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1. RESUMEN

La biorremediacion es la principal via de degradacion de ambientes contaminados
mediante el uso de microorganismos o biomoléculas. Se han buscado genes con
probable actividad endoglucanasa, usandose como molde el genoma de Geobacillus
sp. WSUCFL. Se identificaron los posibles genes y se disefiaron los oligonucleotidos
necesarios para la amplificacion y posterior clonaje molecular a partir de ADN de
Geobacillus kaustophilus CECT4264 y Geobacillus stearothermophilus CECT43 y
49, Este proceso se llevo a cabo mediante la amplificacion del fragmento por PCR y
su posterior clonaje en los plasmidos de expresion pET21b+ y pJOE4036.1. Se
aislaron, analizaron y expresaron los genes que codifican para la Endoglucanasa M1y
M2 (pJMC120y pJMC122). Por ultimo, los genes clonados de las Endoglucanasas M1
y M2 se expresaron en E. coli C43y en E. coli BL21, siendo el peso de estas proteinas
activas de 42 y 40 kDa, respectivamente.

Palabras clave: Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), Geobacillus
kaustophilus (Gk) y Geobacillus stearothermophilus (Gs), Escherichia coli (E. coli),
Endoglucanasa.

2. ABSTRACT

Bioremediation is the main way of degradation of contaminated environments
through the use of microorganisms or biomolecules. Genes with probable
endoglucanase activity have been searched, using the Geobacillus sp. WSUCF1
genome as a template. The possible genes were identified and the necessary
oligonucleotides were designed for the amplification and subsequent molecular
cloning from DNA of Geobacillus kaustophilus CECT4264 and Geobacillus
stearothermophilus CECT43 and 49. This process was carried out by amplifying the
fragment by PCR and its subsequent cloning in the expression plasmids pET21b+ and
pJOE4036.1. The genes coding for Endoglucanase M1 and M2 (pJMC120 and
pJMC122) were isolated, analyzed and expressed. Finally, the cloned genes for
endoglucanase M1 and M2 were expressed in E. coli C43 and E. coli BL21, the weight
of these active proteins being 42 and 40 kDa, respectively.

Keywords: Polymerase chain reaction (PCR), Geobacillus kaustophilus (Gk) and
Geobacillus stearothermophilus (Gs), Escherichia coli (E. coli), Endoglucanase.
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3. INTRODUCCION
3.1. Biorremediacion.

Siempre se ha creido que la Tierra seria una fuente inagotable de recursos, sin
embargo, el estado actual de los recursos y de la Tierra, nos permite observar que esto
no es asi. Por ejemplo, el uso de fertilizantes quimicos en la agricultura, aunque mejora
el rendimiento y productividad de los cultivos también genera grandes cantidades de
nitrégeno que son perjudiciales para el suelo y el ecosistema (Sonal y Reeta, 2013).

Existen varios métodos por los cuales se sustituyen los espacios contaminados de
uso agricola, siendo la practica méas habitual llevar el suelo contaminado a un vertedero
y sustituirlo por sustrato nuevo. Sin embargo, esto puede crear riesgos importantes
durante la excavacion, manipulacién y transporte de material peligroso, siendo ademés
caro y muy dificil. También se han utilizado técnicas como incineracion a alta
temperatura y uso quimico para descomposicion (por ejemplo, decoloracion catalizada
por bases y oxidacion UV) (Sonal y Reeta, 2013).

Para superar estos inconvenientes, una mejor perspectiva es destruir completamente
el contaminante, o transformarlo en sustancias biodegradables. Este enfoque puede
lograrse mediante el uso de una técnica conocida como biorremediacion.

Segun Van Dillewijn (Van Dillewijn y col., 2007) la "Biorremediacion™ se define
como el proceso mediante el cual varios agentes bioldgicos, principalmente
microorganismos degradan el medio ambiente contaminado en compuestos menos
toxicos. La primera patente de este proceso no fue publicada hasta el afio 1974
(Prescott y col., 2002), en el que se utilizé una cepa de Pseudomonas putida para
degradar el petroleo. En 1991, se sumaron mas de 70 géneros microbianos que
degradaban compuestos del petréleo y casi un nimero igual se ha afiadido a la lista en
las dos décadas sucesivas (Sonal y Reeta, 2013).

Las principales ventajas de la biorremediacion sobre el tratamiento convencional
incluyen: bajo costo, alta eficiencia, minimizaciéon de lodos quimicos y biolégicos,
selectividad para metales, sin necesidad de nutrientes adicionales y la posibilidad de
recuperacion de metales.

La biorremediacion puede ocurrir por si sola en la naturaleza (atenuacién natural o
biorremediacion intrinseca) o se puede estimular mediante la adicion de fertilizantes
para la mejora de biodisponibilidad en el medio.

Existen una serie de tecnologias aplicadas Unicamente a este campo, entre las que
pueden estar la bioestimulacion, bioventilacion, biolixiviacién, biorreactor,
compostaje, cultivo de la tierra, fitorremediacion y por altimo la rizofiltracion (Sonal
Y Reeta, 2013).

En los ultimos afios los microorganismos han mostrado grandes capacidades para
su aplicacion en biorremediacién de suelos, aguas subterraneas, y entornos de lodos
activados. Esto se debe en gran medida al desarrollo de las técnicas de biologia
molecular que han permitido la amplificacion, alteracion y modificacién de los genes
diana que codifican las enzimas de las vias metabdlicas (Melchor Partida, 2014).
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3.2. Biomasa, naturaleza y composicion.

La biomasa estd compuesta por un conjunto heterogéneo de materia organica,
siendo la mas abundante la de origen vegetal, la cual estd compuesta en su mayoria
por celulosa, lignina y hemicelulosa. La celulosa se trata de un polisacérido lineal
compuesto por mas de diez mil moléculas de D-glucosa, unidas entre si por enlaces p-
1,4, siendo la unidad de repeticion la celobiosa. Aunque presenta resistencia a la
degradacion enzimatica, su gran homogeneidad es una ventaja, ya que provoca la
despolimerizacién completa en un solo producto, la glucosa (Horn y col., 2012). La
hemicelulosa, se trata de un polisacarido no celulosico, que presenta diferentes grados
de polimerizacion. El polisacarido méas abundante es el xilano, y se encuentra sobre
todo en pastos. La hemicelulosa generalmente es mas facil de degradar
enziméaticamente que la celulosa, pero existen ciertas estructuras oligoméricas que son
recalcitrantes debido a la compleja ramificacion y patrones de acetilacion. En la figura
1 se enumeran las enzimas implicadas en la degradacion de celulosa y hemicelulosa
(Santosh y col., 2020). Por ultimo, encontramos la lignina, la cual es un polimero
relativamente hidr6fobo y aromético que consta de tres monolignoles que estan
metoxilados en varios grados. Las enzimas que actlan sobre la lignina son en su
mayoria oxidorreductasas dependientes de cofactores, lo que implica que su uso en la
industria sera bastante caro (Horn y col., 2012).

Xilanasas
Celulasas

B-glucosidasas
Endoglucanasas
Celobiohidrolasas(CB
H) i

B-xilosidasas
Enzimas accesorio
(a-arabinofurosidasas,a-
glucuronidasa,Acetil xilano
esterasas, etc..)

Figura 1: Enzimas hidroliticas primarias que participan activamente en la
degradacion de celulosa / hemicelulosa (Santosh y col., 2020).

3.2.1. Biorremediacién enzimatica.

La biorremediacion enzimatica consiste en utilizar la capacidad catalizadora,
eficaz, estable y degradativa de las enzimas, con el fin de eliminar sustancias nocivas
para el medio ambiente (Copley, 2009). Se ha demostrado que las enzimas tienen
mecanismos para degradar gran cantidad de compuestos, como por ejemplo
compuestos halogenados (Melchor Partida, 2014). Al ser catalizadores biol6gicos
facilitan la conversion de sustratos en productos favoreciendo condiciones que
disminuyen la energia de activacién de la reaccién. Las enzimas aisladas de
microorganismos no pierden sus propiedades, ya que pueden ser mas eficaces cuando
estan puras.
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Como todo proceso, el uso de enzimas en biorremediacion tiene una serie de
ventajas y desventajas que se resumen en la siguiente tabla (Tabla 1):

Tabla 1: Ventajas y desventajas del uso de enzimas en biorremediacion (Melchor
Partida, 2014).

Ventajas Desventajas

Transforman la estructura vy Dificultad en el aislamiento y/o
propiedades de los contaminantes purificacion a nivel técnico y econémico.

hasta disminuirlos o eliminarlos. . o .
Necesita puesta a punto individual, asi

Presentan promiscuidad de como proporciones en el caso de cocteles
sustrato. enzimaticos.

Se pueden utilizar en altas
concentraciones de contaminante.

Estabilidad, ya que no son
consumidas durante la catélisis,
actlian como catalizadores.

Las enzimas potencialmente Utiles para la biorremediacidn deben tener una serie de
caracteristicas como son: Promiscuidad de sustrato, estabilidad, eficacia y bajo coste.
Dos enzimas importantes que se utilizan para biorremediar los contaminantes
persistentes organoclorados son la Glutation-S-transferasa y la Catecol | 2,3-
dioxigenasa (Melchor Partida, 2014).

3.3. Endoglucanasa.

La celulosa es un polimero largo, compuesto por mas de 10,000 moléculas de
glucosa, su proceso de degradacion comienza con la degradacion en subunidades muy
pequefias que podran penetrar en las células microbianas y ser metabolizadas. Las
celulasas son un grupo muy diverso de enzimas que catalizan la hidrolisis de los
enlaces glucosidicos B-1,4 que mantiene unidas las cadenas de celulosa. EI proceso de
degradacion de estos enlaces glucosidicos y por ende la degradacion de celulosa, esta
relacionado con la accion de 3 tipos de enzimas, que son las -1,4-endoglucanasas, -
1,4-exoglucanasas y B-glucosidasas. Estas enzimas son producidas por bacterias,
hongos, actinomicetos y protozoos, incluyéndose los géneros Bacillus, Cellulomonas,
Clostridium,  Corynebacterium,  Cytophaga, Polyangium,  Pseudomonas,
Sporocytophaga,  Vibrio,  Micromonospora, Nocardia,  Streptomyces vy
Streptosporangium (Viteri y col., 2015). Las diversas formas de celulosa pueden ser
en parte una consecuencia de la variacion en la presencia de modulos de union de
carbohidratos (CBM) que estan unidos covalentemente a los dominios cataliticos de
éstas (Horn y col., 2012).

Ademas de la degradacion de la celulosa en los residuos solidos organicos, las
celulasas han sido utilizadas en la produccion de alimentos, acidos organicos, aztcares
fermentables, etanol, bebidas, textiles, detergentes, papel, pulpa y tintas. Aunque la
fuente de celulasas utilizadas en la industria estd representada principalmente por
hongos, se han desarrollado muchos estudios con el fin de aislar y caracterizar



Trabajo Fin de Grado Nerea Rodriguez Pardo

bacterias productoras de celulasas con un mayor grado de especificidad y efectividad
(Viteri y col., 2015).

Las endoglucanasas se encargan de hidrolizar aleatoriamente los enlaces
glicosidicos internos, que daran como resultado una rapida disminucion de la longitud
del polimero y en consecuencia un aumento de la concentracion de azdcar (de forma
reductora) (Berlemont y Gerday, 2011).

La actividad endoglucanasas en bacterias del género Geobacillus, no se identificd
hasta 2004, que fue cuando se report6 que la bacteria G. thermoleovorans T4, era capaz
de secretar una endocelulosa termoestable, que hidroliza diversos sustratos entre ellos
la carboximetilcelulosa (CMC) (Tai y col., 2004). Fueron los mismos autores los que
demostraron que G. stearotermophilus, era capaz de hidrolizar celulosa cristalina (Tai
y col., 2004). La utilizacién de organismos termofilos y por ello sus enzimas afines,
han aumentado en los ultimos afios debido a que las enzimas termoestables, al trabajar
a altas temperaturas, tienen mayor capacidad de penetrabilidad en la biomasa (Paes y
O'Donohue, 2006). Las grandes ventajas del uso de las enzimas termoestables
provienen de su elevado tiempo de almacenamiento, su tolerancia a disolventes
organicos, bajo riesgo de contaminacion, asi como su baja pérdida de actividad al
trabajar a temperaturas proximas a su temperatura de desnaturalizacién (Turnery col.,
2007).

3.4. Organismos termofilos.

Los microorganismos termofilos tienen la capacidad de crecer a altas temperaturas,
incluso a temperaturas superiores a la temperatura de ebullicion del agua, esto implica
que las enzimas que producen estos organismos estaran adaptadas para trabajar a altas
temperaturas. Esto no quiere decir necesariamente que las enzimas termofilas sean
capaces de mantenerse estables a esas altas temperaturas, ya que existen multiples
factores, como pueden ser otros componentes celulares o la presencia de algunos
solutos que impidan el despliegue térmico (Berlemont y Gerday, 2011).

Uno de los organismos que llega a temperaturas mas extremas es la arquea
Pyrodictium occultum, la cual es cominmente conocida como cepa 121 ya que crece
a temperaturas tan altas como 121 °C (Berlemont y Gerday, 2011). Los
microorganismos termoéfilos no se utilizan a menudo en procesos biotecnoldgicos. Sin
embargo, sus enzimas extracelulares, principalmente en combinacién con tecnologias
de produccién recombinante han recibido mucha atencién en investigacion debido a
su posible incorporacién en procesos biocataliticos que se ejecutan a altas
temperaturas.

A pesar de todo este esfuerzo, el uso de enzimas termofilas es aln bastante limitado
debido principalmente al hecho de que muestran una baja actividad especifica a
temperaturas moderadas debido al alto valor de su energia de activacién y también
porque aunque se hayan clonado y expresado una gran variedad de enzimas
termoestables, los rendimientos siguen siendo muy bajos debido a las diferencias en el
uso de codones, a un plegamiento inadecuado en E. coli y al hecho que muchas
enzimas son heterooligdbmeros complejos tales como celulosomas o requieren
cofactores unidos covalentemente (Berlemont y Gerday, 2011).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780080885049000301#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780080885049000301#!
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pyrodictium-occultum
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780080885049000301#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780080885049000301#!
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Geobacillus steatothermophillus, es una bacteria del filo Firmicutes, gran positiva
y con forma de bacilo. Es una bacteria termofila aérobica formadora de esporas
elipsoidales, que se pueden encontrar ampliamente distribuida por el suelo, sedimentos
oceanicos y manantiales calientes. Su temperatura maxima de crecimiento es de 65-75
°C, siendo la minima 40 °C y la temperatura optima es de 55 °C. El pH 6ptimo para su
crecimiento es de 5,2. Dicha especie es la responsable del amargor de los alimentos.
Las esporas de Geobacillus steatothermophillus se utilizan como indicador bioldgico
de un correcto proceso de esterilizacion de los productos en las industrias alimentarias
(Nitrigual Matamala, 2012).

Geobacillus kaustophilus HTA426, al igual que Geobacillus stearothermophilus es
una bacteria termofila aérobica, Firmicutes, gram positiva y con forma de bacilo. Se
aislo del sedimento de las aguas profundas de las fosas de las marianas (Suzuki y Ken-
Ichi., 2012), su temperatura maxima de crecimiento es de 42-74 °C, siendo la
temperatura optima de 60 °C (Megumi y col., 2018).

3.5. Aplicaciones Industriales de la celulosa.

La celulosa se ha convertido en un polimero de potencial utilizacién industrial,
gracias a su disponibilidad y su alta degradabilidad biol6gica. La biomasa
lignocelul6sica presenta una gran ventaja, como es la elevada resistencia,
proporcionandole multiples usos en diversas industrias y procesos industriales
encargados de aprovechar la energia resultante de la degradacion de las paredes de
celulosa de las plantas. A continuacion, se describen algunos procesos industriales en
los que participan la celulosa y las enzimas que la degradan:

e La industria papelera es una de las principales demandantes de celulosa y de las
enzimas que la degradan, ya que la accion de estas sobre la materia prima mejora
el drenaje pulpar, lo que conlleva un ahorro de la madera y reduccién del gasto de
productos quimicos (Bajpai, 1999; Verma., y col., 2017).

e Aditivos para piensos de aves de ganaderia, con los que se mejora la ganancia de
peso y la eficiencia a la conversion al mejorar la digestibilidad de los piensos, ya
que las enzimas celuloliticas ayudan a la reduccion de la viscosidad intestinal
degradando los polimeros del pienso que son los encargados de la absorcién del
agua (Bedford y Classen, 1992).

e Uso en la industria de tejidos, como mejora de la resistencia a la rotura y a la alta
compresibilidad (Aarstad y col., 2017).

e Uso en el proceso de reciclaje de la basura, ya que afiadiendo cantidad de
nanofibras de celulosa sobre la matriz polimérica se produce una mejora de las
propiedades mecanicas y propiedades barrera a los gases de los films alimentarios
(Eduardo Espinosa, 2019).

e Las fibras de nanocelulosa extraidas de las paredes celulares de las plantas se usan
en la industria alimentaria y en cosmética para la generacion de emulsiones
comestibles (Long y col., 2018).
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3.6. Clonacion de genes.

Un clon se define como un grupo de células o macromoléculas todas idénticas a una
célula o macromolécula original ancestral, mientras que si hablamos en el contexto de
la biotecnologia nos referiremos a la clonacion como el proceso mediante el cual se
obtiene una molécula capaz de replicar un fragmento de ADN. Es por ello que el
clonaje de fragmentos de DNA permite tener cantidades infinitas de éste a partir de
una sola molécula (Perera y col., 2002)

La tecnologia empleada en el clonaje permite la construccion de nuevas moléculas
de ADN, mediante secuencias de distinto origen, conociéndose el producto como ADN
recombinante. La posibilidad de clonar es debida a la propiedad que tiene los
plasmidos de seguir el desarrollo normal a pesar de haber modificado su material
genético (Avilay col., 1995; Perera y col., 2002). Es decir, autorreplicarse siempre y
cuando tenga el origen de replicacion y asi poder formar muchas copias del propio
plasmido, junto con todas las secuencias introducidas en él.

Un vector (plasmido) de clonaje posee un lugar en el cual el ADN foraneo (ADN
no perteneciente a la célula de origen), se puede insertar sin interrumpir la funcion del
vector. El fragmento de interés del ADN foraneo generado se une a la zona de clonaje
del vector, previo corte del plasmido, dando lugar a un plasmido quimérico circular
que al introducirse en la célula huésped se multiplicara generando un gran nimero de
copias (Pereray col., 2002). Los plasmidos poseen genes que presentan resistencia a
antibidticos, y permite diferenciar las células que contienen al plasmido de aquellas
que no lo contienen. Los tamafios de los plasmidos pueden variar entre 3-5 kb y el
fragmento que pueden albergar puede variar entre 0,5y 5 kb (Avila y col, 1995).

El ADN recombinante se construye, utilizando las mismas enzimas de restriccion,
tanto en el vector como en el ADN diana, produciéndose extremos romos o cohesivos.
El restablecimiento de enlaces entre el vector y el fragmento se hace con ayuda de una
enzima denominada ligasa, la cual se encarga de unir los fragmentos de ADN (Avila
y col, 1995).

3.6.1. Clonacion del producto obtenido por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

En el afio 1984, Kary B. Mullis (Mullis, 1991), quien seria nombrado
posteriormente Premio Nobel en Quimica (1993), aplicé la actividad de la enzima
polimerasa a la tecnologia del ADN recombinante, disefiando la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR de su acronimo en inglés Polymerase Chain Reaction). Ha
significado un gran desarrollo cientifico e impacto en lo que fue el Proyecto Genoma
Humano y actualmente estd siendo utilizada como técnica de rutinaria para
diagnosticar enfermedades, clonar y secuenciar genes. Dos claros ejemplos han sido
en medicina forense para la identificacion de muestras biologicas o en el trasplante de
organos, donde se utiliza para establecer un grado de semejanza de los HLA (Human
Leucocyte Antigen), ya que en un trasplante de 6rgano depende de la semejanza entre
los HLA de los donantes y del receptor (Avilay col, 1995; Garibyan y Avashia, 2013).
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Para poder llevarse a cabo una PCR, se requiere la presencia de:
1. ADN molde, donde se encuentra el fragmento de ADN a amplificar.

2. Los cebadores (oligonucleotidos) que son fragmentos cortos de ADN con una
secuencia definida y complementaria al ADN molde.

3. Nucledtidos, que corresponden a las 4 bases que forman el ADN (Adenina,
Timina, Citosina y Guanina).

4. ADN polimerasa, es la encargada de afiadir los nucledtidos a partir de los
cebadores, de forma complementaria a la hebra molde, para que al final se
obtengan mdaltiples copias de doble hebra de una zona concreta (producto de
PCR).

La mezcla de reactivos se introduce en un tubo de ensayo o placa de 96 pocillos y
luego se colocan en un termociclador que permite que se produzcan ciclos repetidos
de amplificacion del ADN en tres pasos basicos.

El primer paso produce la separacion de la doble hebra de la molécula de ADN, se
mantiene a 95 °C durante 15 segundos. En un segundo paso se produce la hibridacion
de los cebadores a 55-60 °C, donde cada uno de ellos se une al extremo 3" del ADN a
amplificar. Por altimo, se produce la sintesis de ADN donde la disolucién resultante
del segundo paso se calienta hasta 72 °C, que es la temperatura Optima para la actividad
de la polimerasa. La sintesis de cada hebra de ADN que se desea amplificar se lleva a
cabo en la direccion 5° — 3’. Estas 3 etapas, constituyen un tnico ciclo. La reaccion
consiste en repetir estas tres etapas (1 ciclo) muchas veces sin alterar la mezcla,
variando Ginicamente la temperatura que tiene cada etapa (95, 55, 72 °C). Tras n ciclos
se produce la amplificacion de la secuencia deseada de 2™

Una vez llevada a cabo la amplificacion de un fragmento de ADN mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), éste se puede insertar en un plasmido
siguiendo varias técnicas especificas.

Existen al menos 3 estrategias para ello:

1) Introduccion de sitios de restriccion al principio y final del fragmento
amplificado, donde el producto de PCR vy el vector de clonacién seleccionado, son
digeridos por las enzimas de restriccion, generandose asi extremos complementarios
que posteriormente seran ligados. 2) La estrategia T/A, en la que el vector necesita
Unicamente extremos cohesivos 3"de una sola base, seguidamente estos plasmidos
Ilamados vectores-t, pueden clonar diferentes fragmentos de PCR. 3) Subclonado en
TOPO el cual al ser el empleado en este TFG se detallara a continuacion (Patel, 2009).

3.6.2. Vectores de subclonado pTOPO.

La clonacion en plasmidos pTOPO es una técnica utilizada en Biologia Molecular
en la que los fragmentos de ADN se clonan en vectores especificos sin el uso de ADN
ligasas. Los elementos presentes en los plasmidos de la serie TOPO, son secuencias
funcionales de acidos nucleicos (promotores, colas de fusion, terminacion, secuencias,
etc.), unidos a la Topoisomerasa, que cataliza la union de los elementos funcionales a
los productos de PCR en una reaccion rapida que se realiza a temperatura ambiente
(Sambrook y col., 2012).
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La clave para ese proceso es la enzima Topoisomerasa (Figura 2), que funciona
como enzima de restriccién y como ligasa. Su funcion biologica es la de cortar y volver
a unir el ADN en el proceso de replicacion.

Sitios de reconocimiento de
Topoisomerasa |

5 min a temperatura

\AAGGG ambiente
TTCCC -
, CCCTT AAGGG . 4
CeeTT P
I GGGAA & Se elimina
Topoisomerasal
Producto de PCR con Ligado

extremo romo completado

Figura 2: Representacion grafica del sistema de expresion TOPO y su accion junto
con la Topoisomerasa | (Shuman, 1991, 1994).

v' Topoisomerasa |

La topoisomerasa I, fue aislada del virus vaccinia y al igual que las topoisomerasas
de tipo IB, se encargan de relajar el superenrollamiento del ADN rompiendo y uniendo
de forma transitoria una doble hebra de ADN.

Esta ruptura se desarrolla de manera especifica sobre la secuencia 5 (C/T) CCTT,
creando un intermedio “fosfotirosil-ADN estable. Este intermedio puede actuar de 2
formas: 1) catalizar el ligado de la cadena doble para volver a su forma original, o bien,
2) Crear un ADN recombinado, formando un enlace fosfodiéster con un ADN aceptor
(fragmento a unir) con un OH en extremo 5° complementario a la del complejo
donador (Sambrook y col., 2012).

3.7. Enzimas de restriccion.

Una enzima de restriccion puede sufrir una serie de cambios conformacionales a la
hora de reconocer el ADN, lo que facilita la union de la enzima de forma mucho mas
especifica.

Por definicion las endonucleasas de restriccion forman parte de los sistemas de
restricciobn-modificacién (RM), que proviene de la actividad de las endonucleasas y
las metiltransferasas. Se han encontrado que existen 3 tipos de sistemas de MR y se
clasifican segun la composicién de sus subunidades, requerimiento de cofactor y modo
de accion (Pingoud y Jeltsch, 2001). Durante el presente estudio se han utilizados 3
enzimas de restriccion del tipo II:

- BamHI es una endonucleasa que se une a la secuencia de reconocimiento
bicatenario 5'-G/GATCC-3 'y escinde estas secuencias justo después de la 5'-
guanina en cada hebra (Pingoud y Jeltsch, 2001).

10
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- Ndel, es una enzima de restriccion que reconoce a la secuencia de ADN
bicatenario 5"-CA/TATG-3". Esta enzima es Util para generar cadenas de ADN,
que contengan un inicio ATG, es por ello que es usada en muchos vectores de
expresion, como es el caso de pET (Watson y col., 1982).

- Xhol enzima de restriccion que reconoce la secuencia de ADN bicatenario 5-
CITCGAG-3". Estas endonucleasas catalizan la ruptura del ADN para dar
fragmentos bicatenarios especificos con 5'-fosfatos terminales (Theriault y
col., 1985).

3.8. Sistemas de expresion.

En la actualidad, existe un gran interés por la obtencién proteinas puras y solubles,
que ademas sean bioldgicamente activas para su uso en proyectos de investigacion,
con fines terapéuticos, de diagnostico o industriales. La purificacion de proteinas
directamente de sus fuentes naturales, en la mayoria de los casos no cumple los
requerimientos de cantidad, calidad, facilidad de aislamiento o rentabilidad econémica
del proceso.

