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RESUMEN:

Se purifico bacterias correspondientes al grupo de Pseudomonas sp, a partir del tracto
gastrointestinal de Engraulis ringens (Anchoveta peruana), de tres regiones diferentes: eséfago,
estdbmago y ciego pilérico. Posteriormente fueron caracterizadas molecularmente este grupo de
bacterias por su secuencia ribosomal 16S. Seguidamente fueron purificadas proteasas procedentes
de este grupo bacteriano por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) de fase reversa,
revelando la presencia de un perfil cromatografico muy semejante, de donde a partir del cual se
caracterizd un pico proteico comun entre los tres cromatogramas procedentes de las tres regiones
del tracto gastrointestinal de Engraulis ringens (Anchoveta peruana) denominado como pico 5.
Las masas calculadas por espectrometria de masa (MALDI TOF/TOF), fueron: Para la proteasa
correspondiente a la region del es6fago mostr0 una masa de 23102.66 Da, la proteasa
correspondiente a la region del estbmago mostrd una masa de 22942.91 Da y finalmente la
proteasa procedente del ciego pilérico mostr6 una masa de 23101.18 Da respectivamente.
Seguidamente se realizaron estudios de homologia secuencia por bioinformatica de la secuencia
de digestos tripticos de cada proteasa procedente de regiones diferentes con la ayuda de la base
de datos disponible en la red como fue el BLAST del National Center for Biotechnology
Information (NCBI), y con la ayuda del software DNA Star Ver 5.0; realizando un analisis de

secuencia “de novo” de un péptido triptico correspondiente al pico 5 del tracto gastrointestinal de
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Engraulis ringens, (es6fago, estdmago y ciego pildrico), en la base de datos SWISS-PROT:
Annotated protein sequence database, revelando una alto grado de homologia con otras proteasas
procedentes de gammaproteobacterias presentes en el ambiente marino, tal como se reporta de
acuerdo los cddigos de acceso. Estos resultados alentadores sugieren que las proteasas
procedentes de este grupo de gammaproteobacterias presentes en la tracto gastrointestinal de
Engraulis ringens (Anchoveta peruana), podrian contribuir con la generacion de péptidos
bioactivos hidrolizados a partir del masculo de Engraulis ringens, lo cual mostraria una valiosa
informacién para el estudio de estos péeptidos generados de uso en la biotecnologia para

diferentes fines.

Palabras Clave: Engraulis ringens, proteasa, SDS-PAGE, Espectrometria de masas (MALDI
TOF/TOF), Blast, DNA Star, homologia secuencial, Bioinformatica.
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ABSTRACT:

Purified corresponding bacteria Pseudomonas sp group, from the gastrointestinal tract of
Engraulis ringens (Peruvian anchovy), from three different regions: esogafo, stomach and pyloric
blind. Subsequently they were molecularly characterized by this group of bacteria 16S ribosomal
sequence. Then they were purified proteases from the bacterial group by high performance liquid
chromatography (HPLC) on reversed phase, revealing the presence of a very similar
chromatographic profile, from which from which a common protein peak was characterized of
the three chromatograms from the three regions of the gastrointestinal tract of Engraulis ringens
(Peruvian anchovy) referred to as peak 5. The calculated masses by mass spectrometry (MALDI
TOF / TOF) were: For the amount of the protease region of the esophagus showed a mass of
23102.66 Da, corresponding to the stomach region protease showed a mass of 22942.91 Da and
finally protease from the pyloric caecum showed a mass of 23101.18 Da respectively. Then
sequence homology studies were performed bioinformatics sequence of tryptic digests each
protease from different regions with the help of the database available on the network as was the
BLAST the National Center for Biotechnology Information (NCBI ) , and software help DNA
Star View 5.0; performing sequence analysis "de novo" of a tryptic peptide corresponding to peak
5 Engraulis ringens digestive tract (esophagus, stomach and pyloric blind), at the base of SWISS-
PROT data: Annotated protein sequence database, revealing a high degree of homology with
other proteases from Gamma-Proteobacteria in the marine environment, as reported under the
access codes. These encouraging results suggest that proteases from the Gamma-Proteobacteria
group present in the gastrointestinal tract of Engraulis ringens (Peruvian anchovy), could
contribute to the generation of bioactive peptides from hydrolyzed muscle Engraulis ringens,
which show valuable information for the study of these generated peptides used in biotechnology

for other purposes.

Keywords: Engraulis ringens, protease SDS-PAGE, mass spectrometry (MALDI TOF / TOF),
Blast, DNA Star, sequence homology, Bioinformatics.
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INTRODUCCION

La prospeccion e identificacion de proteasas de origen microbiano ha sido tema de
investigacion de varios grupos de trabajo en biotecnologia. Ghasemia et al. 2011 (51), aislé
e identifico molecularmente bacterias productoras de proteasas extracelulares del lago
salado Maharloo. Varios parametros nutricionales y medioambientales (pH, temperatura)
pueden afectar la produccion de proteasas microbianas extracelulares, el almidon y la
maltosa reportaron ser los mejores sustratos para la produccion de proteasas (1).
Metodologias cromatografias son cominmente usadas para la purificacion y caracterizacion
bioguimica de las enzimas (23). Debido a la importancia de enzimas proteoliticas en la
industria Abbasi-Hosseini SM. et al. en el 2011 desarrollo una cepa recombinante de
Bacillus subtilis a partir de una cepa nativa de Bacillus clausii . Estudios de solubilizacion
de visceras de bacalao utilizando enzimas comerciales hidroliticas con resultados positivos
fueron reportados por Ivar S. et al. 2005 (47)

Se ha reportado que la microbiota gastrointestinal podria tener efectos positivos en el
proceso digestivo de peces, lograndose identificar y aislar diferentes microorganismos
productores de enzimas presentes en la microbiota perteneciente a los géneros Bacillus,
Enterobacteriaceae, Acinetobacter, Aeromonas, Flavobacterium, Photobacterium,
Pseudomonas, Vibrio, Microbacterium, Micrococcus, Staphylococcus, anaerobios no

definidos y levaduras (40).

El proyecto se inicia como resultado del analisis de valor agregado de los productos que
oferta nuestro pais al mercado internacional, resultando en productos de muy poco valor
agregado y por ende de bajo valor comercial. Ante esta situacion, se plantea una propuesta
biotecnoldgica por hidrdlisis enzimatica para incrementar el valor agregado de estos
productos. En ese sentido, es necesario seleccionar y caracterizar enzimas de naturaleza
hidrolitica del tipo proteasas capaces de cortar a nivel de enlaces peptidicos, de manera que

sean Utiles en la valorizacion de los posibles péptidos bioactivos.

Engraulis ringens (Anchoveta peruana), es un recurso marino abundante en el litoral
peruano de alto valor proteico y contenido de omega-3, sin embargo los productos que se
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obtienen luego de su procesamiento (harina y aceite) son de bajo valor comercial y vienen
siendo utilizados como materia prima para otras industrias. Segun la literatura las proteinas
de peces poseen un valor intrinseco Unico, ya que a partir de ellas es posible obtener
moléculas peptidicas con propiedades funcionales especificas para aplicaciones a nivel
industrial. La aplicacion de un proceso biotecnoldgico de hidrdlisis enzimatica requiere de
una gama de enzimas proteoliticas capaces generar productos con propiedades funcionales
dirigidos a mercados especificos. La aplicacion de biotecnologias enzimaticas utilizando
proteasas de origen bacteriano para la generacion de péptidos bioactivos, incrementara el
rendimiento del proceso conservando sus propiedades funcionales. Por lo tanto para la
implementacién de estas biotecnologias se hace necesario disponer de enzimas hidroliticas
del tipo proteasas, las cuales seran seleccionadas y caracterizadas molecularmente a partir
de la microbiota de la anchoveta peruana Engraulis ringens (Anchoveta peruana),

comenzando su estudio desde una aproximacion protedmica.

En ese sentido la presente investigacion tiene como objetivo caracterizar estructuralmente
enzimas proteoliticas extracelulares de Pseudomonas sp. presentes en la microbiota
gastrointestinal de Engraulis ringens (anchoveta peruana), a través de una plataforma de
aproximacion proteémica, que va desde la caracterizacion estructural y funcional de las

proteasas con la ayuda de la plataforma bioinformaética.
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Objetivos:

1. Objetivo General:

- Caracterizar estructuralmente enzimas proteoliticas extracelulares de Pseudomonas
sp. presentes en la microbiota gastrointestinal de Engraulis ringens (anchoveta

peruana), a través de una plataforma de aproximacion proteémica funcional.

2. Objetivos Especificos:

- Aislar y caracterizar Pseudomonas sp presentes en la microbiota gastrointestinal de
Engraulis ringens (Anchoveta peruana).

- Purificar y caracterizar bioguimicamente enzimas proteoliticas extracelulares de
Pseudomonas sp. presentes en la microbiota gastrointestinal de Engraulis ringens
(Anchoveta peruana), a través de HPLC de fase reversa, electroforesis en SDS
PAGE, BApNA y espectrometria de masas.

- Estudio biocinformatico a través de homologia secuencial de las enzimas
proteoliticas extracelulares de Pseudomonas sp presentes en la microbiota

gastrointestinal de Engraulis ringens (anchoveta peruana).

Hipotesis:

Siendo Engraulis ringens (anchoveta peruana), un alimento con altas propiedades
nutritivas, como contenido proteico; es probable que caracterizando enzimas proteoliticas
extracelulares procedentes de Pseudomonas sp, presentes en la microbiota gastrointestinal
de Engraulis ringens, altamente eficientes, se obtengan hidrolizados enzimaticos proteicos
a partir del musculo de Engraulis ringens; maximizando su biotransformacion en la

generacion de hidrolizados de mayor valor comercial.
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1.1.  Engraulis ringens (ANCHOVETA PERUANA)

El mar peruano se encuentra ubicado en el area de afloramiento més importante del mundo,
tiene niveles de productividad no superados por ningin otro ecosistema marino, y que son
la base de una inmensa cadena tréfica lo que favorece el desarrollo de grandes volimenes
de recursos pesqueros (3) (37) (6).

Entre estos recursos, la anchoveta tiene particular relevancia para la economia del Perd, por
sustentar la industria pesquera mas importante para el pais y una de las principales del
mundo. Debido a su magnitud, variabilidad e importancia econémica para el pais, la
anchoveta requiere de estudios permanentes en diferentes aspectos de su biologia, como:

alimentacidn, crecimiento, reproduccion, distribucion, etc.

1.1.1. Taxonomia
Engraulis ringens (Anchoveta Peruana), es un pez de la familia Engraulidae, que vive en la

zona sudeste del océano Pacifico frente a las costas de Per( y Chile. En la tabla 1, se detalla

la clasificacion de este género:

Tabla N°1: Clasificacion del género Engraulis ringens.

Reino Animalia

Filo Chordata

Clase Actinopteryqgii
Orden Clupeiformes
Familia Engraulidae
Género Engaulis

Especie Engraulis ringens

Fuente: Jennyns, 1842
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1.1.2. Caracteristicas de la especie

La anchoveta es una especie pelagica, de talla pequefia, que puede alcanzar hasta los 20 cm
de longitud total. Su cuerpo es alargado poco comprimido, cabeza larga, el labio superior se
prolonga en un hocico y sus ojos son muy grandes. Su color varia de azul oscuro a verdoso
en la parte dorsal y es plateada en el vientre.

Vive en aguas moderadamente frias, con rangos que oscilan entre 16° y 23°C en verano y
de 14° a 18°C en invierno. La salinidad puede variar entre 34,5 y 35,1 unidades practicas de
salinidad (UPS).

La anchoveta tiene habitos altamente gregarios formando enormes y extensos cardimenes
que en periodos de alta disponibilidad, facilita que sus capturas sean de gran magnitud

(21).

Aleta dorsal Aleta caudal

Area dorsal

Area ventral

Agallas Aleta \

pectoral Aleta anal
Figura N°1: Engraulis ringens (Anchoveta Peruana)
1.1.3. Distribucién y abundancia de Engraulis ringens.
En el Pacifico Sudeste su distribucion geografica abarca el litoral peruano y chileno, entre
los 03°30" y 37°00'S; diferenciandose dos stocks: norte-centro de Pert (03°30' — 16°00'S)

que registra las mayores concentraciones y el stock sur Perl — norte Chile (16°01' —
24°00'S).
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En periodos normales es capturada en la franja costera, dentro de las 60 millas nduticas y a
profundidades menores de 100 metros. Su distribucion vertical estd en relacion con las

condiciones ambientales (21).

v.
0°S- ’: -
Galapagos Islands
1075+
Northern - central Stock
2078 South Peru-
North Chile
Stock
Engraulis ringens
30°6- “anchoveta”
100°W 0w 80°W 70°W

Figura N°2: Distribucion de Engraulis ringens (Anchoveta Peruana)

1.1.4. Edady crecimiento

Engraulis ringens (Anchoveta Peruana), es una especie de crecimiento rapido, su ingreso a
la pesqueria se da a una talla entre 8 a 9 cm de longitud total (5 a 6 meses de edad),
principalmente entre diciembre y abril, siendo los grupos de edad de uno y dos afios los que
constituyen mayormente las capturas (21).

1.1.5. Reproduccion

Engraulis ringens (Anchoveta Peruana), tiene sexos separados, alcanza su madurez sexual

alos 12 cm y se reproduce mediante la produccion de huevos por parte de las hembras, que
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son fertilizados por el macho en el agua y el embridn se desarrolla fuera del cuerpo de la
hembra.
El desove de la anchoveta abarca casi todo el afio, con dos periodos de mayor intensidad, el

principal en invierno (agosto-setiembre) y otro en el verano (febrero-marzo) (21).

1.1.6. Alimentacién

Engraulis ringens (Anchoveta Peruana), es planctofaga por excelencia, es decir que se
alimenta exclusivamente de plancton (fitoplancton y zooplancton).
Durante eventos El Nifio, la anchoveta se alimenta mayormente de copépodos y eufausidos;

disminuyendo el consumo de fitoplancton en su dieta (21).

1.1.7. Importancia Alimentaria

Este recurso es una valiosa fuente de proteina animal de alta calidad. Su alto contenido de
lisina y otros aminoacidos esenciales la hacen particularmente adecuada para el
complemento de dietas ricas en carbohidratos. Es rico en minerales como: potasio, hierro,
fésforo y calcio. Su componente graso cuenta con una notable presencia de vitamina Ay D,
constituyendo una valiosa fuente de acidos grasos muy necesarios para un adecuado
desarrollo del cerebro y el cuerpo. La anchoveta, en particular es la especie que presenta los
mas altos contenidos de omega -3, principalmente acidos grasos polinsaturados (EPA y
DHA).

En los dltimos afios, el descubrimiento que el consumo de este tipo de acidos grasos
proporciona beneficios en fisiologia humana disminuyendo los niveles de colesterol en la
sangre y previniendo la ocurrencia de enfermedades cardiovasculares; han hecho que a la
anchoveta se le preste un mayor interés en su utilizaciéon, ya que puede contribuir
significativamente a la mejora de la calidad nutritiva del alimento y el valor bioldgico de la
dieta, en particular cuando se trata de nifios que no tienen facilidades para la digestion de
carbohidratos (21).
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1.1.8. Usos potenciales

Se utiliza la anchoveta y también la sardina y otras especies para producir harina y aceite de
pescado. Los grandes recursos de anchoveta fueron descubiertos en el Pert en los afos
1950/60 y la industria harinera se desarrolld en los afios 1960/70.

Hasta 2000 se utilizé solo una muy pequefia parte de las capturas para fabricar anchoas,
sobre todo en Pisco utilizando capturas de pequefias embarcaciones artesanales. Desde
2000 se comenzo a utilizar a la anchoveta también en forma fresca, enlatada y congelada.
El Instituto Tecnolégico Pesquero (ITP) con apoyo de la FAO habia investigado la
posibilidad de aprovechar la anchoveta para consumo humano directo. Luego el Gobierno
del Peru lanzé una campafia promocionaria. Ahora la anchoveta se encuentra en
supermercados y restaurantes. Existe una pagina web especial para fomentar el consumo
humano directo de la anchoveta (http://www.anchoveta.info/) y todos los afios hay una
semana de la anchoveta (21).

1.2. Enzimas bacterianas extracelulares

Las bacterias secretan un gran namero de proteinas al medio extracelular entre las que se
incluyen toxinas, adhesinas y diversas enzimas hidroliticas que se requieren en diferentes
aspectos del ciclo de vida bacteriano, como por ejemplo, en la biogénesis de organelos, la

adquisicién de nutrientes y la expresion de factores de virulencia (26).

1.2.1. Pseudomonas

El grupo de Pseudomonas aisladas del tracto gastrointestinal de Engraulis ringens
(Anchoveta peruana), materia de estudio en la presente tesis, literalmente significa “falsa
unidad”. Debido a su amplia distribucion en la naturaleza, las Pseudomonadaceae fueron
observadas en los inicios historicos de la microbiologia. El nombre genérico Pseudomonas
creado para estos organismos estaba definido en términos relativamente vagos en 1894, es

un género de bacteria gram negativa, bacilos con flagelo polar. Las pseudomonadaceae eran
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aisladas de un variado niumero de nichos ecoldgicos de modo que un grandisimo nimero de

especies recibian el nombre del género (10).

Tabla N° 2: Clasificacion del género Pseudomonas

Reino Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria
Orden Pseudomonadales
Familia Pseudomonadaceae
Género Pseudomonas

Fuente: Migula, 1894.

1.2.1.1. Caracteristicas:

Los miembros de este género generalmente son moviles gracias a uno o mas flagelos
polares que poseen, son catalasa positivos y no forman esporas (27).

El género demuestra una gran diversidad metabdlica, y consecuentemente son capaces de
colonizar un amplio rango de nichos (30). Son de facil cultivo in vitro y ampliamente
disponibles en numero, por lo que ciertas cepas son excelentes para investigaciones

cientificas.

1.2.1.2. Habitat:

Las cepas del género Pseudomonas son capaces de procesar, integrar y reaccionar a una
amplia variedad de condiciones cambiantes en el medioambiente, y muestran una alta

capacidad de reaccién a sefiales fisico-quimicas y bioldgicas.

1.2.2. Enzimologia

Las enzimas son catalizadores de las reacciones quimicas en los seres vivos, es decir, son
sustancias que sin consumirse en una reaccion, incrementan notablemente su velocidad
(34).

En una reaccion catalizada por una enzima:

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2  DE SANTA MARIA

a) Lasustancia sobre la que actla la enzima se denomina sustrato.

b) EIl sustrato se une a una region especifica de la enzima, llamada centro activo y
forma un estado intermedio denominado complejo enzima-sustrato.

c) El centro activo comprende un sitio de unién formado por los aminoacidos que
estan en contacto directo con el sustrato y un sitio catalitico, formado por los
aminoacidos directamente implicados en el mecanismo de reaccion.

d) Una vez formados los productos, la enzima regresa a su forma inicial y puede

comenzar un nuevo ciclo de reaccion.

1.2.2.1.Propiedades de las enzimas

Por tener una estructura proteica, las enzimas poseen una conformacion natural mas estable
que las deméas conformaciones posibles, en la cual son funcionales, de modo que los
cambios en la conformacién de las enzimas suelen ir asociados con alteraciones en su

actividad catalitica.

Las enzimas son catalizadores especificos, cada enzima cataliza un solo tipo de reaccion y
casi siempre actlia sobre un Unico sustrato o sobre un grupo muy reducido de ellos. Tienen
una alta eficiencia y no se consumen en las reacciones, por tales razones, con poca cantidad
de ellas se pueden transformar en producto grandes cantidades de sustrato. En las
reacciones reversibles, las enzimas pueden actuar tanto en un sentido de la reaccién como

en el otro, dependiendo de la concentracién del sustrato (8).

1.2.2.2.Clasificacién de las enzimas

En el origen del estudio de las enzimas se utilizaron nombres referentes al érgano o tejido
dénde se descubrieron (asi la pepsina, de péptico o relativo a la digestion), o bien al sustrato
0 a la actividad desarrollada por la enzima, afiadiéndole el sufijo -asa para darle un nombre
(el caso de la “ureasa”, que cataliza la hidrdlisis de la urea). Desde 1961, la Unién
Internacional de Bioquimica, utiliza un sistema de clasificacion y denominacién, adoptado

por convenio, que clasifica las enzimas en seis grandes grupos:
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Tabla N°3: Clasificacion de las enzimas (35).

Nilmero Clase Reaccion catalizada

1 Oxidorreductasas Transferencia de electrones
2 Transferasas Transferencia de grupos funcionales
3 Hidrolasas Rotura de enlaces incorporando una molécula de agua
4 Liasas Rotura de enlaces covalentes por adicion o

eliminacién de grupos

Reacciones de isomerizacion: transferencia de grupos
5 Isomerasas . .

dentro de la misma molécula

. Formacion de enlaces covalentes mediante reacciones

6 Ligasas

de condensacion
Fuente: Unién Internacional de Bioquimica

1.2.2.3.Proteasas:

Las proteasas, conocidas también como peptidasas o enzimas proteoliticas, catalizan
reacciones de hidrolisis, que rompen los enlaces peptidicos de las proteinas o de las cadenas

polipeptidicas y dan como resultado péptidos mas pequefios o0 aminoacidos libres.

Las proteasas que se encuentran en los organismos vivos, estan implicadas en una gran
variedad de reacciones fisioldgicas; desde la digestion de las proteinas de los alimentos
hasta procesos altamente regulados, como la coagulacion sanguinea, la muerte celular y la

diferenciacion de tejidos (16).

1.3.  Estudio Bioinformético en la Aproximacion Protedmica.

A medida que la tecnologia protebmica mejora en sensibilidad y resolucién se hace
necesario el uso de herramientas adecuadas que permitan almacenar, analizar e interpretar
los datos generados en los experimentos, tareas en las que la bioinformaética juega un papel
esencial. La combinacién de técnicas como la electroforesis bidimensional y cromatografia,
usadas para la separacion de proteinas; y la espectrometria de masas, para su identificacion,
generan una enorme cantidad de datos muy complejos que han de ser convenientemente

almacenados para que puedan ser consultados y analizados de manera eficiente (33).
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1.4. Plataforma Proteémica en la Era Post Gendmica.

