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GLOSARIO 

Lectura: o read, pequeño segmento de bases consecutivas de ADN identificado mediante un 

instrumento de secuenciación. 

Genoteca (library): Es el conjunto de fragmentos de ADN amplificados durante el proceso de 

secuenciación donde cada uno contiene la fuente original de ADN, es decir, debería contener 

muestras de todo el ADN del organismo. 

Sintenia: Conservación del orden génico y la orientación a lo largo del cromosoma; un elevado 

grado de sintenia es indicativo de proximidad filogenética, es decir, es la alineación de las 

secuencias de ADN entre dos organismos que muestran alta similaridad. 

Contig: Son segmentos de ADN superpuestos, que juntos representan una región consenso de 

ADN, es decir, define una secuencia de ADN reconstruido a partir de un conjunto de lecturas. 

Agrupación de secuencias o lecturas 

Fasta: En bioinformática, el formato FASTA (.fasta, .fna, .ffn, .faa, .frn), es un formato de fichero 

informático basado en texto, utilizado para representar secuencias bien de ácidos nucleicos, bien 

de péptido, y en el que los pares de bases o los aminoácidos se representan usando códigos de una 

única letra. 

Sybr Safe: Es un agente intercalante (se intercala entre las bases nitrogenadas) que se usa como 

colorante fluorescente para la visualización de ácidos nucleicos en geles de agarosa. 

Dimero: Refiere a dos subunidades estructuralmente similares denominadas monómeros unidas 

por enlaces que pueden ser fuertes o débiles. Es uno de los caso de daño más generales en el ADN, 

el dímero puede ocurrir entre pares adyacentes de bases pirimidínicas (C, T, U) entre dos residuos 

de timina, entre 2 citosinas o una citosina y un uracilo, muchas veces catalizado por la radiación 

ultravioleta o por agentes químicos mutagénicos, puede ser producto de la acción de un clastógeno. 

Cebadores: primers, oligos u iniciadores, oligonucleótidos que son, cada uno, complementarios a 

una de las dos hebras del ADN. 

Iones divalentes: Se suele usar magnesio (Mg+2), agregado comúnmente como cloruro de 

magnesio (MgCl2), o algún otro catión divalente. 

Buffer: También llamados disoluciónes amortiguadoras o sistemas tampón, son aquellas 

disoluciónes cuya concentración de protones tienden a impedir la variación del pH al añadir ácidos 

o bases fuertes. 

ADN molde: que contiene la región de ADN que se va a amplificar. 
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RESUMEN 

Las enzimas tienen un importante rol dentro de la biotecnología, gracias a su mecanismo 

de acción se realizan diferentes procesos que son importantes para la ciencia y el desarrollo 

industrial, lo cual ha generado una amplia información acerca de estos biocatalizadores (Fasim, et. 

al., 2021), sin embargo, las investigaciónes disminuyen cuando se trata de exhibir a la totalidad de 

genes que codifican enzimas contenidas en el genoma de un microorganismo, es así que la presente 

investigación se enfocó en la descripción de todas las enzimas proteolíticas que codifican los genes 

del genoma de la bacteria halófila Chromohalobacter salexigens MP25465 y a su vez la obtención 

de una proteasa recombinante a partir del análisis de datos del genoma de dicha bacteria.  

Este trabajo se divide en dos fases: in sílico y en laboratorio. Para la primera fase, se 

organizó las secuencias crudas de ADN, realizando control de calidad con los programas 

bioinformáticas FastQC y Trimmomatic, ensamblaje de novo con el software Spades, la anotación 

y la ubicación con el servidor RAST y a partir de estos datos se describió las secuencias que 

expresan para enzimas proteolíticas y se diseñó una pareja de cebadores para aislar la proteasa 

Amidohidrolasa para el trabajo de la segunda etapa experimental que consistió en amplificar la 

secuencia de la Amidohidrolasa con la pareja de cebadores diseñados para luego clonarlo en un 

sistema heterólogo.  

Como resultado se obtuvo el genoma ensamblado de C. salexigens MP25462 con una 

longitud de 3´712,216 pb, la anotación predijo 263 genes implicados en el metabolismo de 

proteínas de los cuales se identificó 36 enzimas proteolíticas, 21 endopeptidasas y 15 

exopeptidasas. Las endopeptidasas son de tipo serina, aspartil, metalo y treonina y las 

exopeptidasas son de tipo aminopeptidasa, carboxipeptidasa y omegapeptidasa; así mismo se logró 

aislar y clonar in vitro el gen completo  de la proteasa Amidohidrolasa con una longitud de 1013 

pb, utilizando la pareja de cebadores diseñados AMD1F  5´GGTCTGGGTGGTCATGGC 3´ y  

AMD1R 5´CATCCGACTGATGGAGCCTC 3´. 

Palabras clave: secuenciación de próxima generación, ensamblaje, anotación, 

bioinformática, enzimas proteolíticas, amidohidrolasa, clonación. 
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INTRODUCCIÓN 

En el departamento de Cusco existen ecosistemas salinos que tiene su origen debido a la 

formación de la cordillera de los Andes que causo la retención de masas de agua oceánica en la 

superficie continental y que por evaporación llegaron a formar los depósitos de halita (Marocco & 

Garcia-Zabaleta, 1974), que hoy en día son ambientes para el estudio de bacterias halófilas ya que 

son una fuente de enzimas proteolíticas por su importancia en la biomedicina y en procesos 

biotecnológicos debido a su actividad y estabilidad a altas concentraciónes de salinidad (Mokashe 

et al., 2018). 

La secuenciación ha permitido adquirir información de genes de cualquier ácido nucleico 

que existe en un genoma o metagenoma mediante diversas tecnologías presentes en plataformas 

como Sanger, PacBio, Ion Torrent e Illumina,  producto de este proceso se obtienen las lecturas de 

la secuenciación o secuencias crudas, cuya única forma de análisis es mediante la bioinformática, 

que de forma rápida y versátil identifica y caracteriza in silico las secuencias de genes de interés 

de un organismo u organismos (Hernández, et al., 2020). Posterior a este proceso se amplifica el 

gen diana mediante PCR y por medio de la técnica de ADN recombinante se obtiene miles de 

copias del amplificado para su mejor estudio.  

En la última década los estudios de proteasas aumentaron exponencialmente a nivel global 

(Uritskiy & DiRuggiero, 2019), asi mismo, en la región del Cusco realizaron la evaluación de 

actividad enzimática hidrolítica de bacterias halofilas (Gárate, 2016; Romoacca, 2018), la 

purificación de metaloproteasas (Huaihua, 2019) y el análisis in silico y clonación de una 

haloproteasa (Pacheco, 2021). 

El presente trabajo trata de la descripción de enzimas proteoliticas codificadas por los genes 

del genoma del halófilo moderado Chromohalobacter salexigens MP25462 que fue aislado 

previamente del salar de Maras, Urubamba; y secuenciado por tecnologia MiSeq de la plataforma 

Illumina, dentro del proyecto “Secuenciación del metagenoma de ambientes salinos del 

departamento de Cusco” (2015-2019). A partir de sus datos NGS (Next Generation Sequencing) 

se planteó efectuar el correcto análisis bioinformático de su genoma para describir todos los genes 

proteolíticos; esta etapa bioinformatica se corroboró amplificando un gen proteolitico e 

insertándolo en un vector de clonación.   
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El rápido desarrollo de la tecnología de secuenciación de próxima generación (NGS), la 

bioinformática, el análisis e interpretación de datos, ha cobrado impulso en los últimos años a 

medida que, en todo el mundo, los científicos se han unido en una búsqueda común para 

secuenciar, almacenar y analizar genomas completos con la finalidad de dilucidar y caracterizar 

los genes de muchos genomas (Manzoni, et al., 2018), siendo asi los genes de las proteasas de 

microorganismos extremofilos los que han cobrado mayor interés por la importancia 

biotecnológica que poseen en diversos campos de la biomedicina, industria y biorremediación; asi 

por ejemplo una Serin-proteasa alcalina termoactiva en detergentes, disolventes y sales, de 

Bacillus sp. que promete su aplicación en las industrias de lavandería y farmacéutica (Ibrahim et 

al., 2015), otro organismo halófilo es la Idiomarina sp. C9-1 que posee una proteasa alcalina con 

aplicación potencial para depilación enzimática ecológica en la industria del cuero (Zhou et al., 

2018), y demás proteasas implicadas en la producción de papel, la degradación de almidón, las 

fábricas de procesamiento de alimentos,etc. Por lo tanto, las proteasas están creando un punto de 

referencia en cada campo con su amplio potencial y es una de las áreas de exploración que se 

expande más rápidamente (Solanki, et al., 2021), por ello es imprescindible el análisis 

bioinformático ya que estos datos son la base para la obtención y producción de proteasas 

recombinantes, lo que da lugar a la ingeniería de genes de proteasas para mejorar la calidad y 

cantidad del producto. Sin embargo, hasta el momento no se tiene antecedentes del total de 

proteasas codificados por genes del genoma de un microorganismo, particularmente un halófilo, 

es así que se evidencia la necesidad de datos al respecto.  Por lo cual surge la interrogante: 

 

¿Qué información sobre enzimas proteolíticas podemos encontrar en los datos del genoma de 

Chromohalobacter salexigens? y, a partir de estos datos ¿Sé puede obtener una proteasa 

recombinante?   
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JUSTIFICACIÓN 

Actualmente, se observa que la sociedad esta optando por consumir productos amigables 

con el medio ambiente dando lugar a que inversores de diversas industrias innoven en sus 

tecnologias de producción y descarte de agentes corrosivos y dañinos, como la mezcla de metales 

tóxicos, los plásticos, los productos químicos manufacturados, el petróleo, los desechos urbanos e 

industriales, los pesticidas, fertilizantes, los productos químicos farmacéuticos, etc. (Landrigan et 

al., 2020). Por ello, las enzimas como biocatalizadores, específicamente, las  proteasas 

microbianas (Banerjee & Ray, 2017; Razzaq et al., 2019), son una alternativa al uso de productos 

químicos peligrosos, ya que generan una producción mas limpia que ayuda a mitigar el riesgo de 

contaminación, por lo tanto ascendió la búsqueda de proteasas en el mercado mundial generando 

una creciente demanda en el mercado enzimático (Dumorné et al., 2017; Flores et al., 2010). 

Asi mismo, surge el interés por las proteasas halófilas debido a las características que 

poseen estos microorganismos a partir del estrés salino, como son: estabilidad y actividad a altas 

concentraciónes de sal (Madigan & Oren, 1999), son tolerantes a pH alcalino, a altas temperaturas, 

a medios salinos con baja actividad hídrica, debido a que tienen suficiente agua para mantener una 

distribución de carga adecuada en el sitio activo manteniendo la conformación de la enzima 

(Dumorné et al., 2017; Zaccai, 2004), y son estables en presencia de solventes orgánicos (Oren, 

2010; de Lourdes Moreno et al., 2013). 

Por estas razones se justifica el propósito de describir todas las proteasas que alberga una 

bacteria halófila, motivando así, ensayos experimentales a partir de un repertorio de proteasas 

donde cada una será de interés para realizar investigaciónes en biomedicina y biotecnologia. De 

igual manera, se justifica la obtención de una proteasa recombinante a partir de un correcto diseño 

de primers, lo que asevera la posición fidedigna del gen dentro del genoma de C. salexigens, 

además que la técnica de clonación otorga una ventaja sobre otros métodos convenciónales de 

síntesis de proteínas. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Describir las enzimas proteolíticas codificados por los genes de Chromohalobacter salexigens 

MP25462 y a partir de estos datos obtener una proteasa recombinante. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1. Anotar el genoma de Chromohalobacter salexigens MP25462.  

2. Buscar las secuencias de los genes que codifiquen a enzimas proteolíticas en el genoma de 

Chromohalobacter salexigens MP25462. 

3. Caracterizar in silico a los genes de las enzimas proteolíticas del genoma de 

Chromohalobacter salexigens MP25462. 

4. Diseñar el clonaje de una enzima proteolítica de Chromohalobacter salexigens MP25462. 

5. Clonar la enzima proteolítica en un sistema heterólogo.  

  



 

vi 
 

HIPÓTESIS 

Utilizando el analisis de datos del genoma de Chromohalobacter salexigens MP25462 se 

puede describir a las enzimas proteolíticas y conseguir una proteasa recombinante a través de la 

clonación.  
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  VARIABLES 

VARIABLES INDEPENDIENTES 

 Programas bioinformáticos de recorte, ensamblaje y anotación del genoma.  

 Cebadores para amplificar el gen de la proteasa Amidohidrolasa. 

 Temperatura de hibridación de los cebadores en la reacción de PCR. 

 Plásmidos para clonación. 

VARIABLES DEPENDIENTES 

 Genoma de Chromohalobacter salexigens cepa MP25462. 

 Secuencia de la proteasa Amidohidrolasa. 

 Clonación del gen de la Amidohidrolasa. 
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1.1 MARCO REFERENCIAL 

1.1.1 ESTUDIOS DE ENZIMAS PROTEOLÍTICAS EN EL MUNDO  

Lee et al., (1994), en Japón revelaron que la carboxipeptidasa Taq es un nuevo tipo de 

metalocarboxipeptidasa dependiente de zinc, esto debido a estudios de clonación y secuenciación 

de este gen carboxipeptidasa Taq, que vendría a ser una  metalocarboxipeptidasa termoestable de 

Thermus aquaticus YT-1. Además dieron a conocer que el gen comprendía un marco de lectura 

abierto de 1536 pares de bases con un codón de iniciación GTG y un codón de terminación TGA, 

que codifica una proteína de 56,210 Da que consta de 511 residuos de aminoácidos. El análisis de 

iones metálicos unidos a la enzima encontró que una molécula de la enzima contiene un ión de 

zinc fuertemente unido y la comparación de la secuencia completa mostró que la enzima no tiene 

similitud de secuencia obvia con otras metalopeptidasas. Sin embargo, se encontró una secuencia 

His-Glu-XX-His, que es una secuencia conservada en el sitio activo de endopeptidasas y 

aminopeptidasas dependientes de zinc, en las posiciónes 276 a 280 de la enzima.  