A mediados de la década de los 70, se desarrollo la tecnologia del ADN
recombinante, y fue entonces cuando se marco el comienzo de la era moderna de la
biotecnologia. Dado el alto conocimiento en genémica, protedmica y bioinformatica,
el nimero de proteinas producidas por via recombinante se ha incrementado
exponencialmente.

El objetivo esencial de los sistemas de expresion es la capacidad de produccion de
altos rendimientos y proporcionar una expresion estable. Las propiedades de estos
sistemas estdn determinadas por la combinacion de una serie de organismos
especificos junto con el gen deseado. Es por ello, que se deben probar sistemas de
expresion que se ajusten a las diferentes condiciones del o de los ensayos (Wegerer y
col., 2008; Gonzélez y Fillat, 2018).

Actualmente existe una amplia variedad de sistemas de expresion, para proteinas
recombinantes. Estos se clasifican en 2 grandes grupos; sistemas eucariota y
procariota. Dentro de estos ultimos, Escherichia coli es el hospedador mas
ampliamente utilizado, tanto a nivel de laboratorio como a escala industrial. Su alta
velocidad de crecimiento y rendimiento celular unido a la capacidad de expresar
elevados niveles de proteinas heter6logas, en ocasiones hasta un 30% del contenido
proteico total, hacen de esta enterobacteria una auténtica biofabrica (Gonzalez y Fillat,
2018).

Los vectores de expresion en los sistemas procariotas, se obtiene cominmente por
manipulacion genética. A fin de asegurar niveles optimos de sintesis de la proteina de
interés, existe una gran selecciébn de promotores regulables, los cuales estan
clasificados en 2 grandes grupos, controlados positiva o negativamente (Wegerer y
col., 2008). Sin embargo, no todos los genes pueden expresarse de manera eficiente y
generar un alto contenido de proteinas eucariotas funcionales en E. coli. Algunos de
los factores que afectan la expresion son: 1) las caracteristicas estructurales de la
secuencia a expresar, 2) la estabilidad y eficiencia de la traduccion del ARNm, 3) la
facilidad en el plegamiento de ciertas proteinas y su degradacién en la célula huésped
y 4) toxicidad del uso de codones de la proteina en el huésped. Una de las reglas mas
importantes para una buena induccion es estandarizar las condiciones y el medio de
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crecimiento celular, sin embargo, no existe ninguna regla empirica hasta la fecha que
ayude a regularlo.

Los vectores de expresion se destacan por poseer diferentes elementos necesarios
para la posterior replicacion en la célula hospedadora y la transcripcion del gen
clonado. Estos vectores tienen diferentes zonas entre las que se encuentran el origen
de replicacion, promotor, sitio de union al ribosoma, secuencia codificadora,
terminadores de la transcripcion, asi como los marcadores de resistencia a antibidticos
los que facilitaran la seleccion de los recombinantes y garantizara la estabilidad del
plasmido (Figura 3). Como complemento a la estructura del vector, se puede encontrar
un regulador que permitira la union directa o indirecta sobre el promotor, modulandose
asi la actividad y permitiendo condicionar los niveles de expresion segun los intereses
de sintesis de la proteina en cuestion.

Represor
transcripcional

Resistencia
antibiético

Origen
replicacion

Figura 3: Elementos basicos que debe presentar un vector plasmidico para la
expresion recombinante en Escherichia coli. P: promotor, O: operador, S: sitio de
unién al ribosoma, F: secuencia de fusion, ORF: secuencia codificante del gen de
interés, T: terminador (Gonzalez y Fillat, 2018).

Para llevar a cabo la expresion de proteinas codificadas en un plasmido de
expresion, serd necesario el uso de una cepa hospedadora. Existen diferentes genotipos
celulares y cada uno de ellos es especifico para una funcion. Cabe destacar que las
cepas de E. coli empleadas en la produccion de proteinas recombinantes han sido
manipuladas genéticamente para eliminar los genes implicados en los mecanismos de
patogenicidad (lo cual asegura que son hospedadores seguros para la produccion agran
escala). La célula hospedadora, debera carecer de las principales proteasas naturales,
mantener la estabilidad del vector de expresion y conferir los elementos genéticos
necesarios para una expresion eficiente y regulable (Gonzalez y Fillat 2018).

12
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3.8.1. Cepas procariotas utilizadas en el sistema de expresion.

e E.coliBL21

Esta cepa se ha utilizado ampliamente para expresar una variedad de proteinas
nativas y heterologas. La cepa BL21 de E. coli es deficiente en proteasa Lon y OmpT
y, por lo tanto, es adecuada para la sobreexpresion de proteinas (Yadava y col., 2005).
Esta cepa se utiliza cuando se requiere grandes cantidades de proteina, ya que el
rendimiento es mayor partiendo de un mismo volumen (Vanatalu y col., 1993).

e E.coli BL21 (DE3)

La cepa E.coli BL21 (DE3), deriva de la cepa BL21, y por ello posee todas sus
caracteristicas sumadas a las que afiade secuencias del profago ADE3. En su genoma
estd el gen de la ARN polimerasa de T7 bajo el control del promotor lacUV5 cuya
expresion se induce por IPTG. Estas cepas se usan para la expresion recombinante de
genes bajo el control de promotores T7, T7-lac y promotores reconocidos por la ARN
polimerasa de E. coli. Ademas, presenta caracteristicas procedentes de su progenitor
como la deficiencia en proteasa Lon y OmpT.

Para poder entender bien el funcionamiento de este sistema de expresion, es
necesario conocer el sistema de expresion genética basado en la ARN polimerasa del
bacteriéfago desarrollado por Studier y Moffat en 1986. La ARN polimerasa de T7 es
altamente selectiva para sus propios promotores, algo que no ocurre naturalmente en
E. coli. Se observd como una cantidad relativamente pequefia de ARN polimerasa de
T7 a partir de una copia del gen de la polimerasa de T7 era suficiente para dirigir la
transcripcion en alto nivel de un promotor de T7 en un plasmido multicopia. Tal
transcripcion puede ocurrir varias veces alrededor del plasmido sin terminar, y puede
ser tan activa que la transcripcién por la ARN polimerasa de E. coli se ve disminuida
considerablemente. Se observd como la velocidad de sintesis de proteinas a partir de
ARN mensajero especifico, producido por la ARN polimerasa de T7 depende
principalmente de la eficiencia de su traduccion.

Por tanto, se puede decir que esta cepa es una cepa de gran expresion en la que el
ARN mensajero se traduce de forma eficiente, y puede acumular las proteinas de
interés a méas del 50% de la proteina celular, en poco tiempo.

e E.coli DH5-a

La cepa DH5-a de E. coli proviene de la cepa Hoffman-Berling 1100 (Meselson y
Yuan, 1968). Se caracteriza por permitir la expresion de grandes plasmidos, es
auxotrofa para la arginina y la tiamina y no puede metabolizar la lactosa. Su fenotipo
es relajado, es decir, permite la sintesis de ARN, aunque no sinteticen proteinas. Es
deficiente para la reparacion del ADN y sensible a los rayos UV, lo cual disminuye la
aparicion de recombinaciones no deseadas de ADN clonado. Ademas, es resistente al
acido nalidixico y deficiente en endonucleasa A, lo cual evita la digestion no especifica
de dicha endonucleasa en el ADN, obteniéndose preparaciones mas limpias y mejores
resultados en sus posteriores aplicaciones.

13
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e E.coliJM109

La cepa E. coli IM109 se describe como carente de la endonucleasa I, con supresion
de codones de stop (UAG) por insercion de glutamina (necesario para el crecimiento
de algunos fagos). Requiere tiamina y como deriva de la cepa DH5-a, de fenotipo
relajado, es sensible a la luz ultravioleta y carece de los sistemas de reparacion del
ADN (evitando la formacion de recombinaciones indeseadas del ADN clonado). Tiene
una mutacion en la ADN girasa que le confiere resistencia al acido nalidixico. Puede
utilizarse con el fago M14 para clonacion, asi como para la seleccion de colonias
blanco/azul (a-complementacion). Finalmente, al ser deficiente en la expresion de
proteasa Lon, se reduce la proteolisis de las proteinas expresadas haciéndola una buena
cepa para la expresion de proteinas recombinantes (Gonzalez y Fillat, 2018). Por tanto
y gracias a todas estas caracteristicas, las cepas de E. coli IM109, se han convertido en
una excelente cepa para la expresion en proteinas recombinantes (Hanaham, 1985;
Granty col., 1990).

e E.coli C43 (DE3)

Dicha cepa fue descrita por Miroux y Walker (1996). La cepa E. coli C43 (DE3),
al igual que la C41 (DE3), son derivadas de la E. coli BL21 (DE3), la cual contiene el
profago ADE3, que se encarga de transformar el gen de la ARN polimerasa T7 bajo el
control del promotor lac UV5, inducible por IPTG.

E. coli C43 (DE3) es muy utilizada para la expresion de proteinas toxicas y
proteinas de membrana de diversos organismos, tanto eucariotas como procariotas,
incluyéndose insectos, mamiferos y plantas (Gonzalez y Fillat, 2018).

Se ha determinado en varios estudios que para la expresion en proteinas heterdlogas
las cepas de C43 y C41 son claramente superiores a su cepa parental BL21 (DE3). Esto
se debe a la mayor estabilidad de los plasmidos en C43 (DE3), presentando estas cepas
una transformacion del 100% respecto al 62% observado en BL21 y un 81% de
expresion frente a un 54% de BL21(DE3). Es por ello, que gracias al estudio de
Dumon-Seignovert (Dumon-Seignovert y col., 2004), se ha dejado clara la
superioridad de esta cepa para la expresion de proteinas tanto de membrana como
toxicas, con respecto a su predecesor BL21 (DE3).

3.8.2. Vectores de expresion.

Los elementos que forman parte del vector de expresion incidiran directamente en
la eficiencia de la expresion del gen clonado. Aunque existe una gran variedad de
vectores de expresion comerciales, en muchas ocasiones resulta de interés la creacién
de un nuevo vector o la modificacion de vectores disponibles en el laboratorio, a fin
de alcanzar un determinado resultado (Gonzalez y Fillat, 2018)
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3.8.2.1. Vector pET.

Los vectores pET fueron construidos originalmente por Studier (Studier y Moffat,
1986), aunque hoy en dia existen nuevos derivados, desarrollados por la empresa
Novagen, con caracteristicas mejoradas que permiten un subclonaje, deteccion y
purificacion de las proteinas diana clonadas.

Los genes diana se clonan en plasmidos pET bajo el control de fuertes sefiales de
transcripcion y (opcionalmente) de traduccion del bacteriofago T7. La expresion de
éste es inducida por una ARN polimerasa de T7 en la célula huésped. Esta ARN
polimerasa de T7 es tan selectiva y activa, que casi todos los recursos de la célula se
utilizan en expresion génica diana del fragmento deseado.

Unos de los beneficios mas importantes de este sistema es la capacidad que tiene
para mantener los genes diana silenciados transcripcionalmente cuando se encuentra
en estado no inducido, evitando asi la sintesis de escape.

Los plasmidos se transfieren a hospedadores de expresion que contienen una copia
del gen de la ARN polimerasa de T7 bajo control lacUV5 (derivados (DE3)), y la
expresion es inducida por la adicion de IPTG (Bok y col., 1998).

Se pueden utilizar muchas estrategias para subclonar una region de ADN que
codifica una proteina en un vector pET para expresion. Una de las mas convenientes
es utilizar los sitios de restriccion unicos que se encuentran en la region de clonacion
multiple (policlonado) de los vectores pET para clonar insertos (fragmento de ADN
de interés) en una orientacion definida utilizando dos sitios diferentes.

3.8.2.2. Vector pJOE4036.1.

El plasmido pJOE4036.1 se trata de un derivado del plasmido pJOE3065,
conteniendo ahora el gen de LacZa mas el promotor lac (Altenbuchner, comunicacion
personal) utilizado para la expresion de la azoreductasas recombinantes en E. coli. Los
genes clonados en este vector se inducen con el carbohidrato L-ramnosa.

Podemos decir que este plasmido ha sido utilizado para la expresion de proteinas
por parte de nuestro grupo, como podria ser la enzima hidantoin-racemasa Il de
Agrobacterium tumefaciens C58), asi como por otros grupos, como una hipotética
proteina transmembrana que se asocia a granulos de polihidroxibutirato en Ralstonia
eutropha H16 (Martinez-Rodriguez y col., 2004, Pfeiffer y col., 2011).
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4. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo fin de grado son:

1.

Busqueda de genes a partir de organismos terméfilos utilizando como base la
secuencia de ADN del genoma de Geobacillus sp. WSUCFL.

Amplificacion de los posibles genes M1 y M2 de Geobacillus kaustophilus
CECT4264 y Geobacillus stearothermophilus CECT 43y 49.

Clonacién de los genes que codifican para las endoglucanasas M1y M2 en el
vector de subclonado pTOPO y posterior clonacion en los vectores de
expresion BBM35 (pJOE4036.1) y BBM48 (pET21b+), respectivamente.

Anaélisis de la secuencia de las nuevos genes aislados y clonados.

Expresion de las proteinas recombinantes Endoglucanasas M1 y M2 en
diferentes cepas de E. coli.

Determinacion de la actividad de las Endoglucanasas recombinantes M1y M2.
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5. METODOS EXPERIMENTALES

5.1. Extraccion de ADN G. kaustophilus CECT4264 y G. stearothermophilus
CECT43y 49 a través del método de ebullicion.

Para la extraccion de ADN por el método de ebullicion se preparan tubos de 1,5 mL
con 200 uL de H20 Ultrapura (Servicios Técnicos, Universidad de Almeria). Se toma
una colonia aislada de la placa de cada cepa y se disuelve por pipeteo en el agua en
cada tubo. A continuacion, se mantiene 5 minutos en un bafio de agua a 100 "C
(Precisterm, J.P Selecta Precisterm Laboguimia, La Rioja, Espafia), y se dejan enfriar
durante 5 minutos en el congelador (Liebherr Premium no Frost, Suiza). Seguidamente
se centrifugan a 13.000xg (Sigma 1-14, Alemania) durante 5 minutos, pasando el
sobrenadante a un tubo nuevo para su cuantificacion en Nano-Drop (Nanodrop 2000S
Spectrophotometer, Thermo Scientific™, Madrid) y posterior uso como ADN molde
en la reaccion de amplificacion (Reaccion en Cadena de la Polimerasa, PCR).

5.2. Preparacion de oligos.

Cada uno de los genes se debe amplificar con 2 oligonucle6tidos que actuaran como
cebadores en la reaccion de PCR.

Los oligonucledtidos se adquieren de la casa comercial Metabion (Metabion
Internacional AG, Alemania) siendo suministrados como polvo liofilizado. Para su uso
se realizan dos diluciones, la primera de almacenaje y la segunda de trabajo. En ambos
casos se utiliza agua ultrapura autoclavada (MiliQ). La concentracion de almacenaje
es 100 uM vy la de trabajo 20 uM. Para la dilucién de almacenaje se emplean los
siguientes volumenes de agua:

1. EngluM1Gka 5; 262 pL
EngluM1Gka 3; 281 uL
EngluM2Gka 5; 233 pL
EngluM2Gka 3; 254 uL
EngluM2Gste 5; 200 pL
6. EngluM2Gste 3; 268 pL
Para la de trabajo se diluye 5 veces hasta un volumen final de 50 pL.

a b~ w

5.3. Amplificacion de genes mediante PCR.

Las reacciones de PCR se llevan a un volumen final de 12,5 pL. Para ello se
mezclan 6,25 pL del Kit Clone Amp HiFi PCR Premix (Takara Bio Inc, Shiga, Japan)
que contiene la ADN polimerasa y dNTPs en el tampdn optimizado, ademas se afiade
0,25 pL de cada oligonucledtido (concentracion final 0,4 uM), 2 uL. de ADN molde,
el cual se afiade en 2 concentraciones diferentes: directo (sin diluir) e indirecto (diluido
a la mitad). Por altimo, se completa hasta el volumen final con 3,25 pLL de agua. Antes
de realizar la PCR, se debe comprobar la concentracion de ADN molde en un
espectrofotometro de gota (Nanodrop 2000S spectrophotometer, Thermo Scientific™,
Madrid) ya que en el kit TAKARA exige que la concentracion de ADN sea menor de
100 ng.
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La reaccion se lleva a cabo utilizando un termociclador 2720 (Applied Biosystems,
ThermoScientific, Madrid), siguiendo el protocolo TAKARA (Takara Bio Inc): un
ciclo inicial de desnaturalizacion de 1 minuto a 98 °C, 35 ciclos de amplificacion que
incluyen una desnaturalizacion de 10 segundos a 98 °C, seguida por una fase de
hibridacién de cinco segundos a 55 °C, y 20 segundos de elongacion a 72 °C. Pasados
los 35 ciclos se mantiene la muestra durante 2 minutos a 72 °C, y una vez han acabado
todos los ciclos se puede guardar a 4 °C.

5.4. Electroforesis en gel de agarosa.

Se prepara el gel de agarosa al 1%, para ello es necesario disolver 0,5 g de agarosa
(Agarosa D-1 Low EEo, Conda Madrid, Espafia) en 50 mL de tampdn TAE 1X (Tris-
Base 0,04 M, acido acético glacial 0,02M, EDTA 0,001 M, pH 8,5). Esta disolucion
se debe calentar en el microondas (Zanussi Jetwave, Italia), ya que la agarosa no es
soluble a temperatura ambiente y se disuelve por encima de 65 °C. El matraz debe estar
tapado con un vaso de precipitado para evitar que evapore y a su vez permitir el
calentamiento de la mezcla casi hasta ebullicion. Antes de afiadirlo en el soporte del
gel, se deja enfriar. Se le afiaden 50 pL de SYBR green (Invitrogen, Thermo
Scientific™, Estados Unidos), se agita suavemente y se vierte sobre el porta geles
donde se deja enfriar y gelificar.

Una vez se ha solidificado el gel, se coloca en la cubeta de electroforesis (Bio-Rad,
Estados Unidos) y seguidamente se cargan las muestras. Para poder colocar las
muestras en el gel serd necesario mezclar los productos de PCR (10 pL) con 4 pL de
tampon de carga (1,6 mL glicerina, 0,02% azul de bromofenol y 2,4 mL tamp6n TAE
1X).

Se inicia la electroforesis conectandola a una fuente de alimentacion (Bio-Rad,
Power-Rad, Estados Unidos) a 100 V, y se deja avanzar las muestras en el campo
eléctrico durante aproximadamente 20 minutos.

Transcurrido el tiempo, el gel se coloca en un transiluminador (Dar Reader
Transiluminator, Clare Chemical Research, Estados Unidos), que nos permitira
visualizar el/los tamafio/s y calidad de las muestras de ADN.

5.5. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de gel.

La purificacion a partir de gel es una técnica que se realiza para recuperar
fragmentos de ADN del gel de agarosa después de la separacion electroforética.

Para ello se debe extraer el fragmento de gel con una punta especial de pipeta, que
recorta una determinada banda del gel y se pesa en un tubo de 1,5 mL.

Para la purificacion del fragmento escindido del gel, se ha seguido el protocolo del
kit GeneJEt Kit (GeneJEt Kit, Thermo Scientific™, Madrid, Espafa). Por cada 100
mg de fragmento gel extraido, se afiaden 100 pL de tampdn de union (Binding Buffer).
A continuacion, se coloca en un termo bloque (LabNet Accublock Mini, LabNet,
Madrid, Espafia), a una temperatura entre 50-60 °C durante 10 minutos, mezclando
suavemente en intervalos de 3 min, para que el gel se funda. Pasado el tiempo la
disolucion cambia a color amarillo.

Una vez la disolucion tiene color amarillo, se traspasa toda la mezcla a una columna
suministrada en el kit, y se coloca en un tubo de 1,5 mL, donde se centrifuga (Sigma
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1-14, Alemania) durante 1 min a 12.000xg, descartando el volumen eluido. A
continuacion, se afiade 100 pL. de tampdén de union y se vuelve a centrifugar otro
minuto eliminando de nuevo el volumen eluido. Seguidamente se afiaden 700 uL de
tampon de lavado (Wash Buffer) y se vuelve a centrifugar, en este caso se hacen 2
centrifugaciones de 1 min, descartando el volumen eluido en cada ciclo. Por ultimo,
se lleva la columna a un tubo nuevo se afiaden 50 uL. de agua en el centro de la
columna, se centrifuga y el eluido de la columna se cuantifica en un espectrofotometro
de gota (Nanodrop 2000S pectrophotometer, Thermo Scientific™, Madrid).

Se etiquetan los tubos correctamente, indicando la concentracion de obtenida, y se
guardan a -20 °C (Liebherr Premium no Frost, Suiza).

5.6. Preparacion de células competentes.

A partir de una colonia de Escherichia coli, se prepara un cultivo de células en 50
mL de LB (Triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L), junto con 250
pL de Solucion I (MgCl21 M, MgSOa4 1 M) y se dejan crecer en un incubador a 37 °C
(EC240/PP/C Ingeniera Climas S.L. Barcelona, Espafia) durante toda la noche. Al dia
siguiente se toma 1 mL del cultivo y se afiade a 50 mL de LB conteniendo 50 pL de
Solucion Iy se deja incubar a 37 °C, en agitacion constante entre una hora y media y
2 horas, hasta que la densidad dptica a 600 nm oscile en torno a 0,3-0,4.

El cultivo se coloca en un bafio de hielo durante 5-10 minutos. A partir de este
momento es imprescindible que las celulas se mantengan siempre en frio.
Seguidamente se transfiere a tubos de centrifugacion que deberan estar previamente
enfriados y esterilizados. Se centrifugan durante 7 minutos a 4 °C a 7000 rpm
(Beckman J2-21, Estados Unidos). El rotor (Beckman JA-20, Estados Unidos) también
debe ser previamente enfriado metiéndolo en la cAmara fria. Tras la centrifugacion, se
descarta el sobrenadante y el sedimento se resuspende con 4 mL de Solucién Il (CaCl»
60 mM, Glicerol 15%, Pipes pH 7 10 mM) enfriada con anterioridad. Las células se
incuban en hielo durante una horay se vuelven a centrifugar durante 7 minutos a 7000
rpm, descartando nuevamente el sobrenadante. Las células sedimentadas se
resuspenden con ayuda de 4 mL de la Solucion 11y se incuba en hielo durante 10
minutos. Una vez transcurrido el tiempo, las células se transfieren a tubos de 1,5 mL
nuevos, previamente enfriados en volimenes de 100 uL o 200 pL. Se etiquetan
correctamente y se guardan a -80 °C (Revco PLUS -86 °C Freezers Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos), hasta su uso.

5.7. Sub-Clonaje en pTOPO.

Para poder llevar a cabo el sub-clonaje de fragmentos amplificados, se prepara la
reaccion de clonado con TOPO seguido de una transformacion de células competentes.

Para la reaccion de TOPO se debe preparar una mezcla de reaccion a un volumen
final de 6 pL que contiene: 3 ulL. ADN producto de PCR extraido de gel, 1 uL de agua,
1 uL de solucion salina (TOPO PCR Cloning, ThermoFisher Scientific, Madrid) y 1
uL del vector de sub-clonaje pTOPO (TOPO PCR Cloning, ThermoFisher Scientific,
Madrid). La mezcla se deja incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente, seguido
de 1 minuto en hielo.
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A continuacion, se transforman células competentes para lo que se necesita un vial
que contiene aproximadamente 50-100 pL de células competentes (ver apartado 5.6)
y que deberén permanecer en hielo. Se afiaden 2 pL de la mezcla de reaccion pTOPO
a las células competentes y se deja 10 min en hielo, mezclando suavemente cada 4
minutos. Seguidamente se aplica un choque térmico a 42 °C durante 30 segundos y se
vuelven a incubar en hielo otros 2 min.

Posteriormente se afiaden 250 puL. de medio SOC (0,5% Extracto de levadura, 2,0%
Triptona, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl») y se coloca en el agitador de
tubos (CMV-rom Frobel Labortechnik GmbH, Alemania) durante 55 minutos a 37 °C.
Transcurrido el tiempo, se vierten 10 y 100 puL en dos placas de medio LB solido
(Triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L, Extracto de Levadura 5 g/L, Agar Bacterioldgico 5
gr/L, con Kanamicina 50 mg/mL) de cada una de las transformaciones. Para su
distribucion homogénea en toda la placa se utiliza un asa de Digralsky (VWR, Llinars
del Vallés, Barcelona, Espafia). Las transformaciones se incuban toda la noche a 37 °C
(EC240/PP/C Ingeniera Climas S.L. Barcelona, Espafia).

Todo este proceso se realiza bajo esterilidad utilizando una campana de flujo
laminar (Laminar Flow Workstation Telstar, Madrid, Espafa), previamente
desinfectada. Al dia siguiente se cuentan las colonias resultantes y se separan, de forma
ordenada, en otra placa con ayuda de un asa de siembra. Se dejan incubar durante toda
la noche a 37 °C en un incubador (EC240/PP/C Ingeniera Climas S.L. Barcelona,
Espafia) antes de su analisis.

5.8. Crecimiento de E. coli DH5a. con los plasmidos pBBM35 o0 pBBMA48.

Para llevar a cabo la clonacion de fragmentos es necesario realizar un cultivo de la
bacteria que contenga el plasmido hospedador. Para ello se afiaden 20 mL de medio
de cultivo LB (Triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L, Extracto de Levadura 5 g/L, 100 pug/mL
Ampicilina), en un matraz Erlenmeyer de 100 mL.

Con ayuda de un asa de siembra estéril se toma una colonia aislada de E. coli DH5a,
crecida en placas de LB sélido (Triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L, Levadura 5 g/L, agar
bacteriolégico 5 gr/L y ampicilina 100 pg/mL), conteniendo alguno de los plasmidos
de expresion pBBM35 (pJOE4036.1, comunicacion personal) o pBBM48 (pET21+
Novagen, Merck, Darmstadt, Alemania). Se deja crecer en agitacion constante a 250
rpm (Agitador GFL,3005, Burgwedel, Alemania), durante toda la noche a 37 °C y al
dia siguiente se lleva a cabo la extraccion de plasmido siguiendo el protocolo del
apartado 5.9.