La secuenciacion del genoma de un alto nimero de especies ha conducido a lo que se Ilama
la era de la post-gendmica. En 1994, Wilkins introdujo el término de proteoma como
equivalente linguistico al concepto del genoma (45), el proteoma define el conjunto de
proteinas que se expresan a partir de un genoma.

La protedmica es la ciencia que estudia de manera dinamica el proteoma expresado en un
organismo; en determinados momentos puntuales y bajo condiciones concretas
establecidas, como en la enfermedad, en los factores ambientales y fisioldgicos como la
edad, el estrés, agentes toxicos y/o farmacos (22). Esta también puede ser considerada
como una caja de herramientas, dotada de un conjunto de técnicas e instrumentos con un
alto poder de resolucion. La ampliacion de esta caja de herramientas no solo requiere la
optimizacion de las tecnologias actuales, sino también del desarrollo y evaluacién de las
mismas, con la finalidad de aplicar estas técnicas como analisis de rutina (29).

La forma mas adecuada para realizar el analisis y la caracterizacién del proteoma,
dependeréa de las adecuadas estrategias que se apliquen para la preparacion de las muestras
bioldgicas complejas y los métodos de analisis a utilizar que dependeran de la sensibilidad
de los equipos. De esta forma, se alcanza a obtener la maxima resolucion en los resultados;
por lo tanto, las muestras deberan ser fraccionadas antes de la identificacion de proteinas
por espectrometria de masas (2).

Actualmente, la espectrometria de masas (MS) es una técnica indispensable para la
caracterizacion del proteoma de manera reproducible, gracias a su velocidad, precision y
sensibilidad (31).

Las tecnologias que se aplican en la proteémica van encaminadas a separar, identificar y
caracterizar un gran conjunto de proteinas con el objetivo de conocer la abundancia de las
mismas, su localizacién, modificacion e interacciones entre diferentes proteinas.
No existen métodos o instrumentos que sean capaces de identificar y cuantificar los
componentes de una muestra compleja de proteinas en una Gnica manipulacion.
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1.4.1. Fraccionamiento de Proteinas

La mayoria de muestras biolégicas son mezclas complejas de proteinas, las cuales no
pueden ser analizadas directamente por espectrometria de masas dada su complejidad, por
lo tanto es necesario realizar un paso previo e importante de “Fraccionamiento”,
permitiendo asi incrementar el nimero de proteinas identificadas y a la vez favorezca la

deteccion de aquellas presentes en menor cantidad.

Actualmente las técnicas de protedbmica combinan varias técnicas de separacion de
proteinas previo al andlisis de MS, lo que permite ganar resolucién en la identificacion del
proteoma. Los dos métodos mas utilizados para el fraccionamiento de proteinas son la

electroforesis bidimensional en gel (2D-PAGE) y la cromatografia liquida.

1.4.1.1.Electroforesis Bidimensional.

La tecnologia mas utilizada para la separacion de proteinas es la electroforesis en geles de
poliacrilamida. Para muchas aplicaciones proteémicas, la electroforesis en una dimension
es el método de eleccion. Las proteinas se separan de acuerdo a su masa y las proteinas son
solubilizadas en dodecil sulfato sodico (SDS). Es una técnica sencilla, reproducible y

permite la separacion de proteinas de 10-300 kDa.

Uno de los pilares de la proteémica fue el desarrollo de la electroforesis bidimensional
2DPAGE, que permite separar hasta miles de proteinas en un solo experimento, y esta
basada en una separacién de las proteinas en funcion de la carga, seguida de una separacion
de las proteinas en funcion de su masa molecular. La separacion de la primera dimension se
realiza mediante isoelectroenfoque, durante el cual las proteinas son separadas en un
gradiente de pH hasta alcanzar una posicién en la que su carga neta es cero, es decir, su
punto isoeléctrico. En una segunda dimension, las proteinas son separadas mediante
electroforesis en presencia de SDS. La alta resolucién de la técnica se debe a que las dos

separaciones se basan en parametros independientes (19). En cuanto a la deteccion de las
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proteinas, tradicionalmente se ha venido empleando la tincién con azul de Coomassie, 0

con plata, o tinciones fluorescentes para conseguir mayor sensibilidad.

Para un buen analisis de la imagen de los geles bidimensionales, es necesario que estos sean
escaneados y guardados en alta resolucion con la finalidad de obtener una imagen digital
que permita llevar a cabo una serie de andlisis como son la deteccion de los puntos
(especies proteicas), eliminacion del ruido de fondo, determinacién de la intensidad de cada
uno de los puntos, cuantificacion y comparacion del patron de expresion de cada uno de los
puntos generados en cada uno de los geles analizados.

Obteniendo como resultado una comparacion cualitativa de los perfiles de expresion de las
proteinas y la identificacion de los cambios en la expresion de estas, en cada una de las
muestras estudiadas. La complejidad de los geles bidimensionales requiere el empleo de

paquetes informaticos especializados para su analisis (17).

1.4.1.2.Cromatografia Liquida de alta eficiencia (HPLC) de fase reversa.

En la actualidad el uso de la cromatografia como técnica de fraccionamiento ha aumentado
su uso, dada su capacidad de superar algunas de las limitaciones de los métodos de
fraccionamiento por electroforesis bidimensional, lo que permite abordar proteinas dificiles
de analizar dada su estructura y composicion, como las proteinas con puntos isoeléctricos
extremos (&cidos y basicos) y las proteinas hidrofébicas, ya que dada su composicion y
escasa solubilidad estan poco representadas en los mapas electroforéticos bidimensionales

obtenidos hasta el momento.

Otras que son dificiles de analizar son las de baja abundancia que dada su escasez no
puedan apreciarse por la presencia de proteinas mayoritarias que opacan o se sobreponen
ante estas, imposibilitando de este modo su facil deteccion.

La cromatografia liquida es una técnica de fraccionamiento que puede utilizarse para
separar proteinas o péptidos segun las propiedades fisicas y/o quimicas de estos.
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La cromatografia multidimensional se lleva a cabo mediante la aplicacion de sucesivos
fraccionamientos, utilizando diferentes clases de columnas tales como: las de fase reversa
(RP, “reverse Phase”), las de exclusion molecular (SEC, “Size Exclusion Cromatography”),
las de intercambio cationico (SXC, Strong cation Exchange”) o anidnico (SAX, “Strong

Anion Exchange”), y las de afinidad.

La técnica de fase reversa es el tipo de cromatografia mas ampliamente utilizada en HPLC
que son las siglas del inglés High Performance Liquid Chromatography. La cromatografia
de liquidos de alta resolucion utiliza presiones elevadas para hacer pasar un flujo de fase
movil a través de una columna empacada con particulas micrométricas. Sin la aplicacion de

presion seria practicamente imposible que el eluyente pasara a traves de la columna.

Dadas las caracteristicas de una columna de cromatografia de fase reversa, se requerira de
un equipo de HPLC para realizar la separacion. Asi que es relevante comentar de forma

general cdmo esta conformado este equipo.

Un equipo de HPLC béasicamente debe contar con un sistema de bombeo que impulse el
flujo de la fase mavil a través de la columna, una columna que separe los componentes de
la muestra, un detector que mida alguna caracteristica de dichos componentes conforme

van saliendo de la columna y un procesador que convierta la sefial electronica del detector

en un cromatograma (12).

1.5. Espectrometria de Masas.

Mediante espectrometria de masas es posible obtener informacion estructural de las
proteinas tal como secuencia de aminoacidos y la masa de los péptidos.

Esta informacion puede utilizarse para identificar proteinas comparando los resultados con
bases de datos. La espectrometria de masas también resulta Gtil para identificar y localizar
modificaciones post-traduccionales en las proteinas (50). La recopilacién de la informacion

por medio de MS se divide en 3 etapas:
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1.5.1. Elaboracion previa de la muestra.

Como se menciond previamente, la proteina se resuelve de una mezcla proteica empleando
generalmente técnicas electroforéticas. Debido a que la conversion de la proteina en sus
constituyentes peptidicos proporciona mayor informacién que la obtenida con la proteina
completa, es necesario llevar a cabo una fragmentacion de la misma por los métodos que ya
se describieron en este trabajo. Una vez obtenidos los constituyentes peptidicos estos
pueden ser purificados por RP-HPLC, utilizando ZipTips (Millipore) o material de
perfusion Poros R2 (50).

1.5.2. Bombardeo Laser (ionizacion).

Para el analisis de muestras bioldgicas por MS es necesario que las moléculas estén
cargadas eléctricamente y secas. Este requisito se cumple convirtiendo las moléculas en

iones desolvatados.

Han sido varias las técnicas que se han desarrollado con este fin, las primeras de ellas se
basaron en el impacto de electrones y en la ionizacién quimica. Estas técnicas resultaron
efectivas para ionizar moléculas pequefias pero no para la ionizacion de moléculas de alto

peso molecular, como las biomoléculas.

La espectrometria de masas se revolucioné en 1981 gracias a la introduccion del
bombardeo rapido de atomos (FAB, fast atom bombardment) por Barber. Esta técnica

posibilitd la ionizacion y deteccion de biomoléculas con relativamente buena sensibilidad.

Hoy en dia, los métodos mas cominmente empleados para generar iones desolvatados son
el MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionization) y el ESI (electrospray ionization),
estos han reemplazado por completo al FAB. Tanto el MALDI como el ESI son métodos de

ionizacion suaves donde se mantiene relativamente la integridad de la muestra (50).
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1.5.2.1.MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization).

Este método fue introducido en 1988 por Karas y Hillenkamp. En el MALDI la muestra se
incorpora en una matriz de moléculas y posteriormente es sometida a radiacién con un
laser. EI laser promueve la formacion de iones moleculares. La matriz, capaz de absorber
luz de la longitud de onda emitida por el laser, estd constituida por una molécula pequefia
tal como el acido 2,5-dihidroxibenzoico, el dcido o —ciano-4-hidroxicinamico o el acido
sinapinico. Tanto la muestra como la matriz se colocan en una placa de metal y se dejan
evaporar, propiciando la formacion de cristales. La placa de metal se coloca en el
espectrometro y el laser es dirigido automéaticamente a sitios especificos de la placa. La luz
emitida por el laser, generalmente con una longitud de onda de 337 nm, causa la desorcion
y la ionizacion de la muestra tanto por protonacion como por desprotonacion generando
iones predominantemente monovalentes. Los iones producidos son posteriormente
acelerados hasta el analizador.

El proceso puede estar automatizado desde la aplicacion de la muestra hasta la recoleccion
y el analisis de los datos, lo que constituye la principal ventaja del MALDI.
Adicionalmente, no siempre es necesario que las muestras a analizar sean sometidas a
procesos de purificacion después de la digestion en gel, lo que constituye otra ventaja de

este metodo sobre el ESI (Electrospray lonization) (50).

1.5.3. Determinacién de masas.

Después de la conversion de proteinas o péptidos en iones moleculares, estos son
acelerados desde la fuente de iones hacia el analizador de masa. En el analizador de masa
los iones son separados de acuerdo a su relacion carga-masa (m/z) en el vacio (50).

1.5.3.1.Analizadores de Cuadrupolo.

Uno de los analizadores de masa mas comunes es el analizador de cuadrupolo. En él los
iones son conducidos a través de un campo eléctrico creado por un arreglo de 4 barras
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metalicas paralelas, el cuadrupolo. Un cuadrupolo puede transmitir todos los iones, 0 bien
actuar como un filtro mésico que permita la transmision de iones con una cierta relacion
m/z. Un solo analizador de cuadrupolo no brinda informaciéon uatil en anélisis de
protedmica, sin embargo al combinar tres cuadupolos en serie y acoplarlos a un sistema de
ESI es posible obtener informacién acerca de la secuencia de amino acidos de un péptido.
Empleando esta configuracion, el primer y tercer cuadrupolo acttan como filtros de masa,
mientras que el segundo funciona como una celda de colision en la cual se produce la
informacion sobre la estructura proteica. A esta configuracion se le denomina “tandem
space” o MS/MS (50).

1.5.3.2.Analizadores de Tiempo de vuelo (Tof).

Este es uno de los analizadores mas simples. Mide la relacion m/z de un i6n determinando
el tiempo requerido para recorrer la longitud de un tubo de vuelo desde que el i6n abandona
la fuente de iones; el i6n es impulsado con una velocidad inicial, la cual depende
directamente de su masa. El tiempo de vuelo del i6n es proporcional a la raiz cuadrada de

su relacién m/z dada una aceleracion constante provocada por el voltaje.
! m
Tiempo de vuelo = k. =

Algunos analizadores de masa de ToF incluyen un espejo de iones o reflectron al final del
tubo de vuelo, el cual repele los iones a través de este tubo y los dirige al detector. De esta
forma, se ve incrementada la longitud del tubo de vuelo con lo que mejora la resolucién. El
reflectron sirve también para corregir las pequefias diferencias en la energia cinética que
existe entre iones de la misma masa. Estas diferencias se deben a la posicién que guarda
cada i6n en la fuente de iones al momento que son acelerados al aplicar una diferencia de
potencial. Las diferencias en la energia cinética de los iones se reducen debido a que los
iones con energia cinética mayor viajan mas lejos en el reflectron que los iones con energia
cinética menor. Esto ocasiona que los iones con la misma masa se enfoquen mejor en el
detector mejorando considerablemente la resolucion y la precision del calculo de masas
(50).
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1.6.  Aproximacion al Proteoma Funcional en la era Post Genomica.

Los datos generados en un espectrometro de masas, son visualizados en forma de picos; a la
representacion grafica de los datos se le denomina espectro de masas. Cada uno de los picos

de un espectro de masas representa valores de m/z y la intensidad de cada sefial.

Definir la identidad o secuencia de una proteina a partir de su espectro de masa es un
procedimiento comun en estudios de protedmica. Utilizando la informacién contenida en
bases de datos es posible identificar rapidamente un gran nimero de proteinas con gran

precision.

La identificacién exitosa de proteinas depende de la calidad de los datos generados en el
espectrometro de masas, de los datos contenidos en la base de datos y, del método
empleado en la basqueda de datos. En general, existen diversas estrategias para el manejo
de datos obtenidos por MS (18).

1.6.1. Estudio de homologia secuencial via espectrometria de masas MS/MS.

Como se menciond previamente, la fragmentacion de péptidos utilizando la técnica ion
product scan o de decaimiento post-fuente de masas proporciona informacion acerca de la
secuencia. La informacion obtenida a partir de una secuencia es indudablemente mas
precisa que la proporcionada por la masa molecular. Por tanto, la secuencia de un péptido
suficientemente largo puede ser suficiente para identificar una proteina que ha sido

caracterizada previamente.

Es posible llevar a cabo un analisis manual del espectro de masa para determinar la
secuencia tomando como base los iones (de la serie b y y) generados.

Los datos también pueden interpretarse en bases de datos, a este tipo de busqueda se le

denomina MS/MS no interpretado (uninterpreted MS/MS). Y generalmente basta con
obtener la secuencia de 2 péptidos para identificar una proteina de un genoma conocido.
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Son muchas las bases de datos disponibles para realizar busquedas de este tipo, sin
embargo presentan problemas en el analisis cuando existen modificaciones y polimorfismo

en las proteinas (11).

1.6.2. Secuencia de novo y estudio Bioinformatico.

El objetivo de esta aproximacion es obtener secuencias completas de aminoacidos que se
deduzcan de novo de los espectros MS/MS (bien mediante interpretacion manual o con

ayuda de algoritmos) y buscar homologias frente a proteinas presentes en bases de datos.

La secuenciacion de novo es necesaria cuando el analisis por MFP o MS/MS no
interpretado no produce resultados confiables. Esto es comun en casos en que el genoma
del organismo del cual procede la proteina no ha sido caracterizado completamente.
Aunque la proteina de interés pueda no ser identificada o sea una proteina desconocida, la

informacidn de la secuencia puede ser utilizada para clonar el gen correspondiente.

En condiciones de baja energia, el ion precursor se fragmenta para producir iones —
b y -y de longitudes variadas. La secuencia de los iones de ambas series es
complementaria, de manera que es posible obtener una secuencia completa aun cuando

existan gaps en la secuencia de una u otra serie.

Cuando los péptidos son obtenidos por digestion con tripsina, el extremo C-terminal de los
mismos es arginina o lisina. En un espectro MS/MS, el residuo C-terminal se puede
observar en el fragmento correspondiente al ion-y1. Por tanto, el punto de inicio de la serie
y siempre serd conocido. A la masa observada del i6n-y1 hay que afiadir la masa de una
molécula de agua y de un protdn. Si la masa del i6n—y1 es de 175 Da, entonces el residuo
es arginina; en cambio, si la masa es de 147 Da el residuo es lisina. Una vez identificado el

i6n—y1 en el espectro, la secuencia de la serie puede iniciarse a partir de ese punto (50).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

1.6.3. Analisis estructural de Proteinas.

Hasta el momento se cree que la estructura primaria de una proteina induce a establecer las
estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria ya que el ADN no sélo determinaria la
estructura primaria sino también los niveles superiores de estructura. Sin embargo, la
actividad biolégica de la proteina depende en gran medida de su estructura terciaria
especifica mantenida por los enlaces mencionados anteriormente, de tal manera que cuando
una proteina se somete a: calor, determinadas sustancias quimicas, cambios bruscos de pH,
etc. su estructura terciaria se desorganiza y las cadenas peptidicas adquieren una
conformacién al azar que induce a la pérdida de su actividad biolégica especialmente

cuando actlia como enzima.

Las temperaturas elevadas, rompen muy facilmente los puentes débiles de hidrégeno y las
interacciones hidrofobicas a causa del aumento en la energia cinética de las moléculas. La
alteracion del pH puede cambiar el patrén de ionizacion de los grupos carboxilo y amino en
las cadenas laterales de los aminoacidos desorganizando el patron de atracciones y

repulsiones idnicas que contribuyen a la estructura terciaria normal.

La pérdida de la estructura terciaria se denomina desnaturalizacion, y siempre se acompafia
de la alteracion de las funciones biologicas normales de las proteinas. La desnaturalizacion
se puede originar por calor o concentraciones altas de sustancias polares y solventes no
polares tales como la urea que rompen los puentes de hidrégeno que mantienen la

estructura de la proteina.

Generalmente la desnaturalizacion es irreversible, particularmente si muchas proteinas
desnaturalizadas interactian en eventos no especificos al azar, como se presenta en los
cuerpos de inclusion caracteristicos de algunas enfermedades neurodegenerativas. Sin
embargo, en algunos casos la desnaturalizacion es reversible, y una vez las condiciones del
ambiente vuelvan a su estado normal, la proteina puede adquirir su forma activa (ejemplo la

lisosima). En este caso se habla de renaturalizacion (48).
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1.6.4. Importancia del grupo R de los aminoé&cidos.

Las cadenas de polipéptidos que forman una proteina se encuentran enrolladas o plegadas
de modo que forman una macromolécula con una conformacion especifica, tridimensional.
Esta conformacion determina la funcién de la proteina. Por ejemplo, la conformacién unica
de una enzima le permite "identificar" y actuar sobre su sustrato, sustancia que dicha
enzima regula. La forma de una proteina hormonal le permite combinarse con su receptor

en el sitio de la célula blanco (La célula sobre la cual la hormona esta disefiada para actuar).

Las proteinas se clasifican en fibrosas o globulares. En las proteinas fibrosas, las cadenas de
polipéptidos estan dispuestas en laminas largas; en las proteinas globulares las cadenas de
polipéptidos se encuentran plegadas en forma estrecha a fin de producir una molécula

compacta, de forma esférica. La mayor parte de las enzimas son proteinas globulares (4).

1.6.5. Plegamiento de proteinas.

El plegamiento de proteinas es el proceso por el que una proteina alcanza su estructura
tridimensional. La funcion bioldgica de una proteina depende de su correcto plegamiento.
Si una proteina no se pliega correctamente serd no funcional y, por lo tanto, no sera capaz
de cumplir su funcion bioldgica.

El proceso inverso es conocido como desnaturalizacion de proteinas. Una proteina
desnaturalizada no es méas que una cadena de aminoacidos sin una estructura tridimensional
definida ni estable. A menudo, las proteinas desnaturalizadas pierden su solubilidad y
precipitan. En algunos casos los procesos de plegamiento y desnaturalizacién son

reversibles, aunque en otros no.
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CAPITULO I
MATERIALES Y METODOS

2.1. Ubicacion:

El presente trabajo se realiz6 en los Laboratorios ubicados en las instalaciones de centro de
investigacion BIOTEC CMC, en planta de Camposol S.A.C., Distrito de Chao, Provincia
de Viru, Departamento de La Libertad.

Las pruebas realizadas en el laboratorio, formaron parte de los componentes de los

siguientes proyectos:

- Proyecto 2012-00060: “Bioprospeccion de genes, lipasas y proteasas de la microbiota
(bacteriana) de Engraulis ringens (Anchoveta peruana) de interés en la industria de la
harina y aceite de pescado”

- Convenio N° 058-FINCyT-FIDECOM-PIPEI-2012: ““ Aplicacion de la Espectrometria
Doble Masa MALDI-TOF/TOF para el analisis de aceites de Anchoveta y procesos

Biotecnoldgicos de valorizacion”

2.2.  Materiales:

2.2.1. Material Biologico:

- Engraulis ringens (Anchoveta peruana).

2.2.2. Materiales de Laboratorio:
- Placas Petri.
- Tubos de 16x150mm.
- Asade digralski.
- Frasco transparente con tapa rosca de 50ml.
- Frasco transparente con tapa rosca de 100ml.
- Frasco transparente con tapa rosca de 500ml.
- Tubos falcon de 50 ml.

- Tubos centrifuga de 50ml.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

- Tubos de ensayo 13x100mm.

