettgeeccgagt
M A P V E R R AT V Q C A D V M V
ctttgagccattaaagacaatgatttacaggtATTCTTCGCGCGGGGAACTACGGAACCTGCCCCGATC
F F A R G T T E P A P I
GGCACTATCGTCGGCCCTCCGCTCAAGGCGGCTCTGCAGCGAGAGCTCGGGTCACAGACCATGTCTTTC
G T 1 v GG P P L K A A L Q R E L G S Q T M s F
CAGGGAGTAGACTATTCTGCAAATGTTGCAGGCTTCCTCCAAGGAGGTGATAAGCAAGGGTCTCGTACT
o G vDY S ANVA G F L 0 G G D K O G s R T
ATGGCGGATGACgtgagggagtactaaccgtagcttaaaccttgcttacgcacctcccagATTACCAAC
M A D D I T N
GCAGCTAATTCGTGCCCGAATGtcggtccttttcattctccattccatttccactgacagagaaatatce
A A N S C P N
atcaggCGAAAATAGTGACAGCAGGTTACAGCCAGGGTGGGCAGCTGGTTCACAATTCTGCCGAACTTT
A K I v T A G Y S Q G G Q L VvV H N S A E L
TGTCGCCAGACGTGGTGTCTCGCATTAACGCCGCTGTGATTTTTGTAGGTTGAACCCAGAAACAATG
L s p DV V S R I N A AV I F 4 G
AGAATATACTGATCTCGGGGTTATCTCTAGGGTGACCCAGACAACGGACAGCCTGTAGCAGGAGTTTCTG
CTGATAGGACAAAAGTAACTTGTCGAAAGGGTGATAATATTTGCGATGGGGGTAACCTGGTATTGGCACC
TCATCTGTGAGAGTCGTTCTTGTCATCCTAAATATCGTGGTTCGTTGAACTTTGAACGATAGGGCTTACG
GACGGGATACGCCGGGTAGTGCGAGCTTCATAGCTTCGAAAGTTTAGTGACCCTAGTAGGCACCCCGTTT
GATACCGCTGTATTGTCAACCTGTGCCAAATAGTTTGTATGTACGAATGAAGTGGACTCGCTGGACTCAC
TGTTAGTGTAGAGTCAAACCATTGCTTGGGACTGATTTTTTTTTTGCCCTGTTATGGGCGTCATAAGAAA
AGAAGCGTTGGTGGCTGTGACGACATGGTTAGCTCAACGCGTCAGACTCGGACCGTGACACTCACT

Figura 10 B. Secuencia de nucledtidos de MRCUT2, los aminoacidos de cada coddn se encuentran
debajo, estan numerados de lado derecho, la caja TATA, el coddn de inicio y fin, CAT, estan
subrayado. La secuencia de los intrones se encuentra en mindscula cursiva. Los cebadores se

encuentran en negrita.

32

-438
-365
-292
-219

-146
-73

73

146

219

292

365

438

511

584
657

730
803

876
949
1015



GCAC
TCCTCCGGCATCCGCAAATAGTGCTGTAGGAAGCAAGTCTTCAAGACACAAGGTGCATTCATTACGGAAGT
CATAGGACTATGGTGTACAGCACTAGCCTTATTTCACGCATACAAATGAATTCTCCTGCAGGCTACTGACT
CTGTTGCAGTTATAGTGCTGTGGTTATGCCGAATCAACTTTCCACGCTCAACCTGGCAACCTGGGCGAGTC
CCGGATGCAATTTCTTCTCTTGATTAAGTTGAGTCGTATTCAAAAACTCCTAGGTTGGAAGTCTTCGAGAC
AGCAGGTGACCTTGTTCTTGCTCTGCGAGTACCTTGTCAAAGCTTCTCAATTGTGTAGCCCGGTCGGTCGA
GAGCCGGCATGCAAATAAACCACTTGTGAGTAGGGAAAACACAAGGAAGAAGGTATACTAGACTCCTATAA
ATTGTGAATCTCAAGCTCTTGTGCACCTCGTCCCCAGCGACAATCCAGCACAGTTCCAGTACCTAACAAAG
ATGTTCACATCTGTTGCGCGCCTCGTCCTCCTCCTTGGGATCTTGACCCCTGCTTTTGCAGCCCCCTTGGC
M ¥ T S VAR L VL L L G I L T P A F A A P L A
TGAACGAGCAGAATGCGCAGAAGTGATGGTGAgtacaagtcctaatactaacagtataacttgtctaacac
E R A E C A E V M V
gtcgatccgaaaggtgaTATTTGCGCGAGGCACCACGGAAACGCCACCCATTGGTATCTTCGTCGGACCGC
I ¥ A R G T T E T P P I G I F V G P
CCTTTGAGGACGCACTAGTTTCTCAGCTTGGAGGGAGGTCCTTGTCATTCCAAGGCGTCGATTATGCCGCA
pP ¥ E D AL V S 0 L G GG R S L S F 0 G V D Y A A
GATATTGCGGGGTTCCTGGCAGGGGGTGACCCAGCGGGTTCACGGCAAATGGCGATCGACgttggttetet
b I A G F L AG G D P AG S R O M A I D
tttctggtttcttgcatacttcacccgaactttcttgeccagATCACTAACACGGCTAATGCCTGCCCAAAC
I T N T A N A C P N
GtgagtcaaggcgatgtattcaagctggtattaatcttatatctttgacaggCTAGAATCGTGTCCTCAGG
A R I V S S G
CTACAGTCAGGGTGGTCAGCTCGTGCACAACTCAGCCGCGTTACTTTCTCGAGACATAGCTGCACGTATCA
Yy s o 6 G 9 L VA NS A AL L S R D I A A R I
ACGCTGTTGTCATCTTTGtcagtccgcecctctectatgectegttegetactggattgacaatactcaaggG
N A Vv VvV I F
TGATCCGAAACGGGGACAGCCAATCTCCGGCGTTGACTCGAGTAAGGTGAAGGTCTTCTGTCACGATGGAG
G b P KRG QP I s G VD S S KV K V F CH D G
ATAACATTTGCGATGGAGGCATTCTCGTTCTGCCGCCTCATTTGtaagtgattteccttacagaccgtgacc
b N I ¢ D G G I L Vv L P P H

tttggtccgtggctcacttecctgectcaggAATTACGTGGTTAATGTTGTTGACGCGGCAAAATTCGTTGT
L N Yy vvVv NV D A A K F V

GTCAAAGTTGAGAACTCGAAATTGATTTGA

K P V XK S J VvV S K L

CGTCCTGGTTACTAACTGTACTATATGCTGTCATCTCCTTTTATTCCGTTATCGTGTATGAATTCTGCTAC
TACCGAATCTAAATTGTTTGTTTTGAGATTCTATTGGCCCACTGAGCATTAGAGGGGGTATAGACAGATAG
TTGTGTGGGCATCAAGTGGGGGCTTGAAGAGTGTGGCGCTGGTCAAGCGCCAACAAGTTGGAAGTCGAAGT
TCCCGCCCACGCGCTTGACTTCACATCTGTGGTGGGCCTCCGTACCTCAAGCTCCTGGAATCGTTGTGATA
GTTCATTTTAGCTCAAGGTTGTCACACTACTGCTTCATGTAGTCAACGCTCTTTCCTTCTGGCGCACGCTA
GTCACTACTCCAGCAGATTTGCCTGCCATGACAATTACCGTTGAAGTTCATGAATAGGCCGTCGTAGATAG
TAATAATATTCGATGATTCTACTATTGATATATGAGGGACAGCCGTAAGATATGT

Figura 10 C. Secuencia de nucledtidos de MRCUT3, los aminoacidos de cada coddn se encuentran
debajo, estdn numerados de lado derecho, la caja TATA, el coddn de inicio y fin, CAT, estan
subrayado. La secuencia de los intrones se encuentra en mindscula cursiva. Los cebadores se
encuentran en negrita
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7.1.2 Arbol filogenético de genes de cutinasas

Se realizo un arbol filogenético (Figura 11) basado en la secuencia de los genes de
cutinasas de diferentes aislamientos de hongos, muestra que las 3 secuencias de
cutinasas de M. roreri la MRCUT1 y la MRCUTZ2, los cuales muestran una similitud
de 55 % con la medida de bootstrap, en comparacion con la MRCUT3, esta se
agrupa en el mismo taxon que las de otras dos de cutinasas de M. roreri, la similitud
con la medida de bootstrap es de 99% para esta Ultima. Las cutinasas de M. roreri
se unen al clado donde se encuentra las cutinasas de A. nidulans, las cuales ya

fueron estudiadas por Castro Ochoa et al. 2012.