Oren et al., (2005), en Israel analizarón la composición de aminoácidos de diferentes categorías 

de proteínas de la bacteria moderadamente halófila Chromohalobacter salexigens, y la compararon 

con proteínas de representantes no halófilos de las γ-proteobacterias ( Escherichia coli , 

Pseudomonas aeruginosa , Vibrio cholerae ) dando a conocer que existe una diferencia importante 

entre las proteínas periplásmicas de C. salexigens halófilo moderado y las bacterias no halófilas, 

por ejemplo las proteínas de unión al sustrato de los sistemas de transporte.  

Rashid & Kamran Azim, (2011), en Pakistán realizaron bioinformática estructural de la proteína 

NMB1620 utilizando modelos de homología y acoplamiento de ligando, esta proteína fue anotada 

como LD-carboxipeptidasa de Neisseria meningitidis involucrada en el reciclaje de 

peptidoglicanos, y dieron a conocer que su genoma posee 2160 regiones codificantes predichas, 

incluidos 1000 genes hipotéticos y en una segunda anotación se  identificó nueve peptidasas 

putativas. La comparación estructural del sitio de unión al sustrato de LD-carboxipeptidasa se 

realizó basándose en la unión del sustrato tetrapéptido 'L-alanil-D-glutamil-meso-diaminopimelil-

D-alanina'. La inspección de los diferentes residuos formadores de subsitios mostró una 

variabilidad en el subsitio S1 a través de diferentes especies bacterianas. 
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Yamaguchi et al., (2012) en Japon clonaron una proteína periplasmática de unión a metales de un 

halófilo moderado, Chromohalobacter salexigens caracterizada por un alto contenido de histidina. 

La proteína, denominada proteína de unión a metales rica en histidina (HP), se expresó y se purificó 

a partir de E. coli como forma nativa. HP se unió a columnas de quelato cargadas con Ni2+ y Cu2+ 

con alta afinidad, y columnas de Co2+ y Zn2+ con afinidad moderada.  

Jamdar et al., (2015)  en la India, caracterizarón tres miembros de la familia de peptidasas M20D 

de Burkholderia cepacia (BcepM20D), Deinococcus radiodurans R1 (DradM20D) y 

Staphylococcus aureus (HmrA), para varios sustratos. Por tanto, los resultados revelan que todas 

las enzimas, incluida la HmrA, carecen de actividades endopeptidasa y aminopeptidasa y poseen 

una fuerte actividad carboxipeptidasa. Además, la actividad amidohidrolasa ejercida sobre otros 

sustratos como N-Acetil-Aminoácidos, N-Carbobenzoxil-Aminoácidos y Ácido indol acético 

(IAA) -Aminoácidos se debe a la capacidad de estas enzimas para acomodar diferentes tipos de 

grupos químicos distintos del aminoácido en el bolsillo S1. La evidencia de apoyo para las 

especificidades del sustrato también se proporciónó con los estudios de acoplamiento molecular 

llevados a cabo utilizando la estructura de SACOL0085 y la estructura modelada por homología 

de BcepM20D por lo cual discuten la preferencia por diferentes sustratos, su unión en el sitio 

activo de la enzima y el posible papel de estas enzimas en el reciclaje de metionina. 

Lylloff et al., (2016), en Dinamarca revelaron una abundancia de proteasas capaces de secretar 

una amplia gama de homólogos de subtilisina y otras oligo , di  y exopeptidasas de bacterias 

adaptadas al frio y pH alcalino, todo esto mediante análisis genómicos y exoproteómicos, donde 

identificaron dos aislados relaciónados del género Arsukibacterium como principales productores 

de proteasa extracelular de dos ambientes fríos y alcalinos y es probable que la actividad 

extracelular observada sea el resultado de varias actividades endoproteolíticas. 

Surachat et al., (2017), en Tailandia realizan el análisis bioinformático integral y la 

caracterización de las toxinas proteicas producidas por Lactobacillus paracasei SD1, identifican y 

analizan las toxinas proteicas y las proteínas antimicrobianas utilizando recursos confiables de 

bases de datos en línea y establecen su relación filogenética con otros genomas bacterianos. Su 

investigación sugiere que esta cepa es segura para uso humano y contiene varias bacteriocinas que 

confieren beneficios para la salud del huésped. 
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Da Silva R. (2017), en Brasil, dan a conocer la importancia biotecnologica de cada subfamilia de 

las enzimas proteolíticas microbianas y fúngicas, revelando sus propiedades bioquímicas y sus 

potenciales aplicaciónes en productos farmacéuticos, alimentos, síntesis de péptidos bioactivos, 

estudios de investigación básica, tratamiento de cueros e industria de detergentes, entre otros.  

Contesini et al., (2018), en Brasil, describierón las enzimas proteolíticas que precentan las 

especies del género Bacillus. Esta investigación, identificó con la base de datos PDB (protein data 

bank) 34% serina proteasas, 28% metaloproteasas, 22% cistein proteasas, 7% aspartil proteasa, 

4% treonina proteasas y concluyerón que la mayoría de las proteasas extracelulares producidas por 

Bacillus son serina proteasas  (B. subtilis, B. pumilus), cisteína proteasas (B. licheniformis) y 

metaloproteasas (B. stearothermophilus). 

Srivastava et al., (2019), en la India, aislarón la cepa Chromohalobacter salexigens ANJ207 y 

analizaron in silico las métricas de su genoma, que se secuenció con una plataforma Illumina 

HiSeq. Utilizaron una puntuación Phred de ≥20, obtuvieron 26,75 millones de lecturas de alta 

calidad. El ensamblaje se realizó con Velvet v.1.2.10, generando un total de 116 cóntigs en 33 

andamios con un tamaño de genoma de 3.664.372 pb (contenido G+C, 63.71%). La anotación del 

genoma se realizó mediante Anotación de subsistemas (RAST) v.2.0 , que predijo un número total 

de 3406 genes. De los 3406 genes predichos, 3344 eran genes codificadores de proteínas  y 62 eran 

genes no codificantes de proteínas.  

Jutras et al., (2020), en Reino Unido analizaron el repertorio de proteasas de Nicotiana. 

benthamiana que puede afectar la producción de proteínas recombinantes y los avances recientes 

en las estrategias de depleción de proteasas para aumentar la producción de proteínas 

recombinantes en Nicotiana benthamiana. Las últimas anotaciónes del genoma indican que N. 

benthamiana codifica al menos 1243 proteasas putativas que probablemente actúan de forma 

redundante y consecutiva sobre sustratos en diferentes compartimentos subcelulares. Las proteasas 

putativas centrales incluyen 165 aspártico proteasas, 307 cisteína proteasas, 66 treonina proteasas, 

207 metaloproteasas y 498 serina proteasas. 
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1.1.2 ESTUDIOS DE ENZIMAS PROTEOLITICAS EN EL PERÚ 

Chavez-Gamarra & Sandoval (2014), estudiaron bioinformáticamente a la proteasa ClpP de 

Streptococcus mutans, responsable de la formación de la caries dental humana; para ello 

descargaron la secuencia de aminoacidos de la proteasa a partir de la base de datos del GenBank 

y determinaron sus parametros bioquímicos, dominios conservados, predicción de estructuras 

secundarias. Las herramientas bioinformaticas que utilizaron son ProtParam, Prosite, PHD 

Secondary Structure Prediction, SWISS-MODEL y Pymol, este ultimo para la visualización de los 

modelos tridimensionales de la proteasa. Como resultado, la proteasa ClpP de S. mutans es una 

molécula ácida y de mediano peso molecular y además presenta dos dominios altamente 

conservados relaciónados con endopeptidasas bacterianas, por lo que resulta importante para el 

proceso infectivo de esta bacteria lo cual permitirá generar una variedad de estrategias para la 

inhibición de la colonización en la cavidad bucal. 

Chamorro et al.. (2015), realizaron el análisis bioinformático de la proteína SAG29 de 

Arabidopsis thaliana involucrada en la respuesta al estrés salino, estableciendo asi, sus parámetros 

bioquímicos, los dominios conservados, predijeron la estructura secundaria y su modelamiento 

tridimensional. Dando a conocer que dicha proteina posee 292 aminoácidos y un peso molecular 

de 32.9 kDa, así como dominios conservados correspondientes a proteínas involucradas en el 

transporte de azúcares a través de la membrana plasmática de células vegetales. Además, tiene 

importancia en la regulación de la viabilidad celular y respuesta al estrés salino. 

Punil & Sandoval (2016), estudiaron in silico a la proteína endolisina LysB4  empleada en el 

biocontrol de Bacillus cereus en la industria alimentaria; determinaron sus parámetros 

bioquímicos, dominios conservados, estructuras secundarias y modelamiento tridimensional, 

empleando herramientas bioinformáticas. Estableciendo asi, que la proteína endolisina LysB4 

posee 262 aminoácidos, un peso molecular de 27.8 kDa y un pI de 9.21, así como dominios 

conservados correspondientes a las superfamilias VanY y SH3, involucradas en su actividad 

catalítica, así como en la interacción con sustrato. Con respecto a su estructura secundaria, la 

endolisina LysB4 presenta 21.4% de hélices α, 28.6% de láminas β y 50% de loops internos.  
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1.1.3  ESTUDIOS DE ENZIMAS PROTEOLÍTICAS EN LA REGION DE CUSCO 

Gárate (2016), estudió las enzimas proteolíticas producidas por cepas bacterianas halotolerantes 

aisladas de las salineras de Maras-Cusco.  Las cepas N9 y N10 resaltaron por su actividad 

proteolítica en medios de gelatina y caseína, siendo asi el rendimiento enzimático de las proteasas 

excretadas por la cepa N9 y N10  fue de 49.09 U/mL/min y 140.45 U/mL/min respectivamente, 

ademas al realizar los ensayos de inhibición de la actividad en sustratos copolimerizados, concluyó 

que la cepa N9  produce 3 proteasas, metalo proteasas, serín y aspártico proteasas; y la cepa N10, 

produce metaloproteasas y serín - cisteín - aspártico proteasas. 

Romoacca (2018), selecciónó 3 ambientes salinos acuosos: las salineras de Maras, el afluente 

salino de Huanoquite y el afluente salino de Acos, cada uno de ellos en distintas provincias del 

Cusco, donde hizo la colecta de microoganismos, llegando a aislar 35 cepas bacterianas en el que  

determinó sus características morfológicas mediante la tinción de Gram teniendo como resultado 

31 cepas Gram negativas y 4 cepas Gram positivas, seguidamente determino su identidad mediante 

el análisis de las secuencias del gen ribosomal 16S, así mismo evaluó la actividad de proteasas en 

sustrato gelatina, lipasas con el sustrato tween80 y amilasas con el sustrato almidón en donde llego 

a la conclusión que las bacterias halófilas aisladas, presentan actividad enzimática hidrolítica 

(proteolítica, lipolítica y amilolítica) positiva. 

Leon (2018), determinó la actividad de proteasas intracelulares y extracelulares de las bacterias 

halófilas aisladas de los manantiales salinos de los distritos de Acos y Huanoquite. Para 

conseguirlo, primero realizó una búsqueda de aquellas cepas bacterianas aisladas con actividad 

proteolítica, una vez encontradas, las cepas correspondientes crecieron en medio líquido SW 

(Medio de cultivo Sea Water) a partir del cual se obtuvieron las proteínas extracelulares y luego 

las proteínas intracelulares. Luego, determinó la actividad semicuantitativa de las proteasas 

extracelulares e intracelulares y finalmente cuantificó la concentración de proteínas de cada uno 

de los extractos crudos. Concluyo que las cepas M3H159 y M3H1027 fueron las que mostraron 

actividad proteolítica cualitativa formando halos de actividad al hidrolizar la gelatina, en cuanto a 

su análisis semicuantitativo los extractos extracelulares e intracelulares hidrolizaron la gelatina 

contenida en el medio de cultivo. La cepa M3H159 mostró mayor diámetro de halo y fue la que 

obtuvo actividad proteasa extracelular e intracelular con 4.65mm/μg de proteína y 18.9mm/μg de 

proteína respectivamente 
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Mamani et al.. (2019), aislarón la cepa del halófilo moderado Halomonas elongata MH25661 de 

un arroyo salino en Huanoquite- Cusco, Peru, y realizarón la secuenciación genómica de dicha 

bacteria, para luego analizar bioinformáticamente las métricas de la secuenciación genómica 

resultando 375 660 secuencias de lectura y un tamaño entre 2 a 231 pb, así mismo, el ensamble de 

dichas secuencias se realizó con el programa A5 Miseq Linux, resultando el genoma de un tamaño 

de 3’552,403 pb agrupados en 117 contigs. Además, realizarón la anotación del genoma 

ensamblado que reveló genes que responden al estrés osmótico y al estrés oxidativo, genes 

involucrados en la esporulación y los genes que participan en los sistemas de transporte y 

resistencia a antibióticos y compuestos tóxicos. 