5.9. Extraccién de plasmidos.

Para la extraccion de plasmido se utilizé el kit Macherey-Nagel (NucleoSpin
Plasmid EasyPure, Alemania). A partir del cultivo crecido, obtenido en el apartado
anterior, se precipitan 4 mL de dicho cultivo, centrifugando a 13.000xg (Sigma 1-14,
Alemania) durante 1 min. Una vez se tiene el sedimento de los 4 mL, se resuspende
con 150 uL del tampdn A1 del kit con ayuda de agitacion en vortex (Heirdolph Reax
2000, Alemania). Una vez resuspendidas las células, se afiaden 250 uL de tampon A2
y se mezcla por inversion 5 veces. A continuacion, se incuba durante 2 minutos a
temperatura ambiente, realizandose la lisis de las células. Una vez transcurrido los 2
minutos, se afiaden 350 uL. de tampon A3 y se mezclan por inversion de forma suave
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hasta que la preparacion se vuelva incolora, apareciendo un precipitado blanco que se
centrifuga durante 3 minutos a 12.000 g (Sigma 1-14, Alemania). Se pasa el
sobrenadante a una columna para volver a centrifugarlo descartando el filtrado. Se
anaden 450 puL de tampon AQ y se centrifuga 2 veces, 1 minuto a 12.000xg. Por ultimo,
se aflade 50 pL de agua destilada a la columna y se recoge el ADN, por centrifugacion,
en un tubo de 1,5 mL nuevo. Finalmente, se cuantifica en espectrofotometro de gota
(Nanodrop 2000S Spectrophotometer, ThermoScientific™, Madrid), la concentracion
de plasmido obtenida.

Los tubos con el plasmido se etiquetan correctamente, incluyendo concentracion,
fecha, nombre y se guardan a -20 °C (Liebherr Premium no Frost, Suiza).

5.10. Corte con enzimas de restriccion.

El andlisis de los fragmentos clonados en los plasmidos se realiza mediante el corte
con enzimas de restriccion. Segun el plasmido utilizado, se utilizardn unas enzimas de
restriccion diferentes, pero siendo el protocolo de actuacion el mismo. En el caso de
la clonacion en el plasmido pBBM35, las enzimas de corte para el clonado son Ndel y
BamHlI. En el caso de la clonacion en el plasmido pBBMA48, las enzimas de corte son
BamHI y Xhol.

Se prepara la mezcla a un volumen final de 10 pL. conteniendo ADN plasmidico 4
pL, enzimas de restriccion 0,5 pL (Thermo Scientific™, Lituania), Tampon 10X 1pL
y 4,5 puL de agua. Las muestras se incuban (EC240/PP/C Ingeniera Climas S.L.
Barcelona, Espafia) a 37 °C entre 4 — 12 horas. A continuacion, se muestra una tabla
con las enzimas de restriccion y los tampones utilizados en cada caso (Tabla 2):

Tabla 2: Tampones utilizados para el corte con las enzimas de restriccion.

Gen clonado Corte 5 Corte 3’ Tampon
Endoglucanasa M1 BamHI Ndel Tampon Tango
Endoglucanasa M2 BamHI XhoHI Tampén H

En el caso de los plasmidos de expresion sera necesario linealizarlos de igual modo
cortando con las mismas enzimas de restriccion que se hayan incluido para la
amplificacion de los correspondientes insertos. Los fragmentos se visualizan en una
electroforesis en geles de agarosa. Una vez se comprueba que se ha producido el corte,
se realiza una extraccién de gel (ver apartado 5.5), de forma que finalmente se obtenga
por un lado el fragmento de interés y por otro el plasmido abierto y se procedera a la
unién mediante una ligasa. En el caso de la endoglucanasa M1, el plasmido de
expresion es pPBBM35 y en el caso de la endoglucanasa M2, el plasmido de expresién
es pBBM48.

Este protocolo se utiliza tanto para analizar las clonaciones como para preparar los
fragmentos y los plasmidos de expresion.
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5.11. Unién de fragmentos de ADN.

Para poder llevar a cabo el ligado del plasmido de expresion y el inserto, es
necesario utilizar la enzima llamada ligasa. Para ello se mezclan 4 ul. ADN plasmidico
abierto, 10 pL de inserto, 2 pL tampon,1 pL de ligasa y 3 puL de agua.

Una vez estan listas las muestras se dejan en el frigorifico 4 "C durante toda la
noche, los tubos se deben colocar en gradillas no cubiertas.

Al dia siguiente, se toman 5 pL del producto de ligado para transformar 100 L de
células competentes E. coli DH5-a, siguiendo el protocolo anteriormente detallado.

Una vez transformadas las células se separaran y analizardn mediante analisis de
restriccion, eligiendo la colonia que contiene plasmido con inserto para su extraccion
y secuenciacion. La secuenciacion se realiza en el Servicio de Secuenciacion de la
Universidad de Almeria, llevandose a cabo por el personal técnico de dicho servicio.

5.12. Expresion de proteinas: crecimiento e induccion de las células
transformadas

La obtencion de células competentes de cada cepa y su transformacion se realiza
segun los protocolos descritos anteriormente. Una vez transformadas y seleccionadas
las colonias que contienen al plasmido de interés, se realiza un precultivo de 5 mL de
medio de cultivo LB con ampicilina (100 pg/mL), en un matraz Erlenmeyer de 100
mL. Cada transformante se deja crecer 12 horas a 37 °C (EC240/PP/C Ingeniera
Climas S.L. Barcelona, Espafia), con agitacion constante a 250 rpm (Agitador orbital,
GFL 3005, Genesys SL Madrid, Espafia). A continuacién, se inoculan 0,5 mL del
precultivo en un matraz de 250 mL conteniendo 50 mL de LB con ampicilina (100
ng/mL) y se deja crecer a 37 °C en agitacion constante hasta alcanzar una absorbancia
entre 0,4 — 0,6 medida a 600 nm en un espectrofotometro Helios y (Termo-Electron
Corporation, Thermo Scientific™, Madrid, Espafa), lo que supone unas 4 horas.

Una vez alcanzada la densidad Optica deseada, los cultivos de diferentes cepas de
E. coli transformadas con pJMC104, pJMC106 y pJMC120 se afiadié ramnosa a una
concentracion final de 0,2% mientras que para E. coli transformadas con pJMC108 y
pIMC122 se indujo con 32 pL de IPTG (isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido) siendo
la concentracion final de 0,5 mM. Todos los cultivos se dejaron induciendo en
agitacion constante a 32 °C, durante 12 horas, para conseguir la expresion del gen.
Antes de comenzar la induccién se tom6 1 mL de cada cultivo sin inducir para su
posterior analisis mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes. Esta
alicuota se centrifugd a 13.000xg eliminando el sobrenadante y el sedimento se
conservé a -20 °C hasta su utilizacion.

5.13. Ruptura celular.

Las células inducidas se centrifugan a 5000 r.p.m. (rotor JA 14, Beckman J2-21,
Estados Unidos) durante 25 min a 4 °C. Se elimina el sobrenadante por decantacion y
las células inducidas sedimentadas se guardan en un bote cerrado -20 °C.

Las células sedimentadas se resuspenden con 10 mL de tamp6n de Lavado TALON
(Tris-HCI 50 mM, NaCl 300 mM pH 7) en agitador magnetico y ayudado de una
micropipeta. A continuacién, se colocan en hielo y se rompen con ayuda de un
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sonicador (Ultraschall Prozessor UP 200S, Dr Hielscher, Alemania). Se realizan 6
ciclos de sonicacion de 1 minuto a una potencia del 60% y un pulso de 0,5. Entre ciclo
y ciclo se descansdé un 1 minuto manteniendo las células en hielo durante todo el
proceso.

Del extracto celular se toma una alicuota 500 pL y se centrifuga a 10.000xg (Sigma
1-14, Alemania) durante 10 minutos, guardando los restos celulares (sedimento) y
sobrenadante de forma independiente a -20 °C. El resto de extracto celular se
centrifugd a 10.000xg, guardando el sobrenadante para su analisis y descartando los
restos celulares sedimentados.

5.14. Electroforesis de proteinas mediante SDS-PAGE.

La electroforesis permite visualizar y determinar el peso molecular de una proteina
en funcién de la movilidad en un campo eléctrico y se puede realizar en condiciones
nativas o desnaturalizantes. En nuestro caso se realizO en condiciones
desnaturalizantes, es decir, en presencia de SDS (dodecilsulfato sddico), lo que permite
separar y caracterizar los monémeros de las proteinas.

Se limpiaron los cristales, entre los que se formaran los geles, con abundante agua,
etanol y acetona para eliminar restos de grasa. A continuacién, se montaron en el
sistema de electroforesis, dejando un espacio entre ellos (espaciadores que definen el
grosor del gel).

El gel separador se realiza al 12% acrilamida/bisacrilamida, mezclando los
siguientes compuestos: 10,7 mL de agua, 7,5 mL de acrilamida 40% (Amresco), 4 mL
de metilen-bisacrilamida 2% (Amresco), 7,5 mL de Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8
(Amresco), 0,3 mL SDS 10% (Serva), 7,5 uL de TEMED (Amresco) y 505 uL de
persulfato amonico al 22% (AppliChem).

Se vierte la disolucion entre los 2 cristales hasta una altura de 4 cm,
aproximadamente por debajo del borde superior (si se comprueba con el peine puesto,
la distancia debe ser 1 cm por debajo del peine). Debe verterse cuidadosamente, de
forma que no se formen burbujas, ademas se debe hacer de forma rapida para evitar la
polimerizacion en el vaso. Se afiaden 0,2 mL de isopropanol para definir el borde del
gel y eliminar ondulaciones y posibles burbujas.

A continuacion, se preparan 10 mL del gel apilador al 4% acrilamida/bisacrilamida,
con la siguiente composicion: 2,8 mL de agua, 0,6 mL de acrilamida 40% (Amresco),
0,32 mL de metilen-bisacrilamida 2% (Amresco), 1 mL de Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8
(Amresco), 1 mL de Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 (Amresco), 0,03 mL SDS 10% (Serva),
2 uL. de TEMED (Amresco) y 100 pL de persulfato amonico al 60% (AppliChem).

Cuando el gel separador polimeriza completamente, se elimina el isopropanol. A
continuacion, se vierte el gel apilador, hasta cubrir todo el espacio entre los cristales.
Inmediatamente después se coloca el peine para definir los pocillos, donde
posteriormente se colocaran las muestras, con cuidado de gque no quede ninguna
burbuja.

Una vez ha polimerizado por completo, se retira el peine cuidadosamente y se
rellenan los pocillos con tampdn Tris pH 8,8 y posteriormente se retira con ayuda de
una pipeta. Esta accion se repite 2 veces con el objetivo de limpiar y eliminar los restos
de SDS que hayan podido quedar en los pocillos.

Para preparar las muestras de electroforesis, se deben desnaturalizar, para ello se
mezclan con 8 pL de tampdn de carga que estd compuesto por: Tris /HCI 0,125 M, pH
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6,5 (Amresco), SDS 4% (Serva), Glicerol 20% (Fluka), Azul de bromofenol 0,1%
(Serva). A continuacion, se afiaden 2 pL de B-mercaptoetanol (Fluka) y las muestras
se calientan en un bafio a 80 °C durante 3 min y por altimo se enfrian en hielo.

Una vez preparadas las muestras se colocan en los diferentes pocillos formados.
Finalmente se coloca los geles en la cubeta de electroforesis y se cubrieron con 300
mL de Tampon de Electrodo (Tris-HCI 0,025 M, pH 8,3 (Roche), Glicocola 0,192 M
(AppliChem) y SDS 0,1% (Serva)). Se conectan los electrodos a la fuente de
alimentacidn, asegurando que los polos coincidan correctamente y se aplica un voltaje
de 100 V. Al terminar el proceso, se apaga la fuente, se sacan los vidrios de la cubeta
y se extrae el gel. Se lavan para eliminar el exceso de SDS y se retiran los cristales con
mucho cuidado, manteniendo el gel hidratado en todo momento.

Para la visualizacion de las proteinas, los geles se sumergen en una disolucién de
teflido con la siguiente composicion: 0,1% Reactivo azul de Comassie BBRC 250
(Sigma), 40% Metanol (Panreac), 10% Acido Acético (Merk), 50% Agua destilada.

En esta disolucion se dejara durante 24 horas, hasta que el gel se haya tefiido de
color azul completamente. Transcurrido este tiempo, la disolucion se cambia a una
disolucién de destefiido: 40% Metanol, 10% Acido Acético, 50% Agua destilada.

Se mantiene la disolucién de destefiido, reemplazandola si es necesario, hasta que
todo el gel quede transparente, exceptuando las proteinas, cuya union con el azul de
Comassie es irreversible, apareciendo bandas horizontales que corresponden a las
bandas correspondientes con los monémeros de las proteinas.

5.15. Estudio de la actividad Endoglucanasa.

La puesta a punto del ensayo por el método del &cido dinitrosalicilico (DNSA se
realiza con la enzima comercial celulasa de Penicilium funiculosum (SigmaAldrich,
Estados Unidos) midiendo su actividad del tipo CMCasa segun las condiciones
estandares de la casa comercial.

Para confirmar la actividad enzimatica de los sobrenadantes provenientes de los
cultivos inducidos primeramente se realizan varios blancos. El blanco de enzima, que
contiene 90 pL de tampon acetato sodico (50 mM, pH 5) junto con 10 pL del extracto
enzimatico. El blanco de sustrato que contiene 50 uL de CMC al 1% (disuelta en
tampon acetato sodico 50 mM, pH 5).

El ensayo estandar de actividad CMCasa de los sobrenadantes se realiza en 100 pL
de volumen final (50 pL de CMC al 1%, 40 pL de tampon acético (50 mM, pH 5) y
10 pL del extracto enzimatico). La reaccion enzimadtica se incuba por 30 minutos a 40
°C. Finalizado el tiempo de incubacion la reaccion se detiene por la adicion de 100 plL
del reactivo 3,5-acido dinitrosalicilico, se calienta durante 5 minutos a 100 °C.
Finalmente se afiadieron 660 ul de H>O para estabilizar el color y se midio la
absorbancia a 540 nm.

Para cuantificar la actividad de la proteina es necesario realizar una recta patron,
para la que se va a utilizar un stock de xilosa de concentracion inicial 10 pg/ul. Se
prepararon concentraciones de xilosa entre 0-250 pg, en un volumen final de 100 pL.
Una vez elaboradas las distintas disoluciones se afade 100 pL del reactivo 3,5-4cido
dinitrosalicilico, se calienta durante 5 minutos a 100 °C. Finalmente se afiadieron 660
uL de H2O para estabilizar el color y se midié la absorbancia a 540 nm. De la
representacion grafica de absorbancia frente a concentracion se obtiene el valor del
coeficiente de extincion molar para este producto de reaccion.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Busqueda de secuencias de posibles Endoglucanas.

Tal y como se ha indicado en el apartado de Objetivos, en este trabajo se han
buscado Endoglucanasas de organismos termofilos, en concreto en Geobacillus
stearothermphilus y Geobacillus kaustophilus. EI microorganismo Geobacillus sp.
WSUCF1, aislado en 2010, ha mostrado capacidad para degradar celulosa (Rastogi y
Bhalla, 2010; Bhalla y col., 2013). Esta capacidad se le ha atribuido por poseer las
enzimas Endoglucanasas M1 y M2 (Dass y col., 2018). En la busqueda de estas
enzimas en organismos termofilos y tras la secuenciacion del genoma completo de
Geobacillus sp. WSUCF1 (Bhalla y col., 2013), se han empleado las secuencias de
M1, con numero de acceso ATC001000152.1 y M2, con numero de acceso
ATCO001000242.1 de dicho genoma como secuencias modelo (Figuras 1 y 2 del
Anexo I).

A partir de las secuencias M1y M2 se realizd un andlisis BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (Altschul y col., 1990; Boratyn y col., 2019), que consiste en
la busqueda de secuencias similares depositadas en el GenBank (Altschul y col., 1997).
De entre las encontradas se seleccionaron los genes presentes en los organismos
Geobacillus kaustophilus y Geobacillus stearothermophilus, por tener dichas especies
microbianas en el nuestro laboratorio (Figura 4).

P Max | Total Query E Per.

Score Score Cover walue  Ident
[T} Geobacillus sp. GHHO1_complete genome 2161 2161 100% 0.0  100.00%
[ [Bacillus] caldolyticus strain NEB414 chromosome, complete genome 2156 2156 100% 0.0 99.91%
[ Geobacillus lituanicus strain N-3, complete genome 2134 2134 100% 0.0 99.57%
) Geobacillus stearothermophilus strain B5 chromosome _complete genome 2128 2128 100% 0.0 99.49%
|: Geobacillus stearothermaphilus strain DSM 458 _complete genome 2111 2111 100% 00  9923%
) Geobacillus sp. J812 _complete genome 2106 2106 100% 0.0 99.15%
[J Geobacilus sp. Y412MC52_complete genome 2050 2050 100% 00 9829%
) Geobacillus sp. Y412MCB1, complete genome 2050 2050 100% 0.0 98.29%
[[J Geobacillus sp_C56-T3_ complete genome 2045 2045 100% 0.0 98.21%
|_ Geobacillus stearosthermophilus 10, complete genome 2039 2039 100% 00 98 12%
Geobacillus kaustophilus NBRC 102445 chromosome, complete genome 2034 2034 100% 00 98.03%
() Geobacillus thermoleavorans strain FJAT2391_complete genome 2034 2034 100% 0.0 98.03%
[] Geobacillus thermoleovorans strain SGAIr0734 chromosome 2028 2028 100% 0.0 97.95%
) Geobacillus thermoleovorans strain KCTC 3570, complete gename 2028 2028 100% 0.0 97.95%
[0 Geobacillus thermoleovorans strain ARTRWA chromosome. comglete genome 2023 2023 100% 00  9786%
|_ Geobacillus thermoleovorans CCB US3 UF5, complete genome 2023 2023 100% 00 97 86%
Geobacillus kaustophilus HTA426 DNA,_complete genome 2023 2023 100% 0.0 97.86%

Figura 4: Secuencias que presentan una mayor similitud a la Endoglucanasa M1
de Geobacillus sp. WSUCF1 tras enfrentarla al banco de genes mediante la
herramienta BLAST.

Tras enfrentar la secuencia de M1 mediante BLAST (Figura 4) al GenBank
aparecieron dos secuencias de G. kaustophilus con alta homologia, NRBC 102445
(98%) y HTA426 (97,86%). El gen de Geobacillus sp. tiene una secuencia de 1170
nucleotidos (nt) e hibridan 1147 nt de NRBC102445 y 1145 nt de HTA426.

Estas secuencias estan localizadas en el genoma de:
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» G. kaustophilus NRBC102445 entre los nucle6tidos 3344229 y 3345398. Se
indica en el genoma como "M42 family peptidase".

» G. kaustophilus HTA426 entre los nucleotidos 2735400 y 2736569. Se indica
en el genoma como "hypothetical conserved protein”.

Cuando se compararon ambas secuencias encontramos que eran totalmente iguales
(Figura 3 del Anexo I).

También se analizé la homologia de secuencia de M1 con la encontrada en G.
stearothermophilus B5, presentando un 99% de homologia. Por tanto, si comparamos
G. kaustophilus NRBC102445 y G. stearothermophilus B5 para la Endoglucanasa M1
(Figura 4 del Anexo 1), se comprueba que tienen una alta homologia, siendo las zonas
de comienzo (Figura 5) y final (Figura 6) 100% homologos, por lo que se usaron la
misma pareja de cebadores para ambos genes.

EnGluMlizkaNEBC102445 gtggcgaatgattcattttgeccaatcgtcagectittcaagtataataaaaaagtggaca 6l

EnGluMlGsteBS gtggcgaatgattcattttgccaatcgtcagocttttcaagtataataaaaaagtggaca o0
o A A A AT T T r T s TTssTTs

Figura 5: Secuencia del comienzo del fragmento M1 para G. stearothermophilus y G.
kaustophilus.

EnGluM1GkaNRBC102445 aaagtgaaacaactgacgtttgacgaataa 1170

EnGluMlGsteBS aaagtgaaacaactgacgtttgacgaataa 1170
R A Fhd A A rd I F F A F A F A Eh Ak A A d ah

Figura 6: Secuencia de la parte final del fragmento M1 para G. stearothermophilus y
G. kaustophilus.

Para el caso de Endoglucanasa M2 se realizaron los mismos pasos utilizando la
herramienta BLAST, (Figura 7), en el que aparecieron las 3 secuencias anteriores con
una alta homologia, G. kaustophilus NRBC102445 (95,5%) y G. kaustophilus
HTA426 (95,5%) y G. stearothermophilus B5 (86%).

Geobacillus sp. JS12, complete genome 1945 1945 100% 00 9917%
[Bacillus]_caldolyticus strain NEB414 chromosome,_complete genome 1934 1934 100% 0.0 98.98%
Geobacillus stearathermophilus 10, complete genome 1810 1810 99% 00 96.94%
Geobacillus sp. Y412MC52,_complete genome 1810 1810 99% 00 9694%
Geobacillus sp. Y412MC61,_complete genome 1810 1810 99% 0.0 96.94%
Geobacillus sp. C56-T3,_complete genome 1788 1788 99% 00 9647%
Geobacillus thermoleovorans strain FJAT-2391,_complete genome 1735 1735 100% 00 9565%
Geobacillus thermoleovorans strain ARTRW1 chromosome. complete genome 1724 1724 100% 0.0 9546%
Geobacillus kaustophilus NBRC 102445 chromosome, complete genome 1724 1724 100% 00 9546%
Geobacillus thermoleovorans strain SGAIr0734 chromosome 1724 1724 100% 0.0 9546%
Geobacillus thermoleovorans CCB US3 UF5,_complete genome 1724 1724 100% 0.0 9546%
Geobacillus kaustophilus HTA426 DNA,_complete genome 1724 1724 100% 0.0 9546%
Geobacillus thermoleovorans strain KCTC 3570,_complete genome 1718 1718 100% 0.0 95.37%
Geobacillus sp. GHHO1,_complete genome 1718 1718 100% 0.0 95.37%
Geobacillus thermocatenulatus strain KCTC 3921 _complete genome 1629 1628 100% 0.0 93.89%
Geobacillus stearothermophilus strain B5 chromosome._complete genome ME7 1167 99% 0.0 86.07%

Figura 7: Secuencias que presentan una mayor similitud a la Endoglucanasa M2
de Geobacillus sp. WSUCF1 tras enfrentarla al banco de genes mediante la
herramienta BLAST.
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Estas secuencias estan localizadas en el genoma de:

» G. kaustophilus NRBC102445 en la region del genoma desde los nucledtidos
3459220 hasta 3460299. En la leyenda consta como "M42 family peptidase”

» G. kaustophilus HTA426 en la region del genoma desde los nucleotidos
2848352 hasta 2849431. En la leyenda consta como hypothetical conserved
protein™.

» G. stearothermophilus B5 en la region del genoma desde los nucle6tidos
2649394 hasta 2650470. En la leyenda consta como "M42 family peptidase”.

De nuevo, cuando se comparan las 2 secuencias para la Endoglucanasa M2 de
Geobacillus kaustophilus se establece que son totalmente iguales (Figura 5 Anexo 1).

Al comparar las secuencias de G. kaustophilus NRBC102445 y G.
stearothermophilus B5 para la secuencia correspondiente a una posible Endoglucanasa
M2 (Figura 6 Anexo I) se comprueba que tienen cierta homologia, pero las regiones
de inicio (Figura 8) y final (Figura 9) no estan conservadas. Por tal motivo, deberemos
usar una pareja de cebadores distinta para cada uno de los genes.

EnGluM2GsteB5 atgaatgaagadacgct@caattgtttcagacgttgaccgagctgccgggggcgccggge
EnGluM2GkaNRBC102445 atgaataaggacacgctgcaattattccaaacgttgaccgagcttccaggegcaccgggt
EnGluM2GkaHTA426 atgaataaggacacgctgcaattattccaaacgttgaccgagcttccaggecgcaccgggt

khkkkkk k kk kkkkk kkkkk kk kk kkkkkkkhkkhkhkhkhkhkkhkk kk kk kk kkkkk

Figura 8: Secuencia del comienzo del fragmento M2 para G. stearothermophilus B5
y G. kaustophilus NRBC102445 y HTA426.

EnGluM2GsteB5 gagctcgtgaaacggtgcgaccgggcgacggtiftgaggcgat@cgccaaaacagctga 1075
EnGluM2GkaNRBC102445 gagctcgtcaaacggtgcgaccggacaacggtcgagacgattcgeccaaaacagectga 1077
EnGluM2GkaHTA426 gagctcgtcaaacggtgcgaccggacaacggtcgagacgattcgccaaaacagectga 1077

dhkhkkhkhkhkkhk hhkhkkhhkhhhhhkhhkhkhk K* hhkhkhkkx Khk hrhkhk  khkkkhkkhkhkkkhkkhk

Figura 9: Secuencia del final del fragmento M2 para G. stearothermophilus B5 y
G. kaustophilus NRBC102445 y HTA426.

Una vez se han descrito y encontrado las secuencias de interés, fue necesario
establecer las enzimas de restriccion que no cortan al gen del interés. Para ello se
utilizé la aplicacion WebCutter (http://heimanlab.com/cut2.html).