En el arbol filogenético se encuentran las cutinasas putativas de A. Alternata, sus
secuencias fueron obtenidas directamente del genoma de esta. Por el contrario de
las cutinasa de M. roreri estas cutinasas se encuentran en diferentes clados, en el
caso de la AACUT1 presenta una similitud de 71 % de bootstrat con la cutinasa de

Purpureocillium lilacinum, (quien la estudio),
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g9 | XP 008090977.1 cutinase Colletotrichum graminicola M1.001
971 | XP 008090977.1 cutinase Colletotrichum graminicola M1.001(2)

63 KDN63439.1 putative cutinase Colletotrichum sublineola
77 OLN83439.1 Cutinase 2 Colletotrichum chlorophyti
51 KXH65345.1 cutinase Colletotrichum nymphaeae SA-01
96| L EQB44152.1 cutinase Colletotrichum gloeosporioides Cg-14
XP 009655277.1 cutinase Verticillium dahliae VdLs.17
71 48 KPA38629.1 cutinase Fusarium langsethiae
] 43—|:P 009656419.1 cutinase Verticillium dahliae VdLs.17
MRCUT?3(4698)
7 99 MRCUT2(13878)
55—|:MRCUT1(17312)
CBF83913.1 cutinase putative Aspergillus nidulans FGSC A4
gl { BAES58644.1 unnamed protein product Aspergillus oryzae RIB40

ENH63713.1 Cutinase 1 Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1
EAA61432.1 Aspergillus nidulans FGSC A4

XP 001400843.1 cutinase 1 Aspergillus niger CBS 513.88

ﬂ'_i XP 001394015.1 cutinase 2 Aspergillus niger CBS 513.88
91 BAA07428.1 Cutinase Aspergillus oryzae

ABF50887.1 cutinase Aspergillus nidulans

92

74

EAA62469.1 hypothetical protein AN5309.2 Aspergillus nidulans FGSC A4
XP 018389335.1 cutinase 1Alternaria alternata

XP 018173141.1 cutinase Purpureocillium lilacinum

7

] — AAA33334.1 cutinase Fusarium solani

4
? 98 [ EWY84044.1 cutinase 3 Fusarium oxysporum FOSC 3-a
100 - ABR19840.1 cutinase Fusarium oxysporum
WP 044484103.1 cutinase Mycobacterium tuberculosis
75 WP 013005307.1 cutinase Streptomyces scabiei

XP 018379037.1 cutinasa 2Alternaria alternata

— CBY05529.1 cutinase Thermobifida fusca

100 L ADV92528.1 cutinase 1 partial Thermobifida fusca

0.2

Figura 11. Arbol filogenético de genes cutinasas de M. roreri y A. alternata

La historia evolutiva se infiere el método Neighbor-Joining [1]. El arbol 6ptimo con la suma de la
longitud de la rama = 9.31922869. EI porcentaje de repeticion en la que los taxones asociados se
agrupan en la prueba bootstrap (10000 repeticiones) de arboles se muestran junto a las ramas [2].
El arbol esta dibujado a escala, con longitudes de rama en las mismas unidades que las de las
distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol filogenético. Las distancias evolutivas se
calcularon mediante el método basado en la matriz JTT [3] y en las unidades del nimero de
substituciones del aminoacido por sitio. El andlisis implico 29 secuencias de aminoacidos. Se
eliminaron todas las posiciones que contienen lagunas y faltan datos. Hubo un total de 108
posiciones en el conjunto de datos final. Se realizaron andlisis evolutivos en MEGA7 [4].
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7.1.3 Andlisis bioinformatico de genes de cutinasas

Los resultados del analisis bioinformatico se muestran en la tabla 2.

Tabla 3. Resultados del andlisis de genes

M.rorcut M.rorcut2 M.rorcut3 AACUT1 AACUT?2 AACUT3
1
Intrones 5 3 5 2 1 2
Peso molecular 19.42 13.17 20.55 22.08 21.59 21.69
tedrico (kDa)
pl tedrico 5.17 5.67 5.52 4.99 7.82 8.32

Las cutinasas muestran pesos moleculares en el rango de 13 a 25 kDa lo cual se

ha observado para otras cutinasas de origen fungal (de 20 a 40 kDa), con excepcion

de la M. rorcut2 que presenta un peso molecular muy bajo (Castro-Ochoa et al.

2010).

En las siguientes figuras (5-10) se muestran los alineamientos entre DNA y RNA de

las cutinasas en estudio, donde se observa la presencia de intrones en todos los

genes analizados.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I |

rnacutall{Xn_0185361 ﬁTETCTEEEEEHECHHHETTETCHEHEHHEEHEHTTCHHECTEEECHETTTEEHTTEEECHEEHEEHCTHEEHHEEHHETCEHEHHCEEHHEEECTEHHEETTETEEHHHEECEHTCTTTHTCTTTEEEE
dnalH_017306193,.1:c8 ATGTCTCCGGCAGCAAAGTTCTCAGAGARCGAGATTCARGCTCGCCAGTTTGGATTCGGCACGACCACTAGGAACGARC TCGAGAACGGARGCGCTGAAGCTTGTCCARAGGCGATCTTTATCTTTGLCC
Consensus ATGTCTCCGGCAGCAAAGTTCTCAGAGAACGAGATTCARGCTCGCCAGTTTRGATTCGGCACGACCACTAGGARCGAACTCGAGAACGGARGCGCTRARGCTTGTCCARRGGCGATCTTTATCTTTGECC

131 140 150 160 120 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I |

rnacutall(X¥N_0185361 GCGCATCCACAGARRCTGGCAACATGG GAGCTTCTACCGGCCCTRCTGTAGCTAGCGCTCTTGARCGTAACTACGGLGL
dnalH_017306193.1:c8 GCGCATCCACAGARACTGGCAACATGGTACGTTGCGTATCGCARTTCACTGGARGCGCARGACTGATATGTCGCTAGGEAGCTTCTACCGGCCCTACTGTAGCTAGCGCTCTTGARCGTAACTACGGLGE
Consensus  GCGCATCCACAGARACTGGCAACATOR. sasvsseressressssssssssssssssssssssssssssssssnssss GAGCTTCTACCGGCCCTRCTGTAGCTAGCGCTCTTGARCGTAACTACGGCGL

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

rnacutall{Xn_0185361 ﬁHETEETETCTEEETHEHEEEEETTEETEEECCHTHTTEEECTEHTETHEEETEEHHTECTETHEETEETEETHEHTCHEHHEETECTHTTHHTEREEECETTEEHETCTTTCHHEHHEEHHHTEHEHHE
dnalH_017306193,.1:c8 ARGTGETGTCTGGGTACAGEGCGTTGGTGGCCCATATTCGGL TGATCTAGECTCGARTGCTCTACCTGETGGTACATCACARGCTGC TATTARTGAGGCCGTTGGACTCTTTCARCARGCARRTCAGARG
Consensus ARGTGGTGTCTGGGTACAGGGCGTTGGTGGCCCATATTCGGCTGATCTAGGCTCGAATGCTCTACCTGGTGGTACATCACARGCTGCTATTARTGAGGCCRTTGEACTCTTTCARCARGCARATCAGARG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

1 |

rnacutall(X¥N_0185361 TGCCCTGATACTCCCATCGTTGCTGGTGGCTACAG TCARGGTACAGCGGTTATAGCGGGAGC TATTCCCARGC
dnalH_017306193.1:c8 TGCCCTGATACTCCCATCGTTGCTGGTGGLTACAGGTGCGTATTTTGTCTTTGTACCTTCCATCTTGAGCTCTCGTACTAACGTCGTAGCAGT CARGGTACAGCGET TATAGCEGGAGCTATTCCCARGT
Consensus TGCCCTBATACTCCCATCGTTGCTGOTGGECTACAG. e vs vessusosssosssssssssssssosssnsssssssssssssssssassnses TCARGGTACAGCGETTATAGCEGGAGCTATTCCCARGT

521 530 540 550 560 570 580 590 60D 610 620 630 640 650

rnacutall{Xn_0185361 %ETCTHETHCEHTTCEEEHTEHEETEHHEEECETEETEETCTTTEETTHTHETEEHHHCEEECHEHHCCETEETEETHTTCCEHECTHEECEHETEHTEHETTEEHHETHTHCTETECTHEHEEEEHEET
dnalH_017306193,.1:c8 TGTCTACTACCATTCGCGATCAGETCARGGGCGTCGTCCTCTTTGGTTATACTCGARACGCCCAGARCCGTGGTGGTATTCCCAGCTACCCCAGTGATGACTTGGARGTATACTGTGCTACAGGCGACCT
Consensus TGTCTACTACCATTCGCGATCAGGTCARGGGCGTCGTCCTCTTTGGTTATACTCGAAACECCCAGAACCGTGGTGGTATTCCCAGCTACCCCAGTGATGACTTGEARGTATACTGTGCTACAGGCGACCT