Huaihua (2019), estudió la purificación, caracterización e inmovilización de proteasas de 

excreción de Staphylococcus sp. de las salineras de Maras obtenidos por fermentación sumergida 

que se concentrarón por liofilización, pasaron por sistemas de cromatografía de afinidad, 

intercambio aniónico y filtración en gel. Los extractos de Staphylococcus sp. N10, obtuvieron una 

actividad enzimática de 29.25 U/mL/min y 28.2 U/mL/min en los medios de cultivo MH (Agar 

Mueller Hinton) y TSB (Caldo de Tripticasa y soya), con un peso de 60 kDa, un grado de pureza 

de 13.56 veces más frente al extracto inicial y un rendimiento de 7.1 % de la actividad total, la 

enzima se determinó como una metaloproteasa, con temperatura y pH optimo de 40°C y 7.0 

respectivamente. 

Pacheco (2021), caracterizó in silico y clonó el gen aspartil aminopeptidasa a partir de datos de 

secuenciación de próxima generación (NGS) del halófilo moderado Chromohalobacter salexigens 

MP25462. La secuencia nucleotídica del gen aspartil aminopeptidasa presentó una cobertura de 

20.7 X y una longitud de 1299 pares de bases traducidas a una secuencia de 432 aminoácidos, 

dando por resultado su estructura tridimensional similar a la aspartil aminopeptidasa de Homo 

sapiens (DNPEP) y su funciónalidad idéntica a la proteína de la arquea Thaumarchaeota archaeon 

(TET) ubicando su sitio activo en el aminoácido 263 dependiendo de dos iones de cobalto para su 

actividad. 
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1.2 MARCO CONCEPTUAL 

1.2.1 BACTERIAS HALÓFILAS  

El término halófilo se origina del griego, halo es “sal” y philo es “amante de”. Los halófilos 

bacterianos son abundantes en ambientes tales como lagos salados, suelos salinos y productos 

alimenticios salados, los mismos que están adaptados a altas concentraciónes de sal y a la alta 

presión osmótica de su entorno. Oren en 2008, revela que las bacterias halofilas usan dos 

estrategias para equilibrar su citoplasma osmóticamente con su medio: 

 La primera estrategia implica la acumulación de concentraciónes molares de KCl, esta 

estrategia requiere la adaptación de la maquinaria enzimática intracelular, ya que las proteínas 

deben mantener su conformación y actividad adecuadas a concentraciónes de sal casi 

saturantes.  

 La segunda estrategia es excluir la sal del citoplasma y sintetizar y / o acumular solutos 

orgánicos "compatibles" que no interfieran con la actividad enzimática. (Oren, 2008) 

Kushner en 1978 clasificó a los organismos halófilos en base a la concentración óptima de NaCl 

para su crecimiento como se muestra en la tabla 1: 

Tabla 1: Clasificación de los organismos halófilos en base a la concentración óptima de NaCl para 
su crecimiento. 

 Fuente: Kushner, 1978. 

CATEGORÍA DESCRIPCIÓN EJEMPLO 

No halófilos Crecimiento óptimo: 
NaCl inferior a 0.2 M (1 % p/v). 

La mayoría de las bacterias 
de agua fresca 

Halófilos 
débiles 

Crecimiento óptimo: 
NaCl de 0.2 -0.5 M (1-3 % p/v). 

Generalmente bacterias 
marinas 

Halófilos 
moderados 

Crecimiento óptimo: 
NaCl 0.5 – 2.5 M (3-15 % p/v). Salinivibrio costicola 

Halófilos 
extremos 

Crecimiento óptimo: 
NaCl 2.5 y 5.2 M (15 – 32 % p/v). Halorhodospira halophila 

Halotolerantes Crecen en presencia y en ausencia de altas 
concentraciónes de NaCl. Staphylococcus aureus 
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1.2.2 GÉNERO Chromohalobacter salexigens 

Las bacterias C. salexigens, son bacilos móviles gramnegativos que no forman esporas, se 

presentan individualmente o en parejas. El crecimiento óptimo ocurre a 7.5-10% (p/v) de sales, 

con pH 7.5 y temperatura de 37 °C. En un medio sólido, las colonias son de color crema, opacas y 

circulares y menos de 2 mm de diámetro; en un medio líquido, se produce turbidez homogénea. 

Las bacterias de C. salexigens son estrictamente aeróbicos, con catalasa positiva y oxidasa 

negativa; producen ácido a partir de L-arabinosa, D-fructuosa, D-galactosa, glicerol, D-glucosa, 

lactosa, maltosa, D-manosa, sacarosa y D-xilosa pero no de trehalosa; reducen el nitrato a nitrito 

pero no se reduce el nitrito, citrato positivo; no hidrolizan la gelatina, el almidón, la aesculina, el 

ADN y el Tween 80, hidrolizan la caseína; no producen fenilalanina deaminasa, lisina 

descarboxilasa y ornitina descarboxilasa (Arahal et al., 2001). 

1.2.2.1  Posición sistemática 

Dominio: Bacteria 
 Filo: Proteobacteria 

  Clase: Gammaproteobacteria  
   Orden: Oceanospirillales 

   Familia: Halomonadaceae 
   Género: Chromohalobacter 
    (Ventossa et al., 1989) 

    Especie: Chromohalobacter salexigens 
     (Arahal et al., 2001) 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Microbewiki, 2012. 
Figura 1: Bacilos de Chomohalobacter salexigens. 
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1.2.3 ÓMICAS 

Ómica es un neologismo derivado del alemán genom Om = oma, que se refiere al estudio de la 

totalidad o del conjunto de algo. Las ómicas, se definen como un grupo de disciplinas que tienen 

como objetivo el análisis de un gran número de moléculas a partir de muestras biológicas 

involucradas en la función de un organismo, con ayuda de las nuevas tecnologías y la formación 

de equipos multidisciplinarios que ayudan a la interpretación de los datos. Cada una de estas 

tecnologías tiene por objeto conocer el conjunto de todos los potenciales genes (genómica), de 

ARN expresados por los genes (transcriptomica), de proteínas (proteomica) o de sustancias 

metabólicas (metabolomica) que en un organismo puede contener en todas las condiciónes 

(Frigolet & Gutiérrez-Aguilar, 2017) 

 Genómica:  

Estudia el genoma o ADN en una célula o tejido. 

 Epigenómica:  

Se refiere al conjunto de procesos por medio de los cuales se regula la transcripción de los genes 

sin afectar la secuencia del ADN. 

Ciencias 
ómicas

Genómica

Glicómica

Epigenómica

Farmacogenómica

Metagenómica

Metabolómica

Toxicogenómica

Transcriptómica

Proteómica

Nutrigenómica

Figura 2: Ciencias Ómicas 
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 Transcriptómica:  

Estudia todos los genes expresados en una célula o tejido. 

 Proteómica:  

Estudia todas las proteínas en una célula o tejido. 

 Metabolómica:  

Analiza proteínas y vías enzimáticas implicadas en el metabolismo celular. 

 Toxicogenómica:  

Analiza los efectos de los químicos tóxicos en los genes, incluidas las mutaciónes creadas por las 
toxinas y los cambios en la expresión génica causados por las toxinas. 

 Metagenómica:  

El análisis de genomas de organismos recogidos del medio ambiente. 

 Farmacogenómica:  

Estudia el desarrollo de medicamentos personalizados basados en el perfil genético de una persona 
para una condición particular. 

 Glicómica:  

Analiza los carbohidratos de una célula o tejido. 

 Nutrigenómica:  

Estudia los cambios en la expresión de genes en respuesta al consumo de un nutrimento,  alimento 
o dieta. 

1.2.4  SECUENCIACIÓN  

La secuenciación del ADN es cómo medimos una de las principales propiedades por las cuales las 

formas de vida terrestre pueden definirse y diferenciarse entre sí (Heather & Chain, 2016), 

mediante la determinación del orden de los cuatro componentes básicos químicos (A, T o U, C y 

G), llamados "bases", que forman la molécula de ADN o ARN. Las utilidades principales de la 

secuenciación son ampliar el conocimiento de la biología evolutiva, la biología forense, la biología 

de sistemas, la metagenómica y la medicina con sus aplicaciónes clínicas. Es así, que durante las 

últimas décadas muchos investigadores han invertido mucho tiempo desarrollando diferentes 

tecnologías que mejoren aspectos de tiempo, costos, recisión y tamaño de lectura en pares de bases 

(Figura 3). 
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Figura 3: Desarrollo histórico de las generaciónes de tecnologías de secuenciación en función de la longitud de lectura. 

SECUENCIACIÓN DE 

PRIMERA GENERACIÓN 

SECUENCIACIÓN DE 

SEGUNDA GENERACIÓN 

SECUENCIACIÓN DE 

TERCERA GENERACIÓN 

1977
• Sanger

• Lecturas de 
250-800pb

1988
• Pirosecuenciaci

ón
• Lecturas de 

200-400pb

2008
• Illumina/Solex

a
• Lecturas de 

350 - 500pb

2011
• Ion Torrent

• Lecturas de 
200 - 600pb

2009
• PacBio SMRT

• Lecturas de 
hasta 300Kb

2014
• Oxford 

Nanopore
• Lecturas > 

1Mb



  

1.2.4.1 Secuenciación de primera generación 

 Método Sanger 

El método de Sanger o método de los dideoxinucleótidos, es una secuenciación por síntesis ya que 

hace uso de la ADN polimerasa para sintetizar cadenas de ADN con una terminación específica, 

generando lecturas de 700-800 pb. Cada fragmento acabado en didesoxinucleótido está marcado 

fluorescentemente, es decir, que cada didesoxinucleótido (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) están 

diseñados para que carezcan del grupo 3’-OH, lo que permite la adición del nucleótido consecutivo 

con un color de fluoróforo diferente, de este modo, se produce una "escalera" de ADN de 

fragmentos que difieren en una base de longitud estos son ordenados por tamaño en electroforesis 

capilar, con detección automatizada de los fragmentos de ADN marcados fluorescentemente, 

proporciónando la secuencia ordenada de los fragmentos en cromatogramas (Sanger et al., 1977). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Karp, 2009. 

Figura 4: Pasos básicos en la identificación de la secuencia de un pequeño fragmento 
hipotético mediante la técnica de Sanger (didesoxi). 
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1.2.4.2 Secuenciación de próxima generación (NGS) 

El término NGS (Next generation Sequence), hace referencia a las nuevas tecnologías diseñadas 

para analizar gran cantidad de bases de forma masiva en un menor lapso de tiempo y a menor 

costo, tambien conocida como secuenciación de segunda generación.   

 Pirosecuenciación: 

La pirosecuenciación fue la primera NGS en el mercado, ofrece lecturas alrededor de 700 pb, se 

basa en la detección quimioluminiscente del pirofosfato liberado durante la elongación de la 

cadena complementaria de ADN, lo que permite la rápida determinación de secuencias a tiempo 

real. A pesar de que es una tecnologia capaz de ofrecer mayor cantidad de lecturas y datos de mejor 

calidad, el coste por secuenciación es relativamente caro y además, poco sensible en la detección 

de homopolímeros (Heather & Chain, 2016; Hyman, 1988; Nyrén & Lundin, 1985; Ronaghi, 

1998). 

 Secuenciación illumina: 

Se caracteriza por el uso de nucleótidos marcados con fluoróforos que bloquean de forma 

reversible la elongación de la cadena. De este modo, tras la detección de la incorporación del 

fluoróforo, y la eliminación del mismo, es posible continuar con un nuevo ciclo de adición de un 

nuevo nucleótido. Genera lecturas de aproximadamente 700 bases (Bentley et al., 2008).  

 Secuenciación de Ion Torrent : 

Determina la composición de la secuencia de ADN por cambios en la medición de pH, debido a la 

liberación de iones H+ por incorporación de nucleótidos durante la síntesis de la hebra. El uso de 

circuitos integrados para medir los cambios de pH e identificar la incorporación de bases elimina 

la necesidad de sistemas de detección de luz, más caros, generando 250 bases en 2 horas 

reduciendo sustancialmente los costos y los tiempos de secuenciación (Rothberg et al., 2011; 

Whiteley et al., 2012). 

1.2.4.3 Secuenciación de tercera generación (TGS) 

También conocida como secuenciación de lecturas largas. Son aquellas capaces de secuenciar 

moléculas individuales, anulando la fase de amplificación de ADN compartido por todas las 

tecnologías anteriores y puede generar secuencias > 10Kb a partir de ADN nativo. Actualmente se 
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tiene dos tecnologías principales de lectura larga, Pacific Biosciences (PacBio) y Oxford Nanopore 

Technology (ONT). 

 Secuenciación de Pacbio o SMRT  

SMRT, por sus siglas en inglés Single Molecule, RealTime o molécula única, en tiempo real, 

genera longitudes promedio de 15kb. Es una secuenciación por síntesis, opera en tiempo real en 

lugar de incorporar una sola base (o tipo de base) a la vez. Esta secuenciación captura la 

información de la secuencia durante el proceso de replicación de la molécula de ADN objetivo. La 

plantilla, llamada SMRTbell, es un ADN circular monocatenario cerrado que se crea ligando 

adaptadores de horquilla a ambos extremos de una molécula de ADN bicatenario (dsDNA) 

objetivo (Rhoads & Au, 2015)  

 Secuenciación Oxford Nanopore u ONT 

ONT, por sus siglas en inglés, Oxford Nanopore Technology. Actualmente ONT desarrolló 

tecnologias como GridION y MinION, los cuales se caracterizan por que generan lecturas 

superiores a 1 Mb y su pequeño tamaño es comparado con un teléfono móvil. La secuenciación 

se basa en la conducción del ácido nucléico monocatenario a través de una bicapa lipídica con 

poros iónicos de α –hemolisina mediante electroforesis, la ligadura del adaptador al ADN de doble 

cadena facilita su captura por el poro de la proteína (Heather & Chain, 2016; T. Hu et al., 2021).  