Las enzimas que no cortan a los fragmentos equivalentes a M1 y M2 de G.
kaustophilus NRBC102445, HTA426 y G. stearothermophilus B5 se muestran en las
figuras 7 a 10 del Anexo I. A modo de ejemplo se indica, en la figura 10 (equivalente
a la figura 9 del Anexo 1), la correspondiente a la posible M2 de G. kaustophilus
NRBC102445.
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The following endonucleases were selected but

RAatT,
Agel,
AspET,
BbsI,
BpuhI,
BgiMI,
spEI,

RARatIT, Accll3T, Accl6I, Acc6S5T,

AhdI, Alwd4d4I, AlwNI, AocI,
AspI, AtsI, AviII, AvriT,

Bbvl6II, BcgI, BfrI, BglII,
Bsa291, BsaAI, Bsal, BscI,
BgiWI, BeplO6I, Bspll9I, Bespl3I,
BspHI, BspMI, BspTI, BspXI, BsrDI,

AccB1T,
Apall, AscI,
BalIl, BamHI,
BInI, BlpI,
BseZlI,

BseAT,
Bepl4d071I,
BsrGI,

don't cut this sequence:

AccB7I, AccIII, AclINI, Af1IT,
Asel, AsnI, Asp7/00I, Asp71l8I,
BanI, BanIII, Bbel, BbrPI,
Bpil, BpmI, Bpull02I, Bpul4dT,
BseCI, BsePI, BshNI, BsiI,
Bespl720I, Bspl9I, BspDI,
BssHII, BssSI, BssT1I,

stll07I,

Bst931I,

BstBI,

BStEII,

[oxRyvsiivel

stYI, BestZI, BsulbI,

Bsu3e6l,

Q2

spI, CvnI, Dral, DraIlIT,

DrdT,

BstI

CciNI,

EaqgI,

, BstpPI,
CelII, Cf

Faml1105T,

BstSFI,

BstSNI,

BstX2I, BstXI,

r9I, ClaI, Cpol, CspdbI,

EclHKI, EclXI,

Fcol05T,

Ecol30T, Fcold7I, Eco2551, Eco31I, Eco32I, Ecob52I, Eco57I, Eco6dl, Eco72T,

Eco811, Eco9%1T, EcoNI, Eco065I, EcoRI, EcoRV, EcoT14T, EcoT22T, Ehel, ErhT,
Fspl396I, Fsel, Fspl, Gsul, HindIII, Hpal, KasI, Kpn2I, KpnI, LspI, MfeI,
Mf1lTl, MluI, MIuNI, Mphl1103I, MroI, MscI, MspCI, MunI, NarI, Ncol, NheI,
NotI, Nsil, NspV, PacI, PaeR7I, Pf12311, Pf1MI, PinAI, PmaCI, Pme55I, Pmel,
PmlI, PpulOI, PpuMI, PshBI, PspbII, PspAI, PspALI, PspEI, PsplLI, PstI,
PstNHI, Rcal, RsrII, Sapl, SbfI, Scal, SexAI, SfcI, sfil, sfr2741, sful,
SgfI, SgrAl, , SmiT, SnaBI, Spel, Spll, SrfI, SseB8387I1, SseBI, SspBI,
SspI, Stul, StyI, SunI, Swal, Tthl11lI, Van91I, Vhad464I, Vnel, VspI, Xbal,
XcmI, XhoI, XhoII, Xmal, XmalIIIl, XmnI, Zsp2l

Figura 10: Enzimas que no cortan al fragmento de una posible M2 de G.
kaustophilus NRBC102445 tras utilizar la aplicacion WebCutter. Como puede verse
al fragmento no lo cortan las enzimas BamHI y Xhol (este analisis de restriccion se
ha realizado a todas las secuencias y se encuentran en las Figuras 7 a 10 del Anexo

).

Una vez conocidas las enzimas de restriccion que no cortan a los fragmentos a
clonar, debemos saber qué enzimas cortan al plasmido receptor en el sitio de clonacion.
Para ello nos fijamos en los mapas de restriccion de pBBM35 (pJOE4036.1) (Figura
11) y pBBM48 (pET21b+) (Figura 12).

Figura 11: Mapa del plasmido pBBM35 donde
aparecen los sitios de reconocimiento de enzimas
de restriccién para realizar el clonado. Aparecen
en rojo los sitios de corte para Ndel y BamHI, que
son las seleccionadas para clonar los fragmentos
homélogos a M1. La cola de 6 histidinas esta
codificada entres los sitios BamHI y HindllI.

~ww PBBM35 w0~
5102 bps

3000 2000
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T7 promoter primer #69348-3
Balll_ T7 promoter

u roHi
Bpu1102 1 T7 terminator

T7 terminator primer #69337-3

Figura 12: Esquema de la zona de policlonado del plasmido pBBM48. Los sitios
de corte seleccionados para clonar los fragmentos homélogos a M2 son BamHI y
Xhol. La cola de 6 histidinas esta contenida en el plasmido después del sitio Xhol.

Para el caso de la Endoglucanasa M1 tanto para G. kaustophilus como G.
stearothermophilus, el pldsmido de clonado fue pBBMS35, siendo las enzimas
seleccionadas BamHI y de Ndel, ya que estas no cortan al gen (Figura 7 y 8 Anexo 1),
pero si al plasmido (Figura 11).

Para el caso de la Endoglucanasa M2, tanto de G. kaustophilus como de G.
stearothermophilus no ha sido posible clonarla en pBBM35 porque la enzima Ndel
corta ambos fragmentos. Por tal motivo el clonado se realizé en pBBM48, donde se
pueden utilizar las enzimas de restriccion BamHI y Xhol que no cortan al fragmento,
como puede verse (Figuras 9y 10 Anexo 1) y abren el plasmido para su posterior ligado
(Figura 12).

6.2. Disefio de los oligonucledtidos para la amplificacion de los posibles
genes de M1y M2 de G. kaustophilus CECT4264 y G. stearothermophilus
CECT43y 49.

Para la amplificacion de los diferentes fragmentos de ADN correspondientes a los
posibles genes M1 y M2 de los organismos terméfilos que posee el laboratorio, G.
kaustophilus CECT4264 y G. stearothermophilus CECT43y 49, se han de disefiar los
oligonucleotidos (oligos) para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Como se ha visto, las secuencias de ADN en el caso de la Endoglucanasa M1
coinciden tanto para G. stearothermophilus como para G. kaustophilus, quedando el
inicio de la secuencia como aparece en la figura 5. De esta forma en el oligo del
extremo 5” se afiadid el sitio de corte Ndel (CATATG) (Figura 7 Anexo I). En realidad,
afnadimos CAT vy se sustituye el primer triplete GTG por ATG, quedando por tanto
CATATG. Es por ello que la secuencia del oligo de M1 de 5"queda como:

Oligo EnGluM1Gka5:
5 -BATAREGCGAATGATTCATTTTGCCAATCGTC-3
Para el caso del extremo 3, la secuencia de la parte final del fragmento M1 para G.
stearothermophilus y G. kaustophilus es la que aparece en la figura 6. Es necesario

eliminar el codon de STOP (TAA), ya que la cola de histidina y el STOP estan
incluidos en el plasmido. Se afiade el sitio de corte BamHI (GGATCC) a la secuencia
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del oligo para que pueda ser clonado el fragmento en el plasmido. Una vez
preparada la secuencia con el sitio de corte se hace la reversa complementaria,
quedando el oligo de M1 de 3" como:

Final de secuencia:

5 -AAAGTGAAACAACTGACGTTTGACGAATAA-3’
Secuencia sin STOP y sitio BamHI:

5-AAAGTGAAACAACTGACGTTTGACGAAGEATEE-3
Oligo EnGluM1Gka3:

5 - BEATCE T TCGTCAAACGTCAGTTGTTTCACTTT-3

Para el caso de Endoglucanasa M2, a la hora de disefar el oligo 5", tanto de G.
kaustophilus como de G. stearothermophilus, vemos que la secuencia se corta con la
enzima Ndel (Figuras 9 y 10 Anexo 1), ya que no aparece en listado de enzimas que
NO cortan al fragmento, por lo que la clonacion se hizo en el plasmido de expresion
pBBM48 (pET21b+). La secuencia del oligo lleva el sitio de reconocimiento para la
enzima BamHI, que esta en el plasmido y no corta al fragmento M2, ademas de la
secuencia del principio del fragmento, empezando por el ATG. La comparacion
completa de ambas secuencias M2 para G. kaustophilus se encuentra en la figura 5 del
Anexo | y también puede verse el principio de la secuencia en la figura 8.

De esta forma el oligo para 5 para M2 fue:
Oligo EnGluM2Gkab5:

5 -BEATGEG TGACAGGAAAGAGGAATGGAATAAGGACA- 3’

Para el extremo 3, se actla de la misma forma que para el caso de la Endoglucanasa
M1, en primer lugar, se selecciona el final del gen (Figura 9). En segundo lugar, se
elimina de la secuencia el codén de STOP (TGA), se afiade el sitio de corte Xhol
(CTCGAG), ya que no corta al fragmento M2 de G. kaustophilus (Figura 9 Anexo I)
y el sitio de corte es el ultimo inmediatamente anterior a la cola de 6 histidinas (Figura
12). El oligo de 3" se obtiene realizando la reversa complementaria, quedando la
secuencia como:

Final de la secuencia:

5 -GTTGAGGCGATCCGCCAAAACAGCTGA-3
Secuencia sin STOP y sitio BamHI:

5 -GTTGAGGCGATCCGCCAAAACAGCEICEAB-3
Oligo EnGluM2Gkaa3:

5 - BRCEABGCTGTTTTGGCGAATCGTCTCGAC-3
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Para el disefio los oligos de PCR para el fragmento de M2 de Geobacillus
stearothermophilus B5, seguimos el mismo protocolo en el disefio de los dos oligos
para M1, teniendo en cuenta la secuencia del fragmento (Figura 10 Anexo 1) y que el
plasmido utilizado es pPBBM48 (Figura 12), utilizando las enzimas BamHI y Xhol.

Siendo la secuencia de los dos oligos:

Oligo EnGluM2Gste5:
5 BEATCEG TGACAGGAAAGAGGAATGAATGAAGAAA-3
Mientras que para el oligo 3":
Final de secuencia:
5 -GTCGAGACGATTCGCCAAAACAGCTGA-3
Secuencia sin STOP y sitio Xhol5
5-GTCGAGACGATTCGCCAAAACAGC CICEAB-3
Oligo EnGluM2Gkaa3:
5 - BICGABGCTGTTTTGGCGAATCGTCTCGAC-3

6.3. Extraccibn de ADN de G. kaustophilus CECT4264 y G.
stearothermophilus CECT43 y 49.

Las muestras de ADN gendémico de G. kaustophilus CECT4264 y G.
stearothermophilus CECT43 y 49 se prepararon tal y como se describe en el apartado
5.1. de Métodos Experimentales. Se obtuvieron las concentraciones de 25,1 ng/uL para
G. kaustophilus CECT4264 y 18,9 y 44,5 ng/uL para G. stearothermophilus CECT43
y 49, respectivamente.

6.4. Amplificacion mediante PCR de los genes M1y M2.

Una vez preparados los oligos, tanto para M1 como para M2 y extraido el ADN de
Geobacillus kaustophilus CECT4264 y Geobacillus stearothermophilus CECT43y 49
a través del método por ebullicion, se paso a realizar la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR), donde se producen 2" copias del fragmento de interés a partir de
una sola copia, protocolo descrito en el apartado 5.3. de Métodos Experimentales.

Para poder visualizar los productos tras la PCR se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa al 1% y la posterior extraccion en gel (apartados 5.4. y 5.5. de Métodos
Experimentales).

La figura 13 representa el gel agarosa al 1% de la amplificacion de las
Endoglucanasas M1 y M2 de G. kaustophilus CECT4264. Las calles 1 y 2
corresponden a la amplificacion del gen M1, utilizando ADN molde sin diluir (25,1
ng/pL) y diluido a la mitad (12,2 ng/pL). La calle 4 corresponde al marcador de Peso
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Molecular (Plus Ladder). Las calles 6 y 7 corresponden a la amplificacion del gen M2
sin diluir y diluido.

Figura 13: Gel de electroforesis de los productos de la PCR de M1y M2 de G.
kaustophilus CECT4264. Calle 1: amplificado de GkM1(sin diluir). Calle 2:
amplificado de GkM1(diluido). Calle 4: marcador de peso molecular, Calle 6
amplificado de GKM2 (sin diluir). Calle 7: amplificado de GkM2 (diluido).

El producto de PCR obtenido para M1 generd una Unica banda de peso molecular
por debajo de la banda de 1500 pares de bases (pb) del marcador, lo que concuerda
con el peso molecular obtenido a partir de su secuencia (1170 pb). Sin embargo, el
producto de PCR para M2 generd 2 bandas de peso molecular de 1000 y 800 pb,
aproximadamente. EI peso molecular para M2 a partir de la secuencia es de 1102 pb,
de manera que el producto de PCR correcto es el de la banda de mayor tamario.

La purificacion de los productos de PCR se realizd segun el apartado 5.5 de
Métodos Experimentales. Tras extraer el fragmento del gel, se verificO que no
quedaran restos del mismo (Figura 14). Se continu6 con el protocolo de purificacion y
las muestras se guardaron a -20°C.

Figura 14: Gel de electroforesis tras haber extraido las bandas correspondientes
a los productos de PCR de M1y M2 de G. kaustophilus CECT4264.
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Se realizd, de igual forma, la PCR para la Endoglucanasa M1 de Geobacillus
stearothermophilus CECT43 y 49 a dos concentraciones (Figura 15 A y B),
obteniéndose un producto de PCR a una masa molecular entre las bandas de 1000 y
1500 pb del marcador de peso molecular. Las bandas correspondientes a cada producto
de PCR fueron extraidas del gel de agarosa y purificados tal y como como se ha
descrito para el fragmento M1 de G. kaustophilus CECT4264, almacenandose a -20°C
hasta su uso. Por Gltimo, se debe indicar que ambas amplificaciones dieron un Unico
producto de PCR con una masa similar a la obtenida a partir de la secuencia (1170 pb).

B
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3000
2000
1500
1000
900
800

Figura 15: Gel de electroforesis de los productos de PCR de M1 de G.
stearothermophilus CECT43 y 49. A) Calle 1: amplificado de Gs43M1 (18,9 ng/pL).
Calle 2: amplificado de Gs43M1 (11,6 ng/uL). Calle 3: marcador de peso molecular.
B) Calle 1: amplificado de Gs49M1 (44,5 ng/uL), calle 2: amplificado de Gs49M1
(21,1 ng/uL), Calle 3: marcador de peso molecular.

La amplificacion por PCR del fragmento M2 de Geobacillus stearothermophilus
CECTA43 y 49 se muestra en la figura 16. Se obtuvo un fragmento entre las bandas de
1000 y 1500 pb del marcador de peso molcular en ambos casos, proximo al valor
obtenido a partir de su secuencia (1102 pb). Al igual que los anteriores productos de
PCR, se extrajeron las bandas del gel y se purificaron segln lo descrito anteriormente
y las muestras purificadas se almacenaron a -20 °C hasta su utilizacion.
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Figura 16: Gel de electroforesis de los productos de la
PCR de M2 de G. stearothermophilus CECT43 y 49.
Calle 1: marcador de peso molecular, calle 2:
amplificado de Gs43M2 (11,6 ng/pL), calle 3:
amplificado de Gs49M2 (21,1 ng/uL).

3000
2000
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Una vez extraidas todas las muestras de los diferentes geles y siguiendo el protocolo
5.5. de Métodos Experimentales, se cuantificd en un espectrofotobmetro de gota
“NanoDrop” la concentracién de ADN amplificado en cada caso, obteniéndose las
concentraciones descritas en la tabla 3.

Tabla 3: Concentracién de ADN amplificado mediante PCR para los fragmentos
M1y M2 en los organismos G. kaustophilus CECT4264 y G. stearothermophilus CECT
43y 49,

Fragmento amplificado [ADN amplificado] (ng/ pL)
Endoglucanasa M1 G. kaustophilus CECT4264 39,5
Endoglucanasa M1 G. stearothermophilus CECT43 37,7
Endoglucanasa M1 G. stearothermophilus CECT49 11,3
Endoglucanasa M2 G. kaustophilus CECT4264 9
Endoglucanasa M2 G. stearothermophilus CECT43 15,7
Endoglucanasa M2 G. stearothermophilus CECT49 9,2

6.5. Clonacion de los genes en el vector pTOPO.

Una vez amplificados y purificados de gel los fragmentos de interés se clonaron en
el plasmido de sub-clonaje pTOPO (Figura 17) siguiendo el protocolo 5.7. del apartado
Métodos Experimentales, en el que se describe la clonacion y posterior transformacion
de células competentes.
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La cepa hospedadora utilizada para la trasformacion fue E. coli DH5a por carecer
de las principales proteasas naturales, mantener la estabilidad del vector de expresion
y conferir los elementos genéticos necesarios para una expresion eficiente y regulable
(Gonzélez y Fillas, 2018). A nivel de rendimiento en la produccion de plasmidos
recombinantes, esta cepa posee gran capacidad para expresar plasmidos y ademas es
deficiente en endonucleasa, lo cual evita la digestion no especifica de ADN,
obteniéndose preparaciones limpias y mejores resultados en sus posteriores
aplicaciones (Granty col., 1990). Una vez transformadas las colonias se dejaron crecer
en placas de LB con kanamicina como antibidtico, durante 12 horas a 37 °C.
Posteriormente, dichos transformantes se separaron y ordenaron. En la Tabla 4 se
recoge el nimero de transformantes que se obtuvieron para cada uno de los plasmidos
recombinantes derivados de pTOPO. En la figura 11 del Anexo I, se muestran los
esquemas de los vectores para cada una de la Endoglucanasas en estudio.

Tabla 4: Numero de transformantes obtenidos con los plasmidos de subclonage
contendiendo los genes para las enzimas M1y M2.

Enzima Plasmido sub-clonaje  Transformantes
GkM1 pJMC103 38
Gs43M1 pJMC105 241
Gs49M1 pJMC119 14
GkM2 pJMC107 260
Gs43M2 pJMC109 25
Gs49M2 pJMC121 17

De cada tipo de transformante se separaron 10 colonias en placas de LB con
kanamicina, utilizando plantillas cuadradas y numeradas. Cada una de las cuadriculas
contenia una cepa evitando contacto entre ellas. Se dejaron crecer durante toda la
noche a 37 °C y posteriormente se realizaron cultivos de 5 mL de las 4 primeras
colonias de cada uno de los plasmidos. Los cultivos se crecieron en medio LB
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conkanamicina dejdndolos en agitacion constante durante 12 horas a 37 °C. Se realizd
la extraccion de plasmido siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5.9. de
Métodos Experimentales y se realizé un analisis de restriccion con la enzima EcoRl
para comprobar si los plasmidos contenian un fragmento con el tamafio esperado para
nuestros genes de interés. El sitio de policlonacion de pTOPO permite obtener dos
fragmentos cortando con una sola enzima de restriccion ya que tiene dos sitios
repetidos para algunas enzimas como es el caso de EcoRlI. El corte con esta enzima
dio lugar a dos fragmentos para pJMC103: 1194 pb y 3501 pb y también dos
fragmentos para pJMC107: 1120 pb y 3500 pb. En el caso de no contener el
fragmento de interés la digestion de pTOPO daria lugar a dos fragmentos: 18 pb y
3501, pero en este caso la banda de 18 pb no se verd y el resultado real seria de una
Unica banda en el gel de electroforesis (Figura 18).

Las calles correspondientes a los cortes de los plasmidos pJMC103 (GkM1) dieron
lugar al resultado esperado para los cuatro plasmidos purificados, mientras que en el
caso de pJMC107 (GkM2) solamente se obtuvieron resultados positivos para los
clones 2y 4. En el caso pJMC107.1 no se obtuvo plasmido de la preparacién y el corte
de pJMC107.3 di6 lugar a unas bandas cuyos tamafios no correspondia con los tamafios
esperados. Se seleccionaron pJMC103.2 y pJMC107.2 para los genes que codificaban
para M1y M2 de Geobacillus kaustophilus CECT4264.

1 2 35435 6aus Sl

Figura 18: Comprobacion de la presencia de los genes que codifican para las
Endoglucanasas M1y M2 de Geobacillus kaustophilus CECT4264 en los diferentes
plasmidos recombinantes. Calle 1: pJMC103.1 EcoRlI. Calle 2: pJMC103.2 EcoRl.
Calle 3: pJMC103.3 EcoRlI. Calle 4: pJMC103.4 EcoRlI. Calle 5: Marcador. Calle 6:
pJMC107.1 EcoRl. Calle 7: pJMC107.2 EcoRlI. Calle 8: pJMC107.3 EcoRlI. Calle 9:
pJMC107.4 EcoRl.

El analisis de los genes M1 y M2 de los genomas de G. stearothermophilus
CECT43 y 49 se analizaron cortando con las enzimas Ndel/BamHI para pJMC105
(Gs43M1) y pJMC119 (Gs49M1) y BamHI/Xhol para pJMC109 (Gs43M2) y
pJMC121 (Gs49EndGM2). En este caso no se utilizd EcoRI porque el gen de la
Endoglucanasa M1 de G. stearothermophilus CECT43 tenia un sitio de corte para esta
enzimay se utilizo la misma estrategia para todos los genes de G. stearothermophilus.
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En la figura 19 se puede observar el anlisis de un transformante de cada uno de los
plasmidos (pJMC105, pJMC119, pJMC109 y pJMC121). Los resultados esperados
eran tres bandas de 43 pb, 1171 pb y 3481 pb para los genes M1 de ambas cepas, y 43
pb, 45 pb, 1096 pb y 3473 pb en el caso de M2 de ambas cepas. De todos los posibles
fragmentos solamente los de mayor tamafio son las que se pueden visualizar en los
geles al 1% de agarosa (Figura 29). Se seleccionaron pJMC105.7, pJMC119.14,
pJMC109.5 y pJMC121.7 por presentar una banda aproximada de 1100 pb.

Figura 19: Comprobacion de la
presencia de los genes que
codifican para las Endoglucanasas
M1y M2 de G. stearothermophilus
CECT43 y 49 en los diferentes
plasmidos recombinantes. Calle 1:
pJMC105.7 digerido con

Ndel/BamH]I. Calle 2: pJMC119.4 3888
digerido con Ndel/BamHI. Calle 3: 1500
pJMC109.5 digerido con 1000

BamHI/Xhol. Calle 4: Marcador de
Peso Molecular. Calle 5:
pJMC121.7 digerido por
BamHI/Xhol.

Una vez seleccionados los transformantes, realizamos una nueva extraccion de
ADN plasmidico y cortamos con las enzimas que flanquean los genes de interés. En
esta electroforesis se incluyeron los plasmidos de expresién pBBM35 y pBBM48 que
también se separaron una vez digeridos con las correspondientes enzimas de
restriccion. (Figura 20).

Figura 20: Electroforesis de ADN de los diferentes productos de corte. Calle 1:
pJMC103.2 digerido con Ndel/BamH]I. Calle 2: pBBM35 digerido con Ndel/BamHI.
Calle 3: pJMC105.7 digerido con Ndel/BamHI. Calle 4: pJMC119.4 digerido con
Ndel/BamHI. Calle 5 Marcador de Peso Molecular. Calle 6: pJMC107.2 digerido con
BamHI/Xhol. Calle 7: pJMC109.5 digerido con BamHI/Xhol. Calle 8: pJMC121.7
digerido con BamHI/Xhol. Calle 9: pBBM48 digerido con BamHI/Xhol.

37



Trabajo Fin de Grado Nerea Rodriguez Pardo

Resuelta la electroforesis se cortaron en gel los fragmentos de interés (marcados en
circulo en la figura 20), en el caso de los plasmidos de la serie pJMC las bandas
correspondientes a los fragmentos de menor tamafio y en el caso de la serie pPBBM la
banda de mayor tamafio que corresponde a los plasmidos abiertos.

6.6. Construccion de los plasmidos de expresion.

Una vez obtenidos los plasmidos de expresion abiertos y los fragmentos
correspondientes a cada una de las Endoglucanasas, éstos se unieron mediante la
accion de una ADN ligasa siguiendo el protocolo descrito en el apartado 5.11. de
Métodos Experimentales. Los plasmidos recombinantes resultantes se utilizaron para
transformar células competentes de E. coli DH5a, obteniendo el nimero de colonias
que aparece en la tabla 5 (Figura 12 Anexo I). Los plasmidos resultantes se analizaron
por restriccion tal y como en el caso de los plasmidos de subclonaje. En este caso los
fragmentos resultantes eran de 1169 pb y 4623 pb para los plasmidos pJMC104,
pJMC106 y pJMC120 digeridos con Ndel/BamHI, y 1096 pb y 4623 pb para los
plasmidos pJMC108, pJMC110 y pJMC122 digeridos con BamHI/Xhol

Tabla 5: Numero de clones obtenidos al transformar con los plasmidos de
expresion conteniendo las enzimas M1y M2.