651 660 670 680 630 700 o 720 730 0 750 760 70 780
I |

rnacutall{Xn_0185361 ﬁETTTEEETCEEHHCEETEHEHHTEECTEEEECEEHCTTCTCTTHCEEEEHTEHEEETECTEEEEETECTECHHEETTTETEEHHHEEHHEHTTERTEEHHHCTEHHETTETEHTEHHTTEHHHETHEHH
dnalH_017306193,.1:c8 AGTTTGCGTCGGARCGCTGACARTCCCTGLCGCGCACTTCTCTTACGCGGATGAGGCTGCTGGGCCTGCTCCARGGTTTCTGCARRGCAAGAT TGATGGARACTGARGTTCTGATGAATTGARACTAGAA
Consensus AGTTTGCGTCGGARCGCTGACARTCCCTGCCGCGCACTTCTCTTACGCGGATGAGECTGCTGGGCL TGCTCCARGGTTTCTGCARAGCARGATTGATGGARACTGARGTTCTGATGART TGARACTAGAA

781 790 800 810 821

rnacutall{Xn_0185361 EHETTHEHCEEEHERHHHTEHECEHTTHTTCECEHHCETT}
dnalH_017306193.1:c8 GAGTTAGACGGGAGARAATGAGCEATTATTCGCGAACCTTT
Consensus GAGTTAGACGGGAGAARATGAGCGATTATTCGLGARCCTTT

10Figura 12. Alineamiento de secuencia de DNA y RNA de la cutinasa 1 de A. alternata.

rnacutal?
DHA

Consensus

rnacutal?
DHA
Consensus

rnacutal?
DHA

Consensus

rnacutal?
DHA
Consensus

rnacutal?
DHA
Consensus

rnacutal?
DHA

Conzensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

| |
ATGCGTTTCTCAGCCATCGTTCCTGCCACTCTTTTCGCCTTGGCTTCCGCCGCTCCAGTAGAGGARGTCARGCGTGCCGCCTCTTCRTCTTGCCCCTCATACACTATCATCAACACCCGCGGTACTGGEG
ATGCGTTTCTCAGCCATCGTTCCTGCCACTCTTTTCGCCTTGGCTTCCGCCGCTCCAGTAGAGGARGTCARGCGTGCCGCCTCTTCRTCTTGCCCCTCATACACTATCATCAARCACCCGCGRTACTGGCG
ATGCGTTTCTCAGCCATCGTTCCTGCCACTCTTTTCGCCTTGGCTTCCGCCGCTCCAGTAGAGGARGTCARGCGTGCCGCCTCTTCRTCTTGCCCCTCATACACTATCATCAACACCCGCGGTACTRGCG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I I
AGCTCCARGGCGARTCTGCTGGTTTCCGTACARTCARCTCCCGCGTCCGCRCTGLTGTCTCCGGAGGCARGACCTACARCACTGTTTACACTGCCGACTTCTCCCARAACAGT GCCGCGGGTACACGAGA
AGCTCCARGECGARTCTGCTGETTTCCGTACAATCARCTCCCGCGTCCGCRCTGLTRTCTCCRGAGGCARGACCTACARCACTGTTTACACTGCCGACTTCTCCCARAACAGT GCCGCGGGTACACGAGA
AGCTCCARGECGARTCTGCTGETTTCCGTACARTCARCTCCCGCGTCCGCRCTGLTGTCTCCGGAGGCARGACCTACARCACTGTTTACACTGCCGACTTCTCCCARARCAGT GCCGCGGGTACACGAGA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 320 380 390
I 1
CATTGTCARCARGATCACTACCACACTGGCCTCTTCACCARAGGARTGCTTCATCCTTGAGGECTACTCTCAGGETGCTCAGGCCACCGTGARCGCCATGTCTCAGTTGACTGGCGCCARGTTCGACGCT
CATTGTCARCARGATCACTACCACACTGGCCTCTTCACCARAGGARTGCTTCATCCTTGAGGGCTACTCTCAGGETGCTCAGGCCACCGTGARCGCCATGTCTCAGTTGACTGRCGCCARGTTCGACGCT
CATTGTCARCARGATCACTACCACACTGGCCTCTTCACCARAGGARTGCTTCATCCTTGAGGECTACTCTCAGGETGCTCAGGCCACCGTGARCGCCATGTCTCAGTTGACTGGCGCCARGTTCGACGCT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
I 1
GTAARGGGTGTCTTCCTCATCGGTGACCCAGCACACARGTCTGGATTGGCATGCAACGTGGATAACAACGGETGGCACCACCACCARGARCGTCARTGGACTTTCCGCAGCACTCGGAGGAGGCATCCCAT
GTAARGGETETCTTCCTCATCGGTGACCCAGCACACARGTCTGGATTGGCGTGCAACGTGGATAACAACGETGGCACCACCACCARGARCGTCARTGGACTTTCCGCAGCACTCGGAGGAGGCATCCCAT
GTAARGGGTGTCTTCCTCATCGGTGACCCAGCACACARGTCTGGATTGGCGTGCAACGTGGATAACAACGETGGCACCACCACCARGARCGTCARTGGACTTTCCGCAGCACTCGGAGGAGGCATCCCAT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
I 1
CCAACTGGGTTRCCARGACGCTCGATGTTTGCATCTTTG: GTGACGGTGTATGCGACACTACACACGGTGCGRGTATT
CCAACTGEGTTRCCARGACGCTCGATGTTTGCATCTTTGTATGTATCCTGTTGTTCATGTCATGTTACARAAT TACTARCGCATTTGTCAGGGTGACGETGTATGCGACACTACACACGGTGCGGRTATT
CCARCTGGGTTRCCARGACGL TCGATGTTTGCATCTTT e v snssvoessnsersonsorsesssssesssssaresnssrossossesesDiTGACGETGTATGCGACACTACACACGGTGCGGEETATT

651 660 670 680 630 700 710 720 730 734
I I
ARCGCTCAGCATCTTCAGTACCCCARCGATGCCCCTACCCAGARACTGGGTACTGACTACATTACCARGGCGLTTGRTGCTTAG
ARCGCTCAGCATCTTCAGTACCCCARCGATGCCCCTACCCAGARACTGGGTACTGACTACATTACCARGGCGLTTGRTGCTTAG
ARCGCTCAGCATCTTCAGTACCCCARCGATGCCCCTACCCAGARACTGGGTACTGACTACATTACCARGGCGLTTGRTGCTTAG

11Figura 13. Alineamiento de secuencia de DNA y RNA de la cutinasa 2 de A. alternata.
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cutall
dnaNH_017306214,1:34
Consensus

cutall
dnalH_017306214,1534
Consensus

cut.all
dnaNH_017306214,1:34
Consensus

cutall
dnalH_017306214,1134
Consensus

cutal3
dnalH_017306214.1:34
Consensus

cutalld
dnalH_017306214,1134
Congensus

cutall
dnalH_017306214,1534
Consensus

12Figura 14.

nrr_Horor_17312K0809
DHA

Consensus

nrr_Horor_17312K0809
OHA

Consensus

nrr_Horor_17312K0809
OHA
Consensus

nrr_Horor_17312K0809
DHA
Consensus

nrr_Horor_17312K0809
OHA
Consensus

nrr_Horor_17312K0809
DHA

Consensus

nrr_Horor_17312K0809
DHA

Consensus

13Figura 15.

1 10 20 30 4o 50 21} 70 80 90 100 110 120 130

| I
ATGARGTTTTCCGCAGCAGCAGCTCTCTTTGTTGGTCTCGCCGCCGCCGGCCCTGTTGAGATCGCTGAGCGTCAGAGCTRCCCCARGGTCTACATCTTCGGAGCTCGTGAGACCACACARCCCCARRGCA
ATGARGTTTTCCGCAGCAGCAGCTCTCTTTGTTGGTCTCGCCGCCGCCGGLCCTGTTGAGATCGCTGAGCGTCAGAGCTGCCCCARGGTCTACATCTTCGGAGCTCGTGAGACCACACARCCCCARAGCA
ATGARGTTTTCCGCAGCAGCAGCTCTCTTTGTTGGTCTCGCCGCCGCCGGLCCTGTTGAGATCGCTGAGCGTCAGAGC TGCCCCARGGTCTACATCTTCGGAGCTCGTGAGACCACACARCCCCARRGCA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| I
ATGGCTACGGTACCGCTGCCGEGCTTGTARACTCGGTCARGTCCGCCTACCCTRRTGCGGGCTCCGARGCCATCGTGTACCCAGLT TGCGGTGEAGGCTCTTCCTGLGGAGECGTATCC TACGACARCTC
ATGGCTACGGTACCGCTGCCGAGCTTGTARACTCGGTCARGTCCGCCTACCCTGRTGCGGGCTCCGARGCCATCGTGTACCCAGCT TGCGGTGEAGGCTCTTCCTGLGGAGECGTATCC TACGACARCTC
ATGGCTACGGTACCGCTGCCGEGCTTGTARACTCGGTCARGTCCGCCTACCCTGRTGCGGGCTCCGARGCCATCGTGTACCCAGCTTGCGGTGEAGECTCTTCCTGLGGAGECGTATCC TACGACARCTC