- Vaso de Precipitacion de 100ml.

- Vaso de Precipitacion de 250ml.

- TermoOmetro digital.

- TermOmetro digital.

- Tubos Ependorf de 1.5ml.

- Tubos Ependorf de 200ul.

- Puntas para Pipetas sin filtro 1000-5000 pL.

- Puntas para Micropipetas con filtro 0-200 pL.
- Puntas para Micropipetas con filtro 0-200 pL.
- Puntas para Micropipetas con filtro 100-1000 pL.

2.2.3. Equipos, Aparatos e Instrumentos:

- Autoclave.

- Microscopio.

- Cémara de flujo laminar.

- Sistema de Purificacion de Agua Ultrapura MilliQ (MERCK).

- Congeladora a -80°C (llshin Biobase).

- Balanza Analitica Explorer (OHAUS).

- Centrifuga Refrigerada (PrO-Research).

- Refrigeradora (Electrolux).

- Sistema doble de placas “OwlTM Dual — Gel Vertical Electrophoresis Systems
P8DS 17 (Thermo Scientific).

- Pipeta Automatica - Micropipeta 0.5-10uL. (Axygen).

- Pipeta Automatica - Micropipeta 5-50uL. (Axygen).

- Pipeta Automaética - Micropipeta 20-200 pL. (Axygen).

- Pipeta Automaética - Micropipeta 100-1000 pL. (Axygen).

- Pipeta Automatica - Micropipeta 1000-5000 pL. (Axygen).

- Accesorios para Formacion de Geles en Electroforesis 1D: Cubeta para formacion
de geles (Carrier), Cristales Planos de Vidrio 10x10 cm. (placas), Peines 10cm. x 10

pozos y Separadores de 0.8 mm. De 10cm. (Thermo Scientific).
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- Fuente de Poder Eléctrico (Thermo Scientic).
- Maldi Tof/Tof ABsciex 4800. (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
- Placa MALDI (OptiPlate-384 well Microplate).

2.2.4. Reactivos:
- Solucidn salina estéril.
- Agua destilada.
- Caldo Tripticasa Soya.
- Caldo Marino.
- Agar.
- Cristal violeta.
- Lugol.
- Alcohol-acetona.
- Safranina.
- Verde de malaquita.
- Rojo de congo.
- Colorante de Maneval.
- Aceite de inmersion.
- Extracto de carne.
- Extracto de levadura.
- Peptona.
- Skim Milk Powder.
- Glicerol.
- Cloruro de Sodio, NaCl grado analitico (CalBlochem).
- Etanol Absoluto 99.8% (J.T.Baker).
- Acido Clorhidrico, HCI 36.5-38.0% (J.T.Baker).
- Hidroxido de Sodio, NaOH grado analitico (Merck).
- BSA (albumina de Suero Bovino)- (SIGMA).
- Coomassie Brilliant Blue G-250 (SIGMA).
- Acido fosforico al 85 % (J.T.BAKER).
- Agua Milli-Q (Millipore).
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- Glicerol, grado molecular (JT.Baker).

- Glicina (Bio-Rad).

- Marcadores Molecular de Proteinas (Thermo Scientific).

- Acrilamida (MERCK).

- N,N-metileno-bisacrilamida (Merck KGaA - Darmstadt, Germany).
- Tris-Base (JT.Baker).

- Dodecil Sulfato de Sodio, SDS (Sodium Dodecil Sulafate) (Promega).
- N-N-N-N-Tetrametiletilenediamina (TEMED) (Promega).

- Persulfato de amonio, PSA (Omnipure).

- Azul de bromofenol (SIGMA).

- Ditiotreitol (DTT) (Promega).

- Metanol para analisis EMSURE (MERCK).

- Acido Acético Glacial (J.T.Baker).

- Acetonitrilo (Merck).

- Tripsina, grado secuenciamiento (Promega).

- Matriz aCHCA (Acido alfa-4-hidroxicinamico Ciano).

- Acido trifloro Acético 25% (Merck).

2.2.5. Materiales Varios:
- Cajas de tecnopor de 20 litros.
- Guantes venitex (guantes de Nitrilo, Talla 6).
- Guantes de cuero para proteccion de Temperaturas.
- Hielo seco y pica hielo.
- Bolsas ziplop.
- Bolsas de polipropileno transparentes.
- Cinta de embalaje.
- Marcador grueso.
- Papel toalla.
- Tabla de Picar.
- Pinzas Quirurgicas.
- Bisturi N°4.
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2.2.6. Softwares y Herramientas Bioinformaticas:
- 4000 Series Explorer™ (Software que permite la manipulacién y recoleccién de
datos provenientes del Equipo MALDI ToF/ToF ABsciex 4800 Plus).

- Protein Pilot™ (Software que simplifica la identificacién de proteinas).

- DNAstar (Software que proporciona informacion gendmica, y protedmica)
> EditSeq (Importa y edita secuencias)
» MegAlign (Alineamiento multiple de secuencias)
> Protean (Herramienta de analisis de proteinas)

- BLAST (Herramienta para la busqueda de homdélogos segun alineamiento)
» NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi)
» EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/ncbiblast)

- SWISS-MODEL (Servidor de homologia proteica estructural de modelado)

(http://swissmodel.expasy.expasy.orq)

2.3. Métodos

2.3.1. Muestreo de Engraulis ringens (Anchoveta peruana).

Se colect6é materia prima; Engraulis ringens (Anchoveta peruana) en la bahia de Chimbote,
en el muelle CRIANI, provincia de Santa, region Ancash; desde las 11 a 13 horas,
aproximadamente, hora que llegan de alta mar las embarcaciones artesanales (bolicheras).
Se utilizaron guantes de nitrilo, con el fin de evitar el contacto de la piel con la materia
prima. Se seleccionaron 30 individuos adultos de aproximadamente 12cm con
caracteristicas de frescura, en la piel pigmentacion viva y brillante con consistencia tersa y
firme, el abdomen terso y liso sin flacidez ni hinchazén (7).

Los individuos seleccionados fueron transportados en hielo al laboratorio, en cajas de
tecnopor, embolsados para evitar dafio, en una proporcién individuo/hielo 1:2 (w/w), para

conservar su frescura hasta el momento de su procesamiento (25).

En el laboratorio, fueron almacenados a -80°C.
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2.3.2. Obtencion del tracto gastrointestinal de Engraulis ringens (Anchoveta

peruana).

Se colocaron los individuos en posicion horizontal, se desinfectd la superficie de las
muestras bioldgicas con etanol al 90%. Se colocd el pez sobre una bandeja de diseccion
debidamente desinfectada, con el lado izquierdo del pez por arriba. Se cortd la aleta
pectoral y se hizo un corte transversal hasta el punto inmediatamente anterior a la aleta
anal. La diseccion consistio en la obtencion del tracto gastrointestinal completo, desde el
es6fago hasta el intestino, en condiciones estériles.

Se depositaron los tractos gastrointestinales de Engraulis ringens sobre placas Petri

estériles y limpias con S.S.E (solucidn salina estéril).

2.3.3. Aislamiento y caracterizacion parcial de cultivos bacterianos presentes en la
microbiota gastrointestinal de Engraulis ringens (Anchoveta peruana).

Se segmentaron las regiones de los tractos gastrointestinales (es6fago, estbmago y ciego
pilérico), agrupando las regiones de interés del mismo tipo las cuales se colocaron en tubos
de ensayo de 16 x 150 mm que contenian 10 ml de Solucién Salina Estéril. Se
homogenizaron las muestras con la finalidad de obtener la mayor cantidad representativa de
la microbiota gastrointestinal. Se tomé 1 ml del homogenizado y se realizd 5 diluciones
seriadas. Se tom6 0.1mL de muestra y se colocé en placas de TSA y AM por duplicado.
Las placas se incubaron a temperatura ambiente por 24-48horas. La diseminacion del

aislamiento en placa se realizé con asa de drigalski.

Las colonias bacterianas visualizadas en las placas se replicaron en medio TSA/AM y se
incubaron nuevamente por 2 dias. Los aislados se replicaron en placas de 4 cuadrantes y
con la ayuda del microscopio nos cerciorarnos gque la colonia este pura. Seleccionamos una
colonia y la pasamos a tubo de plano inclinado TSA/AM. Las cepas aisladas puras fueron
caracterizadas a través de tincion Gram (identificacion de morfologia), Tincion de Wirtz
(identificacion de esporas) y Tincion de Maneval (identificacion de céapsulas) para la
caracterizacion parcial de los cultivos bacterianos.
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2.3.4. Deteccion y seleccion de microorganismos con mayor Actividad Proteolitica en

medio solido.

La produccion de proteasas fue detectada en un medio de cultivo solido constituido por
agar 15 g/L, extracto de levadura 5 g/L, Skim milk 10 g/L, con un pH inicial de 7,2
preparado en agua destilada. Se sembré una cepa en cada cuadrante por puncién. Una zona
clara alrededor del sitio de crecimiento de la bacteria desde las 24 hasta 96 horas a

temperatura ambiente fue tomada como evidencia de actividad proteolitica (41).

Tabla N°4: Tamafios de halo de actividad proteolitica.

_ No evidencia halo

+ Tamafio del halo menor a 2mm
+ Aproximado 10mm

++ Aproximado 15mm

+++ Aproximado 20mm

++++ Aproximado 25mm

Fuente: Sanchez. et al., 2004

2.3.5. ldentificacion molecular del género Pseudomonas sp.

Extraccion de ADN Genomico de bacterias:

Se extrajolmL de cultivo de bacteria obtenido de ceparios, los cuales fueron colocados en
un tubos eppendorf de 1.5mL cada uno, se centrifugd a 14,000 rpm x 10 minutos y se
descartd el sobrenadante, se agregé 200uL de Buffer TENS (el buffer debe estar a
temperatura ambiente) y suavemente se mezcl6 por inversion varias veces. La muestra se
sometio a shock térmico; la suspension se calenté a 65°C por 2 minutos, luego se coloco en
frio (-4°C) por 2 minutos, dicho paso se repitio 2 veces; esto permitio la lisis de las células.
Se adicion6 2uL de la enzima proteinasa (20mg/mL) y se incubd a 54°C por 1 hora. Se
agregé 400uL de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y luego se vortexed, se
centrifugd a 14,000 rpm por 15 minutos. La fase superior se colecto en un nuevo tubo, se
adiciono 1 volumen de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y se vortexe0, se centrifugo a
14,000 rpm por 15 minutos. La fase superior se colecté en un nuevo tubo (300-250uL.), se

adiciond 0.6 volumenes de isopropanol mas 0.1 volumen de acetato de sodio 3M a pH 4.8y

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

se mezclo por inversion ligera. Se incubd a -20°C por 1 hora, se centrifugd a 14,000 rpm
por 15 minutos y se descart6 el sobrenadante. Se agregé 750uL de etanol al 70% (solucion
helada) y se mezclé bien, se centrifugd a 14,000 rpm por 5 minutos y se descarto el
sobrenadante (repetimos este paso 2 veces). Se dejé secar al ambiente (con los tubos
ligeramente inclinados sobre papel secante; usamos calor ligero si es necesario). Por Gltimo
se resuspendi6 el pellet de ADN en 50uL de TE 1X y finalmente se adicion6 1uL de la

enzima ARNasa y se incubo a 37°C por 30min.

Caracterizacion molecular a nivel genémico del ADNr:

Para la caracterizacion a nivel del ADNr se utilizd la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Para la caracterizacion de bacterias se amplificd la regidén 16S. La
amplificacion por PCR consiste en una mezcla de reaccion constituida por: 25 uL de PCR
Master mix 2X (incluye buffer de PCR, dNTPs, MgCl, y Taqg DNA polimerasa), 1 puL de
iniciadores universales 16SrTRNA 27F3 (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) y
16STRNA 1492R4 (5°-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3°), 1 uL de MgCl,, 21uL
de agua ultra pura para completar un volumen de 49 pL. Luego se adicion6 1 pL del ADN
extraido.

NOTA: La reaccion de amplificacion se realizé en un equipo Veriti (AppliedBiosystems)
mediante el siguiente protocolo de amplificacion: un ciclo de 94°C por 4 min., seguido por
40 ciclos a 94°C por 30 seg., 60°C por 45 seg., y 72°C por 45 seg; con un ciclo final de
72°C por 7 min y 4°C para su conservacion por tiempo indefinido.

Anélisis electroforeético de los productos obtenidos luego de la PCR:
Para la electroforesis de los productos amplificados en la reaccion de PCR, se prepar6 un
gel de agarosa al 1.5% como se detalla a continuacién:

a) Preparacion de gel de agarosa:
Se peso6 1.8 g de agarosa, disolviendo 120 mL de TAE 1X (Tris base 0.5M, EDTA 50mM,
acido acético glacial), se calentdé en horno microondas hasta punto de ebullicién, dejando

enfriar ligeramente y luego se adicion6 5 - 7 uLL de bromuro de etidio (10 mg/mL) agitando
circularmente para homogenizar. A continuacién, se arm6 el molde de la céamara
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electroforética, agregando el contenido de la solucion TAE preparada sobre el molde de la
camara electroforética dejando enfriar hasta que solidifique por completo, se retir6 las
peinetas y luego se coloco el molde que contenia el gel sobre la camara electroforética.

Luego se agregd TAE 1X hasta cubrir por completo la superficie del gel de agarosa.

b) Preparacion de la solucion de carga de producto de amplificacion:

Se coloco 2 pL de azul de bromofenol (6X) sobre el reverso de una lamina de Parafilm. Se
incorpord 10 pL del producto de amplificacion y se procedio a mezclar, a continuacion se
depositd la solucion de carga sobre los pocillos del gel de agarosa.

NOTA: Adicionalmente, se cargé un marcador de peso molecular de 100bp.

c) Programacion del equipo de electroforesis:

Se program6 el equipo de electroforesis para que se dé la migracién del producto de
amplificacion en un voltaje de 90V por 60 min.

d) Revelacidn del producto de amplificacion en el trans-iluminador:

Se colocé el gel de agarosa sobre la pantalla del trans-iluminador para revelar los productos
de amplificacién.

NOTA: Los productos de amplificacion fluorescen bajo luz ultravioleta, debido a la
presencia de bromuro de etidio (molécula fluorescente que se intercala en la doble cadena

del producto amplificado).

Secuenciacion:

Para la secuenciacion, se tuvo en cuenta la intensidad de la banda obtenida, los productos
de PCR fueron diluidos al 1/2, 1/5 o al 1/10 si asi lo requerian. Estas muestras se enviaron a
secuenciar con sus respectivos iniciadores: foward (sentido) y reverse (anti sentido) los
cuales se diluyeron a una concentracion de 10 Pmol / uL; 20 pL de primer diluido (20 pL
de Fy 20 pL de R) por 40 pL de muestra enviada (20 pL para F y 20 pL para R). La
secuenciacion se llevd a cabo en Macrogen - EE.UU. y los resultados de la secuenciacion
fueron recibidos via electrénica.
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Alineamiento de secuencias:

Después de tener las secuencias de ADN de las bacterias, se procedio a analizar los datos
en el programa “MEGA”, alineando las secuencias producto de la amplificacion, el
iniciador foward con las del iniciador reverse, guiandose de los picos que se observaran en

las gréficas de secuenciacion.

Analisis filogenético:

Teniendo las secuencias alineadas, estas fueron analizadas utilizando el software “BLAST”
(BASIC LOCAL ALIGNMENT SEARCHTOOL), de la NCBI (National Center for
Biotechnology Information) la cual buscd similitud de nuestras secuencias con las
secuencias que se tiene en el banco de genes “GENBANK?”, este arrojé como resultado una
lista de microorganismos que tienen un elevado porcentaje de homologia con la muestra

que se analizo.

2.3.6. Produccion de enzimas extracelulares

Se sembré cada cepa en medio liquido (TSB/MB) y se evalu6 su crecimiento realizando un
recuento en Camara de Neubauer a las 24-48 horas.

La produccion de proteasas por los aislados se llevo a cabo en un medio constituido por
extracto de carne 3g/L, peptona 5 g/L, NaCl 8g/L y skim milk 20g/L. Un volumen de 5mL
de un cultivo bacteriano con crecimiento de 24-48 horas en TSB/MB fue inoculado en un
matraz de 200mL con 50mL de medio para la produccién de proteasas, se incubd en un
shaker a T.A, 100 rpm por 72 h. Las células y el material insoluble fueron removidos por
centrifugacion a 12000 rpm por 15 min a 4°C. El sobrenadante libre de células fue usado
como recurso de la enzima proteasa. Los ensayos se llevaron a cabo por duplicado.

2.3.7. Purificacion de enzimas extracelulares por Cromatografia en HPLC de fase

reversa.

La muestras obtenidas previamente fueron re-suspendidas en tampén Tris-HCI 20mM,
NaCl 100mM, pH, 7.9 y luego centrifugadas a 6000 rpm. Posteriormente fue aplicado el
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sobrenadante (200uL) en una columna p-Bondapack C18 (0,78 X 30 cm) preparativa,
previamente equilibrada con acido trifluoracético 0.1% pH 3.5 (Tampdn A) acoplada a un
sistema de HPLC de fase reversa. El sistema cromatogréfico usado fue HPLC-PDA 991
(waters), equipado con dos bombas (waters) modelo 510/B, un inyector automatico de
muestras U6K con un loop de 2,0 ml de capacidad. Inicialmente, la elusion de la muestra se
realiz6 a través de un gradiente lineal con Acetonitrilo 66% (Tampdn B). Las fracciones

fueron monitoriadas a 280 nm.

2.3.8. Electroforesis en SDS-PAGE

La electroforesis en gel de poliacrilamida se realizé siguiendo la metodologia descrita por
Laemmli (1970).

Las placas de poliacrilamida fueron realizadas de modo discontinuo, presentando un gel de
concentracion de 5 % y un gel de corrida de 12,5 %. Las placas fueron preparadas
utilizando una solucién de acrilamida stock (30%T, 0,8%C). El gel de concentracion a 5 %
se prepard utilizando un tampén Tris-HCI 0.5M de pH = 6,8 y el gel de corrida es fue
elaborado utilizando un tampén Tris-HCI 1M de pH = 8,8. A ambos geles se les agrego
SDS al 20% en cantidad suficiente para llevar a una concentracion final de 0.5% (v/v).

La electroforesis PAGE-SDS se realizé en un sistema doble de miniplacas SE 250 Mighty
Small 1l (Hoeffer scientific instruments). Las muestras y los marcadores de masa molecular
fueron disueltos en tampon de muestra (Tris-HCI 0,075M; pH = 6,8; 10% glicerol; 4% de
SDS; 0,001% de Bromofenol). La corrida electroforética se realizd a 30 mA. Los geles
fueron coloreados con solucién de Comassie Blue 0,05% a 370C, y el exceso de colorante
fue removido con &cido aceético al 7%.

2.3.9. Determinacion de Actividad Proteolitica con sustrato cromogénico BApNA.
La interaccion especifica con el substrato (BApNA) ocurre por medio del residuo de
fenilalanina. La hidrdlisis de la union peptidica genera entre los productos de la reaccion,

la p-nitroanilina, de color amarillo, lo que permite acompafiar espectrofotométricamente el

andamiento de la reaccion a través de la medicion de la tasa de formacion de este producto.
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Con este objetivo, se medi6 el aumento de la absorbancia de la disolucion a lo largo del
tiempo, con la longitud de onda de la maxima absorcion de la p-nitroanilina (A max = 405
nm, coeficiente de extincion molar, € = 1.08-10* M cm™) para diferentes concentraciones
inicial de BApNA. La concentracion del producto es obtenida por la aplicacion de la ley de
Lambert-Beer (A = ¢/c).

El substrato sintético, p-nitroanilida, (DL-BApNA) es utilizado para el dosage de la
muestra. Este substrato es empleado para medir la actividad amidasica para enzimas
proteoliticas tales como: tripsina, quimiotripsina, factor Xa, calicreina plasmatica humana,
trombina y plasmina humana. En este substrato, péptidos derivados de la p-nitroanilida,
han sido ampliamente utilizados principalmente por la alta sensibilidad fotométrica en la
absorbancia de 405 nm de la p-nitroanilida liberada después de la hidrolisis enzimatica,

segun el método de Erlanger, et al., (1961).

El substrato cromogénico que se utilizd es BApNA (Na-BENZOIL-p -ARGININA p-
NITROANILIDA) en una solucion 0,1 M para dosage de las fracciones (1 mg/ml.); se
colocé 20 ul de la muestra en un medio de incubacion que contenia 1000 pl de solucién de
substrato previamente disuelto en dimetil sulféxido (DMSO) como solucion stock para ser
utilizado en la proporcion de 1/10 (10 ul) en tampoén Tris—HCI, 10 mM, CaCl2 10 mM,
NaCl 100 mM, pH 7.8, méas 250 pl de tampon para un volumen final de 1270 pl. Después
de 30 minutos la reaccion es bloqueada con é&cido acético 30 % (500 pl). El

monitoreamiento de la reaccién fue realizado en la absorbancia de 405nm.

r

G 2} @

NH Papam_
/L\ HO
H,N" NH
Hy N
BApNA p-mitroanlina

Figura N°3: Esquema de la reaccion de hidrdlisis de BApNA, catalizada por papaina.
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2.3.10. Caracterizacion de péptidos por Espectrometria de Masas en Tandem.

La espectrometria de masas en Tandem ESI-CID-MS/MS fue realizada usando un
espectrometro de masas hibrido quadrupolo-time of fligth (Q-TOF, Micromass Manchester,
UK), equipado con una fuente de nano spray operando en modo de ionizacion positivo. Las
condiciones de ionizacion fueron: voltaje capilar de 2.3 kV, un cono voltaje y lentes RF1 de
30y 100 V, respectivamente y una energia de colision de 10eV. La temperatura de la fuente
fue de 70°C y el cono de gas fue N, a un flujo de 80 I/h, no fue utilizado gas nebulizador
para obtener el spray. El gas argonio para la fragmentacion de los iones. Fue realizada una
calibracién externa con yoduro sédico en una faja de masas de 50 a 3000 m/z. Todos los
espectros fueron adquiridos con el analizador TOF en modo Vmode (TOF kV=9,1) y el
voltaje MCP a 2150 V.