Enzima Plasmido expresion Transformantes
GkM1 pJMC104 10
Gs43M1 pJMC106 81
Gs49M1 pJMC120 239
GkM2 pJMC108 403
Gs43M2 pJMC110 20
Gs49M2 pJMC122 60

Los plasmidos se enviaron a secuenciar a los Servicios Técnicos de la Universidad
de Almeria. Se analizaron las secuencias de ADN y en el caso de pJMC104, tras
utilizar cebadores de secuenciacion para el fragmento M1, se obtuvo un fragmento de
1167 pb (Figura 21A) con una homologia del 100% con la secuencia teorica de
Geobacillus kaustophilus NRBC102445 (Figura 13 del Anexo I). Respecto a M1 de
Geobacillus stearothermophius CECT43 para pJMC106, la secuenciaciéon no fue
exitosa, ya que se obtuvo un fragmento pequefio que no hibridaba con la secuencia
molde y por tanto fue descartada. La secuenciacion de ambos extremos del fragmento
M1 de Geobacillus stearothermophius CECT49 clonado en pJMC120 proporciond
una secuencia de 1167 nucle6tidos con tan solo 7 nucledtidos de diferencia respecto a
la secuencia tedrica de Geobacillus stearothermophius B5 (marcados en verde en la
figura 21B), que se tradujo solamente en 3 aminoacidos de diferencia (Figura 14 del
Anexo ).
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ATGGCGAATGATTCATTTTGCCAATCGTCAGCCTTTTCAAGTATAATAAAAAAGTGGACAAAACCGGAAAGGGGTG
CCAAGATGGCGAAGTTGGACGAAACGTTGACGATGCTGAAAGCGCTGACCGATGCGAAAGGCGTCCCGGGCAATGA
GCGGGAAGCGCGCGATGTGATGAAGACATACATAGCTCCGTATGCGGATGAAGTGACAACGGATGGCCTCGGCAGC
TTGATTGCCAAAAAAGAAGGGAAATCGGGCGGGCCGAAAGTGATGATCGCCGGCCATTTGGATGAAGTCGGCTTTA
TGGTGACGCAAATCGACGACAAAGGATTCATCCGCTTCCAAACGCTTGGCGGATGGTGGAGCCAAGTGATGCTCGC
CCAGCGCGTGACGATCGTGACGAAAAAAGGCGACATCACCGGCGTCATCGGTTCGAAGCCGCCGCACATTCTGCCG
CCGGAGGCGCGCAAAAAACCGGTGGAAATCAAAGATATGTTCATCGACATCGGCGCGACAAGCCGCGAGGAAGCGA
TGGAGTGGGGCGTCCGCCCGGGCGATATGATCGTGCCGTATTTTGAATTTACGGTATTGAACAATGAAAAAATGCT
GCTCGCGAAAGCATGGGACAACCGGATCGGCTGTGCGGTCGCCATCGATGTGCTCAAGCAGCTGAAAGGCGTCGAC
CATCCAAACACGGTATACGGCGTCGGCACGGTGCAGGAAGAAGTCGGCTTGCGCGGCGCGCGCACGGCCGCCCAAT
TCATTCAGCCAGATATCGCGTTTGCTGTTGACGTCGGCATTGCCGGCGACACGCCGGGCGTGTCGGAAAAAGAAGC
GATGGGCAAACTCGGCGCCGGCCCGCACATCGTCTTGTACGACGCAACGATGGTGTCGCACCGCGGCTTGCGCGAA
TTTGTCATCGAAGTGGCGGAAGAGCTCAACATTCCGTACCATTTTGATGCCATGCCAGGCGGCGGTACGGACGCGG
GAGCGATTCACTTAACCGGCATCGGCGTTCCGTCGCTCACGATTGCCATCCCGACGCGCTACATCCACTCGCACGC
CGCCATTTTGCACCGCGACGACTACGAAAACACGGTCAAGCTGCTTGTTGAGGTGATCAAACGGCTTGACGCCGAC
AAAGTGAAACAACTGACGTTTGACGAA

Figura 21A: Secuencia nucleotidica del fragmento M1 G. kaustophilus CECT4264
clonado en pJMC104, mostrandose en gris el codén de inicio y presentado un 100%
de homologia con respecto a la secuencia tedrica G. kaustophilus NRBC102445.

ATGGCGAATGATTCATTTTGCCAATCGTCAGCCTTTTCAAGTATAATAAAAAAGTGGACAAAACCGGAAAGGAGTG
CCAAGATGGCGAAGTTGGACGAAACGTTGACGATGCTGAAAGCGCTGACCGATGCGAAAGGCGTCCCGGGCAATGA
GCGGGAAGCGCGCGATGTGATGAAGACATACATAGCTCCGTATGCGGATGAAGTGACAACGGATGGCCTCGGCAGC
TTGATEGCCAAAAAAGAAGGGAAATCEGGCGGGCCGAAAGTGATGATCGCCGGCCATTTGGATGAAGTCGGCTTTA
TGGTGACGCAAATCGACGACAAAGGCTTCATCCGCTTCCAAACGCTTGGCGGATGGTGGAGCCAAGTGATGCTCGC
CCAGCGCGTGACGATCGTGACGAAAAAAGGCGACGTCACCGGCGTCATCGGTTCGAAGCCGCCGCACATTCTGCCG
CCGGAGGCGCGCAAAAAACCGGTGGAAATCAAAGATATGTTCATCGACATCGGCGCGACAAGCCGCGAGGAAGCGA
TGGAGTGGGGCGTCCGCCCGGGCGATATGATCGTGCCGTATTTTGAATTTACGGTATTGAACAATGAAAAAATGCT
GCTCGCGAAAGCATGGGACAACCGGATCGGCTGTGCGGTCGCCATCGATGTGCTCAAGCAGCTGAAAGGLGTCGAC
CATCCAAACACGGTATACGGCGTCGGCACGGTGCAGGAAGAAGTCGGCTTGCGCGGCGCGCGCACGGCCGCCCAAT
TCATTCAGCCGGATATCGCCTTTGCGGTGGATGTCGGCATTGCCGGCGATACACCGGGCGTGTCGGAAAAAGAAGC
GATGGGCAAACTCGGCGCCGGCCCGCACATCGTCCTGTACGACGCGACGATGGTGTCGCACCGCGGCTTGCGCGAA
TTCGTCATCGAATTGGCGGAAGAGCTGAACATTCCGTACCATTTTGATGCCATGCCGGGCGGCGGTACGGATGCGG
GAGCGATTCATTTAACGGGCAGCGGCGTTCCGTCGCTCACGATCGCCATCCCGACGCGCTACATCCACTCGCACGC
CGCCATTTTGCATCGCGACGACTACGAGAACACGGTCAAGCTGCTTGTCGAAGTGATCAAACGGCTTGACGCCGAC
AAAGTGAAACAACTGACGTTTGACGAA

Figura 21B: Secuencia nucleotidica del fragmento M1 G. stearothermophilus.
CECT49 clonado en pJMC120, mostrandose en gris el coddn de inicio y en verde los
7 nucledtidos de diferencia respecto a la secuencia tedrica G.stearothermophilus B5.

En el caso de la proteina M2, los plasmidos de expresion eran pJMC108 (gen
amplificado a partir de G. kaustophilus CECT4264), pJMC110 (gen amplificado a
partir de G. stearothermophilus CECT43) y pJMC122 (gen amplificado a partir de G
stearothermophilus CECT49). La secuencia obtenida a partir del plasmido pJMC108,
no hibrid6 con el gen tedrico al hacer el analisis por homologia de secuencia mediante
BLAST por lo que fue descartado. Por otro lado, las secuencias de pJMC110 y
pJMC122 resultaron ser iguales. La figura 22, muestra la secuencia del fragmento M2
de G. stearothermophilus CECT49, la secuencia tuvo un tamafio de1101 nt, mostrando
una diferencia de 143 nt lo que se traduce en 27 aminoacidos diferentes con respecto
a la tedrica de G. stearothermophilus B5 (Figura 16 Anexo I).
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ATGAATGAGGACACGCTGCAATTATTECAAACGTTGACCGAGCTIECCAGGLCGCACCGGGTTATGAACATCCGGTGC
GGCAGTTTATGCGCCAAGAGCTECGCGAAATACGCCGATGACATTIGTGCAAGACCGLCTCGGGAGCLETTTTCGGCGT
CAAACGCGGTGATGAGGCEGGCCCGACGGTGATGGTCGCCGGECATATGGATGAAGTCGGATTTATGGTGACAGCG
ATCACGGATCACGGCATGATICGITTECAGCCGCTAGGAGGCTGGTGGGATCAAGTGCTGCTCGCCCAGCGCGTGC
AGATTATCACGGACGGAGGGCCGGTCATCGGCGTGEGATCGGEGTCGATTCCGCCGCATTTGCTTGATGAGGAGCAGCG
CAAAAAACCGATGGAGATCAAAAACATGITGATTGACATCGGAGCGGAAAGCCGIGAAGATGCCGAACGAGTCGGC
ATTCGCCCCGGCCAGCCGATCGTGCCGGTCAGCCCGTTTACETTGCTTGCCAACGGAAAAACCGTGATGGCAAAAG
CGTGGGACAATCGGTTTGGCTGCGGATTGGCGATCGAGCTGIETAAAAGAGCTGAACGGCGAAACAGTGCCGAACGT
CTTGTACGCAGGGGCGACLGTGCAGGAAGAGGTCGGGCTGCGTGGGGCLECAGACGGCGGCITICGATGATCAALCCCG
GACATCTTITTTGCCCTGGAAGCAAGCCCGGCLAACGATATGICCGGCGACAAGCAGGCGTTEGGCCATATCGGLA
AAGGAGCGCTCATCCGCTTGTACGACCGGACGATGATIACGCACCGCGGCATGCGCGAATTTGTGCTEGATACGGC
GGAAACGATCGGCGTECCGTACCAGTTTTTCATTTCCCCAGGCGGEGGAACCGACGCCGGGCGEGTGCATATCGCC
AACCGCGGCGTGCCETCGGCGGTGATCGGCATTTGCGCCCGCTACATTCATACGCATGCGIECGATCATTCATGTCG
ACGATTACGCGGCGGCEAAACAGCTCATCGTTGAGCTCGTECAAACGGTGCGACCGGACAACGGTEGAGACGATTICG
CCAAAACAGCCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

Figura 22: Secuencia nucleotidica del fragmento M2 de G. stearothermophilus
CECT49 clonado en pJMC122, mostrandose en gris el codon de inicio y en verde los
143 nt de diferencia respecto a la secuencia tedrica de G. stearothermophilus B5.

Para finalizar con el analisis de ambas secuencias estas se tradujeron hasta
aminoacidos obteniendo las secuencias presentadas en las figuras 23 y 24. La
secuencia aminoacidica de la proteina Gs49M1 (Figura 23), presenta 389 residuos con
una masa molecular de 43kDa, mientras que la proteina Gs49M2 contenida pJMC122
(Figura 24), presenta 359 residuos con una masa molecular de 42kDa.

El tamafio descrito en bibliografia para las diferentes Endoglucanasas varia desde
37 kDa para Bacillus licheniformis (Liu y col., 2018) hasta 72 kDa para la aislada de
Clostridium thermocellum (Jantasaeng y col., 2019). Nuestro resultado esta en
consonancia con el tamafio descrito para Geobacillus sp. 70PC53 que mostré un
tamafode 43 kDa (Ng y col., 2009). Estos autores destacan la versatilidad de utilizar
enzimas con alta estabilidad térmica que sumado a las pocas Endoglucanasas descritas
hasta la fecha dentro del género Geobacillus, evidencian la gran importancia de estas
nuevas enzimas encontradas en Geobacillus stearothermophilus CECT49.

MANDSFCQSSAFSSIIKKWTKPERSAKMAKLDETLTMLKALTDAKGVPGNEREARDVMKTYIAPYADEVTTDGLGS
LIAKKEGKSGGPKVMIAGHLDEVGFMVTQIDDKGFIRFQTLGGWWSQVMLAQRVTIVTKKGDVTGVIGSKPPHILP
PEARKKPVEIKDMFIDIGATSREEAMEWGVRPGDMIVPYFEFTVLNNEKMLLAKAWDNRIGCAVAIDVLKQLKGVD
HPNTVYGVGTVQEEVGLRGARTAAQFIQPDIAFAVDVGIAGDTPGVSEKEAMGKLGAGPHIVLYDATMVSHRGLRE
FVIELAEELNIPYHFDAMPGGGTDAGAIHLTGSGVPSLTIATIPTRYIHSHAAILHRDDYENTVKLLVEVIKRLDAD
KVKQLTFDE

Figura 23: Secuencia aminoacidica de la proteina Gs49ML1. Se resalta el primer
aminoacido metionina sombreada en gris.

MNEDTLQLFQTLTELPGAPGYEHPVRQFMRKELEKYADDIVQDRLGSLEFGVKRGDEAGPTVMVAGHMDEVAFMVTA
ITDNGMIRFQPLGGWWDQVLLSQRVQIITDGGPVIGVIGSIPPHLLDEEQRKKPMEMKNMLIDIGAESREDAERVG
VRPGQPIVPVSPFTVLANGKTVMAKAWDNREFGCGLAIELLKELNGETVPNVLYAGATVQEEVGLRGAQTAAAMINP
DIFFALEASPANDMSGDKQAFGHIGKGALIRLYDRTMITHRGMREFVLDTAETIGVPYQFFISPGGGTDAGRVHIA
NRGVPSAVIGICARYIHTHASIIHIDDYAAAKQLIVELVKRCDRTTVETIRQNS

Figura 24: Secuencia aminoacidica de la proteina Gs49M2. Se resalta el primer
aminoacido metionina sombreada en gris.

Las secuencias de aminoacidos de M1y M2 de G. stearothermophilus CECT49 se

compararon con las secuencias aminoacidicas de las ambas Endoglucanasas de G.
stearothermophilus B5. En la figura 14 del Anexo | se pone en evidencia la elevada
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homologia de secuencia para M1, ya que ambas presentan un 99% de similitud,
diferenciandose unicamente en 3 aminoacidos. Sin embargo, para la Endoglucanasa
M2 la homologia de secuencia es menor, existiendo 27 aminodacidos diferentes lo que
supone una homologia del 92,5% (Figura 16 Anexo ).

6.7. Analisis de las secuencias.

Como sabemos E. coli es una bacteria ampliamente utilizada en la expresion de
proteinas recombinantes gracias a su facilidad de manejo y crecimiento, asi como el
buen conocimiento de su genética. Es por ello que el uso 6ptimo de codones en las
secuencias a expresar aumenta la velocidad de traduccion. La presencia de codones
raros en genes altamente expresados puede reducir la velocidad de traduccion en
incluso alterar la traduccién de otros genes que utilizan el mismo codén (Frumkina y
col., 2018; Carmignotto y col., 2019).

En 1990, gracias al estudio S. Anderson (Anderson y col., 1990) se establecio que la
tasa promedio de traduccion de los codones bacterianos era de 12 aminoacidos por
segundo. Por ejemplo, si se compara la tasa del codon GAA con el codon GAG, siendo
ambos codones comunes para Glu, el triplete GAA se traduce 3 veces mas rapido que
la cadena de GAG (Anderson y col., 1990). Es por ello que se deduce que la
composicion de nucleotidos de la secuencia que codifica nuestra proteina podria
afectar drasticamente a su expresion.

Con ayuda del programa Caltor (https://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html) se
analizaron las secuencias de ambas Endoglucanasas, en busca de codones raros en su
secuencia.

Para el caso de la Endoglucanasa M1 de G. stearothermophilus CECT49 (pJMC120)
se encontraron 29 codones raros de 389, es decir, un 7,5%, distribuidos en toda la
secuencia del gen (Figura 17 Anexo I, Tabla 6), mientras que para la secuencia de la
Endoglucanasa M2 de G. stearothermophilus CECT49 (pJMC122), se encontraron 37
codones raros de 367, es decir, un 10%, distribuyéndose de nuevo a lo largo de toda la
secuencia del gen (Figura 18 Anexo I, Tabla 7).

Tabla 6: Codones presentes en la secuencia de la enzima Endoglucanasa M1 de G.
stearothermophilus CECT49. Se han encontrado un total de 29 codones raros
uniformemente distribuidos en la secuencia genémica

Aminoacido  Codon Frecuencia Posicion
raro de aparicion
Arginina CGG 3 52,211, 374
AGG 1 241
Glicina 2 119, 330
GGG 2 83, 87
Isoleucina AUA 3 15, 16, 62
Treonina ACG 18 34, 36, 71, 104, 116, 131, 134, 195, 232, 238,

250, 295, 327, 335, 343, 348, 366, 386
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Tabla 7: Codones presentes en la secuencia de la enzima Endoglucansa M2 de G.
stearothermophilus CECT49 (pJMC122). Se han encontrado un total de 37 codones
raros uniformemente distribuidos en la secuencia gendmica.

Aminoacido  Codoén Frecuencia Posicién
raro de aparicién

Arginina CGG 6 26, 182, 263, 300, 345, 348
cGA 1 150
Glicina 8 71, 89, 107, 141, 171, 186,255, 295
GGG 7 46, 108, 115, 207, 215, 218, 299
Leucina 1 88
Prolina 1 155
Treonina ACG 13 5, 11, 60, 78, 105, 221, 264, 267, 278, 281, 322,
350, 353

Sharp y Li en 1987 propusieron el “indice de adaptacion de codones, (CAI)”. Este
indice varia de 0 a 1, siendo el valor de 1, si el gen utiliza codones usados
frecuentemente en el sistema heterélogo de expresion o 0 si no los utiliza (Sharp y Li,
1987). Al calcular del indice de adaptacion de los codones (Codon Adaptation Index,
CAl) de las secuencias de estudio se obtuvo un valor de 0,74 para M1y 0,71 M2. Si
sumamos estos indice CAIl a los porcentajes de codones raros presentes en las
secuencias, cercanos al 10% indicando una posible dificultad a la hora de expresar
ambas proteinas en E. coli.

6.8. Expresion de las proteinas recombinantes.

Debido a que de la cepa G. kaustophilus CECT4264 Unicamente se ha verificado la
secuencia del fragmento M1, y ademés de Geobacilus stearothermophilus CECT43
solamente se obtuvo secuencia de M2, se decidio trabajar a partir de esta etapa con
Geobacilus stearothermophilus CECT49 ya se habia obtenido la secuencia tanto de
M1 como de M2. Se procedié a la expresion en varias cepas de E. coli (C43, IMC109,
y BL21) con los plasmidos pJMC120 y pJMC122

Para el crecimiento, induccion de las células recombinantes y su posterior ruptura
el protocolo a seguir fue el descrito en los apartados 5.12. y 5.13. de Métodos
Experimentales. Para evaluar qué cepa de E. coli era la 6ptima produciendo proteina
recombinante tanto para M1 como M2 se realizaron electroforesis de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes, con dodecil sulfato sodico (SDS-PAGE).

A partir del estudio de secuencia aminoacidica conocemos la masa molecular
teorica para el monomero de la enzima M1, que es de 43 kDa (pJMC120) y de 42 kDa
para M2 (pJMC122), ambas de G. stearothermophilus CECT49. De esta manera
podemos visualizar la proteina recombinante en una SDS-PAGE. Se realizo un estudio
preliminar de induccion con la concentracion de inductor estandar 0,2% de ramnosa
para expresar M1 contenida en el plasmido pJMC120y 0,5 mM de IPTG para inducir
la expresion de M2 contenida en el plasmido pJMC122. En la figura 25 se observan
las bandas de proteinas correspondientes a los cultivos de tres cepas de E. coli no
inducidas e inducidas, y en este ultimo caso, precipitado y sobrenadante inducido. Las
condiciones de induccion fueron 32 °C durante 12 horas. En todos los casos la proteina
guedaba mayoritariamente en el precipitado.
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Figura 25: Calle 1: Marcador de Masa Molecular. Calle 2: Cultivo no inducido E.
coli BL21 pJMC120. Calle 3: E. coli BL21 pJMC120 precipitado inducido. Calle
4: E. coli BL21 pJMC120 sobrenadante inducido. Calle 5: Cultivo no inducido E.
coli C43 pJMC120. Calle 6: E. coli C43 pJMC120 precipitado inducido. Calle 7:
E. coli C43 pJMC120 sobrenadante inducido. Calle 8: Cultivo no inducido E. coli
JM109 pJMC120. Calle 9: E. coli IM109 pJMC120 precipitado inducido. Calle
10: E. coli IM109 pJMC120 sobrenadante inducido.

Siguiendo la misma estrategia, se ha estudiado la expresion de M2 contenida en el
plasmido pJMC122, pero en este caso la induccion fue a 37 °C manteniendo el tiempo
de induccidn toda la noche. Los resultados de la expresion en las tres cepas de bacterias
se recogen en la figura 26.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

r——

Figura 26: Calle 1: Marcador de Masa Molecular. Calle 2: Cultivo no inducido
E. coli C43 pJMC122. Calle 3: E. coli C43 pJMC122 precipitado inducido. Calle
4: E. coli C43 pJMC122 sobrenadante inducido. Calle 5: Cultivo no inducido E.
coli JM109 pJMC122. Calle 6: E. coli JM109 pJMC122 precipitado inducido.
Calle 7: E. coli JIM109 pJMC122 sobrenadante inducido. Calle 8: Cultivo no
inducido E. coli BL21 pJMC122. Calle 9: E. coli BL21 pJMC122 precipitado
inducido. Calle 10: E. coli BL21 pJMC122 sobrenadante inducido.

43



Trabajo Fin de Grado Nerea Rodriguez Pardo

Como pudimos comprobar, mayoritariamente quedaba la proteina expresada en el
precipitado. Estos resultados corroboran los analisis tanto de indice CAl como de
presencia de codones raros en la secuencia de ambos genes. Sera necesario realizar
nuevas expresiones utilizando condiciones mas relajadas ya sea bajando la temperatura
de induccion o la concentracion de inductor. Por otro lado, también se pueden utilizar
cepas capaces de expresar codones raros como puede ser E. coli Rossetta.

6.9. Medida de la actividad de las proteinas recombinantes.

Para poder determinar la actividad de las enzimas expresadas, se llevo a cabo un
andlisis sobre CMC (Carboximetilcelulosa). Para la medida de la actividad se siguid
el protocolo descrito en el apartado 5.15. de Métodos Experimentales.

En primer lugar, se realizd una recta patron poder cuantificar la actividad fue
necesario realizar una recta patron para determinar el coeficiente de extincién molar
del producto de la reaccidn, en nuestro caso xilosa. Se utilizé una concentracion inicial
de 10 mg/mL de xilosa y se prepararon muestras de entre 0-250 pg, en un volumen
final de 100 pL, para las que finalmente se medira su absorbancia, obteniéndose los
resultados de la tabla 8 y figura 27:

Tabla 8: Concentraciones para la construccion de la recta patron de
concentraciones crecientes del producto de la reaccién (xilosa) medida a 540 nm.

Concentracion (ng) Abs 540 nm mg/mL

(v) (x)

0 0 0
25 0,188 0,25
50 0,426 0,5
75 0,763 0,75

100 0,952 1
125 1,165 1,25
150 1,329 1,5
175 1,573 1,75

200 1,743 2
225 1,824 2,25
250 2,056 2,5
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Figura 27: Recta patron de concentraciones crecientes del producto de la reaccion
(xilosa) medida a 540 nm.

Del resultado de la recta patron obtuvimos un valor de € de 0,83 mL «cm™/ mg. La
reaccion enzimatica se llevo a cabo incubando 10 pL de cada uno de los extractos
celulares durante 30 minutos a 40 °C sobre el sustrato CMC. De forma cualitativa
pudimos comprobar que para M1 la mejor actividad se encontro en las cepas inducidas
en C43 mientras que para M2 se obtuvieron los mejores resultados en BL21. En la
figura 28 se puede apreciar un incremento en la intensidad de color en la cepa C43
pJMC120 y BL21 pJMC122, no apreciando diferencias con respecto al control en el
caso de JM109, para ninguno de los plasmidos.

Blanco JMC120 - Blanco JMC122- Blanco JMC122-
E. coli C43 E. coli BL21 E. coli IM109

Figura 28: Representacion colorimétrica de la actividad Endoglucanasa de las
diferentes cepas de E. coli conteniendo los plasmidos JIMC120 y pJMC122

Los resultados de la medida de actividad se recogen en la tabla 9 y tabla 10. Como
podemos observar la expresion en la cepa C43 es la que mostré mejores resultados
cuando se expresé la enzima Endoglucanasa M1 (pJMC120), siendo BL21 la mejor
cepa para la expresion de M2 (pJMC122).
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Tabla 9: Evaluacion de la actividad Endoglucanasa M1 expresada en diferentes
cepas de E. coli.

Plasmido Cepas de E. coli Absorbancia [AzUcar
Reductor
obtenido]
(mg/mL)

C43 0,142 0,17

pJMC120 JM109 0,068 0,08

BL21 0,071 0,08

Tabla 10: Evaluacion de la actividad Endoglucanasa M2 expresada en diferentes
cepas de E. coli.

Plasmido Cepas de E. coli Absorbancia [Azucar
Reductor
obtenido]
(mg/mL)

BL21 0,160 0.19

pIMC122 IM109 0,064 0.08

C43 0,070 0.08

Estos estudios de actividad para las Endoglucanasas M1 y M2 de Geobacillus
stearothermophilus CECT49 son preliminares, siendo el punto de partida para la
puesta a punto de la expresion y purificacion a gran escala de esta nueva enzima en
futuros trabajos.
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7. CONCLUSIONES

1. Mediante el estudio de homologia de secuencia se han encontrado 2 posibles
Endoglucansas, M1 y M2 en los organismos termofilos Geobacillus
kaustophilus CECT 4264 y Geobacillus stearothermophilus CECT43 y 49.

2. Utilizando la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa se han logrado
amplificar los fragmentos de ADN codificantes para M1 y M2 en ambas
especies de Geobacillus. La clonacion en el vector de subclonado pTOPO
facilito la posterior insercion de los fragmentos amplificados en los vectores
de expresion pJOE4036.1y pET21b+.

3. La secuenciacion de los 6 fragmentos clonados fue positiva para 4 de ellos,
mostrando M1 de G. kaustophilus CECT4264 un 100% de homologia con la
secuencia tedrica y M1 de G. stearothermophilus CECT49 Unicamente 3
aminoacidos de diferencia respecto a la descrita. Las secuencias M2, fueron
positivas las dos de G. stearothermophilus (CECT43 y 49), mostrando una
misma secuencia. En este caso la homologia para M2 disminuy6 sensiblemente
respecto a la secuencia teorica presente en el GenBank, ya que se encontraron
27 aminoécidos diferentes

4. Se haabordado la expresion preliminar de las Endoglucanasas M1y M2 de G.
stearothermophilus CECT49 en diferentes hospedadores de E. coli. Las
electroforesis de proteinas de M1 y M2, mediante SDS-PAGE, muestran la
presencia de proteina a 43kDa en la fraccion soluble, pero también en el
precipitado, poniendo de manifiesto la necesidad de optimizar las condiciones
de expresion.

5. Por Gltimo, se evalud la posible actividad de las Endoglucanasas M1y M2 de
G. stearothermophilus CECT49 presente en la fraccion soluble de las células
recombinantes de E. coli sobre el sustrato carboximetil celulosa. La mayor
actividad para M1 se encontrd en la cepa C43, mientras que para M2 la mejor
cepa de expresion fue BL21.
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ANEXO 1

Secuencia de partida para la Endoglucanasa M1 de Geobacillus sp. WSUCF1,
con numero de accesion ATC0O01000152.1.