1.2.5  BIOINFORMÁTICA  

El término "bioinformática" se originó en 1970 con Paulien Hogeweg, biólogo teórico holandés 

(Hogeweg, 2011). Actualmente se define a la bioinformática como un campo interdisciplinario 

que se ocupa del desarrollo y la aplicación de algoritmos que analizan datos biológicos para 

investigar la estructura y función de los polímeros biológicos y sus relaciónes con los sistemas 

vivos (Tapprich et al., 2021). 

1.2.5.1 Ensamblaje 

La secuenciación masiva genera varias secuencias cortas de ADN no ordenadas (reads), este gran 

volumen de datos (big data) exige análisis computaciónales para evaluar la calidad de la 

secuenciación, posteriormente la big data requiere un ensamble, que es el proceso de alinear y 

ensamblar todas las reads similares según su tamaño con el objetivo de reconstruir la secuencia de 
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ADN original del genoma. Para organizar dichas secuencias de ADN se tiene dos categorías de 

ensamblaje: ensamblaje por comparación, en el que se utiliza un genoma como referencia; y 

ensamblaje de novo, en el cual se utiliza solo la información obtenida de la secuenciación para 

reconstruir el genoma en cuestión, sin conocimiento a priori de la organización del mismo (Wajid 

& Serpedin, 2012). Actualmente, se han desarrollado diversos algoritmos computaciónales con 

tecnologías  más eficientes en cuanto a precisión y memoria, ya que el ensamble es un proceso 

vital para un posterior análisis biológico del genoma en el campo de la investigación y los sistemas 

de salud, de hecho ya se espera  que los sistemas de salud, tengan su propia dirección IP que se 

pueda integrar con las secuencias del genoma del patógeno (Pallen, 2016),  de igual manera, se 

mencióna el beneficio de metagenomas personalizados para usos clínicos en el futuro y hacer 

realidad la medicina personalizada y precisa (Sohn & Nam, 2018). 

1.2.5.2 Anotación 

La anotación se basa en utilizar la información de la secuencia de un genoma para interpretarlo 

con datos biológicos relevantes. Para ello es necesaria la identificación de las principales 

características del genoma, proceso conocido como anotación. La anotación de genomas 

comprende dos etapas fundamentales: la anotación estructural (predicción de regiones 

codificantes) y la anotación funciónal (asignación de información biológica a los genes 

previamente predichos) (Aguilar-Bultet & Falquet, 2015). La anotación genómica no termina con 

la identificación de los genes codificadores de proteínas. Además de los genes tradiciónales, varias 

otras características de relevancia biológica caracterizan un genoma, como los ARN no 

codificantes (ARNnc), promotores, elementos reguladores o aspectos estructurales intrínsecos en 

la arquitectura de los genomas (es decir, repeticiónes de secuencias). Todas estas características 

representan anotaciónes que se pueden adjuntar a una secuencia (Del Giacco & Cattaneo, 2012). 

Por lo tanto, la anotación ofrece el sentido biológico al material genético. 

1.2.6 BASES DE DATOS Y PROGRAMAS BIOINFORMATICOS  

1.2.6.1 FastQC 

FastQC es un software que facilita el control de calidad en archivos con secuencias sin procesar 

que provienen de tuberías de secuenciación de alto rendimiento, esta herramienta puede importar 

datos de archivos BAM, SAM o FastQ (cualquier variante). FstQC, realiza un protocolo de control 
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de calidad, analizando los resultados y agregando métricas de calidad en un panel interactivo 

diseñado para resumir de forma rica las ejecuciónes de secuenciación individuales. El tablero 

agrupa muestras en menús desplegables para la navegación entre los conjuntos de datos, como 

tablas, gráfico de líneas, gráfico de barras, gráfico de rango de área, mapa de calor o mapa de calor 

de placas (Brown et al., 2017) Además, exporta los resultados a un informe permanente en HTML 

y puede operar sin conexión para permitir la generación automatizada de informes (Andrews, 

2009). 

Un valor importante en FastQC es Phred. Las puntuaciónes de calidad de Phred se definen como 

una propiedad que está relaciónada logarítmicamente con las probabilidades de error de llamadas 

de base. Por ejemplo, si Phred asigna un puntaje de calidad de 30 a una base (Tabla 2), las 

posibilidades de que esta base se llame incorrectamente son 1 en 1000 (Ewing & Green, 1998).  

Tabla 2: Índice phred: Probabilidad de que la asignación de una base sea incorrecta. 

Nivel de calidad de 
Phred 

Probabilidad de llamada base 
incorrecta 

Precisión de llamada 
base 

10 1 en 10 90% 

20 1 en 100 99% 

30 1 en 1000 99,9% 

40 1 en 10,000 99,99% 

50 1 en 100,000 99,999% 

60 1 en 1,000,000 99,9999% 

Fuente: (Ewing et al., 1998) 

1.2.6.2 Trimmomatic  

Dado que la presencia de secuencias técnicas o de baja calidad, como adaptadores en los datos de 

secuenciación de próxima generación (NGS) pueden resultar suboptimos en análisis posteriores, 

Trimmomatic es una herramienta de preprocesamiento de recorte de secuencias más flexible, 

eficiente y optimizada para los datos Illumina NGS, incluye una variedad de pasos de 

procesamiento para el recorte y filtrado de lectura, sus parámetros asociados son suministrados en 

la línea de comandos (Bolger et al., 2014). Los parámetros comunes utilizados, son: 
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 ILLUMINACLIP: Corta el adaptador y otras secuencias específicas de la lectura. 

 SLIDINGWINDOW: Realiza un enfoque de recorte de ventana deslizante. Comienza 

escaneando en el extremo 5' y recorta la lectura una vez que la calidad promedio dentro de 

la ventana cae por debajo de un umbral. 

 LEADING: Corta las bases el inicio de una lectura, si está por debajo del umbral de calidad.  

 TRAILING: Corta las bases al final de una lectura, si está por debajo del umbral de calidad 

 CROP: Corta la lectura a una longitud especificada quitando las bases del extremo. 

 HEADCROP: Corta el número especificado de bases desde el comienzo de la lectura.  

 MINLEN: Descarta la lectura si está por debajo de una longitud especificada. 

 TOPHRED33: Convierte puntajes de calidad a Phred-33 

1.2.6.3 SPAdes 

Es uno de los ensambladores de gráficos Eulerian de Bruijn, y fue diseñado para la secuenciación 

de una sola célula. Este programa utiliza el gráfico de Bruijn emparejado, que es una especie de 

gráfico de Bruijn de doble capa. Los k -mers de las lecturas de fragmentos de ADN construyen el 

gráfico interno de Bruijn, que se utiliza para el ensamblaje contig. Por otro lado, los ' k -mers 

emparejados ' con un tamaño de inserción grande construyen el gráfico externo de Bruijn, que se 

utiliza para la resolución repetida o el andamiaje (Bankevich et al., 2012) (Medvedev et al., 2011) 

1.2.6.4 Quast 

Es una herramienta de evaluación de la calidad para evaluar y comparar conjuntos de genomas. 

Esta herramienta mejora el software líder de comparación de ensamblajes con nuevas ideas y 

métricas de calidad. Quast puede evaluar ensamblajes tanto con un genoma de referencia como sin 

una referencia, además, produce muchos informes, tablas de resumen y gráficos, donde se enumera 

las métricas que evalúan la representación del genoma en contigs y el número de elementos 

funciónales ensamblados. Asi se muestra el numero de contigs, el número total de contigs en el 

ensamblaje, el contig más grande, la longitud total del genoma ensamblado, el porcentaje de 

Guanina mas Citocina, etc., (Gurevich et al., 2013). 
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1.1.1.1. RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology) 

El servicio RAST es completamente automatizado para anotar genomas bacterianos y de arqueas. 

El servicio identifica la codificación de proteínas, los genes de ARNr y ARNt, asigna funciónes a 

los genes, predice qué subsistemas están representados en el genoma, utiliza esta información para 

reconstruir la red metabólica y hace que la salida sea fácilmente descargable para el usuario. 

Además, el genoma anotado se puede explorar en un entorno que admite el análisis comparativo 

con los genomas anotados mantenidos en el entorno SEED (Aziz et al., 2008). 

Para utilizar el servicio RAST se debe registrar un usuario y subir el archivo con el genoma 

procariotico de extension fasta. La anotación tarda dependiendo cuantos trabajos tiene en cola, por 

lo general son 24 - 48hrs. Después de la anotación, el usuario puede seguir su trabajo desde la 

página inicial, siguiendo este esquema: 

 

1.2.6.5 MEGA 7 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) 

El Análisis Genético Evolutivo Molecular (MEGA) es un software bio-computaciónal para llenar 

el vacío entre el desarrollo y el análisis de datos, el cual esta disponible gratuitamente en 

www.megasoftware.net. La finalidad de este software es interpretar esta información biológica de 

un extenso repertorio de información de secuencias sin procesar (Sohpal et al., 2010). 

La nueva versión Mega 7 se ha optimizado para su uso en sistemas informáticos de 64 bits para 

analizar conjuntos de datos más grandes, el cual proporcióna un asistente avanzado para construir 

árboles del tiempo e incluye una nueva funciónalidad para predecir automáticamente eventos de 

duplicación de genes en árboles genealógicos (S. Kumar et al., 2016). 

1.2.6.6 GENE RUNNER 

El software Gene Runner versión 6.5.51 Beta, es un programa de biología molecular que dentro 

de su interfaz tiene la opción para el diseño de cebadores. Se sube las secuencias de ADN en 

archivo .txt o .fasta al programa Gene Runner, y conociendo la localización del fragmento a 

your jobs Annotation 
Progress View details

Available 
downloads 
for this job

.xls
Download



MARCO TEÓRICO 

20 
 

amplificar se seleccióna una secuencia de nucleótidos y se da a la opción Oligo Analysis, 

seguidamente, se eliminan algunos nucleótidos de ambos extremos hasta que el oligonucleótido 

muestre características de un buen cebador como el contenido de GC de 35–60% y una pequeña 

diferencia de 0 – 3 °C  en la Tm de 55 – 65 °C entre las imprimaciónes, evitando la formación de 

dímeros de imprimación, horquillas y bucles. Al usar el botón de cambio de oligo, es posible 

completar el recuadro de oligo para el cebador antisentido y realizar los mismos pasos que para el 

cebador sentido o directo. Finalmente, las secuencias y características del cebador sentido y 

antisentido deben guardarse (A. Kumar & Chordia, 2015). 

1.2.6.7 I-Tasser 

El servidor I-TASSER es un recurso en línea para la predicción automatizada de la estructura de 

proteínas y la anotación de funciónes basadas en la estructura, las plantillas estructurales se 

reconocen primero desde el PDB (Protein Data Bank) utilizando múltiples enfoques de alineación 

de subprocesos. A continuación, se construyen modelos de estructura de longitud completa 

mediante simulaciónes interactivas de ensamblaje de fragmentos. Los conocimientos funciónales 

se obtienen finalmente al hacer coincidir los modelos de estructura predichos con proteínas 

conocidas en las bases de datos de funciónes. Los algoritmos involucrados se han evaluado 

rigurosamente en experimentos ciegos en toda la comunidad y han demostrado ventajas 

considerables en comparación con los métodos de pares en la predicción de la estructura y función 

de las proteínas (Yang & Zhang, 2015). 

1.2.6.8 PDB (Protein Data Bank) 

El Banco de datos de proteínas (PDB), un servidor de acceso libre, contiene en su base de datos 

estructuras 3D de macromoléculas biológicas y sus complejos determinadas experimentalmente, 

se estableció en 1971 y se convirtió en el primer recurso digital de acceso abierto en las ciencias 

biológicas. El archivo de la PDB alberga actualmente ~130.000 entradas (mayo de 2017). Es 

administrado por la organización Worldwide Protein Data Bank (wwPDB; wwpdb.org), que 

incluye el RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB; rcsb.org), el Protein Data Bank Japan (PDBj; 

pdbj.org), el Protein Data Bank in Europe (PDBe; pdbe.org) y BioMagResBank (BMRB; 

www.bmrb.wisc.edu). En la actualidad, el PDB archiva datos experimentales, metadatos asociados 

y modelos estructurales de nivel atómico 3D derivados de tres métodos bien establecidos: 
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cristalografía, espectroscopía de resonancia magnética nuclear (RMN) y microscopía electrónica 

(3DEM) (Burley et al., 2017). 

1.2.6.9 Blast (Basic Local Alignment Search Tool) 

La herramienta básica de búsqueda de alineación local (BLAST) es un programa de búsqueda de 

similitud de secuencias que se puede utilizar a través de una interfaz web o como una herramienta 

independiente para comparar la consulta de un usuario con una base de datos de secuencias. Varias 

variantes de BLAST comparan todas las combinaciónes de consultas de nucleótidos o proteínas 

con bases de datos de nucleótidos o proteínas. BLAST es una heurística que encuentra 

coincidencias cortas entre dos secuencias e intenta iniciar alineaciónes desde estos "puntos 

calientes". Además de realizar alineaciónes, BLAST proporcióna información estadística sobre 

una alineación; este es el valor "esperado" o la tasa de falsos positivos (Johnson et al., 2008). 

1.2.7 PROTEÍNAS 

Las proteínas son los principales polímeros estructurales y funciónales en los seres vivos. Cumplen 

un amplio abanico de funciónes, incluida la catálisis de reacciónes metabólicas y el transporte de 

vitaminas, minerales, oxígeno y combustibles. Esta información proviene del ADN, pasa al ARN 

mensajero y se utiliza para elaborar una proteína específica. Las proteínas son sintetizadas en los 

ribosomas como una secuencia de aminoácidos unidos en una estructura lineal, pero adoptan 

estructuras tridimensionales complejas al realizar sus funciónes (Baynes & Dominiczak, 2019).  