2.3.11. Secuenciamiento “de novo” de péptidos tripticos.

Los péptidos tripticos alquilados de las enzimas fueron separados en HPLC de fase reversa,
colectados manualmente, liofilizados y re-suspendidos en 20% de acetonitrilo y 0,1% de
TFA.

Cada péptido fue introducido por separado en la fuente del espectrometro de masa con una
jeringa a un flujo de 500 nl/min™. Antes de realizar los espectros de masa en tandem, fue
adquirido un espectro MALDI (modo TOF/TOF), para cada pico obtenido del HPLC de
fase reversa en la faja de 400-10000 m/z para seleccionar los iones de interés.
Posteriormente estos iones fueron fragmentados en una célula de colision (Modo TOF/TOF
MS). Diferentes energias de colision fueron utilizadas dependiendo del estado de carga y
masa de los iones.

Los espectros resultantes fueron adquiridos en el analizador TOF y resueltos usando el

software MassLynx-MaxEnt 3 algorithm. Los espectros con una carga sélo son procesados
manualmente usando el aplicativo PepSeq incluido en el MassLynnx.
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2.3.12. Estudio de homologia secuencial.

Los estudios de homologia secuencial fueron investigados utilizando varios bancos de datos

disponibles en la red, tales como:

Medline/Entrez-PubMed1.htm

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

ExXPASy Molecular Biology Server:
http://www.expasy.ch/

EMBL Nucleotide Sequence Database:
http://www.ebi.ac.uk/ebi docs/embl db/ebi/topembl.html

PROSITE: Database of protein families and domains:
http://www.expasy.ch/sprot/prosite.html
SWISS-PROT: Annotated protein sequence database:

http://www.expasy.ch/sprot/
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2.4.  Flujograma de Procesos:
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3.1. Preparacion de la materia prima proveniente de Engraulis ringens (Anchoveta

peruana).

En el Muestreo de Engraulis ringens (Anchoveta peruana). Se colectaron un total de 30
individuos Engraulis ringens, con longitudes iguales o mayores a 12cm. los cuales fueron
transportados con el cuidado respectivo al laboratorio; en laboratorio los individuos fueron

limpiados y desinfectados.

3.2.  Obtencion del tracto gastrointestinal de Engraulis ringens (Anchoveta peruana).

Se obtuvo un total de 30 sistemas de tracto gastrointestinal de Engraulis ringens, los cuales

fueron depositados sobre placas Petri estériles y limpias con S.S.E (solucion salina estéril)

Figura N°4: Tracto gastrointestinal de Engraulis ringens (Anchoveta peruana)
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3.3.  Aislamiento y caracterizacion parcial de cultivos bacterianos presentes en la
microbiota gastrointestinal de Engraulis ringens (Anchoveta peruana).

ESTOMAGO 10°2 TSA

Figura N°5: Microbiota gastrointestinal de Engraulis ringens (Anchoveta peruana)
a) Bacterias provenientes del Estbmago en medio TSA; b) Bacterias provenientes del
Ciego Pilérico en medio AM.

Tabla N°5: Cepas puras aisladas del tracto gastrointestinal de Engraulis ringens
(Anchoveta peruana)

MUESTRAS MEDIO DE CULTIVO | CEPAS PURAS
ESOFAGO 5 5
AGAR MARINO 0
ESTOMAGO L !
AGAR MARINO 3
CIEGOS TSA 6
PILORICOS AGAR MARINO 17

El total de cepas puras aisladas en medio TSA fueron 18 y en medio AM 20, las cuales se

caracterizaron morfoldgicamente mediante tinciones.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

Figura N°6: Cepa pura aislada del ciego pilorico del tracto gastrointestinal de Engraulis
ringens (Anchoveta peruana).

a) Cepaen placa; b) Cepa observada al microscopio 6ptico usando aumento de 100X.

Las cepas aisladas puras, fueron caracterizadas a traves de tincion Gram lo que permitié
identificarlas entre Bacterias Gram-positivas y Gram- negativas; asi como también la
morfologia de Coco o Bacilo.

Tabla N° 6: Tincion Gram de cepas puras aisladas de la microbiota de Engraulis ringens
(Anchoveta peruana).

MEDIO DE CEPAS
MUESTRAS CULTIVO PURAS GRAM + | GRAM - | COCO | BACILO
. TSA 5 2 3 2 3
ESOFAGO
AGAR MARINO 0 0 0 0 0
. TSA 7 1 6 2 5
ESTOMAGO
AGAR MARINO 3 2 0 2 1
. TSA 6 1 5 1 5
CIEGO PILORICO
AGAR MARINO 17 8 9 11 6

Luego de realizar las tinciones Wirtz (esporas) y Maneval (cépsula), seleccionamos
presuntivamente las cepas que podrian ser del género Pseudomonas, quedandonos asi con 7
cepas.
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3.4.  Deteccidn y seleccion de microorganismos con mayor Actividad Proteolitica en

medio solido.

Los microorganismos productores de proteasas en el medio Skim Milk, muestran una zona
clara (formacion de halo) alrededor de las colonias lo que indica que hubo degradacion de

la caseina.

Figura N°7: Halos proteoliticos de las cepas seleccionadas segun tinciones.

» Tomando en cuenta lo propuesto por Sanchez. et al. y segn la medicion de los halos

proteoliticos, los resultados serian los siguientes:

Tabla N° 7: Evaluacion de halos proteoliticos después de 96 horas.

CcODIGO HALO PROTEOLITICO

Es6fago TSA 1072 (1) 2 +

Esofago TSA 1074 (11) 1 ++

Estémago TSA 1072 (1) 4 +++

Estomago TSA 1072 (11) 1 +

Ciego pilérico TSA 1072 (1) 7 +

Ciego pil6rico TSA 1072 (1) 10 +++

Estémago AM 1074(1)1 +

Se seleccionaron las cepas con mayor halo proteolitico, quedandonos con 3 cepas.
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3.5. Identificacion Molecular del Género Pseudomonas sp.

TGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGG
AGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTG
AGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCC
GCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGG
CTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATC
CCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACTGACTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GTCAACTAGCCGTTGGAAGCCTTGAGCTTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTT
CGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGT
TATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCT
AGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTA

Description Max score Total score Query cover E value Ident Accession
Pseudomonas sp. LS-515 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2495 2495 100% 0 100% KJ601750.1
Pseudomonas sp. LS-514 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249500% 249500% 100% 0% 100% KJ601749.1
Pseudomonas sp. WCS374 genome 249500% 1497500% 100% 0% 100% CP007638.1
Pseudomonas fluorescens strain LD161 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249500% 249500% 100% 0% 100% KJ534494.1
Pseudomonas fluorescens strain PE25 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249500% 249500% 100% 0% 100% KJ127244.1
Pseudomonas gessardii strain KMBMal 16S ribosomal RNA gene, partial sequence ~ 249500% 249500% 100% 0% 100% KF481916.1
Pseudomonas sp. J3.2C8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249500% 249500% 100% 0% 100% KF317743.1
Pseudomonas sp. J3.2C2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249500% 249500% 100% 0% 100% KF317741.1
Pseudomonas sp. J3.2C1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249500% 249500% 100% 0% 100% KF317740.1
Pseudomonas gessardii strain SSB7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249500% 249500% 100% 0% 100% JX042465.1
Pseudomonas sp. Z56(2013) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249500% 249500% 100% 0% 100% KC898251.1
Pseudomonas gessardii strain SY7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249500% 249500% 100% 0% 100% KC790322.1
Pseudomonas gessardii strain SN23 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2495 249500% 100% 0% 100% KC790316.1

Fuente: Macrogen
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TTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGG
GAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCT
GAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGC
CGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCG
GCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAT
CCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACTGACTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA
TGTCAACTAGCCGTTGGAAGCCTTGAGCTTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCT
TCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACG
TTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGC
TAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAG

Description Max score  Total score  Query cover  E value ldent Accession
Pseudomonas sp. LS-515 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2499 2499 100% 0 100% KJ601750.1
Pseudomonas sp. LS-514 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249900% 249900% 100% 0% 100% KJ601749.1
Pseudomonas sp. WCS374 genome 249900% 1499700% 100% 0% 100% CP007638.1
Pseudomonas fluorescens strain LD161 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249900% 249900% 100% 0% 100% KJ534494.1
Pseudomonas fluorescens strain PE25 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249900% 249900% 100% 0% 100% KJ127244.1
Pseudomonas gessardii strain KMBMal 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249900% 249900% 100% 0% 100% KF481916.1
Pseudomonas sp. J3.2C8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249900% 249900% 100% 0% 100% KF317743.1
Pseudomonas sp. J3.2C2 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249900% 249900% 100% 0% 100% KF317741.1
Pseudomonas sp. J3.2C1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249900% 249900% 100% 0% 100% KF317740.1
Pseudomonas gessardii strain SSB7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249900% 249900% 100% 0% 100% JX042465.1
Pseudomonas sp. Z56(2013) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249900% 249900% 100% 0% 100% KC898251.1
Pseudomonas gessardii strain SY7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 249900% 249900% 100% 0% 100% KC790322.1
Pseudomonas gessardii strain SN23 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2499 249900% 100% 0% 100% KC790316.1

Fuente: Macrogen
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Luego de obtener los resultados secuenciacion enviados por la empresa Macrogen -

EE.UU., se obtuvo 2 cepas del género Pseudomonas sp.

3.6. Produccion de enzimas extracelulares

Figura N° 8: Produccion de proteasas extracelulares en medio suplementado.

Las bacterias secretan un gran namero de proteinas al medio extracelular entre las que se
incluyen enzimas hidroliticas que se requieren en diferentes aspectos del ciclo de vida
bacteriano. Estas bacterias al sintetizar las enzimas y metabolitos secundarios se adaptan

segun el tipo de sustrato o nutriente que se encuentra en el medio.
Las enzimas proteoliticas catalizan la hidrdlisis de los enlaces peptidicos de proteinas y

participan en variados procesos fisioldgicos, al estar involucradas en todo el ciclo de vida

de las proteinas desde su biosintesis, control de destino y activacion, hasta su degradacion.
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3.7.  Purificacion de Enzimas por Cromatografia en HPLC de fase reversa.

La figura 9 muestra el perfil cromatografico procedente del eséfago de Engraulis ringens, en el que se obtienen 9 picos comunes,

seleccionandose el pico numero 5 para los analisis posteriores en razon de mostrarse comun en su expresion de los cromatogramas

procedentes de estomago y ciego pilorico (figura 10 y 11).
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Figura N°9: Cromatografia del contenido gastrico a nivel del es6fago
de Engraulis ringens (Anchoveta peruana), denominado 5 en HPLC-FR.
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Figura N°10: Cromatografia del contenido gastrico a nivel del estbmago

de Engraulis ringens (Anchoveta peruana), denominado 5 en HPLC-FR.
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Figura N°11: Cromatografia del contenido gastrico a nivel del ciego pilérico

de Engraulis ringens (Anchoveta peruana), denominado 5 en HPLC-FR.
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3.8.  Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE)

El perfil de masa molecular en SDS-PAGE, de la extraccion de proteinas procedente de
Pseudomonas sp, de las tres regiones en estudio: Eso6fago, estomago y ciego pil6rico del
tracto digestivo de Engraulis ringens (Anchoveta peruana), evidencian un grupo de
proteinas en torno a los 20 kDa, para las tres regiones conforme se evidencia en la figura
12.

Este grupo de proteinas enmarcadas en el circulo rojo, fueron analizadas posteriormente,
por espectrometria de masa, por ser constantes en su presencia.

Padrones de masa molecular: fosforilasa B de musculo de conejo (97kDa), albimina bovina
(66 kDa), Ovoalbumina (45 kDa), Anhidrasa carbonica (29 kDa), Inhibidor de tripsina de
soya (20 kDa) y alfa lactoalbumina de leche bovina (14 kDa).

1
kDa
97 — —

67 — —
43 — | ~a—
30 _— | —
20 — | —_——
-_—

14—

Figura N°12: Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de
sodio (PAGE-SDS) (12.5 %) procedente de Pseudomonas sp, de las tres regiones en
estudio: Es6fago, estdbmago y ciego pilérico del tracto gastrointestinal de Engraulis ringens
(Anchoveta peruana). (1) Marcadores de masa molecular (kDa), (2) Muestra procedente de
esofago, (3) de estdbmago y (4) de ciego pildrico.
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3.9. Determinacion de Actividad Proteolitica con sustrato cromogénico BApNA

Cuando fue determinada a actividad proteolitica sobre el sustrato cromogénico BApNA,
encontramos registrada una actividad elevadamente marcada en los picos 4 y 5 para las
muestras procedentes de los procesos de purificacion de la regiones correspondientes a

esofago, estdbmago y ciego pildrico.

Tabla N° 8: Actividad proteolitica sobre DL_ BAPNA, del area del eséfago de Engraulis
ringens (Anchoveta peruana)
0 TBS4 Actividad DL_ BAPNA
0.1308
0.1584
0.1885
0.7048
0.7055
0.1253
0.1365
0.1359
0.1679

Pi

(@]

OO N |0 W(N |-

Tabla N° 9: Actividad proteolitica sobre DL_ BAPNA, del &rea del estbmago de Engraulis
ringens (Anchoveta peruana)
0 TBS5 Actividad DL_ BAPNA
0.1436
0.1364
0.1297
0.6955
0.6993
0.1354
0.1234
0.1945
0.1346

Pi

o

O |0 | N[O (W(N |-

Tabla N° 10: Actividad proteolitica sobre DL_ BAPNA, del area del ciego pilérico de
Engraulis ringens (Anchoveta peruana)
Pico TBS9 Actividad DL BAPNA
0.1279

0.1356

0.1946

0.7058

0.6993

0.1398

0.1279

0.1168

O INO|UOIB(WIN|F-
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3.10. Caracterizacion de Péptidos por Espectrometria de Masas en Tandem

Esta determinacion analitica evidencia el alto grado pureza de cada pico numerado como 5
procedente de diferentes areas anatomicas del tracto gastrointestinal de Engraulis ringens
(Anchoveta peruana), obtenidos a través de la purificacion en cromatografia liquida de alta

eficiencia (HPLC) de fase reversa. El pico proteico se muestra como siendo de una cadena

polipeptidica.
Tabla N° 11: Secuenciamiento de péptidos y masa molecular
Muestra Secuencia de Péptido Molecular mass (Da)
TBS4-5 | VPLTVCVDKVAASGGYMMACIGD 2299.76
TBS5-5 |HHLELLSPARDVTIAREAILHGA 2518.88
TBS9-5 | VLRLESGGGMVHGYGLAASQL 211443

Las masas moleculares obtenidas por espectrometria de masa (MALDI TOF) revelan que la
fraccion 5 procedente de diferente area del tracto digestivo de Engraulis ringens
(Anchoveta peruana), poseen una masa molecular con diferencias en masa. Asi tenemos:
Pico 5, area de esofago: 23102.66 Da (Figura 13).
Pico 5, area de estomago: 22942.91 Da (Figura 14). y
Pico 5, area de ciego pildrico: 23101.18 Da (Figura 15).

Los picos menores en los espectros de masa (Figura 13, 14 y 15) representan la masa de la
fraccion en diferente tipo de ionizacion por accion del bombardeo laser con la respectiva
pérdida y ganancia de masa, siendo el de mayor intensidad el correspondiente a la masa de
la proteina en estudio. Esto confirma que los parametros empleados en la determinacion de
tipo lineal fueron adecuadamente calibrados con el respectivo calmix 3 de acuerdo a la

masa molecular.
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Figura N°13: Masa molecular del pico 5 procedente del area del es6fago

de Engraulis ringens (Anchoveta peruana), analizada por Espectrometria de Masa
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Figura N°14: Masa molecular del pico 5 procedente del area del estomago

de Engraulis ringens (Anchoveta peruana), analizada por Espectrometria de Masa.
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Figura N°15: Masa molecular del pico 5 procedente del area del ciego pilérico

de Engraulis ringens (Anchoveta peruana), analizada por Espectrometria de Masa.
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3.11. Secuenciamiento “de novo”y estudio de la homologia secuencial.

La Figura 16, 17 y 18 muestra la secuencia “de novo” de cada fraccion 5 correspondiente a
diferente area del tracto digestivo de Engraulis ringens, sometida a un analisis de
homologia secuencial, en la base de datos SWISS-PROT: Annotated protein sequence

database:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_ LOC=blasth

ome

Las fracciones 5 de las diferentes areas del tracto digestivo, muestran homologia en

relacion con otros.

La parte en recuadro representa la secuencia consenso entre las diferentes proteinas

disponibles en la base de datos, indicando regiones conservadas con una alta homologia

secuencial.

* Query_#2975 4 coooeooo- WP L TV KA AR S GG MMAL TG0 -~ ~ = =~ == === =@ — == m oo m e oo 23
# paag1a 156 SQLOQRLEDENTIPL TV TYDEKVAASERYMMACVADK TWSAPFATYVLESTGWVVADEPHNFNRF LESKDTDIC LHTAGDYERTLTI 235
* p45i1s 1549 SOLSHLEQEGLEL IVAVDEVAASCOYMMALADE LVESAPEAY LLS LOWVVAQLPNVHEL LEEHDWUVDVMLAGEFER IV IY 23
& D400 157  SOLSRLREENIRLTWSVDELAASGGYMMACWVANY LIAAPFSVIGSIGWVVAQIPHFNEL LKENMWDMELHTSGLYERTLTY 236
* pryive 14% 501 MRI RQKGTR] TWSNDK TAASGHYMMACWATY TVSAPFAT THETEGVVHQTPNFNEL | KKCNTIDFEI HTAGDYERTITM 224
o+ Qﬁkﬂ 154 AQLERLRONEIRLIISIDE LAASCOYMMACWVADY LTTSAPM AL TGS IOWVGOLPHNIMNEL LKECNLDVELHTAGDYERTLTM 229
-4 CEaaL G 1539 VOLORLRSREIFLTISIDEIATSGGYMMACWYANY IIATPFSIIGSIGVVAQFPNIHEF LKENNIDVE LHTAGVHERTLTI 228

Figura N°16: Alineamiento del péptido 242975,

aislado del tracto gastrointestinal de Engraulis ringens (Anchoveta peruana).

L -i‘_hJF'r“_."_"IFMHﬁ 1 HHLEL LSPARINT TAREATL HGA 23

I praypa 1 MIVSSHRLELLSPARDAS T AREAT L HGADAYY | GhLIGFGARHRASNSL KD LAELVPFAHRY GAK LFVTLMNTILHDDELER 24

Figura N°17: Alineamiento del péptido 38408,
aislado del tracto gastrointestinal de Engraulis ringens (Anchoveta peruana).
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* Query_33374 1 YLRLLSEEGEM IYELAS 18

* pRAG14 a HEQFAKAAKAKA - - K| GFVATINSEK - PRVWY] DFEGEEDAHFWNS] REF T TAV] AAFKPODDYL RLESPRGMVHGYGLAG  T5%
L [ BEN 4 EE TESELNMITEL KEREYYLMNONAP LYWL DFKGMNSASEV TS LEEE LSAL TLAAKENDEVLLELESGEGWIHGYLLAS 156
o po7ave 70 ME------ (ELL------- LEMNE - KEL YLD KGOV ANEWGLREET SAT LLVARNKHDEVLLELESSCOVIHGYG LAN 144
¥ ngkapg 78 DKEFEKKNENMI------- VTLKK-KTL FVLDFKGEIHAHEVIGLREETSAT L LAMMEDDEVLLALESSGEVIHGYGLAA 149
¥ poosln 79 KRSTLLTHANKL idKDHNI IVVRAGPTLYVIDFKGGIAAHEVKSLREETSST ISVAQKHDEVLLALESSEGTIHGYGLAS 158
Ll 5315 g1 CEONAKERKCK KEEGETLEDE KEACWYW L DFCGDTSASCTTALRCCTSAT LNVARSCDEWVLLRELESPGGIV INYGFAS 158
¥ Query_33374 19 SOL 21

* pRAG]4 156  SOLORLRDNTPL TV TVDEVAASGGYMEADVADK TVSAPFATYVGS T GWADMPNFNRFLESEDTDTELHTARYERTLTI 23%
L4 [ R 15 SNSHIEEENIRL IWSVOE LAASGGYMEACEANY L LAAPESWY ]G5 LEWA T PNENELLEKNNIEELHTSGEL YERTL IV 236
o pLFITe 145  SOLNRLRQEGIRL IWSVDE LAASGGYMMACVADY INSAPFAL TGS IGWGOT PNFNELLEKCNIDF ELHTAGDYERTLTM 224
¥ nakapa 150 AQLERLRONKIRLIISIOK TAASGOYMMACYADY TISAPFAT TGS IGVWGOL PNFNKLLKKCNIDVELHTAGIVKRTLTM 229
¥ pesale 159  VOLORLRSRKIFLTISIOKIATSGEYMMACVANY IIATPFSIIGSIGVVAQF PHIHKFLEKKNNIDVELHTAGVHKRTLTI 238
-3 Panaln 159  SOLSRLEQXGIEL TVAVDEVAASGEYMHACVADK IVSAPFAVIGSIGWYAQT PRVHIRLLEKHDVDWIVMTAGC FERTYTY 238

Figura N°18: Alineamiento del péptido 33374,

aislado del tracto gastrointestinal de Engraulis ringens (Anchoveta peruana).

El resultado de homologia secuencial de cada péptido obtenido por digestion triptica como
fragmentos en un rango m/z de masas que van desde 1254.47 —2956.28 Da (Figuras 16, 17
y 18), respectivamente, al alinearse con otras secuencias de especies de proteasas de
bacterias utilizando la base BLAST (NCBI BLAST de proteinas 2015), muestran una alta
similitud en regiones conservadas de tripsinas de bacterias, con énfasis en
Gammaproteobacterias. Este resultado confirma que las proteasas purificadas son tripsinas,

cuando son comparadas con las reportadas segin su cddigo de acceso a data protein bank.