261 2 280 290 300 310 320 330 340 350 360 3 380 390
I

|

TGCTTCCCARGGARCCGCAGCGGTTRTCARGGCCGTTACTGCCTACARCCAGARGTGCCCTAGCACTCAGATCGTCCTTATTGGATACTCTCAGE
TGCTTCCCARGBAACCGCAGCGGTTRTCARGGCCGTTACTGCCTACARCCAGARGTGCCCTAGCACTCAGATCGTCCTTATTGGATACTCTCAGGTATGGATGGTGTCATGARCCCCARGARCGLCGART
TGCTTCCCARGGAACCGCAGCGGTTGTCARGGCCGTTACTGCCTACARCCAGARGTGCCCTAGCACTCAGATCGTCCTTATTGGATACTCTCAGG, .. vrverreesrrrsressrsrsrssarsesens

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 1
---------------- GAGGTCARRTCATGGACARCGCCATCTRCEGCGGTGCTGETTCCACTTTGACAGGCAACGCCCTCARGGCCGTCARGGCGGCGATCTTCATGGATGACCCACACARCCGCARCG
GCTARCAGTTTGTAGGGAGGTCARATCATEGACARCECCATCTGLGECGRTGCTGGTTCCACTTTGACAGGCARCGCCCTCAAGGCCGTCARGECGGCGATCTTCATGGRTEACCCACACARCCGCARCG
sesssensssssses s BAGGTCARATCATGGACAACGCCATCTGCAGCGGTGCTGETTCCACTTTGACAGECARCGCCC TCARGGCCGTCARGECGGCGATCTTCATGEGTGACCCACACARCCGCARCG

a2l 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
| I
GTCTTCCCTACARCGTCGGTACTTGCARGGCCCARGEL: TTCGCCGCCCGCCCTGCTGGATTCACCTGCGCACCTRLCA
GTCTTCCCTACARCGTCGGTACT TGCARGECCCARGECGTARGTCCACTATTTCTCCARCTCTTGGTATTCTTACTARCGAGTACTTTAGT TCACCGCCCGCCCTGLTGEATTCACCTRCGCACCTRCCA
GTCTTCCCTACARCGTCGGTACTTGCARGGCCCARAGEL . .o \e e svsverersssssrsrsnssssssssnsasssssnanssrssessl ILBLCGCCCGCCCTGCTGEATTCACCTECGCACCTRCCA

651 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 760 F70 780
| I
GCAGCAGCATCATCCAGAGCTACTGCGACTCTCAGGACCCATACTGCTGCARTGGARACGACGCCARCCACCACCAGCAGTACGTCAACATCTACGGCAARCCAGGCTCTCACCTTCATCARGAGCARGGT
GCAGCAGCATCATCCAGAGCTACTGCGACTCTCAGGACCCATACTGCTGCAATGGARACGACGCCARCCACCACCAGCAGTACGTCAACATCTACGGCAACCAGGCTCTCACCTTCATCARGAGCARGGT
GCAGCAGCATCATCCAGAGCTACTGCGACTCTCAGGACCCATACTGCTGCARTGGARACGACGCCARCCACCACCAGCAGTACGTCARCATCTACGECARCCAGGCTCTCACCTTCATCARGAGCARGGET

CACTGCTTAR
CACTGCTTAR
CACTGCTTAR

Alineamiento de secuencia de DNA y RNA de la cutinasa 3 de A. alternata.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

I

ATGGTTCGCGTCTTTGGCCTCACGCTCCTCGCTCTCCTCGTCCCTRCTTTGGCGGCTCCTGTTCCAGAGEACCTTGAGGCGCGTCAGTCAGGATGTGCAGACGTCATGGT-— ==
ATGGTTCGCGTCTTTGGCCTCACGCTCCTCGCTCTCCTCGTCCCTRCTTTGGLGGCTCCTGTTCCAGAGEACCTTGAGGCGCGTCAGTCAGGATGTGCAGACGTCATGGTCGGTCTARAGGTGCATATTC
ATGRTTCGCGTCTTTGGCCTCACGCTCCTCGCTCTCCTCGTCCCTRCTTTGGLGGCTCCTGTTCCAGAGGACCTTGAGGCGCGTCAGTCAGGATETGCAGACGTCATOOT. . vy s s ssnnasssssns

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I

1
TGTCTACGCCCGTGGCACCGATCAAGATTCCCCCATCGGTGACCCCECAAGCGTCRGCGTACTCTTCCGAGACAACATCARGAGCCTCCTCGGTAGCCG
TACTCTTGRAGCTGACACGCGTCTTCARAGGTTGTCTACGCCCGTRECACCGATCARGATTCCCCCATCRRTGACCCCGCARGCGTCGGCGTACTCTTCCGAGACARCATCARGAGCCTCCTCGGTAGCCG
vessssessesssssssssssssssesssss IBTCTACGCCCGTGECACCGATCAAGATTCCCCCATCGETGACCCCGCARGLGTCEGCGTACTCTTCCGAGACARCATCARGAGCCTCCTCGGTAGLCG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| I
CACCTTTTCTTTCCAGGGCGTCARCTACGCCGCCARCGTCATTGGCTTCT TGCARGGTGGTGACCCAGCAGGCTCCCGTCAGATGACTACTGAC:

CACCTTTTCTTTCCAGGGCGTCARCTACGCCGCCARCGTCAT TGECTTCT TGCARGGTGGTGACCCAGCAGGCTCCCG TCAGATGACTACTGACGTARGARGCECTTTACCTCGGTTTCATCTATGCACG
CACCTTTTCTTTCCAGGGCGTCARCTACGCCGCCARCGTCAT TGGECTTCT TGCARGGTGGTGACCCAGCAGGCTCCCGTCAGATGACTACTGAC s s s sasssssssasssssssssssssnsasssssns

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
I

1
TTGACCARCGTTGCARACTCTTGCCCTARCG CCAAGATCG
COGTTCTGATGARCCACTCTGCTTTTTGARATAGTTGACCARCGTTGCAAACTCTTGCCCTARCGTARGTAGCTARTACTTCTTGARTGTTTCGGCCGTTCATTGATCGGACGGTGACAGGCCARGATCG
wrrrreccerrrresssssssressssssseees l IBACCARCGTTGCARACTCTTGCCLTAACG . esssssssssesnnesssssecersssssssssssssessssssseensessss CCAAGATCG

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650
1

|

TCTCCGCGGGATACAGCCARGECGGACAGCTCGTCCACARCTCTGCTGCTCAGCTCACGGCTGCTGTTCRCAACCGTATCARCGCTGTTGTCATCTTCG:
TCTCCGCGGGATACAGCCARGECGGACAGCTCGTCCACARCTCTRCTGCTCAGCTCACGGCTGCTGTTCRCAACCGTATCARCGCTGTTGTCATCTTCGTGAGTACTGCCCAGCTTGATCATGTTCGAAT
TCTCCGCGGGATACAGCCARGECGGACAGCTCGTCCACARCTCTRCTGCTCAGC TCACGGCTRCTGT TCECAACCGTATCARCGCTRTTGTCATCTTCR. oo vvvasssssssssssssnnasssssns

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780
| |
GACCC GACCARGCCGTTACTGECATCCCCTCCAGCARCGTGARARTCATTTGCCACGACGGTGACAACATATGCGARGGTGGTTTCATT

ACTARTCACACATATATTTTCTCTCATTCAGGGCGACCCARAGAGCGACCARGCCGTTACTGGCATCCCCTCCAGCARCGTGARARTCATTTGCCACGACGGTGACAACATATGCGARGETGGTTTCATT
ssssssssasssssssssssssssssssssss SCGACCCARAGAGCGACCARGCCGTTACTGECATCCCCTCCAGCARCGTGARAATCATTTGCCACGACGGTGACAACATATGCGARGGTGGTTTCATT

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 909
| 1
GTTACTTCTCAGCACAC: CAACTACCAGCAAGACGCTCCTGCAGCTGCCCAATTCGTTCTTTCCAAGGTTTAA
GTTACTTCTCAGCACACGTARGTGGTCACGGCGCTTCTTGCCAGARAATAGARCTGACGGTATGARCACARCAGCARC TACCAGCARGACGCTCCTGCAGCTGCCCAATTCGTTCTTTCCAAGGTTTAA
GTTACTTCTCAGCACAC. .o vvevesrevresnsrerresesrsrresssrsrrsssnssrrssenserssees CNMACTACCAGCARGACGCTCCTGCAGETGCCCARTTCGTTCTTTCCAAGGTTTAA

Alineamiento de secuencia de DNA y RNA de la cutinas 1 de M. roreri.
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HRCUTZ0HA
nrriHoror_13878
Consensus