1.2.7.1 Composición de las proteínas  

Las proteínas son polímeros formados por cadenas lineales de aminoácidos unidos 

covalentemente. Existen alrededor de 300 aminoácidos en varios sistemas animales, vegetales y 

microbianos, pero solamente 20 aminoácidos están codificados por el ADN para aparecer en las 

proteínas (Baynes & Dominiczak, 2019), como se observa en la tabla 3. Muchas proteínas también 

contienen aminoácidos modificados y componentes accesorios, denominados grupos prostéticos, 

por lo que la variedad real de proteínas aisladas de células o tejidos es algo mayor (Watson et al., 

2013). 

Cada aminoácido tiene un carbono central, denominado carbono α, al cual se enlazan cuatro grupos 

diferentes (Figura 5): 
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 Un grupo amino básico (—NH2). 

 Un grupo carboxilo ácido (—COOH). 

 Un átomo de hidrógeno (—H). 

 Una cadena lateral distintiva (—R).   

Las unidades de aminoácidos de una cadena de péptidos se denominan residuos de aminoácidos. 

El residuo aminoácido que tiene un grupo amino libre al final del péptido se denomina el 

aminoácido N-terminal (amino terminal), mientras que el residuo que tiene un grupo carboxilo 

libre en el otro extremo se denomina aminoácido C-terminal (carboxilo terminal). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Baynes & Dominiczak, 2019. 

 

 

 

Figura 5: Estructura básica de un aminoácido. 
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Tabla 3: Clasificación y abreviatura de los 20 α-aminoácidos.  

 Abreviatura de tres letras Abreviatura de una letra 

Aminoacidos alifáticos 

Glicina Gly G 

Alanina Ala A 

Valina Val V 

Leucina Leu L 

Isoleucina Leu I 

Aminoácidos que contienen azufre 

Cisteína Cys C 

Metionina Met M 

Aminoácidos aromáticos 

Fenilalanina Phe F 

Tirosina Tyr Y 

Triptófano Trp W 

Iminoácido  

Prolina Pro P 

Aminoácidos neutros 

Serina Ser S 

Treonina Thr T 

Asparagina Asn N 

Glutamina Gln Q 

Aminoácidos básicos 

Histidina His H 

Lisina Lys K 

Arginina Arg R 

Aminoácidos ácidos 

Ácido aspártico Asp D 

Ácido glutámico Glu E 

Fuente: Ellington & Cherry, 1996. 
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1.2.7.2 Niveles de organización de las proteínas 

 Estructura primaria: Es la secuencia lineal de aminoácidos, es decir, la unión del grupo 

carboxilo de un aminoácido con el grupo amino del aminoácido siguiente, formando un 

puente amida (péptido), en la reacción se elimina agua (Baynes & Dominiczak, 2019).  

 Estructura secuendaria: Esta estructura está determinada por las interacciónes mediante 

enlaces o puentes de hidrógeno entre el oxígeno del grupo carbonilo de una cadena 

peptídica y el hidrógeno de amida de otra cadena peptídica próxima. Existen dos tipos de 

estructura secundaria: la hélice α y la hoja plegada β (Baynes & Dominiczak, 2019). 

La hélice α es una estructura en forma de varilla con la cadena peptídica fuertemente 

enrollada y con las cadenas laterales de los residuos aminoácidos extendiéndose fuera del 

eje de la espiral. Cada grupo carbonilo amídico está unido mediante un puente de hidrógeno 

al hidrógeno del grupo amida de una cadena peptídica que está alejado cuatro residuos a lo 

largo de la misma cadena. Hay un promedio de 3,6 residuos de aminoácidos por vuelta de 

hélice y la hélice gira hacia la derecha (en sentido de las agujas del reloj) en la mayoría de 

las proteínas naturales (Baynes & Dominiczak, 2019). 

La hoja β plegada es una estructura extendida, a diferencia de la hélice α, que está 

enrollada. Está plegada porque los enlaces carbono carbono (C—C) son tetraédricos y no 

pueden existir en una configuración plana. Si la cadena polipeptídica discurre en la misma 

dirección, forma una hoja β paralela, pero si sigue la dirección opuesta, forma una 

estructura antiparalela. El giro β se refiere al segmento en el que el polipéptido gira y 

cambia abruptamente de dirección (Baynes & Dominiczak, 2019). 

 Estructura terciaria: La conformación tridimensional, plegada y biológicamente activa de 

una proteína es propia de su estructura terciaria, esta estructura refleja la forma global de 

la molécula siendo estabilizada por interacciónes entre grupos funciónales de las cadenas 

laterales: puentes disulfuro covalentes, enlaces de hidrógeno, puentes salinos e 

interacciónes hidrofóbicas. La estructura terciaria de las proteínas se ha determinado 

mediante cristalografía de rayos X y espectroscopia de resonancia magnética (Baynes & 

Dominiczak, 2019).  

 Estructura cuaternaria: Corresponde a un complejo o un ensamblaje de dos o más cadenas 

de péptidos que se mantienen unidas por interacciónes no covalentes o, en algunos casos, 
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covalentes. En general, la mayoría de proteínas mayores de 50 kDa constan de más de una 

cadena y se conocen como proteínas diméricas, triméricas o multiméricas. Muchas 

proteínas que contienen varias subunidades están compuestas de diferentes tipos de 

subunidades funciónales, como las subunidades reguladoras y las catalíticas (Baynes & 

Dominiczak, 2019). 

1.2.8 ENZIMAS  

En 1878, Wilhelm Kühne acuño el término enzima que proviene del griego: en = en, zima = 

levadura (Devlin, 1999). Los enzimas son proteínas especializadas que tienen la función de 

acelerar reacciónes químicas (actividad catalítica) debida a su capacidad de activación específica 

(Battaner Arias, 2013).  

1.2.8.1 Clasificación  y nomenclatura de las enzimas 

La Unión Internaciónal de Bioquímica y Biología Molecular - IUBMB (International Union of 

Biochemistry and Molecular Biology), constituyó una comisión (Enzyme Commission, E.C.)  que 

se encargó de establecer un sistema que contiene a todas las enzimas descritas y de desarrollar una 

nomenclatura para identificarlos, los denominados números EC; este sistema se basa en el 

mecanismo de reacción quimica que cataliza cada enzima, clasificando en grupos cuando catalizan 

procesos semejantes, y en subgrupos cuando especifican con mayor exactitud la reacción particular 

considerada (Ludeña, 2009). A continuación se nombran los principios generales del sistema 

UIBBM: 

 Las reacciónes y las enzimas que las catalizan se dividen en 6 grupos principales, cada una 

con 4 a 13 subgrupos. 

 El nombre de la enzima tiene dos partes: la primera es el nombre del o los sustratos; la 

segunda, con terminación –asa, indica el tipo de reacción catalizada. 

 Información adiciónal, si es necesario aclarar la reacción, puede seguir un paréntesis.  

 Cada enzima tiene un numero clave (E.C.) que caracteriza al tipo de reacción según la clase 

(primer digito), subclase (segundo digito), sub-subclase (tercer digito). El cuarto digito es 

para la enzima específica.  
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La clasificación de las enzimas se hace distribuyéndolos en seis grupos conforme a la naturaleza 

de la reacción catalizada, donde cada una se subdivide en subgrupos. El número de grupo (1-6) es 

el que aparece como primer elemento en el número sistemático de la enzima. Estos grupos son los 

siguientes: 

1. Oxidorreductasas, 2. Transferasas, 3. Hidrolasas, 4. Liasas, 5. Isomerasas y 6. Ligasas. 

1.2.8.2 Obtención y uso de enzimas  

Las enzimas se obtienen de diversas fuentes: animales, plantas, hongos y bacterias, sobresaliendo 

los microorganismos extremófilos debido a sus propiedades extraordinarias (Sandhya et al., 2005 

& Dumorné et al., 2017), y aunque muchos procesos industriales, como la fabricación de queso, 

han utilizado tradiciónalmente fuentes de enzimas impuras, a menudo de animales o plantas, el 

desarrollo de gran parte de la enzimología industrial moderna ha ido de la mano con la explotación 

comercial de enzimas microbianas debido a su sencilla manipulación genética, destacando a las 

hidrolasas en el mercado global de enzimas. Actualmente, las enzimas se utilizan  en cuatro 

campos distintos de comercio y tecnología: como catalizadores industriales, agentes terapéuticos, 

reactivos analíticos y como herramientas de manipulación genética (Robinson, 2015). En la tabla 

4 se detalla los usos de algunas enzimas:



  

Tabla 4: Enzimas industriales según su uso 

Enzima Reacción Fuente Uso 
Catalizadores industriales 

Proteasas ácidas Digestión de proteínas A. niger , K. lactis Coagulación de la leche en la fabricación de 
queso 

Proteasas alcalinas Digestión de proteínas Especies de Bacilos Detergentes  

Aminoacilasa Hidrólisis L-
aminoácidos acilados Especies de Aspergillus Producción de L- aminoácidos 

α-amilasa Hidrólisis de almidón Especies de Bacilos Producción de glucosa en la industria alimentaria. 
Amiloglucosidasa Hidrólisis de dextrina Especies de Aspergillus Producción de glucosa 
β-galactosidasa Hidrólisis de lactosa Especies de Aspergillus Hidrólisis de lactosa en leche o suero 
Isomerasa glucosa Conversión de glucosa a fructosa Especies Streptomyces Producción de jarabe de alta fructosa 
Penicilina acilasa Escisión cadena lateral penicilina E. coli Producción de penicilinas semisintéticas 

Agentes terapéuticos 
L- asparaginasa Eliminación de L- asparagina  E. coli Quimioterapia contra el cáncer, la leucemia. 

Uroquinasa Activación de plasminógeno Humano Eliminación de coágulos de fibrina. 
Reactivos analíticos 

Glucosa oxidasa Oxidación de glucosa Aspergillus niger Detección de glucosa en sangre. 

Luciferasa Bioluminiscencia Bacterias marinas o 
luciérnagas. Ensayos bioluminiscentes con ATP 

Peroxidasa Colorante de oxidación de H2O2 Rábano picante Cuantificación de hormonas y anticuerpos. 
Ureasa Hidrólisis de urea a CO 2 y NH 3 Jack Bean Cuantificación de urea en fluidos corporales 

Herramientas manipuladoras 

Lisozima Hidrólisis de enlaces 
glucosídicos Clara de huevo  Interrupción del mucopeptido en bacterias. 

Nucleasas Hidrólisis de enlaces fosfodiéster Varias bacterias Enzimas de restricción  

ADN polimerasas Síntesis de ADN Thermus aquaticus En la reacción en cadena de la polimerasa 
Fuente: Robinson, 2015. 



  

1.2.9  PROTEASAS 

Las proteasas o peptidasas son enzimas que catalizan la hidrólisis específica de uno o varios 

enlaces peptídicos dentro de una proteína eliminando una molécula de agua. Las proteasas son 

universales en todos los organismos y se requieren para las actividades metabólicas de la célula 

(Baynes & Dominiczak, 2019).. 

1.2.9.1 Sistema EC de clasificación de proteasas 

De acuerdo con la UIBBM, las proteasas pertenecen al sub-grupo 3.4 de las hidrolasas y se 

clasifican sobre la base de tres criterios principales: Tipo de reacción catalizada, naturaleza 

química del sitio catalítico y la relación evolutiva con referencia a la estructura. 

Dependiendo de su sitio de acción las proteasas se subdividen en dos grupos principales (Rao et 

al., 1998): 

 Las exopeptidasas, hidrolizan un enlace peptídico próximo al extremo amino (N-terminal) o 

carboxi terminal (C-terminal) del sustrato.  

 Las endopeptidasas, hidrolizan las cadenas peptídicas en las regiones internas alejadas de los 

extremos carboxi y amino terminal.  

Según el grupo funciónal presente en el sitio activo, las proteasas se clasifican en cuatro grupos 

prominentes (Hartley, 1960; Rao et al., 1998): 

 Serín proteasas: Presentan una serina en el centro activo, acompañada de una histidina y un 

residuo dicarboxílico (aspartato o glutamato), constituyendo lo que se llama una tríada 

catalítica, realiza un ataque nucleofílico en el carbonilo del enlace peptídico. 

 Aspártil proteasas: Poseen 2 residuos de Aspartato conservados en su sitio activo. La 

molécula de agua se desprotona al ser atacado por un residuo aspártico del sitio activo. 

 Tiol o Cisteín proteasas: Poseen un residuo de Cisteína (Cis) en su sitio activo, siendo el 

grupo tiol de la Cisteína quien realiza el ataque nucleofílico.  

 Metalo proteasas: Poseen un ión catiónico de origen metalico en su sitio activo, generalmente 

Zn2-, que activa la molécula del agua para transformarla en nucleofilico.  
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Hay unas pocas proteasas misceláneas que no encajan de forma precisa en la clasificación estándar, 

por ejemplo, proteasas dependientes de ATP que requieren ATP para la actividad. (Rao et al., 

1998). 

Tabla 5: Clasificación de las proteasas. 

Fuente: Rao et al., 1998. 

1.2.9.2 El sistema MEROPS de clasificación de proteasas 

De acuerdo a la base datos MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk), las proteasas son asignadas 

dentro de una Familia en base a similitudes significativas en la secuencia de aminoácidos, y dichas 

familias que pueden ser homólogas se agrupan en clanes (Rawlings et al., 2014). A continución se 

definen los tres niveles de clasificación: 

 Clan. Es un conjunto de familias cuyas peptidasas tienen un origen evolutivo común que, 

si bien no llega a evidenciarse por comparación de sus secuencias de aminoácidos, sí por 

las similitudes de sus estructuras terciarias. Se construye por comparación de las estructuras 

terciarias y cuando no están disponibles se comparan los ordenamientos de aminoácidos 

catalíticos en la cadena polipeptídica o las secuencias aminoacídicas alrededor de los 

aminoácidos catalíticos.  