Las Gammaproteobacteria (también Gamma Proteobacteria o y-bacteria) son una clase de
bacterias que incluye diversas especies de importancia médica, ecoldgica y cientifica, como
las enterobacterias (Escherichia coli), Vibrionaceae, Pseudomonadaceae y Klebsiella
pneumoniae (neumonia).

Igual que todas las proteobacterias, las Gammaproteobacteria son Gram negativas.

A esta clase pertenece gran cantidad de patdgenos importantes, tales como Salmonella
(enteritis y fiebre tifoidea), Yersinia (peste), Vibrio (célera), Pseudomonas aeruginosa

(infecciones intrahospitalarias o en pacientes con fibrosis quistica).
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Este filo de bacterias comprende a organismos muy diversos con rutas metabdlicas muy
variadas, como las rutas fotosintéticas con liberacién de azufre, la respiracion de nitratos, o
el uso de metano como fuente de alimento entre muchas otras méas. Bacterias de este grupo
utilizan el acido sulfhidrico de las fuentes termales que estan a temperaturas de mas de 100
grados en los fondos abisales, y lo transforman en acido sulfdrico, obteniendo asi la energia
para vivir sosteniendo el Unico ecosistema con animales que no depende de la luz del sol.

En este grupo se ubican la mayor parte de las bacterias patdgenas, como las causantes de la
salmonelosis, fiebre tifoidea, la peste o el colera, ademas de otras muchas bacterias que

viven en el interior de organismos, como nuestro intestino, y que se necesitan para Vvivir.

El bacterioplancton tiene un papel significativo como principal contribuyente en los
procesos biogeoquimicos de los ambientes marinos y estuariales, y representa un
componente fundamental en las cadenas alimentarias microbianas (42). En los Gltimos
afios, el concepto de la cadena tréfica clasica ha cambiado a un modelo alternativo méas
complejo denominado microbial loop o “bucle microbiano” (5), basado en la capacidad de
las bacterias heterdtrofas de reciclar la materia organica disuelta y de hacerla circular
mediante diversas interacciones ecoldgicas a través de los otros componentes del plancton
y, en forma indirecta, también a través de los niveles troficos superiores del ecosistema
marino. En los océanos, los microorganismos son los responsables del 98% de la
produccion primaria e intervienen en todos los ciclos de la materia (46), con un papel
fundamental, a su vez, en el destino de los contaminantes en zonas altamente antropizadas.
Siguiendo el esquema tréfico tradicional, el plancton es utilizado como alimento por los
organismos de niveles troficos més elevados (13). En consecuencia, la dindmica de los
componentes del plancton podria explicar algunas pautas de comportamiento y distribucién
de organismos de niveles troficos superiores, como por ejemplo, las variaciones espacio-
temporales observadas en ciertas poblaciones de peces y sus larvas (32). El conocimiento
de la estructura de la comunidad microbiana, que incluye la diversidad y la abundancia total
y relativa, y de su relacion con los factores ambientales es de gran importancia para
comprender el papel de las bacterias en los ciclos biogeoquimicos y detectar posibles
patrones predecibles, ya que esto permitiria un manejo mas efectivo de los ecosistemas

marinos (14).
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Los estudios moleculares que comparan secuencias génicas de microorganismos han
demostrado una gran diversidad bacteriana, al menos 100 veces mayor que las estimaciones
basadas en técnicas dependientes del cultivo (38). Dentro de las técnicas moleculares
utilizadas, las de fingerprinting como T-RFLP (Terminal-Restriction Fragment Length
Polymorphism) y DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) permiten analizar la

dindmica de la estructura de las comunidades en muestras ambientales (20).

En los dltimos afos se han incorporado técnicas a gran escala como las metagenomicas,
basadas en el analisis de fragmentos genémicos de microorganismos del ambiente (49), y
dentro de ellas, el uso de metodologias alternativas de secuenciacion, como la
pirosecuenciacion (tecnologia 454, Roche), para el estudio mas detallado de la diversidad
de comunidades microbianas naturales (28). Mediante estas técnicas se obtienen secuencias
génicas que proveen una base para la estimacion de la diversidad filogenética y generan

“inventarios taxonomicos” de las poblaciones microbianas marinas (15).

En trabajos anteriores se realizaron estudios de la riqueza del bacterioplancton a través de
comparaciones del ARNr, y se encontraron desde unos pocos cientos de filotipos por ml en
la columna de agua (43) (49), hasta 3 000 en sedimentos marinos (24).

El método de pirosecuenciacion ribosomal basado en la secuenciacion y el analisis de
cientos de tags (pequefios fragmentos de alrededor de 100 pb de los genes 16S ARNI)
brinda una informacion muy detallada de la diversidad de las comunidades, ya que permite
detectar y cuantificar tanto los miembros méas abundantes de la comunidad como aquellos
componentes minoritarios, que son escasamente recuperados por cultivos tradicionales o
clonacion y secuenciacién (9). Esta gran diversidad de microorganismos raros, también
llamada “biosfera rara” (47), puede tener un papel importante en el ambiente acuatico al
constituir un “banco de reserva”, con el potencial de volverse dominantes en respuesta a
cambios en las condiciones ambientales, como por ejemplo, en la temperatura y la salinidad
(39).
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Debido a la escasa informacién existente acerca de la composicidn de proteasas expresas
por las gammaproteobacterias presentes en el tracto digestivo de Engraulis ringens,
(Anchoveta peruana), el presente trabajo ha concentrado sus esfuerzos en incrementar la
eficiencia de los estudios de expresion de proteasas microbianas basados en una plataforma
de aproximaciéon protedmica revelando valiosas informaciones. Esta estrategia de
identificacion de proteasas expresas fue utilizada con la finalidad de caracterizar la
diversidad no solo de proteasas, sino de bacterias y arqueas en dos zonas del litoral

peruano.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

1. Fueron caracterizadas estructuralmente enzimas proteoliticas extracelulares de
Pseudomonas sp. presentes en la microbiota gastrointestinal de Engraulis ringens
(Anchoveta peruana), a traves de una plataforma de aproximacion protedmica

funcional.

2. Se aislaron 'y caracterizaron Pseudomonas sp. presentes en la microbiota
gastrointestinal de Engraulis ringens (Anchoveta peruana).

3. Fueron purificadas y caracterizadas bioquimicamente enzimas proteoliticas
extracelulares de Pseudomonas sp. presentes en la microbiota gastrointestinal de
Engraulis ringens (Anchoveta peruana), siendo caracterizadas estructuralmente 3
proteasas, a través de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) en una columna

de fase reversa. Estas proteasas fueron denominadas de la siguiente manera:

3.1 Procedente de esdfago: pico 5 del cromatograma, con una masa de 23102.66 Da
determinada por espectrometria de masa (MALDI TOF/TOF).

3.2 Procedente de estomago: pico 5 del cromatograma, con una masa de 22942.91
Da determinada por espectrometria de masa (MALDI TOF/TOF).

3.3 Procedente de ciego pilérico: pico 5 del cromatograma, con una masa de
23101.18 Da determinada por espectrometria de masa (MALDI TOF/TOF).

4. A través de estudios de homologia secuencial, utilizando la base de datos dispuesta en
la red (BLAST) y con la ayuda del software DNA Star Ver 5.0, se llev6é a cabo un
analisis bioinformatico, a través de estudios de homologia secuencial realizando un
analisis de secuencia “de novo” de un péptido triptico correspondiente al pico 5 del
tracto gastrointestinal de Engraulis ringens, (es6fago, estbmago y ciego pilérico), en

la base de datos SWISS-PROT: Annotated protein sequence database, revelando un
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alto grado de homologia con otras proteasas procedentes de gammaproteobacterias
presentes en el ambiente marino, tal como se reporta de acuerdo los cddigos de acceso.
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SUGERENCIAS

1. El presente estudio podria ser ampliado en el sentido de realizar una mayor
caracterizacion estructural de las proteasas a través de un gel de electroforesis
bidimensional (2D), con el objetivo de encontrar un mayor de nimero de proteasas
expresas en condicion de isoformas, cuyas secuencias revelarian su aporte desde el

punto de vista estructura-funcion.

2. Un conocimiento mayor de las secuencias de proteasas presentes en la microbiota
gastrointestinal de Engraulis ringens (Anchoveta peruana), podrian en un ulterior
trabajo, ser utilizado como un posible coctel de proteasas a fin de general un
hidrolizado optimizado de musculo de Engraulis ringens (Anchoveta peruana), a fin
de servir como elaboracion de un alimento con alta performance para su
comercializacion a nivel industrial, no solo para la industria de alimentos
balanceados de consumo animal, sino la generacion de posibles péptidos bioactivos

identificados por la generacion de péptidos producidos por hidrdlisis enzimatica.
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CAPITULO VI
ANEXOS

ANEXO 1: MUESTREO DE Engraulis ringens (Anchoveta peruana)

Figura N°19: Desembarque de la carga Engraulis ringens (Anchoveta Peruana).
a) Embarcacion pesquera (Bolichera) Santa. b) Desembarque de Engraulis ringens en
el muelle CRIANI.

Figura N°20: Engraulis ringens (Anchoveta peruana) listas para ser transportadas
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ANEXO 2: COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA AISLAMIENTO
DE BACTERIAS.

TABLA N° 12: Composicion del medio TSA (Agar Tripticasa Soya)

FORMULA DEL MEDIO TSA Componentes (g/L)
Peptona de caseina 15.0
Peptona de soya 5.0
Cloruro Sodico 5.0
Agar 15.0

pH final: 7.3+ 0.2

TABLA N° 13: Composicion del medio AM (Agar Marino)

FORMULA DEL MEDIO AM Componentes (g/L)
Acido Bérico 0.022
Calcio Cloruro 1.8
Extracto de Levadura 1.0
Magnesio Cloruro 8.8
Potasio Bromuro 0.08
Sodio Cloruro 19.4
Sodio Hidrégeno Carbonato 0.16
Sodio Silicato 0.004
Agar 15.0
Amonio Nitrato 0.0016
Estroncio Cloruro 0.034
Hierro Citrato 0.1
Peptona 5.0
Potasio Cloruro 0.55
Sodio Fluoruro 0.0024
Di-Sodio Hidrogeno Fosfato 0.008
Sodio Sulfato 3.24

pH final: 7.3+ 0.2
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ANEXO 3:

CARACTERIZACION

PARCIAL DE CULTIVOS BACTERIANOS DE LA MICROBIOTA

GASTROINTESTINAL DE Engraulis ringens (ANCHOVETA PERUANA).
Tabla N° 14: Seleccion de cepas mediante tinciones Wirtz y Maneval.

Dilucion Placa

Medio

Aislado

Gram

Forma Wirtz

Maneval

Esofago TSA 1072 | 1 - Bacilo Esporulado Encapsulado
Esofago TSA 1012 | 2 - Bacilo No esporulado Encapsulado
Esofago TSA 1075 I 1 Coco
Esofago TSA 1072 Il 3 Coco
Eso6fago TSA 10M 1 1 - Bacilo No esporulado Encapsulado
Estomago Agar Marino 10™M | 2 + Coco
Estomago Agar Marino 10M | 1 - Bacilo No esporulado Encapsulado
Estomago Agar Marino 10M 1 2 + Coco
Estdmago TSA 1072 | 3 - Coco
Estdmago TSA 1072 I 4 - Bacilo No esporulado Encapsulado
Estdmago TSA 1072 | 7 + Bacilo
Estomago TSA 1072 | 5 - Bacilo Esporulado Encapsulado
Estomago TSA 1072 | 9 - Bacilo Esporulado Encapsulado
Estomago TSA 1012 1 1 - Bacilo No esporulado Encapsulado
Estomago TSA 1073 I 2 - Coco
Ciego Pil6rico Agar Marino 1072 | 1 - Coco
Ciego Pilérico Agar Marino 1012 | 3 - Bacilo Esporulado Encapsulado
Ciego Pilérico Agar Marino 1012 | 4 + Coco
Ciego Pilérico Agar Marino 1012 | 6 - Bacilo Esporulado Encapsulado
Ciego Pilérico Agar Marino 1012 | 7 - Coco
Ciego Pil6rico Agar Marino 1072 [ 9 - Bacilo Esporulado Encapsulado
Ciego Pil6rico Agar Marino 1073 | 1 + Coco
Ciego Pil6rico Agar Marino 1073 [ 2 - Bacilo Esporulado Encapsulado
Ciego Pil6rico Agar Marino 1073 [ 3 + Coco

70




Dilucion Placa Aislado
Ciego Pilorico Agar Marino 104 | 2 Coco
Ciego Pilérico Agar Marino 10nM4 | 3 Coco
Ciego Pilérico Agar Marino 10" | 5 Coco
Ciego Pilérico Agar Marino 1073 1l 2 Bacilo Esporulado Encapsulado
Ciego Pilérico Agar Marino 10nM4 1l 1 Coco
Ciego Pilorico Agar Marino 1076 1 1 Bacilo Esporulado Encapsulado
Ciego Pil6rico Agar Marino 1076 1 4 Coco
Ciego Pil6rico Agar Marino 10"6 1 5 Coco
Ciego Pilérico TSA 1012 | 7 Bacilo No esporulado Encapsulado
Ciego Pilérico TSA 1073 | 1 Bacilo Esporulado Encapsulado
Ciego Pilérico TSA 104 | 1 Bacilo
Ciego Pildrico TSA 1072 1 8 Coco
Ciego Pilérico TSA 1072 1 10 Bacilo No esporulado Encapsulado
Ciego Pilérico TSA 10nM 1 3 Bacilo Esporulado Encapsulado
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ANEXO 4: HALOS PROTEOLITICOS DE LAS CEPAS SELECCIONADAS SEGUN TINCIONES

Tabla N° 15: Medicion de halos a distintas horas.

HALO A DISTINTAS HORAS

. HALO SEGUN
CODIGO 24hr. 48hr. 72hr. 96hr. Sénchez et al, 2004

Es6fago TSA 1072 (1) 2 1 mm 3mm 6 mm 8 mm +

Es6fago TSA 1074 (I1) 1 2 mm 6 mm 10 mm 13 mm ++
Estomago TSA 1072 (1) 4 3 mm 7 mm 14 mm 18 mm +++
Estomago TSA 1072 (1) 1 1 mm 4 mm 7 mm 9 mm +

Ciego pilorico TSA 1072 (1) 7 2 mm 5 mm 7 mm 10 mm +

Ciego pilérico TSA 1072 (lI) 10 4 mm 9 mm 16 mm 20 mm +++
Estomago AM 107M4(1)1 1 mm 3 mm 5 mm 7 mm +
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ANEXO 5: SECUENCIAMIENTO MACROGEN DE LAS CEPAS CON MAYOR
ACTIVIDAD PROTEOLITICA

MACROJGEN
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Figura N° 21: Secueciamiento Macrogen de la cepa Esofago TSA 1074 (11) 1
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MACROJGEN
File: G 27Fabl  Run Ended: 2014/11/4 19:11:49  Signal G- 1009 A:1050 C:799 T- 766 bt R B
Sample: G_27F  lane:30  Basespacing 14236633 1208 bases in16300scans  Page 1 of2
40 50
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G \CGG\CGCT T\CCG(‘ T\CGTC(‘T CGOG AGA G(_‘ GGG G (‘CTTCGGGC(‘TTG(‘GCT TCAGA TG GCCT GGTCGG TTA GCT GTTGGTG GGT TGOCTC\(‘C G(]CG\(‘G AT
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CCGT (‘TGGT(TG G GG ATGA 1[ GTC \CA CTGG ACTGA G\C CGGTCC G A (’ILCT LGGG GGC GC GIGGGG AT TTGG \CA I‘GGGCG AAGCCTG \TCC Gee \TGCCGCGI’G‘I’G
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TGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACT TTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAN
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TACAGAGGGTGCANGCGTTAAT CGGANTTACTGGGC GTANMGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGT GAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGANCTGCATTCAAAACTGACTGACTAGAGT AT

File: G 27F.abl Run Ended: 2014/11/4 19:11:49 Signal G:1009 A:1050 C:799 T:766
Sample: G_27F Lane: 30 Base spacing: 14.236633 1208 bases in 16300 scans Page 2 of 2
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GGATTAGATACCCTGGTAGTCCA (‘GCCGT NCGATGTCAACTA GCCGTTGG GCC'ITG GCTI'TT AGT GWGC GCT CG(‘ 'l TAAGTTGA CCGCCTGGGG GI" Q‘JGCCGCWT
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Figura N° 22: Secueciamiento Macrogen de la cepa Estomago TSA 1072 (1) 4
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ANEXO 6: TUTORIAL DE ACCESO BLAST

1. Inicie la busqueda desde cualquier navegador; explorer, chrome, fireflox u otro. Digite
PUBMED e inicie la busqueda.

“ C | & https;//www.google.com.pe/webhp?sourceid=chrome-instant&ion=1&espv=28&ie=UTF-8#q=pubmed W=
i3 Aplicaciones (] BANK (] BASES_DATOS (] ENSINO (*J FUNDATIONS (] JOURNAL SCIENCTL. (ZJ LABORATORY (] MAIL_ELECTRONIC (] PARTNERSHIP (*) SNAKEVENOM (*J UNIVERSITY

Google  sanes + I8 + [

Web magenes Libros  Videos Noticias ~ Mas~  Hemamientas de bisqueda o]

Cercade 7 sultados (0.27 segundos

Home - PubMed - NCBI

www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed ~ Traducir esta pagina

PubMed comprises more than 23 million citations for biomedical literature from
MEDLINE, life science journals, and online books. Citations may include links to

PubMed PubMed Health

PubMed comprises more than 23 What's New - What works? - Behind
million citations for biomedical the Headlines - About
Advanced NLM Catalog: Journals
PubMed comprises more than 23 Details about Journals in the NCBI
million citations for biomedical Databases. ... NLM Catalog
PubMed Clinical Queries MeSH

PubMed Clinical Queries. Resuits of MeSH. MeSH (Medical Subject
searches on this page are Headings) is the NLM controlled

Mas resultados de nih.gov »

2. Yaen la pagina de busqueda de informacion del NCBI, se ubica en la parte de abajo y
busca sobre la columna de POPULAR la palabra BLAST, le da un clik y continta (se
encuentra en un casillero rojo).

& C' | [) www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
##2 Aplicaciones (] BANK (] BASES_DATOS (] ENSINO (] FUNDATIONS (] JOURNAL SCIENCTL.. (] LABORATORY (] MAIL ELECTRONIC (] PARTNERSHIP (] SNAKE.VENOM (*J UNIVERSITY
&3 NCBI  Resources @ How To (@ Sign in to NCBI

P“bme"-xﬂ” | PublMed Ll ] [ Search |

US National Library of Medicine
Natonal Insttvies of Health Advanced Help.

| PubMed PubMed COMMONS

BHOAEONEO

Featured comment - Jul 24

Assessing tools: CREBP Journal Club evaluates systematic
review of patient information leaflets & antibiotic use.
1.usa gov/1gwzvPt

PubMed comprises more than 24 million citations for biomedical literature from
MEDLINE, life science journals, and online books. Citations may include links to

full-text content from PubMed Central and publisher web sites

Using PubMed PubMed Tools More Resources
PubMed Quick Start Guide PubMed Mobile MeSH Database
Full Text Articles Single Citation Matcher Journals in NCBI Databases
PubMed FAQs Batch Citation Matcher Clinical Trials
PubMed Tutorials Clinical Queries E-Utilities (API

8 Topic-Specific Queries LinkQut

New and Noteworthy

You are here: NCBI > Literature > PubMed Write to the Help Desk
GETTING STARTED RESOURCES POPULAR FEATURED NCBIINFORMATION
NCBI Education Chemicals & Bioassays PubMed Genetic Testing Registry About NCBI
NCBI Help Manual Data & Software Bookshelf Publed Heatth Research at NCBI
NCBI Handbook DNA & RNA Publted Central GenBank NCBI News
Training & Tutoriels Domains & Structures Publed Health Reference Sequences NCBI FTP Site
Submit Data Genes & Expression Gene Expression Omnibus NCBI on Facebook
Genetics & Medicine Nucleotide Map Viewer NCBI on Twitter
Genomes & Maps Genome Human Genome NCBI on YouTube
Homology SNP Mouse Genome
Literature Gene Influenza Virus
Proteins Protein Primer-BLAST
Sequence Analysis PubChem Sequence Read Archive
Taxonomy
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3. A continuacion nos ubicamos en Basic BLAST y hacemos un clik en la palabra
protein-protein, también se encuentra encerrada en un casillero rojo.

€« C  [3 blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi

£ Aplicaciones (] BANK (2] BASES.DATOS (*J ENSINO (] FUNDATIONS (] JOURNAL SCIENCTL. (] LABORATORY (] MAIL ELECTRONIC (] PARTNERSHIP (] SNAKE.VENOM (1] UNIVERSITY
o BLAST®
Home | RecentResults = Saved Strategies = Help

»NCBI/BLAST Home

Your Recent Results New
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...

[2) All Recent results...

| [ DELTA-BLAST, a more sensitive protein-protein search (o)

BLAST Assembled Genomes v
Find Genomic BLAST pages o Human o Rabbit o Zebrafish e
e T o Mouse o Chimp o Clawed frog The BLAST+ 2231 executables can
o Rat o Guinea pig o Arabidopsis produce a new version of the BLAST XML
o Cow o Fruitfly o Rice XML2),
o Pig o Honey bee o Yeast
o Dog o Chicken o Microbes T 10U 2015 1800 I EST

[2) More BLAST news...

Basic BLAST

Choose a BLAST program to run

Tip of the Day
blast | Search a nucleoide database using a nucleotide query

" How to Search Custom Databases in Web-
blastn, Blast Using Entrez Queries.