ATGGCGAATGATTCATTTTGCCAATCGTCAGCCTTTTCAAGTATAATAAAAAAGTGGACAAAACCGGAAAGGGGTGCC
AAGATGGCGAAGTTGGACGAAACGTTGACGATGCTGAAAGCGCTGACCGATGCGAAAGGCGTCCCGGGCAATGAGCGG
GAAGCGCGCGATGTGATGAAGACATACATAGCTCCGTATGCGGATGAAGTGACAACGGATGGCCTCGGCAGCTTGATC
GCCAAAAAAGAAGGGAAATCGGGCGGGCCGAAAGTGATGATCGCCGGCCATTTGGATGAAGTCGGCTTTATGGTGACG
CAAATCGACGACAAAGGATTCATCCGCTTCCAAACGCTTGGCGGATGGTGGAGCCAAGTAATGCTCGCCCAGCGCGTG
ACGATCGTGACGAAAAAAGGCGACATCACCGGCGTCATCGGTTCGAAGCCGCCGCACATTCTGCCGCCGGAGGCGLCGC
AAAAAACCGGTGGAAATCAAAGATATGTTCATCGACATCGGCGCGACAAGCCGCGAGGAAGCGATGGAGTGGGGCGTC
CGCCCGGGCGATATGATCGTGCCGTATTTTGAATTTACGGTATTGAACAATGAAAAAATGCTGCTCGCGAAAGCATGG
GACAACCGGATCGGCTGTGCGGTCGCCATCGATGTGCTCAAGCAGCTGAAAGGCGTCGACCATCCAAACACGGTATAC
GGCGTCGGCACGGTGCAGGAAGAAGTCGGCTTGCGCGGCGCGCGCACGGCCGCCCAATTCATTCAGCCGGATATCGCC
TTTGCGGTGGATGTCGGCATTGCCGGCGATACACCGGGCGTGTCGGAAAAAGAAGCGATGGGCAAACTCGGCGCLGGL
CCGCACATCGTCCTGTACGACGCGACGATGGTGTCGCACCGCGGCTTGCGCGAATTCGTCATCGAAGTGGCGGAAGAG
CTGAACATTCCGTACCATTTTGATGCCATGCCGGGCGGCGGTACGGATGCGGGAGCGATTCATTTAACGGGCAGCGGC
GTTCCGTCGCTCACGATCGCCATCCCGACGCGCTACATCCACTCGCACGCCGCCATTTTGCATCGCGACGACTACGAG
AACACGGTCAAGCTGCTTGTCGAAGTGATCAAACGGCT TGACGCCGACAAAGTGAAACAACTGACGTTTGACGAA-

Figura 1: Secuencia de partida para la Endoglucanasa M1 de Geobacillus sp
WSUCFL1, con nimero de accesion ATC001000152.1. Se marca en amarillo el codén de
inicio del gen (ATG) y en rosa en el codon de terminacion (TAA).

Secuencia de partida para la Endoglucanasa M2 de Geobacillus sp. WSUCF1,
con numero de accesion ATC0O01000242.1.

ATGATGAATGAGGACACGCTGCAATTATTCCAAACGTTGACCGAGCTTCCAGGCGCACCGGGTTATGAACATCCGGTG
CGGCAGTTTATGCGCAAAGAGCTCGAGAAATACGCCGATGACATTGTGCAAGACCGCCTCGGGAGCCTTTTCGGCGTC
AAACGCGGCGATGAGGCGGGCCCGACGGTGATGGTTGCCGGCCATATGGATGAAGTCGCATTTATGGTGACGGCGATC
ACCGACAATGGCATGATTCGGTTTCAGCCGCTCGGCGGCTGGTGGGATCAAGTGCTGCTCTCCCAGCGCGTGCAGATT
ATCACGGACGGAGGGCCGGTCATCGGCGTGATCGGGTCGATTCCGCCGCATTTGCTTGATGAGGAGCAGCGCAAGAAA
CCAATGGAGATGAAAAACATGTTGATTGACATCGGAGCGGAAAGCCGTGAAGATGCCGAACGAGTCGGCGTCLCGLCCC
GGTCAGCCGATCGTGCCGGTCAGCCCATTCACGGTGTTGGCCAACGGAAAAACCGTGATGGCAAAAGCGTGGGACAAT
CGGTTTGGCTGCGGGTTGGCGATCGAGCTGTTAAAAGAGCTGAACGGCGAAACAGTGCCGAACGTCTTGTACGCTGGA
GCGACTGTGCAGGAAGAGGTCGGGCTGCGTGGGGCCCAGACGGCGGCAGCGATGATCAACCCGGATATCTTTTTCGCC
TTGGAAGCCAGCCCGGCCAACGACATGTCCGGCGACAAGCAGGCGTTCGGCCATATCGGCAAAGGGGCGCTCATCCGC
TTGTACGACCGGACGATGATTACGCACCGCGGCATGCGCGAGTTTGTGCTTGACACCGCGGAAACGATTGGCGTCCCG
TATCAGTTTTTCATTTCCCCAGGCGGCGGAACCGACGCCGGGCGGGTCCATATCGCCAACCGCGGCGTGCCGTCGGLG
GTGATCGGCATTTGCGCCCGCTACATTCATACGCATGCGTCGATCATTCATATCGATGATTACGCGGCGGCCAAACAG
CTCATCGTTGAGCTCGTCAAACGGTGCGACCGGACGACGGTCGAGACGATTCGCCAAAACAGC-

Figura 2: Secuencia de partida para Endoglucanasa M2 de Geobacillus sp. WSUCF1,
con numero de accesion ATC001000242.1. Se marca en amarillo el codon de inicio del
gen (ATG) y en rosa en el codon de terminacion (TGA).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/523426764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/523426764
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Figura 3: Comparacion de las secuencias de la Endoglucanasa M1 de Geobacillus
kaustophilus NRBC102445 y Geobacillus kaustophilus HTA426 que son iguales para M1.

gtggcgaatgattcattttgccaatcgtcagecttttcaagtataataaaaaagtggaca
gtggcgaatgattcattttgccaatcgtcagecttttcaagtataataaaaaagtggaca
Ak hkhkhkhhhh kA hkhhhhhhkhkhhhhhkhhkhkhhhhhkhrhkhhhhhkhrkhkhhhhhkrrkkdkhhkhkkxkkk
aaaccggaaaggggtgccaagatggcgaagttggacgaaacgttgacgatgctgaaageg
aaaccggaaaggggtgccaagatggcgaagttggacgaaacgttgacgatgctgaaageg
Ak hkhkhkhhhh kA hkhhhhh kA bk hhhkhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhkhrkhkdkhhhhkrrkkdkhhkhkkkkk
ctgaccgatgcgaaaggcgtcccgggcaatgagecgggaagcgecgegatgtgatgaagaca
ctgaccgatgcgaaaggcgtcccgggcaatgagecgggaagcgecgegatgtgatgaagaca
Ak hkhkhkhhhh kA hkhhhhh kA bk hhhhhkhkhhhhhhhkhkdkhhhhkrhrkhkhkhhhhkrrkhkhhkhkhkkkkk
tacatagctccgtatgcggatgaagtgacaacggatggcctcggcagettgattgecaaa
tacatagctccgtatgcggatgaagtgacaacggatggcctcecggcagettgattgecaaa
Ak hkhkhkhhhh kA hkhhhhh kA bk hhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhrrhkhkhhhhrkrhkhkhhkhkhkkkkk
aaagaagggaaatcgggcgggccgaaagtgatgatcgccggecatttggatgaagtcgge
aaagaagggaaatcgggcgggccgaaagtgatgatcgccggcecatttggatgaagtcgge

Kk kkhkhkhkhhkhhkhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkx*

tttatggtgacgcaaatcgacgacaaaggattcatccgcttccaaacgcttggcggatgg
tttatggtgacgcaaatcgacgacaaaggattcatccgcttccaaacgcttggcggatgg
KAk Ak Ak A A A A A A A A Ak A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak khk ok ok ok ok k ok k ko k ok ok ok kx
tggagccaagtgatgctcgcccagcgecgtgacgatcgtgacgaaaaaaggcgacatcacc
tggagccaagtgatgctcgcccagecgecgtgacgatcgtgacgaaaaaaggcgacatcacc
KAk Ak Ak A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak khk ok ok ok ok k ok k ok ko k ok ok k%%
ggcgtcatcggttcgaagccgecgcacattcectgecgecggaggegegecaaaaaaccggtg
ggcgtcatcggttcgaagececgecgcacattcectgeccgecggaggegegecaaaaaaccggtg
KA A Ak Ak A A A A A A A A Ak A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak hkhk ok ok ok ok ok ok k ok k ko k ok ok k%%
gaaatcaaagatatgttcatcgacatcggcgcgacaageccgecgaggaagegatggagtgg
gaaatcaaagatatgttcatcgacatcggcgcgacaageccgecgaggaagegatggagtgg
KAk kA kA hhkhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhhhkhhkhrxhhkhdkhhkrhkrhkrhkhkhkhkhkkhkhhxkx
ggcgtccgecccgggcgatatgatecgtgecgtattttgaatttacggtattgaacaatgaa
ggcgtccgecccgggcgatatgatcecgtgecgtattttgaatttacggtattgaacaatgaa
KAk hhk kA hhhhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhhhhkhhkhhkhhhkhhkhrhhkhhkhhkrhkrhkrhkhkhkkhkhkhhxkx
aaaatgctgctcgcgaaagcatgggacaaccggatcggctgtgeggtegecatcgatgtyg
aaaatgctgctcgcgaaagcatgggacaaccggatcggctgtgecggtegecatcgatgtyg
KAk hhk kA hhhhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhhhkhhkhrhhkhhkhhkrhkrhkrhkhkhkkhkhkkhhhxkx
ctcaagcagctgaaaggcgtcgaccatccaaacacggtatacggcecgtcecggcacggtgeag
ctcaagcagttaaaaggcgtcgaccatccaaacacggtatacggcgtcggcacggtgecag
hhkkhkhkhhkhkhk * dhhhhhhkrhhhhhhhkhhhhhhkhhhkhhhhhrrkhkdkhhhhkrrkkhkhhkhkkrxkk
gaagaagtcggcttgcgcggcgcgegcacggecgeccaattcattcagecagatategeg
gaagaagtcggcttgcgcggcgcecgegcacggecgeccaattcattcageccagatategeg
KAk A A Ak A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA kA Ak Ak Ak k ok ok ok ok k ok ok
tttgctgttgacgtcggcattgccggcgacacgeccgggecgtgtcggaaaaagaagecgatg
tttgctgttgacgtcggcattgccggcgacacgeccgggggtgtcggaaaaagaagecgatg
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A K Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak ok ok ko ko k ok
ggcaaactcggcgceccggeccgcacatecgtecttgtacgacgcaacgatggtgtecgecacecge
ggcaaactcggcgccggeccgcacatecgtettgtacgacgcaacgatggtgtecgecacecge
KA A A A A A A A A A A A A A Ak A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA kA Ak Ak Ak k ok ok ok ok k ok ok
ggcttgcgcgaatttgtcatcgaagtggcggaagagectcaacatteccgtaccattttgat
ggcttgcgcgaatttgtcatcgaagtggcggaagagectgaacatteccgtaccattttgat
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A K Ak Ak Ak Ak Ak Ak k ok ok ok k ok ok
gccatgccaggceggcggtacggacgecgggagegattcacttaaccggecatecggegttecg
gccatgccaggecggecggtacggacgecgggagegattcacttaaccggecatecggegttecg
KA A A A Ak A A A A A A A A Ak A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak Ak hkk ok ok ok ok k ok k
tcgctcacgattgccatcccgacgcgctacatccactcgcacgeccgeccattttgecaccge
tcgctcacgattgccatcccgacgcgctacatccactcgcacgeccgeccattttgcaccge
LR R RS S S S S S S S S S S S ESESESESE SRS SRS S SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE S
gacgactacgaaaacacggtcaagctgcttgttgaggtgatcaaacggcttgacgeccgac
gacgactacgaaaacacggtcaagctgcttgttgaggtgatcaaacggcttgacgeccgac
LR R RS S S S S S S S S S S S ESESESESESE S SRS S SR SRR EEEEEEEEEEEEEEESEEEE S S
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EnGluM1GkaNRBC102445 gtggcgaatgattcattttgccaatcgtcagecttttcaagtataataaaaaagtggaca 60
EnGluMlGsteB5 gtggcgaatgattcattttgccaatcgtcagecttttcaagtataataaaaaagtggaca 60
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhhkhhkrhkrhkrhkdrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrkdkdkxkx
EnGluM1GkaNRBC102445 aaaccggaaaggggtgccaagatggcgaagttggacgaaacgttgacgatgctgaaageg 120
EnGluM1GsteB5 aaaccggaaaggagtgccaagatggcgaagttggacgaaacgttgacgatgctgaaageg 120
khkkhkhkhkhkhkhkhkhkk dhkhkhkhkhkhhkhhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrkhkrhkrhkrhkrhkrkkrkhkdkhkx
EnGluM1GkaNRBC102445 ctgaccgatgcgaaaggcgtcccgggcaatgagcgggaagegcecgcecgatgtgatgaagaca 180
EnGluM1GsteB5 ctgaccgatgcgaaaggcgtcccgggcaatgagcgggaagecgcegecgatgtgatgaagaca 180
khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhhkhhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrkdkdkxkx
EnGluM1GkaNRBC102445 tacatagctccgtatgcggatgaagtgacaacggatggcctcggcagettgattgeccaaa 240
EnGluM1GsteB5 tacatagctccgtatgcggatgaagtgacaacggatggcctcggcagettgatecgecgaaa 240
khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrkdxkx **x **k%*
EnGluM1GkaNRBC102445 aaagaagggaaatcgggcgggccgaaagtgatgatcgecggeccatttggatgaagtegge 300
EnGluM1GsteB5 aaagaagggaaatcaggcgggccgaaagtgatgatcgeccggeccatttggatgaagtegge 300
Kk hkkhkhkhhkhhkhkhhkhkh Ahkhkhhhhhkrrhhhhhhkrhkhhhhkrhhkhkdkhhhhkrrkkhkhhhhkrhkkhkhkrk
EnGluM1GkaNRBC102445 tttatggtgacgcaaatcgacgacaaaggattcatccgcttccaaacgecttggeggatgg 360
EnGluMlGsteB5 tttatggtgacgcaaatcgacgacaaaggcttcatccgcttccaaacgecttggeggatgg 360
Kk khkhkh kA hkhkhkhhhhkrhhkhhhhhkrhhhdhh *hhhhhhhhhkdhhhhkrhkhkdkhhkhkkkkkhkhkhk
EnGluM1GkaNRBC102445 tggagccaagtgatgctcgcccagegegtgacgatcgtgacgaaaaaaggcgacatcace 420
EnGluMlGsteB5 tggagccaagtaatgctcgcccagegegtgacgatcgtgacgaaaaaaggcgacatcace 420
Kk hkhkhkhkhkhhhkhk hhkhhkhhkhkhkhhhhhkhhhhkhhkrhkrhkrhhkhhkhkhkhkhrkhkrkhkhkhkdkhkhkhhhxhxkh*k
EnGluM1GkaNRBC102445 ggcgtcatcggttcgaagccgecgcacattctgecgeccggaggecgegcaaaaaaccggtg 480
EnGluMlGsteB5 ggcgtcatcggttcgaagccgecgcacattctgecgeccggaggecgegecaaaaaaccggtg 480
Kk hkhhkhkhkhhhhrkhhkhhkhhkhhkhkhrkhhkhhkhhkhhkrhkrkhkrhhkhkhkhkhkrkhrkhkxkhhkhkdkhkhkrhhxhkkxk*k
EnGluM1GkaNRBC102445 gaaatcaaagatatgttcatcgacatcggcgcgacaagccgecgaggaagcgatggagtgg 540
EnGluMlGsteB5 gaaatcaaagatatgttcatcgacatcggcgcgacaagccgecgaggaagcgatggagtgg 540
LRSS S S S S S S S S S S SSESSSSSESSEE SRS R SRR R R R R EEEEEEEEEEEEEEEEESES
EnGluM1GkaNRBC102445 ggcgtccgceccecgggecgatatgategtgeegtattttgaatttacggtattgaacaatgaa 600
EnGluM1GsteB5 ggcgtccgceccecgggcecgatatgategtgeegtattttgaatttacggtattgaacaatgaa 600
EEE RS RS RS RS RS R R R RS RS R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEESESES
EnGluM1GkaNRBC102445 aaaatgctgctcgcgaaagcatgggacaaccggatcggctgtgeggtegecategatgtg 660
EnGluM1GsteB5 aaaatgctgctcgcgaaagcatgggacaaccggatcggctgtgeggtecgecategatgtg 660
LR RS RS RS RS RS R R RS RS RS R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEESEESE]
EnGluM1GkaNRBC102445 ctcaagcagctgaaaggcgtcgaccatccaaacacggtatacggcecgtcggcacggtgecag 720
EnGluM1GsteB5 ctcaagcagctgaaagglgtcgaccatccaaacacggtatacggcgtcggcacggtgcag 720
LR RS RS RS RS EEEEEEIEESEEEEEEE R EEEEEEEEEEEEEEEEEEESESES
EnGluM1GkaNRBC102445 gaagaagtcggcttgcgecggecgegegecacggecgeccaattcattcageccagatategeg 780
EnGluM1GsteB5 gaagaagtcggcttgcgecggecgegegcacggecgeccaattcattcageecggatategee 780
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhkrhkhkhkhkhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkdx *hkhkhkixk
EnGluM1GkaNRBC102445 tttgctgttgacgtcggcattgccggecgacacgeccgggecgtgtcggaaaaagaagecgatg 840
EnGluMlGsteB5 tttgclgtggalgtcggcattgccggcgalaclccgggcgtgtcggaaaaagaagcgatg 840
Khhkkhkkhkk Khkhk Khkhk KAAAAAAAAAAAAAAAA A, K,k A A A A A A A A AAA A A A A A A A AR A AR KA KK
EnGluM1GkaNRBC102445 ggcaaactcggcgccggceccgcacategtecttgtacgacgcaacgatggtgtcgecaccge 900
EnGluMlGsteB5 ggcaaactcggcgccggceccgcacategtectgtacgacgegacgatggtgtcgecaccge 900
KA A A A A A A A A AAAAAAAAAAAAAAAAAAA K, AhA A A A A A A A AA A A A A A A A A A A AR A A KK
EnGluM1GkaNRBC102445 ggcttgcgcgaatttgtcatcgaagtggcggaagagctcaacattcecgtaccattttgat 960
EnGluMlGsteB5 ggcttgcgcgaattlgtcatcgaagtggcggaalagctlaacattccgtaccattttgat 960
hhhkkhkhhkhhhhhhhh (A AAAAAAhAAhAAAAdAdA kA Ahkhkkhk Ak A A A A A A A A A A A A A AR KK
EnGluM1GkaNRBC102445 gccatgccaggcggcggtacggacgcgggagecgattcacttaaccggecatecggegtteceg 1020
EnGluMlGsteB5 gccatgcclggcggcggtacggalgcgggagcgattcalttaaclggcalcggcgttccg 1020
Khhkhkkhkhkhkhkh K hkhkhkhkhhkhhkhhhdhd *Ahkhhkhkhkhkdkhkhkhhhd, *hkkhkkh* *k*,kk* **** k*k*k**x*x%
EnGluM1GkaNRBC102445 tcgctcacgattgccatcccgacgegectacatccactcecgcacgecgecattttgecaccge 1080
EnGluM1GsteB5 tcgctcacgatcgccatcccgacgegectacatccactecgcacgecgecattttgecatecge 1080
Kdhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhk dhhkhkhkhhkhkhkhhkhhhkhkhkhkhkbhkhkhk bk hkhkhk bk hk bk hkhkdkhkhk Ak Ak kA kkkx % k%
EnGluM1GkaNRBC102445 gacgactacgaaaacacggtcaagctgcttgttgaggtgatcaaacggcttgacgeccgac 1140
EnGluM1GsteB5 gacgactacgagaacacggtcaagctgcttgtlgalgtgatcaaacggcttgacgccgac 1140
Khhkhkkhkkhkkhkhkkhkhkkhkhk hhhkhkhkkhkhkkhhkkhhkhkhkhkhkhkhkdhkhkd *k dhkhkhkhkdkhkhkhkhhkhhhhkhhkdhkdkdxkx
EnGluM1GkaNRBC102445 aaagtgaaacaactgacgtttgacgaataa 1170
EnGluM1GsteB5 aaagtgaaacaactgacgtttgacgaataa 1170

Kok khkkkkhkkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkkkkkkk*

Figura 4: Comparacién de las secuencias de las Endoglucanasas M1 de Geobacillus
kaustophilus NRBC102445 y Geobacillus stearothermophilus B5, resaltando en verdes
los nucledtidos no coincidentes.
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EnGluM2GkaNRBC102445 atgaataaggacacgctgcaattattccaaacgttgaccgagcttccaggcgcaccgggt 60
EnGluM2GkaHTA426 atgaataaggacacgctgcaattattccaaacgttgaccgagcttccaggcgcaccgggt 60
Ak hkhkhkhhhh kA hkhhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhkhhkhkhhhhhkhhkhkdkhhhhkrrkkdkhhkhkkkkkk
EnGluM2GkaNRBC102445 tatgaacatccggtgcggcagtttatgcgccaagagctcgecgaaatacgecgatgacatt 120
EnGluM2GkaHTA426 tatgaacatccggtgcggcagtttatgcgccaagagctcgecgaaatacgecgatgacatt 120
Ak hkhkhkhhhh kA hkhhhhhhk Ak bk hhhkhhkhkhhhhhhrkhkhhhhhkhrkhkdkhhhhkrrkkdkhhkhkkkkkk
EnGluM2GkaNRBC102445 gtgcaagaccgcctcgggagecttttecggegtcaaacgeggtgatgaggegggeccgacg 180
EnGluM2GkaHTA426 gtgcaagaccgcctcgggagecttttecggegtcaaacgeggtgatgaggegggeccgacyg 180
Ak hkhkhkhhhh kA hkhhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhrkhkdhhhhkhrkhkhhhhhkrrkkdkhhkhkkkkkk
EnGluM2GkaNRBC102445 gtgatggtcgccggeccatatggatgaagtcggatttatggtgacagecgatcacggatcac 240
EnGluM2GkaHTA426 gtgatggtcgccggeccatatggatgaagtcggatttatggtgacagecgatcacggatcac 240
Ak hkhkhkhhhh kA hkhhhhhhkhkhhhhhkhhkhkhhhhhhhkhkdhhhhkhhkhkdkhhhhkrrkkhkhhkhkkkkkk
EnGluM2GkaNRBC102445 ggcatgattcgtttccagececgectaggaggctggtgggatcaagtgectgetecgeccagege 300
EnGluM2GkaHTA426 ggcatgattcgtttccagececgectaggaggectggtgggatcaagtgectgetecgeccagege 300
LR R R R SRS RS R SRS R SRR R SRS E R E R R R R R R R EEE R RS
EnGluM2GkaNRBC102445 gtgcagattatcacggacggagggccggtcatcggegtgatcgggtecgattecgecgeat 360
EnGluM2GkaHTA426 gtgcagattatcacggacggagggccggtcatcggegtgatcgggtecgattecgecgeat 360
LR R R R SRS R SR SRS R SRR R SRS E R E R R R R R R R R R R R RS
EnGluM2GkaNRBC102445 ttgcttgatgaggagcagcgcaaaaaaccgatggagatcaaaaacatgttgattgacatc 420
EnGluM2GkaHTA426 ttgcttgatgaggagcagcgcaaaaaaccgatggagatcaaaaacatgttgattgacatc 420
KAk Ak Ak A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak ok ok ok ok k ok k ok ko k ok k ok k%
EnGluM2GkaNRBC102445 ggagcggaaagccgtgaagatgccgaacgagtcggcattcgeccecggecagecgategtg 480
EnGluM2GkaHTA426 ggagcggaaagccgtgaagatgccgaacgagtcggcattcgecceggecagecgategtg 480
KAk Ak A A A A Ak A A A A Ak A A Ak Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak ok k ok ok k ok k ko k ok k k%
EnGluM2GkaNRBC102445 ccggtcagecccgtttactttgettgeccaacggaaaaaccgtgatggcaaaagecgtgggac 540
EnGluM2GkaHTA426 ccggtcagecccecgtttactttgettgeccaacggaaaaaccgtgatggcaaaagecgtgggac 540
KAk Ak Ak Ak A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak hk ok ok ok ok ok kkk ko k ok kx
EnGluM2GkaNRBC102445 aatcggtttggctgcggattggcgatcgagectgttaaaagagectgaacggcgaaacagtg 600
EnGluM2GkaHTA426 aatcggtttggctgcggattggcgatcgagectgttaaaagagectgaacggcgaaacagtg 600
KAk hhk kA hhhhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhhhhkhhkhhkhhhkhhkhrhhkhhkhhkrhkrhkrhkhkhkkhkhkhhxkx
EnGluM2GkaNRBC102445 ccgaacgtcttgtacgcaggggcgaccgtgcaggaagaggtcgggectgegtggggeccag 660
EnGluM2GkaHTA426 ccgaacgtcttgtacgccggggcgaccgtgcaggaagaggtcgggetgegtggggeccag 660
Ak hhk kA hhhhhkhhkhhkhhkhhkhhhhkhhhkhhkhhkhkhhkhhkhrxhhkhdkhhkrhkrhkrhkhkhkhkhkkhkhhxkx
EnGluM2GkaNRBC102445 acggcggcttcgatgatcaacccggacatcttttttgecctggaagcaageccggecaac 720
EnGluM2GkaHTA426 acggcggcttcgatgatcaacccggacatcttttttgecctggaagcaageccggecaac 720
KAk kA kA hhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhhhkhhkhrxhhkhhkhhkrhkrhkrhkhkhkkhkkhkhhxkx
EnGluM2GkaNRBC102445 gatatgtccggcgacaagcaggcgttcggccatatcggcaaaggagecgectcatececgettg 780
EnGluM2GkaHTA426 gatatgtccggcgacaagcaggcgttcggccatatcggcaaaggagegectcateecgettg 780
KAk kA kA hhhhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhhkhhkhhkhhhkhhkhrhhkhdkhhkrhkrhkrkhkhkhkkhkkhkhhxkx
EnGluM2GkaNRBC102445 tacgaccggacgatgattacgcaccgcggcatgcgecgaatttgtgettgatacggeggaa 840
EnGluM2GkaHTA426 tacgaccggacgatgattacgcaccgcggcatgecgecgaatttgtgettgatacggeggaa 840
KA A A A A A A A A A A A A A Ak A A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak Ak Ak hkk ok ok ok ok k ok ok
EnGluM2GkaNRBC102445 acgatcggcgtcccecgtaccagtttttcatttccccaggecggecggaaccgacgecgggegg 900
EnGluM2GkaHTA426 acgatcggcgtcccecgtaccagtttttcattteccccaggecggecggaaccgacgeccgggegg 900
KA A A A A A A A A A A A A A Ak A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA kA Ak Ak Ak k ok ok ok ok k ok ok
EnGluM2GkaNRBC102445 gtgcatatcgccaaccgcggcecgtgecgtecggeggtgatcecggecatttgegececgetacatt 960
EnGluM2GkaHTA426 gtgcatatcgccaaccgcggcecgtgeccgtecggeggtgatcggecatttgegececgetacatt 960
KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak Ak Ak k ok ok ok ok k ok ok
EnGluM2GkaNRBC102445 catacgcatgcgtcgatcattcatgtcgacgattacgcggcggccaaacagectcategtt 1020
EnGluM2GkaHTA426 catacgcatgcgtcgatcattcatgtcgacgattacgcggcggccaaacagectcategtt 1020
KA A A A Ak A A A A A A A A Ak A A Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak Ak kA Ak Ak Ak hkk ok ok ok ok k ok k
EnGluM2GkaNRBC102445 gagctcgtcaaacggtgcgaccggacaacggtcgagacgattcgceccaaaacagctga 1077
EnGluM2GkaHTA426 gagctcgtcaaacggtgcgaccggacaacggtcgagacgattcgeccaaaacagctga 1077

R e T T T R R T R R

Figura 5: Comparacién de las secuencias de las Endoglucanasas M2 de Geobacillus
kaustophilus NRBC102445 y Geobacillus kaustophilus HTA426, observandose que son
totalmente iguales.