 Sub-subclases Descripción 

Exopeptidasas 

EC 3.4.11 Aminopeptidasas 
EC 3.4.13 Dipeptidasas 
EC 3.4.14 Di– y tri–peptidil-peptidasas 
EC 3.4.15 Peptidil-dipeptidasas 
EC 3.4.16 Carboxipeptidasas Tipo Serina 
EC 3.4.17 Metalocarboxipeptidasas 
EC 3.4.18 Carboxipeptidasas Tipo Cisteína 
EC 3.4.19 Omega peptidasas 

Endopeptidasas 

EC 3.4.21 Endopeptidasas Serínicas 
EC 3.4.22 Endopeptidasas Cisteínicas 
EC 3.4.23 Endopeptidasas Aspárticas 
EC 3.4.24 Metaloendopeptidasas 
EC 3.4.25 Endopeptidasas Treonínicas 
EC 3.4.99 Endopeptidasas de mecanismo desconocido 
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 Familia. Se construye por comparación de la estructura primaria. Está constituida por 

peptidasas cuyas secuencia de aminoácidos, que debe incluir la secuencia de la “unidad 

peptidasa” (región de la proteína responsable de la actividad catalítica) presentan 

similitudes estadísticamente significativas.  

 Peptidasa. Cada proteína con actividad peptidasa recibe un nombre y un identificador (ID 

MEROPS). Se diferencian por su estructura, función biológica, sustrato, mecanismo 

catalítico y origen genético. 

Tabla 6: Distribución de familias de peptídicas de organismos de diferentes reinos en el sistema 
propuesto por MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk, consultado 12/11/2021). 

 REINO 
Tipo de peptidasas Bacteria Archaea Protozoa Fungi Planta Animalia Virus 

Aspárticas  9 5 6 6 9 7 4 

Cisteínicas  27 11 20 16 20 22 30 

Glutámicas  2 1 - 1 - - 1 

Metalopeptidasas  62 34 32 34 34 33 14 

Serínicas  25 18 20 16 22 25 18 

Treonínicas  1 1 1 1 1 1 - 

Asparagínicas 3 - - - - - 6 

 

1.2.9.3 Fuentes de proteasas 

Las proteasas son fisiológicamente necesarias para los organismos vivos y se encuentran en una 

gran diversidad de fuentes, como plantas, animales y microorganismos.   

Las enzimas proteolíticas derivadas de plantas están encontrando cada vez más aplicaciónes 

clínicas e industriales (Banik et al., 2018). La papaína (Amri & Mamboya, 2012), la bromelina 

(Arshad et al., 2014), las queratinasas y la ficina son algunas de las ilustres proteasas de origen 

vegetal, siendo las mas predominanates las endopeptidasas de cisteína y rara vez se observan otras 

proteasas (Badgujar & Mahajan, 2009), las plantas carnívoras segregan proteasas de gran 

importancia biotecnológica y farmacéutica, Drosera capensis es una de esas plantas que tiene una 

gran cantidad de genes que codifican las cisteína proteasas, y que por comparación de secuencias 

mostraron homología con varias proteasas de plantas (Butts et al., 2016). Sin embargo, la  
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producción de proteasas a partir de plantas, es un proceso lento por varios factores, como la 

disponibilidad de tierra para el cultivo y la idoneidad de las condiciónes climáticas para el 

crecimiento (Rao et al., 1998; Gurumallesh et al., 2019).  

Por otra parte, las proteasas de origen animal se preparan en forma pura en grandes cantidades 

pero su producción depende de la disponibilidad de ganado para el sacrificio que se rige por varias 

políticas clasificadas en sectores políticos y agrícolas; las proteasas a partir de animales más 

familiares son la tripsina pancreática, la quimotripsina, la pepsina y las reninas (Rao et al., 1998). 

En cambio, las proteasas de origen microbiano, son preferidas a las enzimas de origen vegetal y 

animal por su gran diversidad, rango específico de acción y propiedad de ser activos en un rango 

muy amplio de temperatura, pH, mayor producción a través de la fermentación, disponibilidad, 

diversidad, estabilidad y menor costo,  atrayendo  la atención de los biotecnólogos de todo el 

mundo (de Souza et al., 2015) (Banerjee & Ray, 2017). Las proteasas microbianas son originadas 

por las bacterias y los hongos que son buenas fuentes de diferentes tipos de enzimas como proteasa, 

amilasa, lipasa, celulasa, pectinasa, quitinasa, fitasa, β-galactosidasa, etc. (Banerjee & Ray, 2017). 

Los microorganismos productores de proteasas se aíslan de diversas fuentes, como el suelo, los 

desechos vegetales, las plantas de procesamiento de leche y suelos contaminados con desechos de 

aves de corral, etc. (Chu, 2007; Gaur et al., 2010), es importante conocer las características del 

ambiente de origen ya que para la producción cada microorganismo necesita un medio de 

crecimiento optimizado y condiciónes ambientales para secretar la enzima proteasa. 
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Fuente: Gurumallesh et al., 2019.  

1.2.10 HALOENZIMAS PROTEOLITICAS Y SU APLICACIÓN INDUSTRIAL  

Las haloenzimas son las enzimas proteolíticas provenientes de bacterias halófilas. El primer estrés 

químico encontrado durante la evolución de la vida en la tierra puede haber sido el estrés salino, 

así, desde el principio, los organismos deben haber desarrollado estrategias y mecanismos 

efectivos para la estabilización de las estructuras protoplasmáticas y la regulación de iones (Sarwar 

et al., 2015); tales estrategias y mecanismos les confiere propiedades importantes en aplicaciónes 

industriales, como el procesamiento de alimentos, la biorremediación ambiental y los procesos 

biosintéticos. En este sentido, el hallazgo de nuevas enzimas que muestran actividades óptimas en 

varios rangos de concentraciónes de sal, temperaturas y valores de pH es de gran importancia 

(Gomes & Steiner, 2004). 

Los microorganismos halófilos tiene la capacidad de tolerar el estrés causado por la salinidad 

mediante diversas adaptaciónes. Las halobacterias y algunas bacterias extremadamente halófilas 

acumulan iones inorgánicos (K+, Na+, Cl-)  en el citoplasma para equilibrar la presión osmótica del 

Figura 6: Fuente de proteasas y ejemplos de sus diversos usos 
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medio, y han desarrollado proteínas específicas que son estables y activas en presencia de sales. En 

contraste, los halófilos moderados acumulan en el citoplasma grandes cantidades de osmolitos 

orgánicos específicos, que funciónan como osmoprotectores, proporciónando un equilibrio 

osmótico sin interferir con el metabolismo normal de la célula (Cira-Chávez et al., 2018; de 

Lourdes Moreno et al., 2013).  

Por otro lado, la explotación biotecnológica de las enzimas de microorganismos halófilos no se 

limita a su estabilidad y actividad a altas concentraciónes de sal (Madigan & Oren, 1999), ya que 

tambien son tolerantes a pH alcalino, altas temperaturas, medios con baja actividad de agua, debido 

a que tienen suficiente agua para mantener una distribución de carga adecuada en el sitio activo 

manteniendo la conformación de la enzima (Dumorné et al., 2017; Zaccai, 2004), y en presencia 

de solventes orgánicos (Oren, 2010) que generalmente se consideran que causan desnaturalización 

enzimática, produciendo la distorsión de las interacciónes agua-biocatalizador, sin embargo, se 

han informado varios estudios sobre hidrolasas producidas por extremófilos aislados de ambientes 

salinos que son muy estables en soluciónes que contienen solventes orgánicos (de Lourdes Moreno 

et al., 2013).  

Los microorganismos halofílicos tienen varias aplicaciónes biotecnológicas, se están utilizando 

varias enzimas de hidrólisis de microorganismos halófilos en la degradación de la biomasa para la 

consiguiente producción de bioetanol o biodiesel. Además, existe la posibilidad de encontrar 

halófilos con actividad de celulasa y actividad de eliminación de fenol para disminuir la 

concentración de la demanda química de oxigeno y la contaminación ambiental. Además, los 

microorganismos halófilos con sus habilidades especiales tienen un papel innegable en la 

producción de biohidrógeno y biogás (Amoozegar et al., 2019). 

1.2.11 TÉCNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR 

1.2.11.1 Extracción de ADN  

La extracción y purificación de ácidos nucleicos constituye la primera etapa de la mayoría de los 

estudios de biología molecular y de todas las técnicas de recombinación de ADN; siendo la calidad 

y la pureza los dos elementos más importantes en ese tipo de análisis.  
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La extracción consiste en el aislamiento y purificación de moléculas de ADN y se basa en las 

características fisicoquímicas de la molécula. El ADN está constituido por dos cadenas de 

nucleótidos unidas entre sí formando una doble hélice, la unión de los nucleótidos ocurre entre el 

grupo fosfato y el azúcar, mediante enlaces fosfodiéster, dando lugar al esqueleto de la molécula. 

Las bases de cadenas opuestas se unen mediante puentes de hidrógeno y mantienen estable la 

estructura helicoidal (Figura 10). Los grupos fosfato están cargados negativamente y son polares, 

lo que le confiere al ADN una carga negativa neta y lo hace altamente polar, características que 

son aprovechadas para su extracción. Los grupos fosfato tienen una fuerte tendencia a repelerse, 

debido a su carga negativa, lo que permite disolver al ADN en soluciónes acuosas y formar una 

capa hidratante alrededor de la molécula pero, en presencia de etanol, se rompe la capa hidratante 

y quedan expuestos los grupos fosfato, la carga neta negativa del ADN le permite unirse a 

moléculas y matrices inorgánicas cargadas positivamente (Cornejo Romero et al., 2014; Sambrook 

et al., 1989).  

Actualmente existen diferentes protocolos para la extracción de ADN que se han ido desarrollando 

a lo largo del tiempo con la finalidad de obtener una cantidad y calidad de ADN adecuados. Esta 

la técnica tradiciónal, que requiere preparar varias soluciónes y la extracción puede tomar varias 

horas por los numerosos pasos que deben realizarse  pero es mas económica, en esta técnica se 

utilizan solventes orgánicos para separar a las proteínas del ADN y, una vez suspendido en la fase 

acuosa, aislarlo por precipitación con etanol (Sambrook et al., 1989). Por otro lado están los kits 

de extracción que utilizan matrices inorgánicas compactas cargadas positivamente capaces de 

retener varios microgramos de ADN y separarlos del resto de las biomoléculas, permitiendo 

obtener un extracto libre de inhibidores, de esta manera disminuyendo el tiempo de extracción. 

Las matrices inorgánicas pueden ser membranas de sílice que están formadas por una resina 

insertadas dentro de un tubo de polipropileno o perlas magnéticas con un centro de hierro 

recubierto por resina (microesferas), que están suspendidas en una solución amortiguadora 

(Dundas et al., 2008). 

1.2.11.2 Primers, cebadores u oligos  

Los cebadores u oligos son cortas secuencias de ADN que se utilizan para la amplificación de 

determinados genes, estos oligos deben estar enfrentados y no a mucha distancia ya que delimitan 

la zona de ADN a amplificar, es decir, corresponden a los nucleótidos que definen los extremos 
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de la secuencia que se desea replicar. El diseño de primers es uno de los aspectos más importantes 

de la PCR. Los primers mal diseñados pueden amplificar otros fragmentos de ADN distintos a los 

buscados (amplificación inespecífica) (A. Kumar & Chordia, 2015). 

1.2.11.3 PCR - Amplificación del ADN mediante la técnica reacción en cadena de la 

polimerasa 

Se define como la amplificación in vitro de uno o varios fragmentos de ADN específicos utilizando 

una ADN polimerasa que puede trabajar a temperaturas muy elevadas, ya que proviene de la 

bacteria Thermus aquaticus que vive a altas temperaturas, de ahí su nombre comercial Taq 

polimerasa (Eguiarte et al., 2007).  

La reacción en cadena de la polimerasa, PCR por sus siglas en inglés de Polymerase Chain 

Reaction, fue desarrollada por Kary Mullis a principio de los años 80 (Mullis et al., 1986). Mullis 

basó su técnica en el proceso de replicación del ADN de doble cadena que realiza la ADN 

polimerasa. La función que realiza esta enzima es sintetizar la cadena complementaria de ADN en 

sentido 5´ 3´ utilizando como molde la cadena sencilla pero a partir de una región que tiene doble 

cadena. De esta manera se crea la región de doble cadena usando los cebadores u oligos, estos son 

sintetizados de una forma en que sean complementarios a cada uno de los extremos 3´ del 

fragmento de ADN que se quiere amplificar (Mullis et al., 1986).  

Si el proceso de duplicación del ADN bicatenario se repite de manera cíclica, es decir, utilizando 

como molde las moléculas sintetizadas en la replicación anterior, se producirá un aumento en la 

cantidad de ADN. De acuerdo a este principio la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa 

se basa en la repetición de un ciclo formado por tres etapas.  

 Desnaturalización: Inicia la separación de las dos cadenas de ADN, siendo el calentamiento 

de 94-95 °C, la forma más habitual.  