HRCUTZ2DHA
nrriHoror 13878
Consensus

HRCUTZDHA
nrriforor_13878
Consensus

HRCUTZDHA
nrriHoror_13878
Consensus

HRCUT20HA
nrriforor 13878
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130
| I
ATGGCTCCCGTTGAGCGCAGAGCCACCGTGCAGTGLGLGGACGTTATGGTTCGTCCCTCTTGCCCGAGTCTTTGAGCCATTARAGACARTGATTTACAGGTATTCTTCGCGCGGGGARCTACGGARCCTG
ATGGCTCCCGT TGAGCGCAGAGCCACCGTGCAGTGCGCGGACGTTATGGT: ATTCTTCGCGCGGGGARCTACGGARCCTG
ATGECTCCCETTGAGCGCAGAGCCACCGTGLAGTGCELGGACGTTATEAT s sassssssrssesssrssassssssssssssssssrsessssasssesATTCTTCGLGLGGEGARCTACGGAACCTG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| I
CCCCGATCGRCACTATCGTCGGLCCTCCGCTCAAGGCGGCTCTGCAGCGAGAGCTCGGGTCACAGACCATGTCTTTCCAGGGAGTAGACTATTCTGCARRTGTTGCAGGCTTCCTCCAAGGAGGTGATAR
CCCCGATCGGCACTATCGTCGGCCCTCCGCTCAAGGCGGCTCTGCAGCGAGAGCTCGGGTCACAGACCATGTCTTTCCAGGGAGTAGACTATTCTGCAARTGT TGCAGGCTTCCTCCAAGGAGGTGATAR
CCCCGATCGRCACTATCGTCGGCCCTCCGCTCARGGCGGETCTGCAGCGAGAGCTCGGGTCACAGACCATGTCTTTCCAGGGEAGTAGACTATTCTGCAARTGTTGCAGGCTTCCTCCARGGAGGTGATAR

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| I
GCAAGGGTCTCGTACTATGGCGGATGACGTGAGEGAGTACTAACCGTAGCTTARRCCTTGCTTACGCACCTCCCAGAT TACCARCGCAGCTAATTCGTGCCCGARTGTCGGTCCTTTTCATTCTCCATTE
GCARGGGTCTCGTACTATGGCGGATGAC: ATTACCARCGCAGCTRATTCGTGCCCGARTG:
GCAAGGGTCTCGTACTATGGCGGATGAC, e v ssvresssescnsssnsesssnssassssssrsssssssesss sl TACCARCGCAGCTAATTCGTGCCCGARTG. o .vresssvnensssnrnress

3n 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| 1
CATTTCCACTGACAGRGRAARTATCATCAGGCGAARATAGTGACAGCAGGT TACAGCCAGGGTGGGCAGCTGGTTCACARTTCTGCCGAACTTTTGTCGCCAGACGTGGTGTCTCGCATTARCGCCGCTGT

CGARRRTAGTGRCAGCAGGT TACAGCCAGGGTGGGCAGCTGGTTCACARTTCTGCCGAACTTTTGTCGCCAGACGTGRTGTCTCGCATTAACGCCGLTGT
sesessssssssssssssssssssssssss CGBAAAATAGTGACAGCAGGT TACAGCCAGGGTGGGCAGCTGGT TCACARTTCTGCCGAACTTTTGTCGCCAGACGTGGTGTCTCGCATTARCGCCGLTGT

GATTTTTGTAGGTTGA
GATTTTTGTAGGTTGA
GATTTTTGTAGGTTGA

1l4figura 16. Alineamiento de secuencia de DNA y RNA de la cutinas 2 de M. roreri.

adn
rna
Consensus
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rna
Consensus
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Consensus
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rna
Consensus
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rna
Consensus

adn
rna
Consensus

adn
rna
Consensus

1 10 20 30 40 50 Bir F0 80 90 100 110 120 130

| |
ATGTTCACATCTGTTGCGCGCCTCGTCCTCCTCCTTGGGATCTTGACCCCTGCTTTTGCAGCCCCCTTGGCTGARCGAGCAGARTGCGCAGARGTGATGGTGAGTACARGTCCTAATACTARCAGTATAR
ATGTTCACATCTGTTGCGCGCCTCGTCCTCCTCCTTGGGATCTTGACCCCTGCTTTTGCAGCCCCCTTGGCTGARCGAGCAGARTGCGCAGARGTGATGGTGA
ATGTTCACATCTGTTGCGCGCCTCGTCCTCCTCCTTGGGATCTTGACCCCTGLTTTTGCAGCCCCCTTGGCTGARCGAGCAGAATGCGCAGARGTGATGATGA. .. vsvesseeesssssnnassssans

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| 1
CTTGTCTRACACGTCGATCCGARAGGTGATATTTGCGCGAGGCACCACGGARRCGCCACCCATTGGTATCTTCGTCGGACCGCCCTTTGAGGACGCACTAGT TTCTCAGCT TGGAGGGAGGTCCTTGTCA
TATTTGCGCGAGGCACCACGGARRCGCCACCCATTGGTATCTTCGTCGEACCGCCCT TTGAGGACGCACTAGTTTCTCAGC T TGGAGGGAGGTCCTTGTCA
wrrrreccerrrresssssrsvessssss IHTTTGCGCGAGGCACCACGGARACGCCACCCATTGGTATCTTCGTCGEACCGCCCT TTGAGGACGCACTAGTTTCTCAGCTTGGAGGGAGGTCCTTGTCA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| 1
TTCCARGGCGTCGATTATGCCGCAGATATTGCGGGGTTCCTRGCAGGGGGTGACCCAGCGGGTTCACGGCAAATGGCGATCGACGTTGGTTCTCTTTTCTGGTTTCTTGCATACTTCACCCGARCTTTCT
TTCCARGGCGTCGATTATGCCGCAGATATTGCGGGGTTCCTRGCABGGGGTGACCCAGCGGGTTCACGGCAAATGGCGATCGAL:
TTCCARGGCGTCGATTATGCCGCAGATATTGCGGGGTTCCTRGCAGGGGGTGACCCAGCGGETTCACGRCAAATGGLEATCRAC . s 0vy sy ssssennasssssssasssssrsssssssnnasssssns

391 400 410 420 430 4diy 451 460 470 480 490 50 510 520

| I
TGCCAGATCACTAACACGGCTARTGCCTGCCCARACGTGAGTCARGGCGATGTATTCARGCTGGTATTARTCTTATATCTTTGACAGGC TAGAATCGTGTCCTCAGGCTACAGTCAGGG TGGTCAGCTCG
=————-ATCACTAACACGGCTAATGCCTGCCCARAC CTAGAATCGTGTCCTCAGGCTACAGTCAGGGTGGTCAGCTCG
+e2s+ATCACTAARCACGGCTARTGCCTGCCCARACG . e v vasvvenssnsssensssssssnsssssssnsssssssnssssssss CTAGAATCGTGTCCTCAGGCTACAGTCAGGETGGTCAGCTCG

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| 1
TGCACARCTCAGCCGCGTTACTTTCTCGAGACATAGC TGCACGTATCARCGCTGTTGTCATCTTTGTCAGTCCGCCTCTCCTATGCCTCGT TCGCTACTGGAT TGACAATACTCARGGG TGATCCGAARAC
TGCACARCTCAGCCGCGTTACTTTCTCGAGACATAGC TGCACGTATCARCGCTGTTGTCATCTTT GTGATCCGARAC
TGCACARCTCAGCCGCGTTACTTTCTCGAGACATAGC TGCACGTATCARCGCTGTTGTCATCTTTG, cvverearerreresrsrresssrsrresssssrreresssrreseessss0GATCCGARAC

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 70 780

I 1
GGGGACAGCCAATCTCCGGCGTTGACTCGAGTARGGTGAAGGTCTTCTGTCACGATGGAGATAACATTTRCGATGGAGGCATTCTCGTTCTGCCGCCTCATTTGTARGTGATTTCCTTACAGACCGTGAC
GGGGACAGCCAATCTCCGGCGTTGACTCGAGTARGGTGAAGGTCTTCTGTCACGATGGAGATAACAT TTGCGATGGAGGCATTCTCGTTCTGCCGCCTCATTTG
GGGGACAGCCAATCTCCGGCGTTGACTCGAGTARGGTGARGGTCTTCTGTCACGATGGAGATARCAT TTRCGATGGAGGCATTCTCGTTCTGECACCTCATTTE, sussssrrsssssssnnasssssns

731 790 800 810 820 830 84 850 860 BBS

DTTTGETCDGTGGCTCHCTTCCTGDDTCHGEHHTTHCGTGGTTHHTETTGTTGHCGCEGCHHHHTTDGTTGTGTCHRHGTTGTGH
ARTTACGTGGTTARTGTTGTTGACGCGGCARARTTCGTTGTGTCARRGTTGTGA
sessssessssssssssssssssssessss ARTTACGTGGTTARTGTTGTTGACGCGGCARAATTCGTTGTGTCARAGTTGTGA

Figura 17. Alineamiento de secuencia de DNA y RNA de la cutinasa 3 de M. roreri
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7.1.4 Andlisis de restriccion de genes

Se realizé un andlisis de restriccion tedrico en el cual se verific6 que enzimas de

restriccién no cortaban el gen o parte de el para la seleccion adecuada de enzimas

de restriccidn que se usaron para la clonacién de cada gen. A continuacion, se

muestra un ejemplo con una de las cutinasas de A. alternata.