Trabajo Fin de Grado Nerea Rodriguez Pardo

Comparacion de las secuencias de las Endoglucanasas M2 de Geobacillus
stearothermophilus B5 y Geobacillus kaustophilus NRBC102445.

EnGluM2GsteB5 atgaatgaagaaacgctccaattgtttcagacgttgaccgagctgccgggggecgecggge 60
EnGluM2GkaNRBC102445 atgaatlaggalacgctlcaattlttlcalacgttgaccgagctlcclgglgclccgggt 60
Kdhkkhkkhkkhkk Kk Khk Khhkkhkkhkk Kkhkkhkkhkk kk kk kkkkhkkhkkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkk kk kk kk Kkkkkk
EnGluM2GsteB5 tatgaacatccggtgcgccagtttatgecgccaagagctggcgaagtatgeccgatgaagtg 120
EnGluM2GkaNRBC102445 tatgaacatccggtgcglcagtttatgcgccaagagctlgcgaaatalgccgatga.tl 120
LR R R RS S S S SRS S S S SR IESESEEEEEEEEEEEEEEEEIEEEE SIS SRR RS S *
EnGluM2GsteB5 gtgcaagaccggctcggcagegttttecggegtcaagecgeggecgacgaaaccggeccgacyg 180
EnGluM2GkaNRBC102445 gtgcaagaccglctcgglagclttttcggcgtcaalcgcgglgalga.clggcccgacg 180
KA KA A A KA A A, *hkhkhkk *hkk *hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhdk *hkhkkkx %% %% * kkkkkkkkk
EnGluM2GsteB5 gtgatggtcgccggtcatatggatgaggtcgggtttatggtgacggegatcaccgacaac 240
EnGluM2GkaNRBC102445 gtgatggtcgccgglcatatggatgalgtcggltttatggtgaclgcgatcaclga.ac 240
LR R R RS S S S SRS S SRS SRS EEEEEEIEEEEEIEEEEEEEEEE SIS EEEEEE S * *
EnGluM2GsteB5 ggcatgatccgctttcaaacgctcggcggectggtggaaccaagtgetgectegeccagege 300
EnGluM2GkaNRBC102445 ggcatgatlcglttlca.cgctlgglggctggtgglalcaagtgctgctcgcccagcgc 300
Ak kkkkhkkhkk kkx kk kK Kkkk hk khkkkhkkhkhkkhkk Kk hhkkhkhkhkkkhkhkhkkrkrkkkhkhhkkhkx
EnGluM2GsteB5 gtgcaaattatcacggacaacgggccggtcatcggegtcatcggectegatteccgecgecac 360
EnGluM2GkaNRBC102445 gtgcalattatcacggac-gggccggtcatcggcgtlatcggltcgattccgccgcat 360
dhkhkkk hhkhkkkkkhkkhkkhkkKx Khkkkhkkhkhkhkhkhkhkhhhhkhkhkx K hkhhk *hkkhkhhhhkhxhkkhkhkhk
EnGluM2GsteB5 ctgcttgatgaagagcagcgcaataagccgatggacctgaaaaacatgctcattgacate 420
EnGluM2GkaNRBC102445 Itgcttgatgalgagcagcgcaalaaaccgatggalatlaaaaacatgltlattgacatc 420
Khhkhkkhkhkhkhkkhkx K hkkhkhkkhkhkkhkhrkkhhxk **x *(rxkrxkhkxkxk K khkkkkkkhkhkk Kk kkhkkkkkxkx
EnGluM2GsteB5 ggtgcggaaagccgcgacgacgcggagegcatcggecattegecceggecagecgategtg 480
EnGluM2GkaNRBC102445 gglgcggaaagccglgalgalgclgalcg.tcggcattcgccccggccagccgatcgtg 480
Kk hkhkkhkhkkhkkkhkkkhkkxk Kk kk K*kx xk Kk*k Khhkhkkhkhkhkrkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhxhkkhkkkx*k
EnGluM2GsteB5 ccggtcagcccgtttacgecgttggecgaacgggaagacggtgatggcgaaggegtgggac 540
EnGluM2GkaNRBC102445 ccggtcagcccgtttac-gltlgclaacgglaaaaclgtgatggclaalgcgtgggac 540
Kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk ok kk Ak kk Kk kk kk KAk khkhkhkhkk kk Kk kkkkkkk
EnGluM2GsteB5 aaccggtttggctgcgggttggcgattgaactgectgaaagagectccaaggegetgegett 600
EnGluM2GkaNRBC102445 aalcggtttggctgcgglttggcgatlgagctgltlaaagagct.acggcg-c.tl 600
*hk AKXk A AKX A XA A Ak hkk *hkhkhkhkhkhkkx Kk *kk * *hkkkkkkxx * ok ok ok ok
EnGluM2GsteB5 ccgaacgtcctgtacgccggcecgcgactgtgcaggaagaagtecgggctgegeggggegeag 660
EnGluM2GkaNRBC102445 ccgaacgtcltgtacgclgglgcgaclgtgcaggaagalgtcgggctgcglggggclcag 660
KA KA XA Ak A, AAhkhkhkhkk *k *hhkhkhkh *Nhkhkhkhkhkhkhkhkhkdx *hkhkhkhkhkhkhkhkhkkx *hkkkkx **k*%
EnGluM2GsteB5 acggcggccacgatgatcaatccggacatcttecttecgececttgaggegageccggegaac 720
EnGluM2GkaNRBC102445 acggcggc.cgatgatcaalccggacatcttlttlgccctlgaagclagcccggclaac 720
* ok ok ok ok ok ok ok KA KA XA XA KA h Ahk Ak hkhkhkhkhkhkkx Kk *hkhkhkk **%k **k K hkhkhkhkkk*x **kx*%
EnGluM2GsteB5 gatatgaccggcgacaagcaggcgtttggccatatcgggaaaggagecgectegteegtetg 780
EnGluM2GkaNRBC102445 gatatglccggcgacaagcaggcgttlggccatatcgglaaaggagcgctcltccglttg 780
khkhkhkhkkhk Khkhkkhkhkkhkhkkhhkhhkhkhkhhkhhhkhk hhkhkhkhhkhkkhhkkhkkx *hkhkhkkdkhkkhkrkhkrkhkx *k*kx* * K
EnGluM2GsteB5 tacgaccggacgatgatcacgcaccgcggcatgecgecgaatttgtgetcgatacggecgag 840
EnGluM2GkaNRBC102445 tacgaccggacgatgatlacgcaccgcggcatgcgcgaatttgtgctlgatacggclgal 840
hhkhkkhkhkhhhkhkrkhkhkhhkhkh *hkhkhhhhhkrhhhhhkhhkrhhhhhkhrkrhhkhkd *hxkkxhkkhkhhx **
EnGluM2GsteB5 tcgcttgatgtgeccgtaccaatttttcatttceccecgggecggggggacagacgecgggega 900
EnGluM2GkaNRBC102445 Bcoltco@@gt@ccgtaccaftttttcattteccclggcgg@ogllacByacgccgggcg 900
*x Kk K kk hkhkkkhkhkkk hhkhkhkkkhkkhkkhhkhkhkrkhkk hhkhkhkkx khk kk kkhkkhkhkkrkkkkk
EnGluM2GsteB5 gtccatgtcgccaaccgecggcgtgeccatecggeggtgatecggecatttgegecegetacatt 960
EnGluM2GkaNRBC102445 gtlcatltcgccaaccgcggcgtgccltcggcggtgatcggcatttgcgcccgctacatt 960
Kk hkk hhkhkkhkhkkh Ak Ak hkhhkhhkhhhkhk hhhhhkkhhkdhhhrhhkhhkhhkrhkrhkrhkhkhkkhkhkhkhhxkx
EnGluM2GsteB5 catacgcatgcggcgatcattcatgtcgacgattatgeggcggecgaaagcactcatecgte 1020
EnGluM2GkaNRBC102445 catacgcatgcgtcgatcattcatgtegacgatta@gcggcggcfaaaf@ctcatcgtll 1020
KA A AKX A A A A A A K Ahk A A A Ak Ak Ak A A A A Ak Ak Ak Ak, Ak k kA hkkkk Kk Kk *kkkkkk Kk
EnGluM2GsteB5 gagctcgtgaaacggtgcgaccgggcgacggttgaggcgatccgeccaaaacagetga 1075
EnGluM2GkaNRBC102445 gagctcgtlaaacggtgcgaccgglclacggtlgagacgatlcgccaaaacagctga 1077

kkkkhkkhkk Khhkkhkkhhkkhhkkhhkkhhkkhkhkk * Khkkhkkk *kk *hkkk *khkkhkkhkkhkkkkkkk

Figura 6: Comparacion de las secuencias de las Endoglucanasas M2 de Geobacillus
stearothermophilus B5 y Geobacillus kaustophilus NRBC102445, resaltando en verde los
nucledtidos no coincidentes.
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Enzimas que no cortan al fragmento de Geobacillus kaustophilus NRBC102445
para Endoglucanasa M1.

AatI, Accll3I, Accl6I, Acc65I, AccB7I, AccIII, AclNI, Afl1IT, Af1IITI, AhdI, Alw44I,
AlwNI, AocI, Apal, Apall, Ascl, Asel, AsnI, Asp700I, Asp718I, AspEI,

Aspl, AtsI, AvilI, AvrII, BalIl, BamHI, BbrPI, BbuIl, BcgI, BfrI, BglII,
BlnI, BlpI, BpmI, Bpull0O2I, BsaAI, Bsal, BsaMI, Bse2lI, BseAI, BseRI, BsiI,
BsiMI, BsiWI, BsmBI, BsmI, Bspl20I, Bspl3I, Bspl407I, Bspl720I, Bspl9I,
BspEI, BspHI, BspLUllI, BspMI, BspTI, BsrGI, BssSI, BssTlI, Bst98I, BstEII,
BstI, BstPI, BstSFI, BstSNI, BstX2I, BstYI, Bsu36I, CciNI, CelII, CpoI,
CspI, CvnI, DraIl, DralII, DralIII, DrdI, Eamll05I, EclHKI, Ecol05I, Ecol30I,
Ecol47I, Eco255I, Eco31I, Eco57I, Eco72I, Eco8l1I, Eco91I, EcoNI, Eco01l09T,
Eco065I, EcoRI, EcoTl4I, EcoT22I, ErhI, Espl396I, Esp3I, FauNDI, FselI,
FspI, Gsul, HindIII, Hpal, Kpn2I, KpnI, MfeI, Mf1I, M1luI, MI1uNI, Mphll03I,
MroI, MscI, MspCI, MunI, Mval269I, NcoI, NdeI, NheI, NotI, NsiI, NspI,
PacI, Pael, PaeR7I, Pf123II, Pf1MI, PmaCI, Pmeb55I, PmeI, PmlI, PpulOI,
PpuMI, PshAI, PshBI, Psp5II, PspEI, PspLI, PspOMI, PstI, PstNHI, Rcal,
RsrII, SbfI, Scal, SexAI, SfcI, SfiI, Sfr2741, SgfI, SmiI, SnaBI, Spel,
SphI, SplI, Sse8387I, SseBI, SspBI, Sspl, Stul, StyI, SunI, Swal, TthlllTI,
Van91lI, Vha464I, Vnel, VspIl, Xbal, XcmI, XhoI, XhoII, XmnI, Zsp2I

Figura 7: Enzimas que no cortan al fragmento de Geobacillus kaustophilus
NRBC102445, para Endoglucanasa M1.

Enzimas que no cortan al fragmento de Geobacillus stearothermophilus B5 para
la Endoglucanasa M1.

AatI, AatII, Accll3I, AccleI, Acc65I, AccB7I, AccIII, AclNI, Afl1TII, Af1TIII,
AhdI, Alw44I, AlwNI, AocI, Apal, Apall, AscI, AselI, Asnl, Asp700I, Asp718I,
AspEI, AspIl, AtsI, AviII, AvrII, BalIl, BamHI, BanII, BbrPI, BbuIl, BfrI,
BglII, BlnI, BlpI, BpmI, Bpull02I, BsaAI, Bsal, BsaMI, Bse2lI, BseAI, BseRI,
BsiI, BsiMI, BsiWI, BsmBI, BsmI, Bspl20I, Bspl3I, Bspl407I, Bspl720I, Bspl9I,
BspEI, BspHI, BspLUl1l1lI, BspMI, BspTI, BsrGI, BssSI, BssTlI, Bst98I, BstEII,
BstI, BstPI, BstSFI, BstSNI, BstX2I, BstYI, Bsu36I, CciNI, CelII, CpolI,
CspIl, CvnI, Dral, DralIl, DralIII, Eamll04I, Eamll05I, EarI, Ecll36II, EclHKI,
Ecol05I, Ecol30I, Ecol47I, Eco24I, Eco255I, Eco3lI, Eco57I, Eco72I, Eco81TI,
Eco91I, EcoICRI, EcoNI, Eco0l1l09I, Eco065I, EcoTl1l4I, EcoT22I, ErhI, Espl396I,
Esp3I, FauNDI, FriOI, Fsel, FspI, Gsul, HindIII, Hpal, Kpn2I, KpnI, Ksp632TI,
MfeI, Mf1lI, MluI, MI1uNI, Mphl103I, MroI, MscI, MspCI, MunI, Mval269I, NcoI,
NdeI, NheI, NotI, NsiI, NspI, PacI, Pael, PaeR7I, Pf123II, Pf1MI, PmacCI,
Pme55I, PmeI, PmlI, PpulOI, PpuMI, PshAI, PshBI, Pspl24BI, Psp5II, PspEI,
PspLI, PspOMI, PstI, PstNHI, Rcal, RsrII, SacI, SapIl, SbfI, Scal, SexAT,
SfcI, SfiI, Sfr2741, SgfI, SmiI, SnaBI, Spel, SphI, SplI, Sse8387I, SseBI,
SspBI, SspI, SstI, Stul, StyI, SunI, Swal, TthlllI, Van91I, Vha464I, VneI,
VspIl, XbaI, XcmI, Xhol, XhoII, XmnI, Zsp2I

Figura 8: Enzimas que no cortan al fragmento de Geobacillus stearothermophilus B5
para Endoglucanasa M1.
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Enzimas que no cortan al fragmento de Geobacillus kaustophilus NRBC102445
para Endoglucanasa M2.

AatI, AatII, Accll3I, Accl6I, Acc65I, AccBlI, AccB7I, AccIII, AclNI, AflII,
AgeI, AhdI, Alw44I, AlwNI, AocI, ApalI, AscI, Asel, AsnI, Asp700I, Asp718I,
AspEI, AspIl, AtsI, AviII, AvrII, Ball, BamHI, BanI, BanIII, BbeI, BbrPI,
BbsI, Bbv16II, BcgI, BfrI, BglII, BlnI, BlpI, BpiI, BpmI, Bpull02I, Bpul4I,
BpuAI, Bsa29I, BsaAI, Bsal, BscI, Bse2lI, BseAI, BseCI, BsePI, BshNI, BsiI,
BsiMI, BsiWI, Bspl06I, Bspll9I, Bspl3I, Bspl407I, Bspl720I, Bspl9I, BspDI,
BspEI, BspHI, BspMI, BspTI, BspXI, BsrDI, BsrGI, BssHII, BssSI, BssTlI,
Bst1107I, Bst98I, BstBI, BstEII, BstI, BstPI, BstSFI, BstSNI, BstX2I, BstXI,
BstYI, BstZI, Bsulb5I, Bsu36I, CciNI, CelII, Cfr9I, ClaI, CpoI, Csp45I,
CspIl, CvnI, Dral, DralIlI, DrdI, EagI, Eamll05I, EclHKI, EclXI, Ecol05T,
Ecol30I, Ecol4d47I, Eco255I, Eco31lI, Eco32I, Eco52I, Eco57I, Eco64I, Eco72I,
Eco81I, Eco91I, EcoNI, Eco0O65I, EcoRI, EcoRV, EcoTl14I, EcoT22I, EheI, ErhI,
Espl396I, Fsel, FspIl, Gsul, HindIII, HpaI, KasI, Kpn2I, KpnI, LspI, MfeI,
Mf1I, MluI, M1uNI, Mphl103I, MroI, MscI, MspCI, MunI, NarI, NcoI, Nhel,
NotI, NsiI, NspV, PacI, PaeR7I, Pf123II, Pf1MI, PinAI, PmaCI, Pmeb55I, PmeI,
PmlI, PpulOI, PpuMI, PshBI, Psp5II, PspAI, PspALI, PspEI, PspLI, PstI,
PstNHI, RcaI, RsrII, SapIl, SbfI, Scal, SexAI, SfcI, SfiIl, Sfr2741, Sful,
SgfI, SgrAI, , SmiI, SnaBI, SpeI, SplI, SrfI, Sse8387I, SseBI, SspBI,
SspI, Stul, StyI, SunI, Swal, TthlllI, Van91I, Vha464I, VneI, VspI, XbalI,
XcmI, XhoI, XhoII, Xmal, XmalIII, XmnI, Zsp2Il

Figura 9: Enzimas que no cortan al fragmento de Geobacillus kaustophilus
NRBC102445 para Endoglucanasa M2.

Enzimas que no cortan al fragmento de Geobacillus stearothermophilus B5 para
Endoglucanasa M2.

AatI, AatII, Accll3I, AccleI, Acc65I, AccBSI, AclNI, Af1II, Af1ITII, AhdI,
Alw441, AlwNI, AocIl, Apal, Apall, AscIlI, Asel, AsnI, Asp700I, Asp718I, AspET,
Aspl, AtsI, AviII, AvrII, BamHI, BanIII, BbrPI, BfrI, BglII, BlnI, BlpI,
BpmI, Bpull0O2I, Bpuld4I, Bsa29I, BsaAI, BsaBI, Bsal, BscI, Bse2l1lI, Bse8T,
BseCI, BsePI, BseRI, Bshl365I, BsiWI, BsmBI, Bspl06I, Bspll9I, Bspl20T,
Bspl407I, Bspl720I, Bspl9I, Bsp68I, BspDI, BspHI, BspLUllI, BspTI, BspXI,
BsrBI, BsrBRI, BsrDI, BsrGI, BssHII, Bstll07I, Bst98I, BstBI, BstD1l02T,
BstEII, BstI, BstPI, BstSFI, BstSNI, BstX2I, BstXI, BstYI, Bsul5I, Bsu36I,
CciNI, CelII, ClaI, CpoI, Csp45I, CspI, CvnI, DraI, DralIl, DralIII, DrdI,
Eaml105I, EclHKI, Ecol05I, Ecold47I, Eco255I, Eco31I, Eco32I, Eco57I, Eco727T,
Eco81I, Eco91I, EcoNI, Eco0Ol09I, Eco065I, EcoRI, EcoRV, EcoT22I, Esp3I,
Fsel, FspI, Gsul, HindIII, Hpal, KpnI, LspI, MamI, MflI, MluI, Mphll03TI,
MspCI, NcoI, NheI, NotI, Nrul, NsiI, NspV, PacI, PaeR7I, Pf123II, PmacCT,
Pme55I, PmeI, PmlI, PpulOI, PpuMI, PshAI, PshBI, Pspl406I, Pspb5II, PspEI,
PspLI, PspOMI, PstI, PstNHI, Pvull, Rcal, RsrII, SbfI, Scal, SexAI, SfcI,
sfir, Sfr2741, Sful, SgfI, SmiI, SnaBI, Spel, SplI, SrfI, Sse8387I, SseBI,
SspBI, SspI, StuIl, SunI, Swal, TthlllI, Vha464I, Vnel, Vspl, Xbal, XcmI,
XhoI, XhoII, XmnI, Zsp2

Figura 10: Enzimas que no cortan al fragmento de Geobacillus stearothermophilus
B5 para Endoglucanasa M2.
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Esquemas de los vectores pTOPO de las Endoglucanasas M1y M2 de Geobacillus
kaustophilus CECT4264 y de las Endoglucanasas M1 de Geobacillus
stearothermophilus CECT43y 49 en el que aparecen los sitios de corte.
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Figura 11: Esquemas del vector TOPO de las Endoglucanasas M1 y M2 de
Geobacillus kaustophilus CECT4264 y de las Endoglucanasas Mlde Geobacillus
stearothermophilus CECT43 y 49 en los que aparecen los sitios de corte. Realizado con
el programa Clone Manager 9.0.
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Esquemas de los vectores de las Endoglucanasas M1 y M2 de Geobacillus
kaustophilus CECT4264 y Geobacillus stearothermophilus CECT43 y 49.
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Figura 12: Esquemas de los vectores de las Endoglucanasas M1y M2 de Geobacillus
kaustophilus CECT4264 y Geobacillus stearothermophilus CECT43 y 49
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Nerea Rodriguez Pardo

Comparacion de la secuencia nucleotidica de M1 de G.stearothermophilus
CECT4264 y G. stearothermophilus NRBC102445.
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Figura 13: Comparacion de la secuencia

ATGGCGAATGATTCATTTTGCCAATCGTCAGCCTTTTCAAGTATAATAAAAAAGTGGACA
gtggcgaatgattcattttgccaatcgtcagecttttcaagtataataaaaaagtggaca

hkkkkkkkhkkkhkhkhkhkhkkkhkkkhkhkhkkkkkkkhkhkkkkkkkkkkk k& k k%

AAACCGGAAAGGGGTGCCAAGATGGCGAAGTTGGACGAAACGTTGACGATGCTGAAAGCG
aaaccggaaaggggtgccaagatggcgaagttggacgaaacgttgacgatgctgaaagcg

Kk kkkhhkhhkhhhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkkhkkhk Kk *k*

CTGACCGATGCGAAAGGCGTCCCGGGCAATGAGCGGGAAGCGCGCGATGTGATGAAGACA
ctgaccgatgcgaaaggcgtcccgggcaatgagcgggaagcgcgcgatgtgatgaagaca

hkkkhkhhkhhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkkhkkhk Kk kk*

TACATAGCTCCGTATGCGGATGAAGTGACAACGGATGGCCTCGGCAGCTTGATTGCCAAA

tacatagctccgtatgcggatgaagtgacaacggatggcctcggcagecttgattgccaaa
Ak hkhkhkhhhh kA hkhhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhhhhkhrkhkdkhhhhkrrkkdkhhkhkkkkkk

AAAGAAGGGAAATCGGGCGGGCCGAAAGTGATGATCGCCGGCCATTTGGATGAAGTCGGC

aaagaagggaaatcgggcgggccgaaagtgatgatcgecggecatttggatgaagtegge
khhkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhhhhkhkhkhkkhhkhrkhkrkhhkhkhkhkhkrkhkrhkhkhkhkhkkhkhkkhkkhxkhx

TTTATGGTGACGCAAATCGACGACAAAGGATTCATCCGCTTCCAAACGCTTGGCGGATGG
tttatggtgacgcaaatcgacgacaaaggattcatccgcttccaaacgecttggeggatgg

T T R R

TGGAGCCAAGTGATGCTCGCCCAGCGCGTGACGATCGTGACGAAAAAAGGCGACATCACC
tggagccaagtgatgctcgeccagegegtgacgatcgtgacgaaaaaaggcgacatcace

T T R

GGCGTCATCGGTTCGAAGCCGCCGCACATTCTGCCGCCGGAGGCGCGCAAAAAACCGGTG
ggcgtcatcggttcgaagcecgecgcacattectgecgeccggaggegegecaaaaaaccggtg

hkkkhkhkhkhhkhhkhhhhhhkhhkhhhhhhkhhkkhhhhkhhkhhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkx*

GAAATCAAAGATATGTTCATCGACATCGGCGCGACAAGCCGCGAGGAAGCGATGGAGTGG
gaaatcaaagatatgttcatcgacatcggcgcgacaagececgecgaggaagegatggagtgg

Ak kkhkhkhkhhkhhkhhhhkhhhhhhhhhhkkhkhkhhhhhhkhhkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkkkkx*

GGCGTCCGCCCGGGCGATATGATCGTGCCGTATTTTGAATTTACGGTATTGAACAATGAA
ggcgtccgecccgggecgatatgatecgtgecgtattttgaatttacggtattgaacaatgaa

hkkkhkkhkhhkhhkhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhhhkhkhkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkkkkx*

AAAATGCTGCTCGCGAAAGCATGGGACAACCGGATCGGCTGTGCGGTCGCCATCGATGTG
aaaatgctgctcgcgaaagcatgggacaaccggatcggectgtgeggtegecategatgtyg

R

CTCAAGCAGCTGAAAGGCGTCGACCATCCAAACACGGTATACGGCGTCGGCACGGTGCAG
ctcaagcagctgaaaggcgtcgaccatccaaacacggtatacggcgtcggcacggtgcag

T

GAAGAAGTCGGCTTGCGCGGCGCGCGCACGGCCGCCCAATTCATTCAGCCAGATATCGCG
gaagaagtcggcttgcgecggecgegegcacggecgeccaattcattcagecagatategeg

T L R R R

TTTGCTGTTGACGTCGGCATTGCCGGCGACACGCCGGGCGTGTCGGAAAAAGAAGCGATG
tttgctgttgacgtcggcattgccggcgacacgccgggecgtgtcggaaaaagaagecgatg

Ak kkhkhkhkhhkhhkhhhkhhhkhkhhhkhkhkkhkkhkkhkhkkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkx*

GGCAAACTCGGCGCCGGCCCGCACATCGTCTTGTACGACGCAACGATGGTGTCGCACCGC
ggcaaactcggcgceccggeccgcacatecgtecttgtacgacgcaacgatggtgtecgecacecge

Ak kkhkhkhkkhkhkhhhhhhkhhhhhkhkhhkhkhkhhkhhkhhkhhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkk*

GGCTTGCGCGAATTTGTCATCGAAGTGGCGGAAGAGCTCAACATTCCGTACCATTTTGAT
ggcttgcgcgaatttgtcatcgaagtggcggaagagectcaacattececgtaccattttgat

hkkkhkkhkhkhhkhkhhkhkhhhkkhhkhkkhkkhkkhkkhkhhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkk*

GCCATGCCAGGCGGCGGTACGGACGCGGGAGCGATTCACTTAACCGGCATCGGCGTTCCG
gccatgccaggcggcggtacggacgecgggagecgattcacttaaccggecatecggegttecg

B T

TCGCTCACGATTGCCATCCCGACGCGCTACATCCACTCGCACGCCGCCATTTTGCACCGC

tcgctcacgattgccatcccgacgecgctacatccactcgcacgecgeccattttgecaccge
LR R R E SRS E S S S SRS E SRS ESESE SRS SRS SR SRS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE S

GACGACTACGAAAACACGGTCAAGCTGCTTGTTGAGGTGATCAAACGGCTTGACGCCGAC
gacgactacgaaaacacggtcaagctgcttgttgaggtgatcaaacggcttgacgeccgac

B

AAAGTGAAACAACTGACGTTTGaCGAA--—

aaagtgaaacaactgacgtttgacgaataa
Kk kkkkkkkhkkkhkkhkkkkkhkkkhkkkkhkkhkkkxk
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Trabajo Fin de Grado Nerea Rodriguez Pardo

Comparacion de las secuencias de aminoacidos de las Endoglucanasas M1 de
Geobacillus stearothermophilus 49(pJMC120) y Geobacillus stearothermophilus B5.