Search protein database using a protein query
Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast, delta-blast

pr blast A powerful feature of the BLAST Web
interface is the ability to limit BLAST

. . searches to a subset of any database using
blastx \ Search protein database using a translated nucleotide query a standard Entrez query.

thlastn [ Search translated nucleotide database using a protein query ) More tips..

thlastx ‘ Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query

Specialized BLAST 'I

4. En la siguiente pagina introduce la secuencia de su proteina problema en la seccién
Enter accesidn. (Casillero rojo).

5. Selecciona la base de datos Swiss Prot.

6. Y en la seccion final indica que el resultado de la busqueda se presente en otra

ventana, a continuacion realiza la basqueda haciendo un clik sobre la palabra
BLAST.

€« C' | [ blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome LR

Aplicaciones (] BANK (7] BASES DATOS (] ENSINO (] FUNDATIONS (T JOURNALSCIENCTL.. (*] LABORATORY (1] MAIL ELECTRONIC (T PARTNERSHIP (T] SNAKE.VENOM (] UNIVERSITY
o BLAST®
-

Home RecentResults Saved Strategies  Help

» NCBU BLAST/ blastp suite Standard Protein BLAST
blastn | blastp | blastx | tblastn | thlastx |
P . more... Resetpage Bookmark
Enter Query Sequence BLASTP programs search protein databases using a protein query. more.

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
[PLeFeRTLRETGRCCFVHOCT GODPCKKDNKDTYDIKVHFYGAK |

From

To
4

Or, upload file

| Seleccionar archivo }Nlngun archivo seleccionado &
Job Title

Enter a descriptive title for your BLAST search @
() Align two or more sequences &

Choose Search Set
Database

# | UniProtKB/Swiss-Prot(swissprot) v||@

Organism - —
Optional u i g | YExclude *
Enter organism common name, binomial, o tax id. Only 20 top taxa will be shown. @

Exclude ) Models (XM/XP) £ L sample
Optional

Entrez Query

Optional | Youllflily Create custom database
ptional Coka cusiom dashase

Enter an Entrez query to limitsearch @

Program Selection

Algorithm ® blastp (protein-protein BLAST)
PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST)
PHI-BLAST (Pattem Hit Initiated BLAST)
DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm @

Search database UniProtKB/Swiss-Prot(swissprot) using Blastp (protein-protein BLAST)

(#)Algorithm parameters Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow and marked with ¢ sign
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7. Sobre la base de los resultados en la bldsqueda de informacion vemos el score de
identidad sobre la base del color y el nimero de aminoacidos en la secuencia de la
proteina. De donde escogemos las 3 0 5 primeras secuencias informadas con alto score
de identidad para realizar nuestro estudio de homologia secuencial.

i &3 Protein BLAST: search pro X Y = NCBI BlastProtein Sequer x
<« C' | [3 blastncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Aplicaciones (] BANK (] BASES_DATOS (*J ENSINO (] FUNDATIONS (*J JOURNALSCIENCTL. (] LABORATORY (] MAIL ELECTRONIC (] PARTNERSHIP (] SNAKE.VENOM (] UNIVERSITY

> BLAST® wnce @[S
~  Home | RecentResults || Saved Strategies | Help (
» NCBI BLAST/ blastp suite/ Formatting Resulits - VOK78V99015 i
Edit and Resubmit  Save Search Strategies  » Formatting options ~ » Download YoulliT§ How to read this page Blast report
Protein Sequence (65 letters)
RID V9K78V99015 (Expires on 07-27 20:04 pm)
Query ID |Icl|Query_86798 Database Name swissprot
Description None Description Non-redundant UniProtkKB/SwissProt sequences
Molecule type amino acid Program BLASTP 2.2.32+ b Citation
Query Length 65
Other reports: > Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Multiple alignment]
DELTA-BLAST, a more sensitive protein-protein search ~ Se)
©Graphic Summary
(©)Show Conserved Domains
Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 0 2 3 4 5 [ o
Query seq.  DLWOFGKMILKETGKCCFYHDCCYGKTDORYSYSRENGDYVCGGODPCKKONKDTYDIKYUFYGAK
Superfanilies PLAZ_Tike superfamily
Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &
[Mouse over to see the defline. click to show alignments |
Color key for alignment scores
<40 40-50 \ 50-80 80-200 >=200
Query
1 1 [} I I I
1 10 20 30 40 50 60
©Descriptions
Select: All None Selected:0
31 Alignments o
| T |
| Description Max | Total [Query| B Ident Accession
score score cover value
O RecName: Full=, A2 BpirPLA-I; Short=svPLA; AltName: Full=| 2-acylhydrolase 1B [Bothrops pirajai] 90.1 90.1 100% 3e23 49% CIDPL5S1
[ RecName: Full=Acidic A2 BthA-1: Short=svPLA2; AltName: Full=BOJU-III; AltName: Full=BthA-l-PLA2: AltName: Full=| Az 86.7 867 100% 1e-21 49% QBAXY11
J RecName: Full=Acidic A2 BITPO1A; Short=svPLA2; AltName: Full=BinTX-\: AltName: Full=! Flags: Precursor (B 84.7 84.7 100% 6e-21 47% Q8QG87.1
) RecName: Full=Acidic A2 BmooPLA2: Short=svPLA2: AltName: Full=| 2-acylhydrolase: Flags: Precursor [Bothrops moojenil ~ 81.3 81.3 100% 1e-19 46% G3DT18.1
O RecName: Full=Acidic A22, A2-I| =svPLA: AltName: Full=Phosp! line 2-ac [Bothrops asper] 790 790 100% 6e-19 44% P86389.1
D RecName: Full=Acidic A2: Short=svPLAD: AltName: Full=BJ-PLA2: AltName: Full= [Bothrops jararaca] 763 763 100% T7e-18 44% P81243.1
J RecName: Full=Acidic A2 4: Short=svPLAD: AltName: Full=| AltName: Full=| A2isozyme IV:Sho 75.1 751 78% 2e-17 58% P81479.1
) RecName: Full=, A2 BE--PLA2: Short=svPLA: AltName: Full=! Flags: Precursor [Bothrops 743 743 78% 4e-17 58% Q27281
O RecName: Full= A2; Short=svPLA2: AltName: Full=| 2-a [Bothrops pictus] 736 736 78% 6e-17 58% QQIBFS.1
) RecName: Full= A2 1; Short=svPLA2; AltName: Full= AltName: Full=! A2isozyme :Short: 739 739 78% Te-17 57% P20476.3
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8. Sobre la base de la consulta de cada proteina obtenemos la siguiente informacion, y es
a partir de alli que indagamos la secuencia completa de la proteina seleccionada para
nuestro estudio de homologia secuencial, haciendo un clik sobre el cdigo de acceso de
la proteina (encerrado en un casillero rojo).

€-=>0CN0 blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_357580469 &
it Aplicaciones (] BANK (] BASES_DATOS (1] ENSINO (T] FUNDATIONS (*] JOURNALSCIENCTL.. (1] LABORATORY (1] MAIL_ELECTRONIC (] PARTNERSHIP (T] SNAKE.VENOM (Z] UNIVERSITY
[BIDownload v GenPept Graphics ¥ Next 4 Descriptions

RecName: Full=Acidic phospholipase A2 BpirPLA2-I; Short=svPLA2; AltName: Full=Phosphatidylcholine 2-acylhydrolase 1B [Bothrops pirajai]
Sequence u): Length: 122 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 113 GenPept Graphics

Related Information

Score Expect Method Identities Positives Gaps
90.1 bits(222) 3e-23 Compositional matrix adjust. 55/113(49%) 61/113(53%) 48/113(42%)

-

Query DLHQFGKMILKETG===-===========mmmmmmmme KCCFVHDCCYGKT -~~~ 27
+LIQFGK+I+K G +CCFVHDCCYGK

Sbjct 1 NLWQFGKLIMKIAGESGVFKYLSYGCYCGLGGQGQPTDATDRCCFVHDCCYGKVTGCOPK 68

Query 28  -DRYSYSRENGDVVCGGDDPCKK--=---=-=------| DNKDTYDIKYWFYGAK 65
D Y+YS+ENGDVVCGGDDPCKK DNKDTYDIKYWFYGAK
Sbjct 61  IDSYTYSKENGDVVCGGDDPCKKQICECDRVAATCFRDNKDTYDIKYWFYGAK 113

[BIDownload v GenPept Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions

RecName: Full=Acidic phospholipase A2 BthA-1; Short=svPLA2; AltName: Full=BOJU-III; AtName: Full=BthA-I-PLA2; AltName: Full=Hypotensive phospholipase A2; AltName:
Full=Phosphatidylcholine 2-acylhydrolase; Flags: Precursor [Bothrops jararacussu]
Sequence ID: splQBAXY1.1|PA2A_BOTJR Length: 138 Number of Matches: 1

Related Information

Score Expect Method Identities Positives Gaps
86.7 bits(213) 1e-21 Compositional matrix adjust. 55/113(49%) 61/113(53%) 48/113(42%)

Query 1 DLWQFGKMI---LKETG---===================== KCCFVHDCCYGKT -~~~ 27
LWQFGKNI  + E+G +CCFVHDCCYGK
Sbjct 17 SLWQFGKNINYVMGESGVLQYLSYGCYCGLGGQGQPTDATORCCFVHDCCYGKVTGCOPK 76

Query 28  -DRYSYSRENGDVVCGGDDPCKK--=-=--==-=------| DNKDTYDIKYWFYGAK 65
D Y+YS++NGDVVCGGDDPCKK DNKDTYDIKYWFYGAK
Sbjct 77  IDSYTYSKKNGDVVCGGDDPCKKQICECDRVATTCFRDNKDTYDIKYWFYGAK 129

[BIDownload v GenPept Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions

RecName: Full=Acidic phospholipase A2 BITPO1A; Short=svPLA2; AltName: Full=BinTX-I; AltName: Full=Phosphatidylcholine 2-acylhydrolase; Flags: Precursor [Bothrops insularis]
Sequence ID: splQ8QGB7 1|PA2A_BOTIN Length: 138 Number of Matches: 1

Related Information
Range 1: 17 to 129 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
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9. En esta pagina obtenemos toda la informacion necesaria para la consulta de la
proteina en estudio. En esta seccidn nos interesa para nuestro estudio la secuencia
completa de esta proteina que la encontramos en la parte final de la pagina sobre el
titulo de ORIGIN, alli encontramos la secuencia de aminoacidos en su abreviatura
de una sola letra y en minuscula. Es conveniente antes de editar en el sub programa
edit sequence del DNA Star, convertir las letras mindsculas en mayusculas a traves
de un procesador de texto (Word).

C' | [ www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357580469?report=genbank&log$=protalign&ablast_rank=1&RID=V9K78V99015
i3 Aplicaciones (] BANK (T] BASES_DATOS (] ENSINO (] FUNDATIONS (] JOURNAL SCIENCTL. (] LABORATORY (] MAIL ELECTRONIC (T PARTNERSHIP (] SNAKEVENOM (] UNIVERSITY

S NCBI  Resources & How To (@ Sign in to NCBI
Protein | Protein v H| ‘ m
Advanced Help
Display Settings: (v) GenPept Send to: =
Change region shown &
RecName: Full=Acidic phospholipase A2 BpirPLA2-I; Short=svPLA2; AltName: ———
1 s ustomize view =
Full=Phosphatidylcholine 2-acylhydrolase 1B
UniProtKB/Swiss-Prot: C9DPLS.1
Identical Proteins FASTA  Graphics Analyze this sequence =
Run BLAST
Soitor Identify Conserved Domains
Locus PA2A1_BOTPI 122 aa linear VRT 07-JAN-2015 Highlight Sequence Features
DEFINITION RecName: Full=Acidic phospholipase A2 BpirPLA2-I; Short=svPLA2; M N
AltName: Full=Phosphatidylcholine 2-acylhydrolase 1B. i)
ACCESSION  C9DPLS
VERSION C9DPL5.1 GI:357580469
DBSOURCE  UniProtKB: locus PA2A1_BOTPI, accession C9DPLS; Identical proteins for C9DPL5.1 &
class: standard. BpirPLA2-, partial [Bothrops pirajai] [ACV87234]
created: Nov 16, 2011.
sequence updated: Nov 3, 2009. Seeall

annotation updated: Jan 7, 2015.

xrefs: G0406049.1, ACV87234.1

xrefs (non-sequence databases): G0:@0@5576, GO:0085509, GO:@@04623, . .
G0:2016042, GO:0006644, GO:@098217, Gene3D:1.20.90.10, Related information
InterPro:IPRE01211, InterPro:IPRO13090, InterPro:IPRO16090, BLink
PANTHER:PTHR11716, Pfam:PF@0@6S, PRINTS:PROO389, SMART:SHE@ESS,
SUPFAM:SSF48619, PROSITE:PS@@119, PROSITE:PSEO118

Related Sequences

KEYWORDS Calcium; Direct protein sequencing; Disulfide bond; Hemostasis Identical Proteins

impairing toxin; Hydrolase; Hypotensive agent; Lipid degradation; CDD Search Results

Lipid metabolism; Metal-binding; Platelet aggregation inhibiting

toxin; Secreted; Toxin. Conserved Domains (Concise)
SOURCE Bothrops pirajai SN I T S

/note="{ECO:0000250}."
bond(50,88)
/bond_type="disulfide"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded”
/note="{ECO:0000250}."
Bond bond(57,81)
/bond_type="disulfide"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded”
/note="{ECO:0000250}."
8Bond bond(75,86)
/bond_type="disulfide"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded”
/note="{EC0:0000250}."
site 89
/site_type="active"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded”
/note="{ECO:0000250}."
Region 105..117
/region_name="Short sequence motif of biological interest”
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded”
/note="Antiplatelet activity.”

ORIGI

1 nlugfgklim kiagesgvfk ylsygcycgl ggqgaptdat drccfvhdce ygkvtgedpk
61 idsytysken gdvvcggddp ckkqicecdr vaatcfrdnk dtydikywfy gakncqeese
121 pc

1l
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REPOSITORIO DE

ANEXO 7: TUTORIAL DNA Star

1. Para editar la secuencia, usamos el sub-programa EDIT SEQUENCE:

GQE » Equipo » ARCHIVOSI (D:) a3 -

Organizar *  Incluir en biblioteca ¥ Compartircon »  Presentacion  Grabar  Nueva carpeta =~ 0 @

¢ Favoritos
I8 Descargas
I Escritorio
Ll sitios recientes

Buscar ARCHIVOS1 (D3]

Iatex_genetic_cod  oficios al decano
[ Bibliotecas 8 0141

%] Documentos.

(&) Imagenes

& Mdsica

B videos

18 Equipo
&, Disco local (C:)

nforme de problemas de 4

\\\\\

T R
. 09:49 a.m.

N D)
27/04/2014 |

1.1. Apertura del Sub-Programa

4 Editseq P
File Edit Search Speech Features Goodies Windows NetSearch Help

, ©S0am. |
277042014 |
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1.2. Por defecto se abre una ventana para editar la secuencia, sélo que no informa si es para
DNA, RNA o PROTEINA, por lo que se cierra la ventana blanca.

Created: domingo, 27 de abril de 2014 09:50 a.m.

0951am. |

B Loy
%50 mann |

&, Editseq
File Edit Search Speech Features Goodies Windows NetSearch Help

09:52 a.m.

530 g
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1.3.Y se procede a abrir en file una nueva ventana para PROTEINA.

@ Editseq
Edit Search Speech Features Goodies Windows NetSearch Help

09:52 2.m.

< m =)
%0 e ™

1.4. Alli entonces introducimos nuestra secuencia:

4 EditSeq
File Edit Search Speech Feotures Goodies Windows NetSearch Help

Bl rosor 22 m.v. 1289613, oh +3.84,pl 861
E:) 7 S

Ed 100 110 130

L I I I I I TP T A
SLFELGKMILOETGKNPAKSY GAYY CY CGWGE0B0 PKDATDRCCY VHKCCY KKL TRCNPKKDRY SYSWKDKT IVEGENNSCLKEL CE CDKAVAT CLRENLNTY NKKY RYYLKPLCKKADA 120
g

| 121

kd ;)

Created: domingo, 27 de abril de 2014 09:52 a.m.

09:54 2.m.

Y npanna |
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1.5. Grabamos nuestro archivo generado con un nombre.

1369013, n 904,91 883
Import... T 1 e T T T T U e L O T P P
Open Entrez Séq-» CtisR  |CGWGB0GOPKDATORCCY VHKCCY KKL TGCNPKKDRYSYSWKDKTI VCGENNS CLKEL CECDKAVAL CLRENL NTY NKKY RY YL KPLCKKADA 120

121

Export all a5 one...

Print Setup...
Print... P
Print Selection...

le 2014 09:52 a.m.

09:54 a.m.

s RO e

1.6. Si es proveniente de una base de datos tipo BLAST, muchas veces ya tienen un cédigo
de acceso y es preferible utilizar ese codigo.

Guase — —~——w— i

File Edit Search Speech Features Goodies Windows NetSearch Help

L Il L 2\“ L 3\“ L 4\“ L 5\“ L 6\“ L 7\“ L ﬂ‘ﬂ 1 gIu 1 j?n 1 j?n L j?n
SLFELGKMILOETGKNPAKSYGAYYCYCGWGGQGAPKDATDRCCYVHKCCYKKL TGCNPKKDRY SYSWKDKTI VCGENNSCLKELCE CDKAVAT CLRENLNTYNKKY RY YL KPLCKKADA 120
q 121

- 1
o rre——

Guardaren: [ ARCHIVOST (D) v| & &t E-
Nombre - Fecha de modifica... Tipo J‘

Created: domingo, 27 de abril de 2014 09:52 a.m. Ningiin elemento coincide con el criterio de bisqueda.

<

i ¥
Nombre:  [}00000GGC Guardar_|

Tipo: [Lasergene Protein Files("pro}

09:55 am.

FRCaC))
2170472004 |
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1.7. Finalmente ubicamos el lugar de acceso.

————— — o |\ ]
m-\ ). » Equipo » PONCE 1668 (L:) » UNT BIO_CEL MOL 2014 » SEQUENCE LAPS ~ [ 1 ][ Buscar SEQUENGE L4PS 2|

Organizar v & Abrit ¥ Imprimir Grabar Nueva carpeta =~ 0 @
— Nombre : Fecha de modifica... Tipo Tamario

1@ Descargas [ BaTx 12/12/2004 08:50 ... _ EditSeq Protein Sequence File 1KB

B Escritorio [if Bp12 26/11/2007 06:53 .. EditSeq Protein Sequence File 1KB

%] Sitios recientes [13 p2ssos 28/11/200704:05 ...  EditSeq Protein Sequence File 1KB

P58399 28/11/200704:10 ...  EditSeq Protein Sequence File 1Ke

4 Bibliotecas [ pe2287 28/11/200704:08 ... EditSeq Protein Sequence File 18

[ Documentos [ qois34 28/11/200704:49 ... EditSeq Protein Sequence File 1ke

& Imégenes 1% qoraa 28/11/20070451 .. EditSeq Pratein Sequence File 1B

& Misica [ o249 28/11/2007 0407 .. EditSeq Protein Sequence File 1KB

B Videos
1% Equipo

&, Disco local (C)

s ARCHIVOSI (D:)

s ARCHVOS2 (E)

= PONCE 163 (L)
€ Red

BaTX Fecha de modifica... 12/12/2004 08:50 p.m. Fecha de creacion: 24/04/2014 07:26 a.m.
EditSeq Protein Sequence File Tamaiic: 173 bytes

0gs6am. | |

27002004 |
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2. Para los estudios de alineamiento usamos el sub-programa MegAlign

2.1. Nos ubicamos siempre en inicio y buscamos la carpeta del DNA Star, para abrir el sub-
programa MegAling.

i » Equipo » PONCE16GB (L) » UNT BIO CEL MOL 2014 » SEQUENCE LAPS | ¢ | Buscar SEQUENCE LAPS £

Organizar & Abrit ¥ Imprimir Grabar Nueva carpeta A @
A Favoritos Nombre - Fecha de modifica.. Tipo Tamafio

(18 Descargas 12/12/200408:50 .. EditSeq Pratein Sequence File 1k8.

I Escritorio 28/11/2007 06:53 .. EditSeq Protein Sequence File 1KB

% Sitios recientes 28/11/200704:05 ...  EditSeq Protein Sequence File 1KB

26/11/20070410 .. EditSeq Protein Sequence File 18

(4 Bibliotecas 28/11/200704:08 ... EditSeq Protein Sequence File 1KB

[ Documentos /2007 04:49 ... EditSeq Protein Sequence File 1Kke

& Imégenes /200704:51 .. EditSeq Protein Sequence File 1B

& Misica 28/11/2007 0407 .. EditSeq Protein Sequence File 1KB

B Videos
1% Equipo

&, Disco local (C)

| Accesorios

{1 AMD Catalyst Control Center

| Asistente de informe de problemasde # |20\

U Avast

|| DNAStar Documentos
@ Editseq
& GeneQuest Imégenes
2% MapDraw

B el Vs
& PrimerSelect
@, Protean
= SeqMan

|| Gosgle Chrome

|| 1BM $PSS Statistics

1 Inicio

1 Juegos

1 KeLite Codec Pack x64

|\ Mantenimiento

| Microsoft Office

|| Microsoft Visual Studio 2005

14 s

Fechs de crescin: 24/04/2014 07:26 am,

ES .m0

legAligr -
File Edit Align View Options NetSearch Help

DNA¥

DNASTAR

Windows 32 Meghlign 5.01 ©1333-2001 DNASTAR Inc. All Rights Reserved
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2.2. Por defecto se abre una ventana para alinear secuencia, la cual dejamos para usar y
Ilamar nuestras secuencias a analizar.

lign View Options NetSearch Help

R | Sequence Name
< Consensus
No Sequences | Use Enter Sequences. . to begin working.

2.3. Nos ubicamos en Enter Sequences para ubicar la ruta de acceso de nuestras secuencias
a analizar.

=
(Fie] Edit Align View Options NetSearch Help
New...
Open...
Enter Sequences...
Enter Entrez Sequence... I+ s to begin working.