Enzimas que no cortan el gen aacutl:

Aarl, Absl, Aflll, Afllll, Agel, Agsl, Ajul, Alol, AlwNlI, Apal, ApaLl, Apol, Arsl, Ascl, Asull, Aval,
Avrll, Bael, Ball, BamHI, Barl, BbvCl, Bcgl, Bcll, Bfil, Bgll, Bglil, Bpll, Bpul0l, BsaAl, BsaBl,
BsaxXl, BsePl, BseSl, Bsml, Bsp14071, BspHI, BspMI, BsrBl, BsrDl, BstXI, BtgZI, Btrl, Btsl,
Cfrl, Cfr10l, Clal, CspCl, Dralll, Drdl, Eco31l, Eco47l1ll, Eco57I, EcoNlI, EcoRl, EcoRV, Fall,
Fsel, FspAl, Haell, Hindlll, Hpal, Kpnl, MauBlI, Mfel, Mlul, Mmel, Nael, Narl, Ncol, Nhel,
NmeAlll, Notl, Nrul, Nspl, Pacl, Pasl, PflMI, Pfol, Plel, PmaCl, Pmel, Ppil, PshAl, Psil, PI-
Pspl, PspXI, Psrl, Pvul, Rsrll, Sacl, Sall, SanDl, Sapl, Scal, PI-Scel, Sdul, SexAl, Sfil, Sgfl,
SgrAl, SgrDl, Smal, SnaBl, Spel, Sphl, Srfl, Sse83871, Sspl, Stul, Swal, Taqgll, Tatl, Tsol,
TspGWI, TspR, Tstl, Tth111l, Vspl, Xbal, Xhol, Xholl, Xmnl.

7.1.5 Analisis de cebadores

Se disefaron los cebadores especificos con ayuda de las secuencias encontradas

en el genoma de cada microorganismo y en el banco de genes del NCBI. Los

cebadores ya contienen el sitio de corte de las enzimas de restriccién que ayudaron

a clonar en el vector pPICZ y pET22.

4Tabla 4. Resultados del analisis de cebadores, temperatura media, cantidad de guaninas y

citosinas, F: forward, R: reverse

CUTINASA
DE

A.
Alternata

TM DE
CEBADOR
FORWARD

66.3

63.3

67

TM DE
CEBADOR
REVERSO

67.4

70.4

69.2

CONTENIDO DE GC
(%) DE CEBADOR

FORWARD

52.8

50

50

CONTENIDO DE GC
(%) DE CEBADOR
REVERSO

51.4

57.1

56.2
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CUT M.

Roreri
68.4 69.6 58.3 57.6
1
2 72.6 69.2 66.7 57.6
3 70.3 67.7 58.3 54.5

7.2 Aislamiento del gen de cutinasa

7.2.1 Extraccion de cuticula de manzana
Se retird la cascara de 3 Kg de manzana, la cascara fue tratada con acido
oxalacético como se menciona en la metodologia, el rendimiento es de (19.7 g de

cutina de manzana / 3 Kg de manzana).

7.2.2 Extraccion de ARN

En el genoma de M. roreri se observdé que se encontraban 3 secuencias de
cutinasas putativas. Se evalud la expresion a nivel transcripcional de los genes de
cutinasa a partir de micelio obtenido de tres diferentes medios que contenian alguno
de los siguientes inductores aceite de olivo, cutina de cacao y de manzana. Se
separo el micelio por filtracion, el cual se trituré con nitrégeno liquido y se realizé la
extraccion de ARN. En la figura 11, se observa el ARN ribosomal extraido.
Posteriormente, se sintetizé cDNA a partir del RNA que se extrajo y se usé como
templado para la PCR.

En cada uno de los carriles se aprecian las bandas de ARN, en el primer carril se

observa el marcador de 1 Kb.
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Figura 18. ARN de hongos fitopatdgenos. A) ARN de M. roreriy B) ARN de A. alternata en gel
de agarosa al 1%.

7.2.3 Amplificacion de los genes por PCR

En el caso de M. roreri, la cutinasa CUT1(17312) se expreso en el medio minimo
gue contenia como inductor cacao mientras que las enzimas CUT2 (13878) y CUT3
(4698) se encontraron en el medio minimo con cuticula manzana (Figura 12, panel
A). No se encontrd expresion en el medio con aceite de olivo, a diferencia de los
observado con otros hongos como A. nidulans (Castro-Ochoa et al. 2012).

De igual forma se obtuvieron los cDNA de los genes de las 3 cutinasas de A.
alternata con los cebadores especificos. La expresion a nivel transcripcional de las
tres cutinasas fue encontrada en medio minimo con cuticula de manzana (Figura
12, panel B). En 1988, Kentaro estudié una cutinasa de A. alternata donde utilizé

cuticula de toronja para inducirla.
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AACutl
400 pb

200 pb AACut2

Figura 19. Amplificacion de genes.

En el panel A se muestran las amplificaciones de genes de cutinasas de M. roreri 1, 2, 3 de izquierda
a derecha. En el panel B se muestra la amplificacién de los genes de Cutinasa de A. alternata CUT1

y CUT2 de izquierda a derecha y en el dltimo el marcador de 1 Kb.

Los pesos moleculares experimentales coinciden con los pesos teodricos esperados
para cada una de las cutinasas, los cuales se encuentran en un rango de (600 a
800 bp).

7.2.4 Secuenciaciéon de genes

Los genes obtenidos con la amplificacion por PCR fueron secuenciados, donde
cada secuencia fue evaluada y comparada con secuencias que se encontraban en
el banco de genes del NCBI. La homologia y valor de expectancia (E) se muestra
en la siguiente tabla 4. Las secuencias de las cutinasas en los electroferogramas
enviadas por el Instituto de Biotecnologia (IBT) se encuentran en el apéndice 1. En
la Tabla 5 se muestran los resultados de similitud con las secuencias del NCBI.
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Tabla 5. Resultado de alineamiento de las secuencias obtenidas de los genes aislados con la
base de datos del NCBI de cutinasas de M. roreriy A. alternata.

Cutinasas Secuencia con la % de similitud Valor de E
gue presento

similitud

mrcutl M_007850245.1 98 0.0
Moniliophthora
roreri MCA 2997
cutinase  partial
MRNA

mrcut2 XM_007844694.1 95 2e-73
Moniliophthora
roreri MCA 2997
cutinase  partial
MRNA

mrcut3 XM_007847403.1 99 3e-124
Moniliophthora
roreri MCA 2997
cutinase  partial
MRNA

aacutl XM_018536129.1 96 9e-44
Alternaria
alternata cutinase
partial mMRNA

aacut2 XM_018536129.1 98 0.0
Alternaria
alternata cutinase
partial MRNA

aacut3 XM_018535090.1 96 2e-43
Alternaria
alternata cutinase

partial mMRNA
Valores se obtienen al comparar con la base de datos del NCBI.
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Las secuencias obtenidas de la amplificacién con los primers especificos se les
realizé un alineamiento con las secuencias que se encuentran en el ncbi utilizando
la herramienta blast, presentando una mayor similitud la secuencia CUT3 con un
99% en comparacién de la cutinasa parcial que se encuentra en el NCBI, en el caso
de la CUT1 de M. roreri presenté una similitud del 98% en comparacion con la

secuencia Moniliophthora roreri MCA 2997 cutinase partial mRNA.

De las secuencias obtenidas de los genes de cutinasas la Mr.cutl no presento
intrones, las Mr.cut2 presento un fragmento de intron de 60pb. En el caso de las
cutinasas obteridas de A. alternata dos de estas presentaron ijntrones, por lo cual

no se pudd seguir trabajando con estas secuencias.

7.3 Clonacién de genes de cutinasas

7.3.1 Clonacién de genes de cutinasas en el vector de clonacion pJET

Los genes de A. alternata y M. roreri fueron insertados en el vector de clonacion
pJET. Se transformo E. coli con estos vectores con el fin de obtener plasmido
suficiente que contenga el gen de interés para su posterior secuenciacion. Los
resultados de secuenciacién mostraron que el gen de la cutinasa 1 de M. roreri no
contenia intrones ni diferencias con la secuencia reportada en el genoma de M.
roreri en el NCBI, por lo que se decidio trabajar con este gen para la clonacion y su
expresion.

En la figura 13 se muestra la construccion con el vector pJET con el gen Mr.cutlen

el panel A, en el panel B se muestra el gen Mr.cutl obtenido de una PCR de colonia.
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Figura 20. Vector pJET1.2

En el panel A se muestra el vector pJET1.2/blunt. En el panel B se muestra la amplificacion del gen
de la Cutl de M. roreri utilizando como templado el vector pJETmrcutl.