 Hibridación de los cebadores: Es cuando el cebador se unirá a su secuencia complementaria 

en el ADN molde. Para ello es necesario bajar la temperatura a 40-68 °C durante 20-40 

segundos, permitiendo así el alineamiento. La polimerasa une el híbrido de la cadena molde y 

el cebador, y empieza a sintetizar ADN. Los cebadores actuarán como límites de la región de 

la molécula que va a ser amplificada. 
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 Extensión o elongación de la cadena: La polimerasa sintetiza una nueva hebra de ADN 

complementaria a la hebra molde añadiendo los dNTP complementarios en dirección 5'→ 3', 

uniendo el grupo 5'-fosfato de los dNTP con el grupo 3'-hidroxilo del final de la hebra de ADN 

creciente (la cual se extiende). La temperatura de la Taq polimerasa está en 75-80 °C.  

Ademas, existe una etapa final de la extensión, que se lleva a cabo a una temperatura de 70-74 °C 

durante 5-15 minutos tras el último ciclo de PCR. Con ella se asegura que cualquier ADN de 

cadena simple restante sea totalmente ampliado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Ronner, 2019. 
Figura 7: Principio de la amplificación de una secuencia de ADN mediante PCR. 
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1.2.11.4 Cuantificación del ADN 

Consiste en cuantificar el índice de pureza del material genético purificado utilizando un 

nanoespectrofotometro y un 1ul de volumen de muestra. La ecuación de Beer-Lambert indica que 

la concentración molar de la muestra se obtiene al dividir la absorbancia medida de una solución 

de muestra por su coeficiente de extinción molar, es decir, que la concentración de una molécula 

en solución depende de la cantidad de luz absorbida de las moléculas disueltas (Mayerhöfer et al., 

2020). Una característica del ADN es que absorbe la luz ultravioleta (UV) a 260 m y permite 

estimar su concentración mediante espectrofotometría (Cornejo et al., 2014). La interferencia de 

contaminantes puede determinarse calculando un “cociente”. Para estimar la pureza del ADN se 

emplea el cociente A260/A280. Los cocientes respectivos del ADN puro son aproximadamente de 

1.8 y 2.0, un valor entre 1.6 – 1.8 se considera aceptable, proporciónes menores a este valor indican 

la presencia de proteínas. Una segunda valoración de la pureza de ácidos nucleicos es la proporción 

260/230, los valores aceptados de pureza se encuentran en el rango de 2.0 a 2.2 si la relación es 

menor indican la presencia de contaminantes como hidratos de carbono, péptidos, fenoles, 

compuestos aromáticos u otras sustancias (Cornejo et al., 2014).  

1.2.11.5 Electroforesis  

La electroforesis es una técnica que se utiliza para separar las  moléculas biológicas, ya sean ADN, 

proteínas o ARN en función de si son más grandes o más pequeñas. Las biomoléculas se someten 

a un campo eléctrico a travez de una matriz de gel, ya sea geles de agarosa o de acrilamida, que 

forman una especie de red con poros por donde pasan las moleculas biológicas con carga negativa 

hacia el polo positivo cuando se somete a un campo eléctrico durante un tiempo determinado, ya 

que la carga de las moléculas de ADN es negativa por la presencia de los grupos fosfato (P-). Los 

fragmentos más pequeños migraran mas rápido y terminarán en la parte inferior del gel, porque 

han ido más lejos, y las más grandes terminarán quedándose en la parte superior; de esta manera 

se juntaran los fragmentos de tamaños similares por que  han migrado al mismo ritmo y podremos 

verlos formando una banda en el gel (Cornejo et al., 2014) (Slater et al., 2002). 

Para realizar esta tecnica es necesario tener un transiluminador de luz ultravioleta, una cámara de 

electroforesis, una fuente de poder, un tampon de electroforesis el cual tendrá el pH entre 8 – 8.3, 

y los iones necesarios para que fluya la corriente y pueda migrar el ADN (Strutz & Stellwagen, 
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1998). Para la preparación de geles de agarosa se debe tener en cuenta el tamaño de los fragmentos 

que se espera obtener y utilizar una concentración de agarosa mayor o menor (Rickwood & Hames, 

1990), según ese dato obtener una matriz en gel de agarosa con poros mas o menos grandes y una 

mejor resolución de las bandas. Por el contrario, si no se conoce el tamaño de los fragmentos, se 

puede empezar con agarosa al 1%.   

1.2.11.6 Comprobación de la integridad del ADN por electroforesis 

Además de conocer la cantidad y calidad del ADN por espectrofotometría, es importante conocer 

si el ADN obtenido está integro. La integridad del ADN se puede observar mediante electroforesis 

en gel de agarosa. Si el ADN está integro, se debe observar una banda estrecha cercana al pozo en 

que se colocó la mezcla de ADN. Si está fragmentado, se observará una banda de más de un cm 

de ancho o un sendero luminoso en el carril de la muestra. El ADN fragmentado dificulta la 

amplificación de productos de PCR de alto peso molecular y afecta la reproducibilidad de las 

técnicas (Cornejo et al., 2014). 

1.2.12 TECNOLOGÍA DEL ADN RECOMBINANTE 

La tecnología del ADN recombinante es un método que depende de la realización artificial de 

eventos de recombinación genética. Es posible obtener cualquier gen ordenado o su producto con 

este método. Antes del paso de producción, el gen ordenado se deriva del cromosoma original 

mediante la enzima endonucleasa y se integra a un vector como un plásmido o un fago, despues, 

este vector se transforma en una bacteria o una levadura. Luego, el gen o la proteína ordenados se 

producen en las cantidades deseadas cultivando estos microorganismos (Koçoğlu & Yalçinkaya, 

1992). 

1.2.12.1 Clonación  

La clonación del ADN es una técnica molecular importante para la obtención de grandes 

cantidades de un gen de interés para diversas aplicaciónes, esta secuencia de ADN es ligado a un 

vector, que es un vehículo para transportar ADN recombinante a una célula huésped, generalmente 

las células de E. coli, quienes son sometidas a un tratamiento físico o químico para recibir al vector 

con el ADN recombinante, convirtiéndose en bacterias recombinantes o bacterias clonadas con el 

gen de interés. Durante el proceso de división celular, las bacterias replican el vector recombinado 
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y lo transfieren a sus descendientes y el gen de interés es clonado al mismo tiempo, obteniendo 

muchas copias del gen (Campbell & Reece, 2006)   

Fuente: Campbell & Reece, 2006. 

Figura 8: Panorama general de la clonación de genes con un plasmido bacteriano que muestra los
diversos usos de los genes clonados.  
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1.2.12.2 Vectores de clonación  

Los vectores de clonación son plásmidos, término que fue presentado por primera vez por el 

biólogo molecular norteamericano Joshua Lederberg en 1952, se definen como moléculas de ADN 

extracromosómico generalmente circular, que se replican y transmiten independientes del ADN 

cromosómico. Dentro del área de biología molecular los vectores de clonación llevan insertados 

fragmentos de ADN de hasta 4 kb, típicamente un gen, que se desea introducir o expresar en el 

hospedador y para poder ser insertado es necesario cortar el vector con enzimas de restricción y 

una vez introducido pasa a denominarse, vector recombinante (T. Brown, 2008).  

Todos los vectores de clonación deben al menos contener (Campbell & Reece, 2006): 

 Un origen de replicación para poder tener más de una copia del mismo en la célula 

infectada. 

 Dos genes que confieran resistencia a diferentes antibióticos, (cloranfenicol y ampicilina) 

lo que permite la identificación de las células que portan a dicho vector. 

Por otro lado, los plasmidos presentan tres topoisoformas, que son: moléculas enrrolladas, 

moléculas lineales de longitud completa, y moléculas circulares cerradas (Watson et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Watson et al., 2013. 
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Figura 9: Topoisoformas de los vectores plasmídicos. A. ADN circular cerrado B. ADN enrollado 
C. ADN lineal de longitud completa. 
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Vector PGEM-T 

Los sistemas de vectores pGEM-T son sistemas convenientes para clonar productos de PCR que 

hayan sido amplificados con polimerasas termoestables que a menudo agregan una sola 

desoxiadenosina, de forma independiente de la plantilla, a los extremos 3' de los fragmentos 

amplificados proporciónando extremos compatibles para Adenina. La característica principal del 

vector pGEM-T se centra en mejorar en gran medida la eficiencia de la ligadura evitando la 

recircularización del vector, debido a que presenta brazos de Timina individuales en el sitio de 

inserción, asimismo, los promotores de ARN polimerasa T7 y SP6 flanquean una región de 

clonación múltiple que abarca diferentes enzimas de restricción (Promega Corporation, 2007).  

Fuente: Manual Pgem-T 

1.2.12.3 Transformación de células no competentes 

La transformación bacteriana es un proceso por el cual las celulas captan ADN libre presente en 

el medio, para lo cual las células deben estar en un estado fisiológico de competencia, por lo que 

se les denomina células competentes, en este estado la bacteria presenta alteraciónes en su pared y 

membranas celulares que permiten la entrada de ácidos nucleicos.  Este efecto se desarrolla en los 

procariotas como resultado de una transformación natural, en el que pueden tomar material 

genético de su entorno, absorberlos y recombinarlos en su propio genoma. Como consecuencia, la 

competencia natural para la transformación se considera un modo primario de transferencia 

horizontal de genes (Blokesch, 2016).  Sin embargo, los científicos han encontrado maneras de 

Figura 10: El vector pGEM®-T (número de acceso GenBank® X65308). 
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inducir artificialmente la competencia celular y mejorar la capacidad de una célula bacteriana, ya 

que es importante para el desarrollo de la biología molecular en procedimientos de clonación y 

subclonación. Se puede tratar a la celula de manera química o física para introducir ADN 

plasmídico: 

Las células químicamente competentes que  se tratan con cloruro de calcio y cloruro de magnesio 

para facilitar la unión del ADN plasmídico a la membrana celular competente. La célula 

competente se calienta alternativamente en un baño de agua, esto abre los poros de la membrana 

celular permitiendo la entrada del plásmido (Bergmans et al., 1981). 

Las células electrocompetentes funciónan utilizando el proceso de electroporación, que induce la 

competencia mediante la aplicación de un pulso eléctrico breve e intenso que crea poros que 

permiten que el material genético permee la membrana bacteriana (Drury, 1994). 

Células competentes de Escherichia coli JM109 

Las células competentes de E. coli cepa JM109 estan disponibles en Promega Corporation 

https://worldwide.promega.com/. Su genotipo es endA1, recA1, gyrA96, thi-1 hsdR17 (rk
– mk

+), 

supE44 relA1 Δ(lac-proAB), [F´ traD36 proAB laqIq ZΔM15], la descripción de los genes se 

observa en la tabla 7, estas células son utilizadas para la transformación y propagación de 

plasmidos de clonaje de productos de PCR, es por eso que para una transformación conveniente 

en dos eficiencias existe la alta eficiencia a más de 108 UFC/μg para clonación y uso único, y la 

eficiencia de subclonación a más de 107 UFC / μg.



  

Tabla 7: Marcadores genéticos en E. coli JM109 

SÍMBOLO DESCRIPCIÓN EFECTO DE LA MUTACIÓN 

endA1 Mutación de endonucleasa I específica de 
ADN. Mejora la calidad de los aislamientos de ADN plasmídico. 

recA1 Mutación en recombinación. Minimiza la recombinación del ADN introducido con el ADN del 
huésped, aumentando la estabilidad de los insertos. 

gyrA96 Mutación de la ADN girasa 
 Confiere resistencia al ácido nalidíxico. 

thi-1 Mutación en el metabolismo de la tiamina. 
 Los mutantes requieren tiamina para crecer en medios mínimos. 

hsdR17(rk– 
mk+) 

Restricción del ADN del huésped y mutación 
del sistema de metilación.  
 

Permite la clonación sin escisión del ADN transformado por 
endonucleasas de restricción endógenas.  

relA1 Mutación de ppGpp sintetasa I 
Permite la síntesis de ARN en ausencia de síntesis de proteínas. La ppGpp 
sintetasa I asociada a ribosomas puede detectar ribosomas con una ARNt 
sin carga en el sitio A, un signo de inanición. 

proAB Mutaciónes en el metabolismo de la prolina. Requiere prolina para crecer en medios mínimos 

supE44 Mutaciónes supresoras 
 Suprime las mutaciónes ámbar (UAG). 

traD36 Mutación del factor de transferencia Previene la transferencia del episoma F'. 

lacIq Sobreproducción de la proteína represora lac 
 

Conduce a altos niveles de la proteína represora lac, inhibiendo la 
transcripción del promotor lac 

lacZ∆M15 
Supresión parcial del gen de la β-d-
galactosidasa 
 

Permite la complementación de la actividad de β-galactosidasa por la 
secuencia de complementación α en los vectores pGEM®-Z. Permite la 
selección azul / blanco para colonias recombinantes cuando se colocan en 
placas sobre X-Gal. 

Fuente: Manual de promega – Marcadores geneticos de E. coli  



  

1.2.12.4 PCR de colonias 

La PCR de colonias es un método conveniente de alto rendimiento para determinar la presencia o 

ausencia de inserto de ADN en construcciónes de plásmidos, también se puede usar para 

determinar la orientación del inserto, por lo tanto, es una herramienta poderosa para la detección 

rápida y fácil a través de cantidades potencialmente grandes de colonias para distinguir los 

verdaderos positivos de los falsos positivos (Bergkessel & Guthrie, 2013). Los transformantes 

individuales se pueden lisar en agua con un breve paso de calentamiento o agregarse directamente 

a la reacción de PCR y lisarse durante el paso de calentamiento inicial. Este paso de calentamiento 

inicial provoca la liberación del ADN plasmídico de la célula, por lo que puede servir como 

plantilla para la reacción de amplificación. Los cebadores específicos de inserto pueden usarse 

para determinar si la construcción contiene el fragmento de ADN de interés, además de 

proporciónar información sobre la especificidad y el tamaño del ADN de inserto, alternativamente, 

los cebadores que se dirigen al ADN del vector que flanquea el inserto se pueden usar para 

determinar si el inserto tiene o no el tamaño molecular correcto. En todos los diseños 

experimentales, la presencia o ausencia de un amplicón de PCR y el tamaño del producto se 

determinan por electroforesis junto con un marcador de tamaño de ADN en un gel de agarosa 

(PCR de colonias | NEBRASKA, s. f.)   