Close

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
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2.4. Al ubicar nuestras secuencias, ellas deben haber sido creadas bajo el sub-programa
Edit Sequence del DNA Star, solo asi podremos visualizarlas

El Meatlig

- - = Te <]
File Edit Align View Options NetSearch Help

5] Enter Sequences

Buscaren: | || SEQUENCE_LAPS -« o B~

Nombre - Fecha demodifica.. Tipo *
BaTX. 12/12/2004 08:50 .. EditS)
EBp12 28/11/2007 06:53 a...  EditS|
P24605 28/11/2007 0405 .. Edits:
P58399 28/11/2007 0410 .. EditS:
PB2287 28/11/2007 0408 .. EditSi «
<l ’

Nombre: |

Tipo: [A0 cfthe above

2.5. A partir de la ventana de localizacion de ruta, vamos a accesar a ellas de forma
individual (Add) o tal (Add All).

El Megtlig

= - Ee =]
File Edit Align View Options NetSearch Help

s || Use Enter Sequences .. to begin working

15 Enter Sequences

Buscaren: | || SEQUENCE_LAPS -+ £ B~

Nombre Fecha de modifica... Tipo *  [BaTX
BaTX 12/12/2004 0850 .. Editsy

Bp_12 26/11/2007 0653 2. Edits)

P24605 28/11/2007 0405 .. Edits:

P58359 26/11/2007 0440 .. EditSs

P82287 28/11/2007 0408 .. EditS ~

<1 0

Nombre: [

r <
Tipo: [ of the above =] | Cancelar Addall
Auda Done
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2.6. Las secuencias de nuestras proteinas ingresadas deben guardar cierto orden, asi deben

ingresar en ler lugar nuestra proteina de estudio, o sea ella debe ser la primera. De no
ser asi, podemos ubicarla arrastrandola con el puntero del mouse hasta la posicion
correcta.

MegAlig

File Edit Align View Options NetSearch Help

<Pos=1

< Pos=31

A | Sequence Nam
E
DJconsensus

* |8 Sequences

[ b ]
SLFELGKMILOETGENPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC
10 20 30 40 5C

- — — —
LGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPKKDRYSYSWEDKT IVCGENNSCLEELCECDRAVATCLRENLGTYN
) 40 50 60 70 80 90 100

i [BaTX

=Bp_12
P24605
P58399

flpg2287
090249
091834
Q9IATO

SLEFELGKMILQETGENPAKSYGAYYCYCGWGGQGQPKDATDRCCYVHKCC
SLEFELGKMILQETGKNPAKSLGAFYCYCGWGSQGQPKDAVDRCCYVHKCC
SLFELGKMILQETGENPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC
SLFELGKMILQETGENPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC
SLFELGKMILQETGENPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC
SLFELGKMILQETGENPAKSHGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC
SLFELGKMILQETGENPAKSYGVYGCNCGVGGRGKPKDATDRCCYVHKCC
FELGEMILQETGEKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGQPKDATDRCCYVHKCCYK

GGQGQPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPKEDRYSYSWKDKT IVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLNTYN
GSQGQPKDAVDRCCYVHKCCYKKITGCNPKKDRYSYSWKDKTLVCGEDNSCLKELCECDKAVAICLRENLNTYN
LGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPKKDRYSYSWEDKT IVCGENNSCLEKELCECDRAVAICLRENLNTYN
LGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPKKDRYSYSWEDKT IVCGENNPCLEKELCECDRAVAICLRENLGTYN
LGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPKKDRYSYSWEDKT IVCGENNPCLEKELCECDRAVAICLRENLGTYN
LGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCDPKKDRYSYSWEDKT IVCGENNPCLEKELCECDRAVAICLRENLGTYN
GGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCDPKKDRYSYSWEDKT IVCGENNSCLEKELCECDRAVAICLRENLDTYN
RGQPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCDPKKDRY SYSWKDKTIVCGENNPCLXELCECDKAVAICLRENLGTYNKK

2.7. A partir de alli, ahora buscamos el método de alineamiento que para nuestro estudio
serd el Clustal W.

MegAlig =
File Edit [Align] View Options NetSearch Help

By Jotun Hein Method

Set Residue Weight Table
Method Parameters...

Create Alignment from Selection

Chrle)

GAFYCYCGWGSQGQPKDAVDRCCYVHKCC
GAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC
GAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC
GAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC

Q90299
091834
Q9IATO

LFELGKMILOETCRNPAKSHGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC
SLEFELGKMILQETGEKNPAKSYGVYGCNCGVGGRGKPKDATDRCCYVHKCC
FELGEMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGQPEDATDRCCYVHKCCYK

By Clustal V Method CtrleK < Pos=31

By Clustal W Method CorleL | P M R o — — —

One Pair » [GAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC | LGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPKKDRYSYSWEKDKT IVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLGTYN
30 40 SC) 40 50 60 70 80 90 100

Ui/l Cwle=  [GAYYCYCGWGGQGQPKDATDRCCYVHKCC |GGQGQPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPKKDRYS Y SWKDKT IVCGENNS CLKELCECDKAVATCLRENLNTYN =

GSQGRPKDAVDRCCYVHKCCYKKITGCNPKKDRYSYSWKDKTLVCGEDNSCLKELCECDKAVAICLRENLNTYN
LGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPKKDRYSYSWKDKT IVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLNTYN
LGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPKKDRYSYSWKDKT IVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYN
LGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPKKDRYSYSWKDKT IVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYN
LGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCDPKKDRYSYSWKDKT IVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYN
GGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCDPKKDRYSYSWKDKT IVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLDTYN
RGQPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCDPEKDRYSYSWKDKTIVCGENNPCLXELCECDKAVAICLRENLGTYNKK
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2.8. Inmediatamente en segundos se reordenardn nuestras secuencias generandose el
alineamiento con nuevas posiciones en funcién de regiones y/o dominios
conservados, produciéndose los respectivos “gap”, sugiriéndonos ampliaciones 0
regresiones génicas.

MegAlig:
File Edit Align View Options NetSearch Help

Ay | Seauence Nam ] < Pos =1 < Pos =50
- + " EEE @ on ——
Consensus | SLFELGKMILQETGKNPAKS YGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVATCIRENLGTYNKKYRY ~-HLKPFCKKADAC—
" |8Sequences 10 20 30 40 S5Ci0 60 70 80 90 100 110 120

jBaTX SLEELGKMILQETGKNPAKS YGAYYCYCGWGGQGQPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCNPKKDRY SYSWKDKTIVCGENNSCLKELCEC DKAVAICLRENLNTYNKKYRY-YLKPLCKKADAC |

o=Bp_12 SLEELGKMILQETGKNPAKSLGAFYCYCGWGSQGQPKDAVDRCCYVHKCC |CYKKITGCNPKKDRYSYSWKDKTLVCGEDNSCLKELCECDKAVAICLRENLNTYNKKYRY -FLEPLCKKADAAC
P24605 SLEELGKMILQETGENPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHECC |CYKKLTGCNPEKDRYSYSWRKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLNTYNKKYRY -YLKPLCKKADAC
P58399 SLEELGKMILQETGENPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHECC |CYKKLTGCNPEKDRYSYSWRKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKLYRY -HLKPFCKKADDC
p82287 SLEELGKMILQETGENPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHECC |CYKKLTGCNPEKDRYSYSWRKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY -HLKPFCKKADDC
Q90249 SLEELGKMILQETGEKNPAKSHGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHECC |CYKKLTGCDPEKDRYSYSWRKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY -HLKPFCKKADAC
Q91834 SLEELGKMILQETGENPAKSYGVYGCNC PKDATDRCCYVHKCC [CYKKLTGCDPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLDTYNKKYRYNYLKPECKKADPC
Q9IATS ——FELGKMILQETGEKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGQPKDATDRCCYVHECC |CYKKLTGCDPEKDRYSYSWRKDKTIVCGENNPCLXELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY -HLKPFCKKADPC

ren

S Pl

2.9. Para la presentacion grafica de la secuencia debemos dar el alineamiento a través de
“Options” y “Aligment Report Contents”.

MegAlig: oo
File Edit Align View Net Search _Help

Alignment Report Contents

x| sequence Nam R = Pos =50
- [al Decorations y T Emm
Consensus |5\ o AYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYRKLTGCNPKKDRYSYSWKDRTIVCGENNSCLKELCECDRAVATCLRENLGT YNKKYRY —HLKP FCKRKADAC—
© |8 Sequences — N 30 40 5C0 60 70 80 S0 100 110 120
s [BaTX El AYYCYCGWGGQGQPKDATDRCCYVHECC |CYRRLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDRAVAICLRENLNT YNKKYRY-YLKPLCKKADAC -
=1Bp_12 S Font » RFYCYCGWGSQGQPKDAVDRCCYVHKCC |CYRKITGCNPKKDRYSYSWKDKTLVCGEDNSCLKELCECDRAVAICLRENLNT YNKKYRY - FLKPLCKKADAAC
P24605 S size » AYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCNPKRDRY SYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLNT YNKKYRY~YLKPLCKKADAC
P58399 5 | tioPage AYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYRRLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDRAVAICLRENLGT YNKLYRY-HLKPFCKKADDC
flps2287 B AYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYRKLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDRAVAICLRENLGT YNKKYRY-HLKPFCKRKADDC
090249 B e Tl AYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYRKLTGCDPKKDRY SYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDRAVAICLRENLGT YNKKYRY -HLKP FCKKADAC
091834 5 SetGenetic Code 7Y GCNCGVGGRGKPKDATDRCCYVHRCC | CYRKLTGCDPKKDRY SYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLDT YNKKYRYNYLKP FCKKADPC
Q9ITATY - Edit Genetic Code AYGCNCGVLGRGQPKDATDRCCYVHKCC |CYRKLTGCDPKKDRY SYSWKDKTIVCGENNPCLXELCECDRAVAICLRENLGT YNKKYRY -HLKPFCKKADPC
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2.10. A partir de alli ubicaremos en la ventana que se abre, varias opciones, tales como:
The concensous, ubicamos alli nuestra proteina problema.

Un quiebre de la secuencia dependiendo del tamafio de nuestra cadena polipeptidica
para una mejor visualizacion, ejemplo, cuando se trate de una proteina de mas de 120
aminoéacidos, se recomienda que ese quiebre (Break) se realice a los 45 aminoéacidos.
La posicion de los nombres que pasen de izquierda a derecha.

ElMeatign » EEr=sT]
File Edt Align View Options NetSearch Help
I8 Untitied [ErE]r=]
| Seauence Nam_| < Pos =1 < Pos =50
%-— .- L ] —
[Xlconsensus | SLFELGEMILOETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYRKLTGCNPKKDRY SYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLGT YNKKYRY—HLKPFCKKADAC—
" |8 Sequences 20 30 5o 60 70 80 90 100 110 120

1|BaTX

SLEFELGKMILQETGENPAKSYGAYYCYCGWGGQGQPKDATDRCCYVHKCC

AMigrment Report Contents

CYKKLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLNTYNKKYRY-YLKPLCKKADAC 4|

=Bp_12 SLEFELGKMILQETGKNPAKSLGAFYCYCGWGSQGQPKDAVDRCCYVHKCC |CYKKITGCNPKKDRY SYSWKDKTLVCGEDNSCLKELCECDKAVAICLRENLNT YNKKYRY-FLKPLCKKADAAC
P24605S SLFELGKMILQETGENPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |[CYKKLTGCNPKKDRY SYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLNTYNKKYRY-YLKPLCKKADAC
P58399 SLFELGKMILQETGENPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |[CYKKLTGCNPKKDRY SYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKLYRY-HLKPFCKKADDC
E‘ p82287 SLFELGKMILQETGENPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |[CYKKLTGCNPKKDRY SYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPFCKKADDC
090249 SLFELGKMILQETGENPAKSHGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |[CYKKLTGCDPKEKDRY SYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPFCKKADAC
Q91834 SLFELGKMILQETGENPAKSYGVYGCNCGVGGRGKPKDATDRCCYVHKCC |[CYKKLTGCDPKEKDRY SYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLDTYNKKYRYNYLKPFCKKADPC
Q9IATO ——FELGKMILQETGENPAKSYGAYGCNCGVLGRGQPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCDPKEKDRY SYSWKDKTIVCGENNPCLXELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPFCKKADPC

[V Show Consensus
¥ Show Ruler of
¥ Show Sequences

I Show Transiated DNA

]|

Help

[~ Show Consensus Disagreement
I Show Consensus Strength

I Use 3 Letter Amino Acids

[i EstiaSpace

between Residus

@ Fit Bresks o Page

" Break Alignment

[V Show Sequence Names
[¥ Show Sequence Posiions

I~ Exchange Names Positions

-
vl
conedl | [[TOK

Save as Defauts |

2.11. Para su respectiva visualizacion nos ubicamos en “View” en la opcion Aligment
Report

& Meghlign
File Edit Align

P82287
090249
091834
Q9IATY

.
Options _NetSearch _Help
Alignment Report
Sequence Distances

= Pos =50

e mam N
SYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC
30 40 5C

Residue Substitutians
Phylogenetic Tree

—
CYRKLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLGT YNKKYRY~HLKPFCKKADAC—
;0 60 70 80 90 100 110 120

Ctri+]

0
SYGAYYCYCGWGGQGQPKDATDRCCYVHRCC
SLGAFYCYCGWGSQGQPKDAVDRCCYVHRCC
SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHRCC
SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHRCC
SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHRCC
SLFELGKMILQETGKNPAKSHGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHRCC
SLFELGKMILQETGKNPAKSYGVYGCNCGVGGRGKPKDATDRCCYVHKCC
-~ FELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGQPKDATDRCCYVHKCC

Sequence Information

CYRKLTGCNPKKDRYSYSWKDKT IVCGENNSCLKELCECDKAVATCLRENLNTYNKKYRY-YLKPLCKKADAC -

CYRRITGCNPRKKDRYSYSWKDKTLVCGEDNSCLKELCECDRAVAICLRENLNTYNRRYRY-FLKPLCKKADAAC
CYRRLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLNTYNKKYRY-YLKPLCKKADAC
CYRRLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKLYRY-HLKPFCKKADDC
CYRRLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPFCKKADDC
CYRRLTGCDPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKRKYRY-HLKPFCKKADAC
CYRKLTGCDPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLDTYNKKYRYNYLKPFCKKADPC
CYRKLTGCDPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNPCLXELCECDKAVAICLRENLGT YNKKYRY-HLKPFCKKADPC

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

Ensui

estigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA

L
(e}
o
S =
o9
= O
un
o
oo

il
oc -

DE SANTA MARIA

0H

File

3
=) | B K] E
i ! o =
= b E-EREEREEE
o gagdagaad99
P
o '8 EREEEEREEE
(KM
% fl e
<]
% %
(5] u
<
[<5]
>
O
@
O
—
(%2]
—
S
(D] PR =] S
— SYsvswew i g e
m o R N | W MMM
o a afopAaAAAAa N MMM NN X
@ HFQ{EPHBEBEBHE A HHAAAAaAaA
(&) « dadadddd U vvvovVOLY
n a aaAAoAAA ufQinunnaaan
s % MM KMKMNNN B ZZEEEE R
-_— n LTI TR O TR I PR PR TR = 2ARRzZER=2=
[ i Lol M MM MO m MW e e
(@] ©® [CRCRURCRURCR UGN [CNCRCRONURONU]
(&) [ QUONE Mmoo D vvvLLLY
o U} bnvvLLLY = EEREERE R
— 5| VOAAAAOA H HHHHHH
c R R S BB B BB BB
[<B) ® RN RN RN N R EEVRvEvEvEY
.m 0 vvovvLLL AF2iamAaaaann
z HHERRRERE M MMM MMM
(98] v vVVLLLLLYL B EEEEEEER
[<5] © HHVDODODOOU 0 mnnnnnn
.m - R R S
_— [ A AP w Lo I B B I )
© © VOBV VOOU M IR
—_— - MO MM MmN N oo
() nfJ{nununuunnnn A aaAAAAA
(%] 5 MK KKK K XM M MMM NN X
o A WA R R A ME DM M M N MM
m o [T T T " AR R A
(D] Vh = EEEZEZE R 2 ZEEEEZAAQ
— O N MMM MMM MK O VLVLOLOLOLOD
a.” © [CRCRCRCRURURUNURNT] [CRURCRCRURURU]
.—V_ (D] B BOHEBHBHBBHBH B BB B BB EE
— \M:E (SR EC RGN RG] H HHAAAAa4A
m m 5 QROBRRRRO M MO KKK M
7] HESHAm Al K MMM M e M
-— 2 H HoHHHHHHH DB A B
> O 3 = sEssssss of @{ovovovoo
Sm £ 5 MK MKMKKNKY O LVVLVLUVOLY
[«}] o m 0] [CRCRCRCRONCNGECE MMM MMM X
(8] =) z A M AdAdaaa m mE T T mom o
< 8 ma WEE NN e 6 e
(@] (48] o.w ,mF T T T DB B
n ,—UL AHAadaadaaadan 18] vuvouvvoLvLL
I} m & 0 mnwnunnn L LLLLVLVY
< > >
&5 e o
- Ed B worso T o A w oo
N H NoG @Y mE M NoOQ @w ™
] o MHADmNN®©a O MHOmN N @
— b i B socoHH n B socoH
M © TN ©a N T AN W © 9 0
2 = m oM A OOt Ot = mom A oo

CCYVHKCCYKKLTGCDPEKEKDRYSYSWEKDKTIVCGENNPCLXE 82

Q9IAT9

Majority LCECDKAVAICLRENLGTVYNEKEKYRY-HLKPFCEKEKADA ATC -

120

lln

LCECDEKEAVAICLRENLNTYNERKEKYRY-YLEKPLCEKEKADAC

100

%0

121
122

BaTX

LCECDEKEAVAICLRENLNTYNERKEKYRY-YLEKPLCEKEKADAC

P24605
P58399
pga22s7

121

LCECDEKEAVAICLRENLGTYNEKLYRY-HLEKPFCEKEKADDC

121

LCECDEKEAVAICLRENLGTYNEKEKYRY-HLEKPFCEKEKADDC

LCECDEKEAVAICLRENLGTYNERKEKYRY-HLEKPFCEKEKADAC

090249

122

LCECDEKEAVAICLRENLDTYNERKEKEYRYNYLEKPFCEKEKADTPC

Q91834

de “New

16n

to (caja) , nos vamos a la opc

meamien

2.13. Para darle la imagen grafica de al

decorations”

| O o

Edit Align View [Options] NetSearch Help

File

=

0 Y
o -
I, Q
ERERER 4
Sgaag49a9d9a949
p
BN EREEEEEEEE:
MMM KKMMME
B G888 8N
Edl_
EEEEREREREE PR
PR R i
[ oo W WA MM W
a nopAaAAAAa M M XM
HF QB P HBEBHBHE A HHAAAAaAaA
A Addddddd 18} vvvvovoo
a aaAAoAAA nfQ{nnneean
% MM MMM MM = ZEEEE RS
o LTI T T TR R P TR TR 2AR=zRE=Z=
i COK KKK E O w W oW N M
© ORONCNUNUNCRCIURNC) [ORCRCNCN NN
[ CLOE MM MM D VLLVLULVY
G} VnvLLLLY = EREERER
a VOAAAAOA H HHHHHH
rREEREEEEE B BB BB BB
© RN NUNURC U] M N MM
0 vovvuvvovovo AaFl{iaeaanan
z HHERRRRER M MMM MMM
5] vLLLVLVLVL B EEEEEEER
o HHODODBOOO 0 0mwnnnn
- R B BB b
& I A © mununnnnn
o CRCNCNUNUNCRC I R
- MO MM MmN N o oo o
wfJ{nunnnnann A aaAAAAA
5 MK KKK KM X M XM
< AR R R R R R ME QM MM MM MM
~ [ T o AR R A
= EEEEZEZ AR 2 ZEEEEAA
% MM MMM MMNE O VVLVLVLVLOLO
o [CRURCRCRURURCRUE ] [CRURCRCRURURC
B BB B B E 2] HEH B BB
s 4 a4 “ HHAAAAA
5 MMM KM
2 5 M N MM
e B BRI R
S q o
. - ofR{rLvVLLLL
! 4 E g 3
m H w_.mm 8] DLVVLVLUVLLUYD
HER m.mmm x MMM KM MM
28S 5 & 58 m mmmmE T m
AEE R AR
228 |pEE | FIE = B
> R
5 18] vuvouvvoLvovLUL
mi ?ssssss, 5] LLLLVLVLY
& = >
2 D o
5 P ] nwo~ow
H L = 5] H N oG @s M
& O MoAL MmN N oA o Mo MmN N o
2.0 B lmoNoHH  n ElvoqoH
] T NN oo e © T Q0 @ G O
W = Mmoo mooo 3 [l YT e e ]

CCYVHKCCYKKLTGCDPEKEKDRYSYSWEKDKTIVCGENNEPCLXE 82

Q9IAT9

Majority LCECDKAVAICLRENLGTYNKEKYRY-HLKPFCEKEKADR AC -

120

‘10
LCECDKAVAICLRENLNTVYNKEKYRY-YLKPLCEKEKADRAC
LCECDKAVAICLRENLNTYNEKEKTYRY —

100

S0

121
122

BaTX
Bp_12

FLEPLCKEKADARAC

121

LCECDKAVAICLRENLNTYNKEKYRY-YLKPLCEKEKADR AC

P24605
P58399
p82287

121

LCECDKAVAICLRENLGTYNKLYRY-HLKPFCEKEKADDTC

121

LCECDKAVAICLRENLGTYNKEKYRY-HLKPFCKEKADDTC

LCECDEKAVAICLRENLGTYNEKEKYRY-HLEKPFCEKEKADAC

090249

122

LCECDEKAVAICLRENLDTYNEKEKYRYNYLEKPFCEKEKADTPC

Q91834

7]
o
=

igat

t

€miIcos e Inves

’

da con fines acad

1za

tor

icacion au

Publ

IS

ta tes

lar es

Ivide referenc

igacion no o

En su invest




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

2.14. A partir de alli le indicamos, que los dominios o regiones conservados se mantengan
dentro de una caja 0 sombreaos, alli nosotros escogemos la opcién deseada.