7.3.2 Clonacién de genes de cutinasas en el vector pPICZ

Se extrajo el vector pPICZ con el kit de extraccion de plasmido de la cepa E. coli
gue lo contenia (Fig 13a). Los genes de cutinasas y el plasmido pPICZ se cortaron
con dos enzimas de restriccion. En la figura 13B se muestra de izquierda a derecha,
el plasmido sin digerir seguido del plasmido digerido con las dos enzimas de
restriccion, el gen de cutinasa 1 de M. roreri sin digerir y digerido. En los ultimos tres
carriles se encuentran las ligaciones del plasmido con el gen de cutinasa 2 en

diferentes proporciones de vector-inserto.
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Figura 21. Plasmido pPICZ

Obtencion del plasmido pPICZ en el panel A. En la figura B se observa de izquierda a derecha el
vector sin digerir, el vector digerido, gen de cutinasa 1 y gen de cutinasa digerido y las ligaciones del
vector con el gen de cutinasa 1.

Las ligaciones fueron insertadas en E. coli DH5a mediante el método quimico, con
cloruro de calcio. El vector con el gen ligado (pPICZ MrCUT1) se extrajo con una
concentracion necesaria de plasmido para la posterior transformacién en P. pastoris
(X-33).

Las células que contenian el vector con el gen de interés fueron seleccionadas por
crecimiento en presencia de zeocina, un antibiotico que contiene cobre el cual se
reduce y se elimina por la célula. Al eliminar el cobre, la molécula de zeocina es
activada para atacar el ADN, las células seleccionadas tienen un vector el cual
contiene el gen de bleomicina Streptoalloteichus hindustanus (Sh ble) la cual se une
al Zeocina e inhibe su actividad de escision de la cadena de ADN y por tanto tienen
la capacidad de crecer en presencia de este antibiotico (Calmels et al., 1991,
Drocourt et al., 1990, Gatignol et al., 1988).

En la figura 14A se observan las células resistentes a zeocina, las cuales contienen

el vector que da resistencia, este vector también contiene el gen de la cutinasa de
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M. roreri. Adicionalmente, se realizd una PCR de colonia, con los cebadores
especificos para la cutinasa 1 de M. roreri (Fig 14B). También se realiz6 una PCR
con el plasmido que se extrajo y con los cebadores universales de AOX contenidos
en el plasmido para verificar la correcta insercion del gen de la cutinasa 1 de M.
roreri en el plasmido (Fig 14C).

Z0Figura 22. PCR de colonias.

A) Colonias de E. coli DH5a con MrCUT1 en caja Petri con medio sélido LB + zeocin. B) PCR de
colonia con cebadores especificos para la cutinasa. C) Amplificaciones con los cebadores
universales AOX.

Se observa que la amplificacion con los cebadores especificos da el peso molecular
esperado de amplicon para todas las colonias evaluadas. Se observa una banda
mas intensa para la colonia 5 (carril 5 de izg. A derecha).

La amplificacién con los cebadores universales AOX dié un amplicon con el peso
molecular esperado al afadir las secuencias contenidas en el vector al gen
insertado (aprox. 1200 bp).

Estos amplicones también se secuenciaron y se verific6 que corresponden al gen

de la cutinasa 1 esperado.

7.3.3 Clonacién del gen de cutinasa en el vector pET-22

Se extrajo el vector pET-22 con el kit de extraccion de plasmidos de la cepa E. coli
gue lo contenia (Fig 15A). El gen de cutinasa y el plasmido pET-22 se cortaron con
dos enzimas de restriccion y fueron ligados con la ligasasT4, se dejaron crecer por
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12 h, después de su crecimiento se pasaron a una caja Petri con LB mas ampicilina
para aislarlas(Figl5B), a estas colonias aisladas se les realiz0 la extraccion de
plasmido y se observo que de las 10 colonias obtenidas 7 de estas presentaban un
plasmido con un tamafio de ~6000pb, que es el tamafio esperado con el gen de 513
pb+el vector con 5493 pb (Figl5C).

T——

A B

Figura 23. Clonacion en PET22

A) Obtencion de pladsmido de pET22 para hacer la transformacién de colonias de E. coli BL21 con
petMrCUT1 en caja Petri con medio solido LB + ampicilina. B) E. coli con el vector de expresion C)
Extraccién de plasmido de las colonias obtenidas después de la transformacion.

7.4 Expresion de la enzima CUT1IMR

La cepa BL21 con el vector CUT1MR se crecié en 2 mL de LB por 12 h, se paso a
un matraz de 1000 mL con 400 mL de LB y se incubo por 4 h, se le agrego una
concentracion de 0.4mM de IPTG, se centrifugo el medio a 10000 rpm por 20 min,
el pelet celular se sénico utilizando el equipo (----) a 65% por lapsos de 20 s, el

sobrenadante obtenido se ultrafiltr6 con membranas de 10 KDa.

Mediante la preba de actividad cualitativa sobre acetato de a-naftilo como sustrato
y fast red como revelador se comprob6 que las fracciones de los diferentes tiempos
de induccién mostraron actividad de esterasa, debido a la presencia de coloracion

rojo/marron que se observo por causa de la hidrdlisis de acetato de a-nafthilo

49



liberando el a-naftol que forma un compuesto cromogeno de color/marrén al
reaccionar con Fast Red.

Se puso un control negativo, el cual contenia el buffer donde se encontraba la
enzima y la cepa BL21 nativa, en donde se comprobd la ausencia de actividad
esterasa desde la hora 0 hasta las 6 horas de induccion, ya que apartir de las 2
horas se observo una coloracion tenue que se puede atribuir a la presencia de

proteinas que la cepa E. coli nativa produce.

Figura 24. Actividad cualitativa.

Actividad cualitativa de esterasas durante la inducciéon de ANCUT1. La primera hilera muestra 2, 3,
4,5, 6, 7 h de actividad y control +, la segunda hilera muestra el control - y la primera hora de
actividad.

7.4.1 Andlisis de proteinas

7.4.1.1 Perfiles de proteinas en gel de SDS-PAGE
Se determiné el perfil de proteinas en geles desnaturalizantes para observar la

presencia de las enzimas de interés a lo largo de la induccion en el extracto crudo

después del rompimiento de la célula.
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Figura 25. Perfil de proteinas intracelular en gel de poliacrilamida con tincion Comassie en diferente
tiempo de induccidn. Carril 1, marcador de peso molecular (Low range, Bio-Rad), carriles 2-8 tiempos
de induccion 0, 1, 2, 3, 4 y 5 h, respectivamente.

7.4.1.2 Actividad “in situ”

Para observar la presencia de actividad de esterasa en el gel de poliacrilamida que
se realizé con el extracto crudo obtenido de la sonicacion, se realiz6 un gel de
actividad, en el que no se utili6 B- mercaptoetanol y no se aplicé calor. En la figura
18A se aprecia una banda con actividad de esterasa con un peso molecular cercano
al esperado de (19.68 KDa).

Los resultados obtenidos en el perfil proteico y en el zimograma muestran una

correlacion ya que se observé la misma banda en los dos geles.

75 KDa

75 KDa

25 KDa

2 KDa

Figura 26. Geles de poliacrilamida

A) Zimograma de proteinas extracelulares B) Tinciébn Comassie con proteinas intracelular.

7.4.1.3 Identificacion de MRCUT1 con Western Blot
Se realiz6 un ensayo inmonublot (Western blot) donde se verificd que la proteina
clonada tuviera la secuencia de polihistidina. Se realiz6 un gel de electroforesis

SDS-PAGE vy se realiz6 la transferencia a una membrana de PVDF. Se obtuvo como
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resulto una banda a la misma altura que se observé en los geles de comassie y
zimograma, el peso de la proteina tedrica es de 19.68 KDa y la banda que se
observa en la fig 27 se encuentra entre las bandas de 25 KDa.

Figura 27. Western blot
Membrana con las proteinas separadas en la electroforesis unida, de las que sélo se disciernen de

aquellas contra las que se le ha afiadido un anticuerpo

7.5 Purificacion de MRCUT1

Se purificé la enzima por medio de una columna de afinidad de cobalto, tomando en
cuenta que se le adiciono6 el fragmento de histidina en el C- terminal que se pego6 al
cobalto (Co?*). Al finalizar el proceso de purificacion se llevo a cabo la prueba de
actividad cualitativa, a todas las fracciones obtenidas. Se observé presencia de
actividad de esteresa en las fracciones del extracto crudo antes de purificar, la
fraccion se tomo antes de pasar por la columna de elucion y después de ser eluidas
(enzima pura). Se observo que no se llevo a cabo la union total de la proteina con
el cobalto que contenia la columna. Pero se observo una coloraciéon marrén mas
intensa en las dos fracciones de elucion, esto indico que la enzima se unio a la

columna y fue purificada (figura 28).
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Figura 28. Gel de poliacrilamida con el proceso de purificacion
7.4 Conclusiones
Se lograron aislar los genes de las cutinasas de M. roreri y A. alternata. En el caso
de los tres genes de cutinasas de M. roreri, la cutinasa 1 se logroé aislar en el medio
minimo que contenia cuticula de cacao, la cutinasa 2 se aisl6 de dos medios, el
gue contenia cuticula de manzana y el que contenia solo glucosa como fuente de
carbono y la cutinasa 3 se aisl6 del medio minimo que contenia cuticula de
manzana. El aislamiento de las 3 cutinasas de A. alternata se obtuvieron en los
medios que contenian cuticula de manzana y aceite de olivo.
Con los resultados obtenidos en el proceso anterior se insertaron los 6 genes de
cutinasas en el vector pJET.
El gen M. roreri CUT1 digerido se clond en el vector pPICZ para obtener una

concentracion de plasmido de 1 ug/ pL de agua libre de nucleasa.E. coli.