Gs49EndoM1pJMC120 MANDSFCQSSAFSSIIKKWTKPERSAKMAKLDETLTMLKALTDAKGVPGNEREARDVMKT 60
EnGluMlGsteB5S MANDSFCQSSAFSSIIKKWTKPERSAKMAKLDETLTMLKALTDAKGVPGNEREARDVMKT 60
ke kKK Kk ok ok ok ok ok ok ok ok Kk Kk ok ok ok ok ok ok ok ok kK Kk ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ko k k ok ok ok ok ok ok ok ok kK kK Kk
Gs49EndoM1pJMC120 YIAPYADEVTTDGLGSLIAKKEGKSGGPKVMIAGHLDEVGFMVTQIDDKGFIRFQTLGGW 120
EnGluMlGsteB5S YIAPYADEVTTDGLGSLIAKKEGKSGGPKVMIAGHLDEVGFMVTQIDDKGFIRFQTLGGW 120
kKKK Kk ok ok ok ok ok ok ok ok Kk Kk ok ok ok ok ok ok ok ok K Kk ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok kR K Kk k
Gs49EndoM1pJMC120 WSQVMLAQRVTIVTKKGDVTGVIGSKPPHILPPEARKKPVEIKDMFIDIGATSREEAMEW 180
EnGluMlGsteB5 WSQVMLAQRVTIVTKKGDITGVIGSKPPHILPPEARKKPVEIKDMFIDIGATSREEAMEW 180
Kok Kk KK KK KK K K K Kk K kK s K ok ok kK ok K ok K ok K ok K ok K Kk kR R kK ok K kK R Kk Kk Kk Kk kK
Gs49EndoM1pJdMC120 GVRPGDMIVPYFEFTVLNNEKMLLAKAWDNRIGCAVAIDVLKQLKGVDHPNTVYGVGTVQ 240
EnGluM1GsteB5 GVRPGDMIVPYFEFTVLNNEKMLLAKAWDNRIGCAVAIDVLKQLKGVDHPNTVYGVGTVQ 240
kKK K K Kk ok ok ok ok ok ok ok kK Kk k ok ok ok ok ok ok Kk ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK k ok ok ok ok ok ok ok K K K K K
Gs49EndoM1pJdMC120 EEVGLRGARTAAQFIQPDIAFAVDVGIAGDTPGVSEKEAMGKLGAGPHIVLYDATMVSHR 300
EnGluMlGsteB5 EEVGLRGARTAAQFIQPDIAFAVDVGIAGDTPGVSEKEAMGKLGAGPHIVLYDATMVSHR 300
ok KK K Kk k ok ok ok ok ok ok ok kK Kk k ok ok ok ok ok ok ok kK ok k k ok ok ok ok ok ok ok ok kK kK k ok ok ok ok ok ok ok ok K K K K
Gs49EndoM1pJMC120 GLREFVIELAEELNIPYHFDAMPGGGTDAGAIHLTGSGVPSLTIAIPTRYIHSHAAILHR 360
EnGluMlGsteB5 GLREFVIEVAEKLNIPYHFDAMPGGGTDAGAIHLTGSGVPSLTIAIPTRYIHSHAAILHR 360
Kok Kok Kk KK s Kk sk Kk K ok K ok K ok ok ok ok ok K ok K ok K ok K ok K ok K ok Kk kK kK kK ok Kk Kk K ok Kk Kk kK
Gs49EndoM1pJMC120 DDYENTVKLLVEVIKRLDADKVKQLTFDE 389
EnGluMlGsteB5 DDYENTVKLLVEVIKRLDADKVKQLTFDE 389

EEEE R R EEEEEEEEEEEEEEEE RS R

Figura 14: Comparacion de las secuencias de aminoécidos de las Endoglucanasas
M1 de Geobacillus stearothermophilus 49(pJMC120) y Geobacillus stearothermophilus
B5. Se representa en verde los aminoacidos diferenciados en ambas secuencias.



Trabajo Fin de Grado Nerea Rodriguez Pardo

Comparacion de la secuencia nucleotidica de de la Endoglucanasas M2 de
Geobacillus stearothermophilus CECT49 y Geobacillus stearothermophilus B5.

Gst49EndoM2 arcaaTca§caBaceeTcaaTTlTTECABACGTTGACCGAGC TicCRGCBGCACCGGCH 60
EnGluM2GsteB5 atgaatgaagaaacgctccaattgtttcagacgttgaccgagctgccgggggecgeccggge 60
Kdhkkhkkhkkhkkhkkhkk Khk Khhkkhkkhkk Khhkkhkkhkk Khk Khk Kkhkkkhkkhkkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkk kk kk kk Kkkkkk
Gst49EndoM2 TATGAACATCCGGTGCGECAGTTTATGCGCCAAGAGCTEGCGARATABGCCGATGABATH 120
EnGluM2GsteB5 tatgaacatccggtgcgccagtttatgecgeccaagagectggcgaagtatgeccgatgaagtyg 120
Khhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhk hhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkd *khkkhkkhkk *k K*kkkkkk* *
Gst49EndoM2 GTGCAAGACCGECTCGGBAGCETTTTCGGCGTCAAHCGCGGlGAcABBCBGGCCCGACG 180
EnGluM2GsteB5 gtgcaagaccggctcggcagegttttcggegtcaagegeggcgacgaaaccggecccgacy 180
Kdhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhk Khhkkhkkhkk Khkhkk Khhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkkhkk *khkkhkkk **k K% kR k ok ok ok ok ok ok ok
Gst49EndoM2 GTGATGGTCGCCGGECATATGGATGANGTCGGRTTTATGGTGACHGCGATCACEGAEEAC 240
EnGluM2GsteB5 gtgatggtcgccggtcatatggatgaggtcgggtttatggtgacggecgatcaccgacaac 240
Kk kkhkkhhkhkhkhkhkhkkhkhkh *Ahkhkkhkkhhhhkrhkkx Khkhhhkx ,khkkhhhhkrhkhkkhkd *hkrkkhkhkhk ** * Kk
Gst49EndoM2 GGCATGATHCGHTTECABECGCTRGGRGGCTGGTGGEAICAAGTGCTGCTCGCCCAGCGE 300
EnGluM2GsteB5 ggcatgatccgctttcaaacgctcggeggectggtggaaccaagtgectgetegeccagege 300
K*hkhkhkkhkkkhkx *k Kkkx Kk khkkkhk Khk khkkhkhkkhkhkkhkhkk Kk khkrkkhkrkkhkrkhkhkhkkhkhkkhkkkxkkkkx
Gst49EndoM2 GTGCABATTATCACGGACEBBAGGGCCGGTCATCGGCGTBATCGGETCGATTCCGCCGCAR 360
EnGluM2GsteB5 gtgcaaattatcacggacaacgggccggtcatcggegtcatcggetecgatteccgecgeac 360
Kk khkk  kkkok ok ok ok ok ok kokk khkkkhkrkkhkrkhhkhkkhkhkkhkhkkhhkhk hhkhkhkkx *khkrxkhkrxhkhkhkkhkhkkhkxkx
Gst49EndoM2 TTGCTTGATGABGAGCAGCGCAARAARCCGATGGABRTEAAAAACATCHTEATTGACATC 420
EnGluM2GsteB5 ctgcttgatgaagagcagcgcaataagccgatggacctgaaaaacatgctcattgacatce 420
ER RS RS RS RS EEEEEEEEEE ISR EEE RS K kkk KAk KAk kK ok Kk okkokkokkokk
Gst49EndoM2 GGHGceeaAAGCCGlGARGAfGCEGABCGRETCGGCATTCGCCCCGGCCAGCCGATCGTG 480
EnGluM2GsteB5 ggtgcggaaagccgcgacgacgcggagcgcatcggcattcgececcecggecagecgategtg 480
Kk kkkkkkkkkhkkhkk kk Kkk kk kk kK Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
Gst49EndoM2 CCGGTCAGCCCGTTTACHEERGETEGCEAACGGAAANACEGTGATGGCEAARGCGTGGGAC 540
EnGluM2GsteB5 ccggtcagcccgtttacgeccgttggcgaacgggaagacggtgatggecgaaggecgtgggac 540
* ok ok ok ok ok ok Kk ok Kk k ok ok ok ok ok ok * ok kk kkkkk kk kk khkkkkhkkk kk kkkokkokkkk
Gst49EndoM2 AABCGGTTTGGCTGCGGRTTGGCGATEGABCTCHETRAAAGAGC TEAAGGGCCRRACHETE 600
EnGluM2GsteB5 aaccggtttggctgcgggttggcgattgaactgctgaaagagctccaaggegetgegett 600
kk kkkkhkkkkkhkkhhhkhk Khhkhkhkhkrhkkx khk krkk Kk Kkhkkrkkkkk * Kk k ok ok * *
Gst49EndoM2 cceaaceT@rreTacccBecBeccacBerecaccancaBcrececeTecclicceccBeac 660
EnGluM2GsteB5 ccgaacgtcctgtacgccggecgecgactgtgcaggaagaagtcgggectgegeggggegecag 660
Kkhkhkkhkkhkkhkhkhkkh K hkhkhkhkkhkk K,k K hkhkhkk *hkhkhkhkhkhkhhhd, **kk kk*hkhhhhkhk, ***** **%
Gst49EndoM2 ACGGCGGCECGATGATCAABCCGGACATCTTHTTEGCCCTBGARGCHAGCCCGGCBAAC 720
EnGluM2GsteB5 acggcggccacgatgatcaatccggacatcttcecttecgeccttgaggecgagecccggecgaac 720
Kk kkk kKK Kkhkkhkkhkhkkhkhkhkhk K hkhkhkhkhkhkhhkkhk, * k% K hkkhkk,kk*k **%k **%k *hkk*kk*kkk*k* ***k
Gst49EndoM2 GATATGCCGGCGACAAGCAGGCGTTGGCCATATCGGEAARAGGAGCGCTCHTCCGEETG 780
EnGluM2GsteB5 gatatgaccggcgacaagcaggcgtttggccatatcgggaaaggagecgectegtecgtetyg 780
Kdhkhkkhkhkk Khhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkd *hkhhkhkhkhkhkhhkdx *hkkhkdhkhkhkhkkhhdk *kk% * %
Gst49EndoM2 TACGACCGGACGATGATIACGCACCGCGGCATGCGCGAATTTGTGCTIGATACGGCIGAI 840
EnGluM2GsteB5 tacgaccggacgatgatcacgcaccgcggcatgcgcgaatttgtgectcgatacggeccgag 840
dhkhkkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhkhkhk *hkkhkkkhkhkk Kk
Gst49EndoM2 ACGRTEGEEGTECcCGTACCABTTTTTCATTTCCCCRGGCGGEGGRACEGACGCCGGGCGR 900
EnGluM2GsteB5 tcgcttgatgtgeccgtaccaatttttcatttcceccgggecggggggacagacgeccgggecga 900
**x  kx  Kx Kk AKXk A A AKX A K KA A A A A Ak hkxk Ak hkhxkh *hhkhkkkx **xk **% *hkhkkhkkkkkx*x
Gst49EndoM2 GTICATITCGCCAACCGCGGCGTGCCITCGGCGGTGATCGGCATTTGCGCCCGCTACATT 960
EnGluM2GsteB5 gtccatgtcgccaaccgcggegtgeccatecggecggtgatecggcatttgegeccgetacatt 960
Kk kkk khkkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhhkd dhhkkhhkdhhkhkhkhkhkhkhkhkhkdkhkdkhkdhkdhhhhkhkkhkkkkkx
Gst49EndoM2 CATACGCATGCGCGATCATTCATGTCGACGATTABGCGGCGGCEAAABRBCTCATCGTT 1020
EnGluM2GsteB5 catacgcatgcggcgatcattcatgtcgacgattatgecggecggcgaaagcactcategte 1020
hhkhkkhkhkhkhkhhhhkh *hhhkhkhkhkhkdkhkdkhkhkhkdkhkdkhkhkhddx *hkhddhddx*x **x% Kk kK kK kK
Gst49EndoM2 GAGCTCGTEAAACGGTGCGACCGGRCAACGGTEGAGHECGATHCGCCAAAACAGCCTCGAG 1080
EnGluM2GsteB5 gagctcgtgaaacggtgcgaccgggcgacggttgaggcgatcegecaaaacagectag-——— 1077
Khhkkhkkhkhkkhhkhk K hkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhd, * K hkkhkkkx *k* *hkk*kk* *hk*khdkhhhhhxkh*k
Gst49EndoM2 CACCACCACCACCACCACTGA 1101
EnGluM2GsteB5 ~  ——------—-————-—————— 1077

Figura 15: Comparacion de la secuencia nucleotidica de las Endoglucanasas M2 de
Geobacillus stearothermophilus CECT49 y Geobacillus stearothermophilus B5,
mostrandose en verde los nucledtidos no coincidentes.



Trabajo Fin de Grado Nerea Rodriguez Pardo

Comparacion aminoacidica de la Endoglucanasas M2 Endoglucanasas M2 de
Geobacillus stearothermophilus CECT49 y Geobacillus stearothermophilus B5.

Gst49EndoM2 MNEDTLQLFQTLTELPGAPGYEHPVRQFMROELAKYADDIVODRLGSLFGVKRGDEAGPT 60
EnGluM2GsteB5 MNEETLQLFQTLTELPGAPGYEHPVRQFMRQELAKYADEVVQDRLGSVFGVKRGDETGPT 60
***:**********************************::*******:********:***
Gst49EndoM2 VMVAGHMDEVGFMVTAITDHGMIRFQPLGGWWBQVLLAQRVQIITDGGPVIGVIGSIPPH 120
EnGluM2GsteB5 VMVAGHMDEVGFMVTAITDNGMIRFQTLGGWWNQVLLAQRVQITITDNGPVIGVIGSIPPH 120
*******************:****** *****:*************.*************
Gst49EndoM2 LLDEEQRKKPMEIKNMLIDIGAESREDAERVGIRPGQPIVPVSPFTHLANGKTVMAKAWD 180
EnGluM2GsteB5 LLDEEQRNKPMDLKNMLIDIGAESRDDAERIGIRPGQPIVPVSPFTPLANGKTVMAKAWD 180
*******:***: :************:****:*************** *k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
Gst49EndoM2 NRFGCGLAIELLKELNGETVPNVLYAGATVQEEVGLRGAQTAASMINPDIFFALEASPAN 240
EnGluM2GsteB5 NRFGCGLAIELLKELQGAALPNVLYAGATVQEEVGLRGAQTAATMINPDIFFALEASPAN 240
***************:* ::***********************:****************
Gst49EndoM2 DMSGDKQAFGHIGKGALERLYDRTMITHRGMREFVLDTAETIGVPYQFFISPGGGTDAGR 300
EnGluM2GsteB5 DMTGDKQAFGHIGKGALVRLYDRTMITHRGMREFVLDTAESLDVPYQFFISPGGGTDAGR 300
**:**************:**********************: : '*****************
Gst49EndoM2 VHIANRGVPSAVIGICARYTIHTHASITHVDDYAAAKQLIVELVKRCDRETVETIRONSLE 360
EnGluM2GsteB5 VHVANRGVPSAVIGICARYTIHTHAATITHVDDYAAAKALIVELVKRCDRATVEATRQONS-— 358
**:*********************:*********** ***********:***:*****
Gst49EndoM2 HHHHHH 366
EnGluM2GsteB5 ~  ---—--- 358

Figura 16: Comparacion aminoacidica de la Endoglucanasas M2 Endoglucanasas
M2 de Geobacillus stearothermophilus CECT49 y Geobacillus stearothermophilus B5. Se
representa en amarillo los amino&cidos diferenciados en ambas secuencias.



Trabajo Fin de Grado Nerea Rodriguez Pardo

Representacion de la disposicion de los codones raros de la secuencia de la enzima
M1 de Geobacillus stearothermophilus CECT49 (pJMC120).

atg gcg aat gat tca ttt tgc caa tcg tca gec ttt tca agt HE BEE 222 aag tgg aca
M A N D S F c Q S S A F S S I I
aaa ccg gaa agg agt gcc aag atg gcg aag ttg gac gaa - ttg - atg ctg aaa gcg
K P E R S A K M A K L D E T L T M L K A 40
ctg acc gat gcg aaa ggc gtc ccg ggc aat gag cgg gaa gcg cgc gat gtg atg aag aca
L T D A K G \Y P G N E R E A R D \Y M K T 60
tac - gct ccg tat gcg gat gaa gtg aca - gat ggc ctc ggc agc ttg att gcc aaa
Y I A P Y A D E v T T D G L G S L I A K 80
aaa gaa - aaa tcg ggc - ccg aaa gtg atg atc gcc ggc cat ttg gat gaa gtc ggc
K E G K S G G P K \Y M I A G H L D E \Y G 100
ttt atg gtg - caa atc gac gac aaa ggc ttc atc cgc ttc caa - ctt ggc tgg
F M v T Q I D D K G F I R F Q T L G G W 120
tgg agc caa gtg atg ctc gcc cag cgc gtg - atc gtg - aaa aaa ggc gac gtc acc
W S Q \Y M L A Q R \Y% T I \Y% T K K G D \Y% T 140
ggc gtc atc ggt tcg aag ccg ccg cac att ctg ccg ccg gag gcg cgc aaa aaa ccg gtg
G v I G S K P P H I L P P E A R K K P v 160
gaa atc aaa gat atg ttc atc gac atc ggc gcg aca agc cgc gag gaa gcg atg gag tgg
E I K D M F I D I G A T S R E E A M E W 180
ggc gtc cgc ccg ggc gat atg atc gtg ccg tat ttt gaa ttt - gta ttg aac aat gaa
G v R P G D M I v P Y F E F T v L N N E 200
aaa atg ctg ctc gcg aaa gca tgg gac aac cgg atc ggc tgt gcg gtc gcc atc gat gtg
K M L L A K A W D N R I G C A \Y A I D v 220
ctc aag cag ctg aaa ggc gtc gac cat cca aac - gta tac ggc gtc ggc - gtg cag
L K Q L K G v D H P N T v Y G v G T v Q 240
gaa gaa gtc ggc ttg cgc ggc gcg cgc - gcc gcc caa ttc att cag ccg gat atc gcc
E E \Y G L R G A R T A A Q F I Q P D I A 260
ttt gcg gtg gat gtc ggc att gcc ggc gat aca ccg ggc gtg tcg gaa aaa gaa gcg atg
F A v D v G I A G D T P G v S E K E A M 280
ggc aaa ctc ggc gcc ggc ccg cac atc gtc ctg tac gac gcg - atg gtg tcg cac cgc
G K L G A G P H I \Y L Y D A T M Y S H R 300
ggc ttg cgc gaa ttc gtc atc gaa ttg gcg gaa gag ctg aac att ccg tac cat ttt gat
G L R E F v I E L A E E L N I P Y H F D 320
gcc atg ccg ggc ggc ggt - gat gcg gcg att cat tta - ggc agc ggc gtt ccg
A M P G G G T D A G A I H L T G S G \Y% P 340
tcg ctc - atc gcc atc ccg - cgc tac atc cac tcg cac gcc gcc att ttg cat cgc
S L T I A I P T R Y I H S H A A I L H R 360
gac gac tac gag aac - gtc aag ctg ctt gtc gaa gtg atc aaa cgg ctt gac gcc gac
D D Y E N T v K L L Y E Y I K R L D A D 380
aaa gtg aaa caa ctg - ttt gac gaa
K v K Q L T F D E

389

Figura 17: Representacion de la disposicion de los codones raros de la secuencia de
la enzima M1 de Geobacillus stearothermophilus CECT49 (pJMC120). La representacion
se realizd con las  aplicaciones  https://web.expasy.org/translate/ vy
https://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.htmi.



https://web.expasy.org/translate/
https://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html

Trabajo Fin de Grado Nerea Rodriguez Pardo

Representacion de la disposicion de los codones raros de la secuencia de la enzima
Endoglucanasa M2 de Geobacillus kaustophilus CECT4264 (pIMC122).
epresentacion de la disposicion de los codones raros para pJMC122.

atg aat gag gac ctg caa tta ttc caa - ttg acc gag ctt cca ggc gca ccg ggt

M N E D T L Q L F Q T L T E L P G A P G 20
tat gaa cat ccg gtg cgg cag ttt atg cgc caa gag ctc gcg aaa tac gcc gat gac att

Y E H p v R Q F M R Q E L A K Y A D D I 40
gtg caa gac cgc ctc - agc ctt ttc ggc gtc aaa cgc ggt gat gag gcg ggc ccg -

\Y Q D R L G S L F G \Y K R G D E A G P T 60
gtg atg gtc gcc ggc cat atg gat gaa gtc @ ttt atg gtg aca gcg atc - gat cac

v M v A G H M D E v G F M v T A I T D H 80
ggc atg att cgt ttc cag ccg ggc tgg tgg gat caa gtg ctg ctc gcc cag cgc

G M I R F Q P L G G W W D Q \Y L L A Q R 100
gtg cag att atc - gac @ - ccg gtc atc ggc gtg atc - tcg att ccg ccg cat

v Q I I T D G G P v I G v I G S I P P H 120
ttg ctt gat gag gag cag cgc aaa aaa ccg atg gag atc aaa aac atg ttg att gac atc

L L D E E Q R K K P M E I K N M L I D I 140
@ gcg gaa agc cgt gaa gat gcc gaa - gtc ggc att cgc ggc cag ccg atc gtg

G A E S R E D A E R v G I R P G Q P I v 160
ccg gtc agc ccg ttt act ttg ctt gcc aac aaa acc gtg atg gca aaa gcg tgg gac

P \Y S P F T L L A N G K T Y M A K A W D 180
aat cgg ttt ggc tgc M ttg gcg atc gag ctg tta aaa gag ctg aac ggc gaa aca gtg

N R F G C G L A I E L L K E L N G E T v 200
ccg aac gtc ttg tac gca - gcg acc gtg cag gaa gag gtc - ctg cgt - gcc cag

P N \Y L Y A G A T \Y Q E E Y G L R G A Qo 220
- gcg gct tcg atg atc aac ccg gac atc ttt ttt gcc ctg gaa gca agc ccg gcc aac

T A A S M I N P D I F F A L E A S P A N 240
gat atg tcc ggc gac aag cag gcg ttc ggc cat atc ggc aaa M gcg ctc atc cgc ttg

D M S G D K Q A F G H I G K G A L I R L 260
tac gac cgg - atg att - cac cgc ggc atg cgc gaa ttt gtg ctt gat - gcg gaa

Y D R T M I T H R G M R E F v L D T A E 280
- atc ggc gtc ccg tac cag ttt ttc att tcc cca ggc ggc M acc gac gcc - cgg

T I G \Y P Y Q F F I S P G G G T D A G R 300
gtg cat atc gcc aac cgc ggc gtg ccg tcg gcg gtg atc ggc att tgc gcc cgc tac att

v H I A N R G v P S A v I G I C A R Y I 320
cat - cat gcg tcg atc att cat gtc gac gat tac gcg gcg gcc aaa cag ctc atc gtt

H T H A S I I H Y D D Y A A A K Q L I vV 340
gag ctc gtc aaa cgg tgc gac cgg aca - gtc gag - att cgc caa aac agc ctc gag

E L v K R C D R T T v E T I R Q N S L E 360
cac cac cac cac cac cac tga

H H H H H H - 367

Figura 18: Representacion de la disposicion de los codones raros de la secuencia de
la enzima Endoglucanasa M2 de Geobacillus kaustophilus CECT4264 (pJMC122). La
representacion se realizd6 con la aplicacion https://web.expasy.org/translate/ y
https://people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html.


https://www.uniprot.org/proteomes/UP000001172
https://www.uniprot.org/proteomes/UP000001172
https://web.expasy.org/translate/
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