15 Meghlign -
File Edit Align View Options NetSearch Help

st
1] Alignment Report of Untitled ClustalW (Slow/Accurate, Gonnet)
Majority S LEELGRKMILQETGKNPARSYG KPERDATDR ;‘KKADAC
10 40 120
KKADAC |
BaTxX FELGKMILQETGXKNTERARK = QGQPKDRATD R| 42 Exxananc
Bp_12 FELGKMILQETGKNEPAR c 0G0 P EKDA[VID B| 42 ——
P24605 FELGKMILQETGKNEPAR T c R|G[R|P K DA T D R| 42 i —
P58399 FELGKMILQETGKNEPAR ¥ c Rlc|rR|P K DA T D R| 42 —
P82287 FELGKMILQETGKNEPAR ¥ c Rlc|rR|P K DA T D R| 42 —
090249 FELGKMILQETGKNEPAR ¥ c Rlc|rR|P K DA T D R| 42 —
091834 FELGKMILQETGKNEPAR ¥ c Rlc|R|]P K DA T D R| 42 e
Q9TATS FELGKMILOQETGKNEPEAR e c R[cQPKDATDR|40
Majority C C YVHKCCYRKKLTGCNPKRKDRYSYSWKDRKTIVCGENNSCTLEE
50 60 70 80
BaTx CCYVHEKCCZYK TGCNPKKDRYSYSWKDKT LVCGEDNNSCLRKE| 84
Bp_12 CCYVHKCCYK TGCNPKKDRYSYSWEKDEKT[L]VC 6 E[D|NSCLEKE|84
P24605 |[CCYVHKCCYKKLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNSCLRKE|84
P58399 [CCYVHKCCYKKLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENN|P|CLKE|S84
P82287 |[CCYVHKCCYKKLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENN|P|CLKE|S84 5
Q90249 |[CCYVHKCCYKKLTGC|[DJPKKDRYSYSWKDKTIVCGENN|P|CLEKE|S84 LlJ
Q91834 |[CCYVHKCCYKKLTGC|DPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNSCLEKE|SB84
Q9IAT9 |[CCYVHKCCYKKLTGC|DPKKDRYSYSWKDKTTIUVCGENRNP|CcL[X|E| 82
Majority LCECDKAVAICLRENLGT YNKKYRY-HLKPFCKEKADRBC -
S0 100 10 120
BaTX LCECDKAVAICLRENLNTZYNK RY-YTLKFLCKKADASC 121
Bp_12 LCECDKAVAICLRENLNTYNK RYl-FILKPLCKKADA[RC 122
P24605 |[LCECDKAVAICLRENLNTYNK RY[-@LKPLCKKADAC 121
P58399 |[LCECDKAVAICLRENL[G|T Y NK R Y|- H|L K P[F|c kK K 2 D[D|C 121
P82287 |[LCECDKAVAICLRENL|G|T Y NK R Y|- H|L K P|F|Cc K K A D|D|C 121
990249 |[LCECDKAVAICLRENL|GIT ¥ NK RY|-HLKEP[FICKKADAGC 121
Q91834 [LCECDKAVAICLRENDL|D|T ¥ NK R Y|N[T L K P|F|c K K & D[P|C 122

2.15. A partir de alli procedemos a ver el nivel o grado de homologia porcentual (%)
buscando la opcion deseada en la opcion “View” Sequence Distances.

5] Megalign - [Untit
15 File Edit Align [View] Options NetSearch Help [=T=]lx]
A sequence Nam Alignment Report = Pos=50

- Se Dista

ence D e AYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCNPKKDRYSY SWKDKT IVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY -HLKPFCKKADAC—

Residue Substitutions 30 40 ¢ 150

Phylogenstic Tree AYYCYCGWGGQGRPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCNPKKDRYSY SWKDKT IVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLNTYNKKYRY - YLKPLCKKADAC =]
AFYCYCGWGSQGQPKDAVDRCCYVHKCC |CYKKITGCNPKKDRYSYSWKDKTLVCGEDNSCLKELCECDKAVAICLRENLNTYNKKYRY - FLKPLCKKADARC
YGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCNPKKDRYSY SWKDKT IVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLNTYNKKYRY - YLKPLCKKADAC
SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCNPKKDRYSYSWKDKT IVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKLYRY-HLKPFCKKADDC

fHlps2287 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCNPKKDRYSYSWKDKT IVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPFCKKADDC

Q90248 SLFELGKMILQETGKNPAKSHGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCDPKKDRYSYSWKDKT IVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPFCKKADAC

Q91834 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGVYGCNCGVGGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCDPKKDRYSYSWKDKT IVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLDTYNKKYRYNYLKPFCKKADEC

QOIATS —-FELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGRPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCDPKKDRYSYSWKDKT IVCGENNPCLXELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPFCKKADFC

<] Consensus

Sequencelnformation  Ctil+l
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2.16. En la ventana insertada podemos ver los niveles porcentuales de homologia. Aun a
ese nivel podemos ordenar de mayor a menor grado de homologia secuencial
porcentual.

< Pos =50

S, & & & & W I

CYRKLTGCNPREDRYSYSWKDKT [VCGENNSCLKELCECDRAVATCLRENTGTYNRKYRY~HLKPFCRKKADAC—

b0 60 70 80 S0 100 110 120

CYRKLTGCNPRRDRYSYSWRDKT LVCGENNS CLKELCECDRAVAICLRENLNTYNRKYRY- YLKPLCRKADAC |

DYVHRCC |CYRKITGCNPRKDRYSY SWRDKTLVCGEDNS CLKELCECDRAVATCLRENLNTYNRKYRY - FLKPLCKKADAAG

) BOCHDBEET o 12 DYVHRCC |CYRKLTGCNPRKDRYSY SWKDKT [VCGENNSCLKELCECDRAVATCLRENLNTYNRKYRY - YLKPLCKKADAC
gy ™ s 1oy P e i DYVHRCC |CYRKLTGCNPRKDRYSY SWKDKT [VCGENNPCLKELCECDRAVATCLRENLGTYNRLYRY-HLKPFCKKADDC

v st Ml s o 030 o DYVHRCC |CYRKLTGCNPRKDRYSYSWKDKT [VCGENNPCLKELCECDRAVATCLRENLGTYNRKYRY-HLKPFCKKADDC

75 oo Ml TS e rarasr DYVHRCC |CYRKLTGCDPRKDRYSY SWKDKT [VCGENNPCLKELCECDRAVATCLRENLGTYNRKYRY-HLKPFCKKADAC

751 34 25 Ml v 00020 EYVHRCC |CYRKLTGCDPRKDRYSYSWKDKT IVCGENNSCLKELCECDRAVATCLRENLDTYNRKYRYNYLKPFCKKADEC

FETTEe TR eo | i e EYVHRCC |CYRKLTGCDPRKDRYSYSWKDKT IVCGENNECLXELCECDRAVATCLRENLGTYNRKYRY-HLKPFCKKADEC

99174 43 34 134 61 il ¢ QQIATY

23 4 s 6 7.8

Percent Identity
3415
2.6 950 901909 90.1

Divergence

2.17. También a partir de alli (“View”) podemos visualizar la construccion del arbol
filogenético a través de la opcion “Phylogentic three”
&l Megalign

File Edit Align
Alignment Report

Sequence Distances < Pos =50

Residue Substitutions e mmm o= S
SYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC | CYRKLTGCNPKKDRY SYSWKDKT IVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY ~HLKPFCKKADAC—
[1] 30 40 500 60 70 80 90 100 110 120
Sequence Information cull  [SYGAYYCYCGWGGQGQPKDATDRCCYVHKCC | CYKKLTGCNPKKDRYSYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLNTYNKKYRY—YLKPLCKKADAC -/
K SLGAFYCYCGWGSQGQPKDAVDRCCYVHKCC |CYKKITGCNPKKDRYSYSWKDKTLVCGEDNSCLKELCECDKAVAICLRENLNT YNKKYRY—FLKPLCKKADRAC
SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCNPKKDRY SYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLNT YNKKYRY—YLKPLCKKADAC
SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCNPKKDRY SYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGT YNKLYRY-HLKPFCKKADDC
P82287 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCNPKKDRY SYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGT YNKKYRY-HLKPFCKKADDC
Q90249 SLFELGKMILQETGKNPAKSHGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCC |[CYKKLTGCDPKKDRY SYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPFCKKADAC
Q9IB34 SLEFELGKMILQETGEKNPAKSYGVYGCNCGVGGRGKPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCDPKKDRY SYSWKDKTIVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLDTYNKKYRYNYLKPFCKKADPC
Q9IATO ——FELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGQPKDATDRCCYVHKCC |CYKKLTGCDPKKDRY SYSWKDKTIVCGENNPCLXELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPFCKKADPC

Phylogenetic Tree

ES . [m oy
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2.18. Podemos ver el arbol de filogenia molecular a partir de la secuencia de proteinas,
donde la distancia entre una y otra proteina estd en funcion del nimero de
sustituciones de nucléotidos (x100).

B Meglign . = | et

File Edit Align View Options NetSearch Help

< Pos =50

—
CYRRLTGCNPRKRDRYSYSWKDKT IVCGENNSCLKELCECDRAVATCLRENL.GTYNRKYRY -HLKPFCRKKADAC—

=]
3 Q9IATS 23
EPSESQQ 5Ci0 60 70 80 S0 100 110 120
P82287 C [CYRRLTGCNPKRDRYSYSWKDKT IVCGENNSCLKELCECDRAVAICLRENLNTYNKKYRY-YLKPLCKKADAC |
= gzgfﬁsni C |CYRRITGCNPRRDRYSYSWKDKTLVCGEDNSCLKELCECDRAVATCLRENLNTYNRKYRY-FLKPLCKKADAAC
«| L BaTX C [CYRKRLTGCNPREDRYSYSWKDKT IVCGENNSCLKELCECDRAVAICLRENLNTYNKKYRY-YLKPLCKKADAC
2| 5a Bp_12 C [CYRKLTGCNPREDRYSYSWKDKT IVCGENNPCLKELCECDRAVAICLRENLGTYNKLYRY-HLKPFCKKADDC
T T ! C [CYRKLTGCNPREDRYSYSWKDKT IVCGENNPCLKELCECDRAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPFCKKADDC
= 8 Nu‘:lemme Substitutions (100} 2 o C [CYRKLTGCDPREDRYSYSWKDKT IVCGENNPCLKELCECDRAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPFCKKADAC
Q C |CYRKLTGCDPRRDRYSYSWKDKT IVCGENNSCLKELCECDRAVATICLRENLDTYNKKYRYNYLKPFCKKADPC
C

CYRRLTGCDPKRDRYSYSWKDKT IVCGENNPCLXELCECDRKAVATICLRENLGTYNRKYRY-HLKPFCRKKADPC
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3. Para los estudios de la proteina suelta, podemos usar el sub programa PROTEAN del
DNA star.

Para lo cual abrimos de mismo modo anterior, de Windows (inicio) la carpeta DNA
star, y ubicamos el sub programa PROTEAN.

5@. i » Equipe » PONCE 16GE(L) » UNT_BIO_CEL MOL 2014 » SEQUENCELAPS

Organizar + @3 Abiir ~ Imprimir Grabar Nueva carpeta =~ A3 @

S Favoritos Nombre : Fechs de modifica... Tipo Tamario
1§ Descargas BaTX 12/12/2004 08:50 EditSeq Protein Sequence File 1KB
I Escritorio Bp12 28/11/2007 06:53 a...  EditSeq Protein Sequence File 1K8
] Sitios recientes P24505 28/11/2007 0405 ... EditSeq Protein Sequence File 1K8

P533%9 28/11/2007 04:10 ... EditSeq Protein Sequence File 18

(53 Bibliotecas PB2287 28/11/2007 0408 ... EditSeq Protein Sequence File 18
[# Documentos Qo34 28/11/2007 04:49 EditSeq Protein Sequence File 1K8B
(=] Imagenes. QIIATY. 28/11/2007 04:51 EditSeq Protein Sequence File 1KB
o Msica Q@0249 28/11/2007 1407 ... EditSeq Protein Sequence File 1K8
B videos

™ Equipo

& Disco local (C)

| Accesorios

1| AMD Catalyst Control Center

| Asistente de informe de problemas de & |23 (/Y2

i Avast

). DNAStar Documentos
&y EditSeq
= GeneQuest
=5 MapDraw
15 MegAlign
& PrimerSelect
i Protean

I SeqMan

1l Google Chrome
(1L 1BM SPSS Statistics
1 Tnicio

1)) Juegos

(1l K-Lite Codec Pack64

(Il Mantenimiente

Il Microsoft Office

1! Microsoft Visual Studio 2005

1 Auss

Fecha de creacion: 24/04/2014 07:26 a.m.

Yy Protean >
File Edit Analysis Sites & Festures Options Net Search Help

Li
DNASTAR Inc.

DNASTAR

Windows 32 Protean 5,01 © 1334-2001 DNASTAR, Inc. Al Rights Rieserved
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3.1. Abrimos en FILE y buscamos la ruta de acceso de nuestro archivo de proteinas donde
ha sido ubicada.

=ET="]

2
Buscaren: | || SEQUENCE_LAPS - & c¥ B~

Nombre Fecha de modifica..  Tipo *

[ Bax 12/12/2004 0850 ..

Bp12 28/11/2007 06:53
P21605 28/11/20070405 .. EditS:
P58200 28/11/2007 04:10 EditSe
P82287 28/11/20070408 .. EditSs -
< i, |
Nombre:  [BaTX Aprir
Tivo [Lasermene Proten Fies("pro) =] Cancdar
(2D ]

BaTX pro(1>121) Set Ends
SLFELGKMIL... KPLCKKADAC —I

Lengih: 121 A4 Range: 121 A4

3.2. A partir de donde hemos abierto obtenemos toda esta serie de informaciones de
ciertas caracteristicas fisicoquimica de la proteina. Podemos resaltar la distribucién de
carga de la superficie de la proteina, a traves del perfil de hidropatia, entre otros.

File Edit Analysis Sites & Festures Options NetSearch Help

G protean o | O

Bl (512 Bl &

' f B Sustacn Pcbabity Plt - Emini
o fmn o LT e tf .4
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En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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3.3. De otro la lado esta opcion (PROTEAN), nos brinda la informacion del calculo del
andlisis de composicién de aminoacidos a partir de la secuencia de proteina.

B, protean e
File Edit [Analysis | Sites & Features Options NetSearch Help
<@ BaTy Show Availoble Methods Cirb+[ == Eon =
[ Positi Show Legend Ctrl+] mow. 13896.13, ch. +9.84, pl 8.63 [121 AA].
Page 1012
o Tabular Data... " +|
| osse I
Model Structure 4 8 70 75 B0 85 50 55 {00 105 110 115 120

Titration Curve. i

Composition...

Apply Method Outline...

Save Method Outline...

Save as Default Method Outfine
Method Parameters..

.

Piis % 1505

Ekyarophiloity Piot - Kyte-Doolite

[WE==. Amrsis Regors ~Eaete

B Flsibis Ragions - Karplus-Sehuz

A msntigenic Insex - Jameson-toit

=
.

OSurface Probatiley Pt - Emini

BoLmmo )

B o T R S e — | i
file Edit Analysis Sites & Features Options NetSearch Help

s ==
“dy BaTX.pre.

(=8 Eox S

Predicted Structural Class of the Whole Protein: Alpha
Deléage & Roux Modification of Nishikawa & Ooi 1987

Analysis Whole Protein
Molecular Weight 13806.13 m.w.
Length 121
1 microgram = 71.962 pMoles
Molar Extinction coefficient 2842025%
1.A(280) = 0.49 mg/mi
Isoelectric Point 363
Charge at pH 7 964
Whole Protein Composition Analysis
Number | % by % by
Amino Acid(s) count_| weight | frequency
Charged (RKHYCDE) 61 | 5711 50.41
Acidic (DE) 12 | 1054 9.92 =
Basic (KR) 22 | 2110 18.18
Polar (NCQSTY) 46 | 3977 38.02
H (AILFWY) 26 | 2005 21.49
AN 7 356 579
ceys 14 | 1039 1157
D ASp 5| 407 496
E Glu 5| 557 4.96
F Phe 1] 108 0583
GGly 9| 370 7.44
H His 1] 099 0383
lle 3| 244 248
KLys 18 | 16560 14.88
LLeu 10 | 814 826
M Met 1] 004 083
N Asn 7| 575 579
P Pro 4| 280 3.31
Qcin 3| 277 248
RArg 4| 4s0 331
S Ser 5| 313 413
TThr 5| 364 413
Vv val 3| 214 248
wTp 2| 268 165
Y1y 12 | 14.00 9.02
IB ASK 01 000 0.00 -
‘
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ANEXO 8: PRESUPUESTOS DE LOS PROYECTOS 2012-00060 Y 058-FINCyT-FIDECOM-PIPEI-2012

TABLA N° 16: Presupuesto del Proyecto 2012-00060

1.- Aislamiento de bactérias de la microbiota de Engraulis ringens 5 757
2.- Seleccion de bacterias productoras de hidrolasas (lipasas y proteasas) y Y-
proteobacterias con alto contenido de EPA. 47,434
3.- Caracterizacion de genes involucrados en la sintesis de EPA e aislamiento y
purificacion de hidrolasas (lipasas y proteasas). 58,433
4.- Caracterizacion enzimatica de hidrolasas (lipasas y proteasas) y estudio genémico

funcional por analisis bioinformatico de genes involucrados en la sintesis de EPA. 40,154
TOTAL PROYECTO 151,777

% Proyecto 2012-00060: “Bioprospeccion de genes, lipasas y proteasas de la microbiota (bacteriana) de Engraulis ringens

(Anchoveta peruana) de interés en la industria de la harina y aceite de pescado”

99



7
L4

TABLA N° 17: Presupuesto del Convenio N° 058-FINCyT-FIDECOM-PIPEI-2012

1. Establecimiento de un protocolo optimizado y estandarizado para el analisis

cualitativo del aceite de anchoveta mediante espectrometria de masa MALDI- 87,000
TOF/TOF.
2. Establecimiento de un protocolo optimizado y estandarizado para el analisis
cuantitativo del aceite de anchoveta mediante espectrometria de masa MALDI- 25,000
TOF/TOF.
3. Desarrollo de los protocolos cualitativo y cuantitativo para el monitoreo las

. : " L . . 40,000
reacciones biocataliticas de acidos grasos poliinsaturados de aceite de anchoveta.
4. Gestion y Cierre del Proyecto 20,000
5. Actividades transversales 169,294
TOTAL PROYECTO 341,294

Convenio N° 058-FINCyT-FIDECOM-PIPEI-2012: “Aplicacion de la Espectrometria Doble Masa MALDI-TOF/TOF para el

andlisis de aceites de Anchoveta y procesos Biotecnoldgicos de valorizacion”
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ANEXO 9: CERTIFICADO CAMPOSOL S.A-BIOTEC C.M.C

Camposol S.A - Biotec C.M.C

Entregan el siguiente Certificado a:

Diana Karen Davila Delgado

Por haber participado en el Proyecto 2012-00060:

“BIOPROSPECCION DE GENES, LIPASAS Y PROTEASAS DE LA MICROBIOTA (bacteriana)
DE Engraulis ringens (anchoveta peruana) DE INTERES EN LA INDUSTRIA DE LA
HARINA Y ACEITE DE PESCADO”

Desde el 16 de Diciembre del 2013 al 5 de Setiembre del 2014

Desarrollando las siguientes actividades:

1. Colecta de muestras.
2. Aislamiento y purificacién de microorganismos bacterianos.

3. Caracterizacion microbiolégica de la coleccién de cultivos bacterianos de la microbiota de
Engraulis ringens.

4. ldentificacién molecular de cepas bacterianas de la microbiota de Engraulis ringens (16S RNA,
analisis filogenético).

5. Seleccion de bacterias productoras de proteasas extracelulares con alto rendimiento (ensayos en
placa y sustratos cromogénicos).

6. Purificaciéon de proteasas con alto porcentaje de hidrélisis y fragmentacion proteica (HPLC, SDS-
PAGE, MALDI).

it

Luis Alberto Ponce Soto Ph.D.
Jefe de Proyectos
Proyectos I1&D Biotec - Copeinca Biotec - Camposol
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ANEXO 10: CERTIFICADO COPEINCA S.A.C -BIOTEC C.M.C Y PROGRAMA DE CIENCIA Y TECNOLOGIA PERU

InnévatePerd Rell — FINGYT . cnaienr
‘ rivecon W

Copeinca S.A.C - Biotec C.M.Cy programas de Ciencia y

Tecnologia Peru
Entregan el siguiente Certificado a:

Diana Karen Davila Delgado
wlf Por haber participado en el Proyecto PIPEI-4-P-058-
“APLICACION DE LA ESPECTROMETRIA DOBLE MASA MALDI-TOF/TOF PARA
" wm. ANALISIS DE ACEITES DE ANCHOVETA Y PROCESOS BIOTECNOLOGICOS
j DE VALORIZACION”

i

Wn Desde el 2 de Setiembre del 2013 al 5 de Setiembre del 20

Mesarrollando las siguientes actividades:

1. Establecimiento del indice de sapontiiénF!el aceite de Engraulis ringens CHD?

. Establecimiento del indice de acidez del aceite de Engraulis ringens CFk

2

3. Estabilizacién de emulsiones O/W de aceite de Engraulis ringens CHDZ &
4

4

iy
. Hidrélisis enzimética del aceite de Er'aulis ringens CHD.

»ﬂ"

A e
Blgo. i. i # W 6 ‘%‘.{? AV Luis Alberto Ponce
( nado ‘ % e Lab ratorio A Jefe de Proyectos
FIDECOM - Copeinca Biotec - Camposol Proyectos I1&D Biotec - Copeinca
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