Se clon6 ademas el gen CUT1 de M. roreri en el vector pET22 el cual es un vector
de expresion para el sistema de E. coli que dirige la enzima recombinante al

periplasma.
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7.5 PERSPECTIVAS

Transformacion de P. pastoris con el plasmido pPICZ construido.
Expresar la proteina en el sistema de E. coli.

Determinaciéon de la cinética de produccion de la enzima recombinnate en cada

sistema.
Purificacion de la cutinasa 1 recombinante de M. roreri.

Caracterizacién bioquimica, de los parametros de reaccion y de especificidad de

sustrato de la cutinasa MrCUT1 recombinante.
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7.5 APENDICES
APENDICE A

Medios de cultivo
Luria bertani

1% Tryptone

0.5% Yeast Extract
0.5% NaCl

pH 7.5

Para 1 L, se disolvieron en 950 mL de agua desionizada 10 g de triptona, 5 g de
extracto de levadura, 5 g de cloruro de sodio. Se ajusto6 el pH de la solucién a 7.5
con 1 N de NaOH, se afor6 el volumen a 1 L. Se esterilizé en autoclave por 20
minutos a 15 Ib/ sq a 121 °C. Se dejo enfriar a ~ 55 ° C y se agrego el antibiotico
Zeocin ™ a 25 ug / ml de concentracion final. Para placas se le agrega agar 20 g

por 1L, meter a autoclave por 20 min a 15 Lb.

Medio PDB

350 g de papa

1L de agua

20 g de dextrosa

Hervir la papa en fragmentos pequeiios, filtrar la mezcla para obtener solamente la

solucién y agregar la dextrosa, mezclar y esterilizar por 120 min a 15 Lb.
Medio minimo
M. roreri

KNO3, K2HPO4, MgS0O4 7H20, KCI, FeSO4 7H20, ZnSO4 7H20, MgCl2 7H20, y 0.5%

de fuente de carbodn.
A. Alternata

Proteosa peptona, tween 80, urea, KH2PO4, (NH4)SO4, MgSO4 7H20, CacClz,
FeSO4, ZnSO4 7H20, CoCl2, MgSO4
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APENDICE B
Secuencias

>Mrcutl

AGGATGTGCAGACGTCATGGTTGTCTACGCCCGKGGCACCGATCAAGATTCCCCCATCGGTGACCCCGCAAGC
GTCGGCGTACTCTTCCGAGACAACATCAAGAGCCTCCTCGGTAGCCGCACCTTTTCTTTCCAGGGCGTCAACT
ACGCCGCCAACGTCATTGGCTTCTTGCAAGGTGGTGACCCAGCAGGCTCCCGTCAGATGACTACTGACTTGAC
CAACGTTGCAAACTCTTGCCCTAACGCCAAGATCGTCTCCGCGGGATACAGCCAAGGCGGACAGCTCGTCCAC
AACTCTGCTGCTCAGCTCACGGCTGCTGTTCGCAACCGTATCAACGCTGTTGTCATCTTCGGCGACCCAAAGA
GCGACCAAGCCGTTACTGGCATCCCCTCCAGCAACGTGAAAATCATTTGCCACGACGGTGACAACATATGCRA
AGGTGGTTTCATTGTTACTTCTCAGCACACCAACTACCAGCAAGACGCTCCTGCAGCTGCCCAATTCGTTCTT
TC

0o Py VYA

>Mcut?2

TATGGTTCGTCCCTCTTGCCCGAGTCTTTGAGCCATTAAAAACAATGATTTACAGGTATTCTTCGCGCGGGGA
ACTACGGAACCTGCCCCGATCGGCACTATCGTCGGCCCTCCGCTCAAGGCGGCTCTGCAGCGAGAGCTCGGGT
CACAGACCATGTCTTTCCAGGGAGTAGACTATTCTGCAAATGTTGCAGGCTTCCYCYAARGAKGGGATAAGCA
CGGCCCTCATACTCWACGATTCTAATTCGCCCGAMTGTGCGTCCTTTTCATTCTCTTTTCCTTTCCCTTTGAT
TTACAATGATCRACARGCGAAAATAGGGGCAGCGGTTACAGCCGGGAGGGCAYTGGGGRAAATTGTGCCRAAC
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TTTGCCGAACATACGTGGYGYCTCGTATTGYCKCGGCTGGATTTTTGTAGATTTTYCCGCCGCCGCCAGACGT
GGTGTCTCGCATTAACGCCGCTGTGATTTTTGTAGGTGCGGCCG

ERRES
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“
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, A"A\A‘}‘Av}&h@i‘“

Mcut3

>9592

TATTTGCGCGAGGCACCACGGAAACGCCACCCATTGGTATCTTCGTCGGACCACCCTTTGAGGACGCACTAGT
TTCTCAGCTTGGAGGGAGGTCCTTGTCATTCCAAGGCGTCGATTATGCCGCAGATATTGCGGGGTTCCTGGCA
GGGGGTGACCCAGCGGGTTCACGGCAAATGGCGATCGACRTTGGTTCTCTTTTCTGGTTTCTTGCATACTTCA
CCCAGCTTTCTTGCCAATCACTAAGACGGYTAATGCCTGCCCAAACGCTAGAATTGGTCCTCAGGCTACAGTC
AGGGTGGTCAGCTCGGCACAACTCAKCCGCGTTACTTTCTCGAGACATAGCTGCACGTATCACACTGTTGTCA
TCTTTGGTGATCCGAAACGGGGACAGCCAATCTCCGGAGTTGACTCTACTAAGGTGAAGGTCTTCTGTCACAT
GGAGATAACATTTGCGATGGAGGCATTCTCGTTCTGCCSCCTCATTTGAATTACMAGGTTAATGTTGTTGACG
CGGCAAAATTCGTTGTGTCAAATTGGCG
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Secuencias de aminoacidos cutinasas de M. roreri y A. alternata

>203aa MCUT1
MVRVFGLTLLALLVPALAAPVPEDLEARQSGCADVMVVYARGTDODSPIGDPASVGVLER
DNIKSLLGSRTFSFOGVNYAANVIGFLOQGGDPAGSROMTTDLTNVANSCPNAKIVSAGYS
OGGQLVHNSAAQLTAAVRNRINAVVIFGDPKSDOAVTGIPSSNVKIICHDGDNICEGGEI
VTSQHTNYQODAPAAAQEFVLSKV

>127aa MCUT2
MAPVERRATVQCADVMVFFARGTTEPAPIGTIVGPPLKAALQRELGSQTMSFQGVDYSAN
VAGFLQGGDKQGSRTMADDI TNAANSCPNAKIVTAGYSQGGQLVHNSAELLSPDVVSRIN
AAVIFVG

>198aa MCUT3

MFTSVARLVLLLGILTPAFAAPLAERAECAEVMVIFARGTTETPPIGIFVGPPFEDALVS
QLGGRSLSFQGVDYAADIAGFLAGGDPAGSROMAIDITNTANACPNARIVSSGYSQGGQL
VHNSAALLSRDIAARINAVVIFGDPKRGOPISGVDSSKVKVEFCHDGDNICDGGILVLPPH
LNYVVNVVDAAKEFVVSKL

w
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=

an
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APENDICE C

Curva estandar de Bradford

Concetracién (ug/mL) | Absorbancia
100 0.0750
200 0.1900
300 0.4010
400 0.5090
500 0.7000
600 0.8260
700 0.8640
800 0.8870
900 0.9040
1000 0.9990
0,9
Curva patron BSA
08 Pad
0,7 4
0,6
€
&
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0 T T T T T T 1
100 200 300 400 500 600 700
Concentracion ug/ml BSA
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APENDICE D

Curva estandar de p- nitrofenol

Concentraciéon ug/ml | Absorbacia
20 0.07860
40 0.12270
60 0.15230
80 0.23800
100 0.25030
120 0.29960
140 0.42990
160 0.44270
180 0.44570
200 0.59520
220 0.62010
240 0.64240
260 0.70360
280 0.91580
300 0.93570
320 0.98330
Curva patron p- nitrofenol
1,20000
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