1.2.12.5 Criopreservación de células con glicerol 

La criopreservación (crio = frío) es el uso de temperaturas muy bajas para preservar células y 

tejidos vivos estructuralmente intactos. Los crioprotectores son soluciónes que protegen del frío 

actuando sinergicamente en la deshidratación de la célula extrayendo o desplazando el agua del 

citoplasma y así evitar que durante la congelación se formen cristales de hielo en el interior de la 

célula, pero para ser biológicamente aceptables el compuesto debe ser altamente soluble en agua 

y permanecer así a bajas temperaturas para producir una profunda depresión de la temperatura de 

congelación; debe poder penetrar en las células; y debe tener una baja toxicidad para que pueda 

usarse en las altas concentraciónes que se requieren para producir estos efectos. Muchos 

compuestos tienen tales propiedades, que incluyen glicerol, dimetilsulfóxido, etanodiol y 

propanodiol (Pegg, 2007). 
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Los crioprotectores se dividen en permeables y no permeables, entre los permeables se encuentra 

el glicerol, sus propiedades como crioprotector fueron descubiertas en 1949 por los científicos 

Polge, Smith y Parkes (Polge et al., 1949), el glicerol forma uniones de hidrógeno con el agua a 

través de sus grupos -OH, mejorando la estabilidad de las células al reducir al mínimo el contenido 

de agua intracelular para evitar la vitrificación y proteger las macromoléculas en el ambiente 

interno de la célula (Ávila-Portillo et al., 2006).  

 

 

Fuente: Mazur, 1977. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 Criopreservación y su efecto sobre la célula 
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CAPÍTULO II 

MATERIALES Y MÉTODOS 
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2.1 LUGAR DE ESTUDIO 

El análisis in silico se realizó en el aula virtual C-234 de la Facultad de Ciencias de la Universidad 

Naciónal San Antonio Abad del Cusco y la parte experimental se realizó en los laboratorios N°9 

y N°10 del Instituto Universitario de Enfermedades Tropicales y Salud Pública de Canarias de la 

Universidad de La Laguna – España, en el 2018.  

2.2 MATERIALES 

2.2.1 MATERIAL BIOLÓGICO  

 Cepa de Chromohalobacter salexigens MP25462. 

 Cepas bacterianas de Escherichia coli JM109 (Promega). 

 Plásmido pGEM-T (Promega). 

2.2.2 MATERIAL DE LABORATORIO 

2.2.2.1 Equipos de laboratorio 

 Micropipetas de 0.5-10 μl, 10-100 μl y 100-1000 μl (Eppendorf). 

 Agitador de tubos (Vórtex) 

 Multi-Rotator PTR-35 (Grant-bio) 

 Microcentrifuga 5418 (Eppendorf) 

 Baño maria (Univeba) 

 Lector de Imágenes ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad). 

 Centrifuga Megafuge 16R (Thermo Scientific). 

 Camara de flujo Laminar Bio-II-A (TelStar). 

 Congeladora (Corbero). 

 Microondas. 

 Thermo Mixer C (Eppendorf). 

 Termociclador T Professional Basic (Biometra). 

 Termociclador T Professional Gradient (Biometra). 

 Cámara de electroforesis Sub-Cell GT Basic (Bio-Rad). 

 Fuente de alimentación eléctrica (Bio-Rad). 

 Cubeta de electroforesis Wide Mini-Sub Cell GT Basic (Bio-Rad). 
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 Balanza electrónica JT-1200 (Cobos). 

 Transiluminador UV. 

 Espectrofotometro DS-11 + (DeNovix). 

 Congeladora -20°C (Innova). 

 Autoclave (Raypa). 

 Destilador de agua MiliQ Paranity TU (VWR). 

 Reactivos y kitsPureYieldTM Plasmid Miniprep System (Promega). 

 IlustraTM Tissue & Cells genomic Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare). 

 IlustraTM GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare). 

 Agarosa de grado molecular (BIOLINE). 

 T4 DNA ligasa (Thermo Scientific). 

 Marcador molecular Lambda Hind III (BIOLINE).  

 Marcador molecular Hyper Ladder II (BIOLINE). 

 Tampon de reacción 2X (Thermo Scientific). 

 Cloruro de Sodio (NaCl) 

 Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 

 Taq DNA polimerasa (Promega) 

 Cloruro de magnesio (MgCl2) 

2.2.2.2 Material fungible y otros 

 Probetas graduadas, de 250 mL, y 1000 mL. 

 Puntas para micropipetas de 1-20 μL, 1-200 μL, 100-1000 μL. 

 Tubos de microcentrífuga de 1.5 mL 

 Tubos de PCR de 0.2 ml. 

 Tubos de criopreservación de 1.8 ml. 

 Tubos de centrífuga 15 mL y 50 mL. 

 Placas Petri de 100mm x 20mm. 

 Matraces de 50 ml y 500 ml. 

 Pipetas Pasteur de 3 mL 

 Jeringas de 10 ml. 

 Filtros de jeringa de 0.22 μm. 
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 Gradillas para tubos de 1.5 ml. 

 Asas de siembra descartables. 

 Palitos de mondadientes estériles.  

 Mechero de alcohol.  

 Encendedor.  

 Papel toalla. 

 Equipo de protección personal (barbijo, mandil, guantes). 

2.2.3 MATERIAL BIOINFORMÁTICO 

2.2.3.1 Datos primarios 

 Secuencias crudas pe-1_S15_L001_R1_001.fastq  

 Secuencias crudas pe-1_S15_L001_R2_001.fastq 

2.2.3.2 Bases de datos 

 RAST: Rapid Annotation using Subsystem Technology (Anotación rápida utilizando 

tecnología de subsistema) – Servicio de anotación del genoma procariótico. 

http://rast.nmpdr.org/rast.cgi. 

 NCBI: National Center Biotechnology Information – Centro naciónal de información 

biotecnológica. 

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

 MEROPS: Peptidase Database Es un recurso de información para las peptidasas. 

https://www.ebi.ac.uk/merops/index.shtml.  

2.2.3.3 Softwares y programas informáticos 

 Sistema operativo Linux, Ubuntu (Versión 16.04LTS) 
 Trimmomatic v. 0.36 
 SPAdes v.3.13.1 
 Quast v. 4.6.1 
 I-Tasser 
 Gene Runner  
 Mega VII 
 ImageLab 
 Microsoft 2010
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2.3 METODOLOGÍA 

2.3.1 TIPO DE INVESTIGACIÓN 

Descriptiva – experimental 

2.3.2 FLUJOGRAMA DEL TRABAJO DE INVESTIGACIÓN 
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Figura 12: Flujo de secuencia de actividades del trabajo de investigación in silico. 
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Figura 13: Flujo de secuencia de actividades del trabajo de investigación en laboratorio. 
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2.4 MÉTODOS Y FUNDAMENTOS  

La presente investigación tiene como datos primarios las secuencias crudas de ADN de la bacteria 

Chromohalobacter salexigens MP25462 resultado del Proyecto: “Secuenciación del metagenoma 

de bacterias halófilas en ambientes salinos del departamento del Cusco” con resolución N° R-005-

2016-UNSAAC. 

2.4.1 TRABAJO IN SILICO 

2.4.1.1 Control de calidad de las secuencias crudas 

Se utilizó el software FastQC v. 0.11.7, que se ejecutó desde la terminal del sistema operativo de 

Linux, Ubuntu, los archivos de entrada fueron las dos secuencias crudas .fastq Forward y .fastq 

Reverse, se obtuvo un formato “html” como archivo de salida en cada secuencia respectivamente, 

en donde se puede visualizar de forma general las calidades de las lecturas que se obtuvieron del 

proceso de secuenciación y que fueron consideradas para sus correcciónes.  

En la Figura 14, se describe un conjunto modular de análisis que se considera dentro de la interfaz 

de este programa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Traducido de la interfaz de FastQC 
Figura 14: Parámetros de calidad que evalúa el software FastQC. 
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2.4.1.2 Recorte de las secuencias 

Se utilizó el software Trimmomatic v. 0.36 encargado de varios recortes útiles para mejorar la 

calidad de las secuencias, este programa se ejecutó desde la terminal del sistema operativo de 

Linux, Ubuntu, los archivos de entrada son las dos secuencias crudas en formato fastq y como 

producto del análisis resultaron 4 archivos de salida (2 Paired-End y 2 Single-End). La línea de 

comandos es la siguiente: 

 /Usuario/Downloads/trimmomatic java –jar trimmomatic.0.36.jar PE –phred33 

‘archivo_1.fastq´‘archivo_2.fastq’ ‘archivo_1_PE.fastq´‘archivo_1_UP.fastq´ 

‘archivo_2_PE.fastq’ ‘archivo_2_UP.fastq´ILLUMINACLIP:/home/usuario/ 

Aplicaciónes/Trimmomatic.0.36/NexteraPE-PE.fa:2:30:10 LEADING:3TRAILING:28 

HEADCROP:20 MINLEN:100 SLIDINGWINDOW:4:15 

2.4.1.3 Ensamble de las secuencias crudas de adn de C. salexigens. 

El producto de la secuenciación masiva con IlluminaMiseq fue ensamblado con el programa 

SPAdes v.3.13.1, este es un ensamblador automático que genera un archivo de salida en formato 

FASTA, contigs.fa, este archivo alberga los datos de las secuencias ensambladas. El programa se 

ejecuto desde la terminal de Linux-Ubuntu con la siguiente línea de comando: 

 /Usuario/Downloads/SPAdes-3.13.1-Linux/bin/ spades.py -1 archivo_1.fastq -2 

archivo_2.fastq -o archivodesalida 

2.4.1.4 Evaluación de calidad del ensamble  

La calidad del ensamble se analizó con el programa Quast v. 4.6.1 el cual generó un archivo en 

formato .html, donde se observó diversas métricas como la longitud del genoma, las variaciónes 

del N50 basados en el alineamiento de los bloques, el contenido de GC (guanina, citosina), la 

cantidad de Ns (bases no identificadas), la longitud y número de contigs que conforman el genoma 

ensamblado. Esta herramienta se ejecuto desde la terminal de Linux-Ubuntu, utilizando el archivo 

contigs.fa  resultado del ensamble con SPAdes; la línea de comando es la siguiente: 

 /Usuario/Downloads/quast-4.6.1-Linux/ python quast.py archivocontigs.fa  
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2.4.1.5 Anotación del genoma C. salexigens MP25462  

La anotación del genoma de C. salexigens cepa MP25462 se realizó con el programa RAST (Rapid 

Annotation using Subsystem Technology) el cual solicitó subir el archivo contigs.fa producto del 

ensamble y completar datos de taxonomía del microorganismo. El resultado se obtuvo a las 24 

horas y en la página  de este programa se logró visualizar diferentes grupos de genes divididos en 

subsistemas, además de diferentes opciónes para descargar archivos de interés, entre ellos, Excel 

(archivo de extensión .xls), dentro del cual se pudo hallar una lista de todos los genes que posee el 

genoma de esta bacteria, su respectiva descripción, secuencia de nucleótidos y secuencia de 

aminoácidos. 

2.4.1.6 Descripción de proteasas del genoma de C. salexigens MP25462. 

Para la descripción de las enzimas proteolíticas que alberga el genoma de C. salexigens, se 

descargó el archivo Excel del programa de anotación RAST, en el cual se halla una lista de todos 

los genes codificantes organizados por nombre, función, cobertura de la secuencia en el genoma, 

secuencia de aminoácidos, secuencia de nucleótidos, sentido de la secuencia dentro del genoma, 

ubicación respecto al genoma. Asi mismo, para encontrar los genes que transcriben solo a 

proteasas, se utilizó todas las denominaciónes que representan a este grupo de enzimas segun la 

clasificación UIBBM, es asi que se utilizó la opción Buscar en el Excel, en donde se escribió las 

siguientes palabras: peptidase, aminopeptidase, carboxipeptidase, dypeptidil peptidase, 

serynpeptidase, cysteinpeptidase, aspartylpeptidase, metallopeptidase, de esta manera se fue 

reuniendo las secuencias de cada enzima proteolítica, las cuales a su vez fueron filtradas utilizando 

la secuencia de aminoácidos en la base de datos del Blast-NCBI, esto para corroborar la identidad 

de cada proteasa hallada. Seguidamente, se procedio a agruparlas según su sitio de acción 

catalítica, ya sean endopeptidasas o exopeptidasas, cada proteasa con su respectiva descripción 

según sus antecedentes, además, se indicó su número de nucleótidos, su número de aminoácidos, 

y se definió su ubicación intergenica así como los genes próximos de cada proteasa descrita.  

2.4.1.7 Modelamiento estructural de la proteasa Amidohidrolasa MP25462 

Posterior a la realización de la búsqueda de la secuencia nucleotídica del gen que expresa la 

Amidohidrolasa se comenzó con la descripción de la misma con el servidor I-TASSER (Iterative 

Threading ASSEmbly Refinement). Este servidor generó predicciónes estructurales automatizadas 
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de la proteína Amidohidrolasa de longitud completa en 3D así como la ubicación del sitio activo, 

el ion metalico y los ligandos. Para lo cual, se inició sesión en la plataforma de I-Tasser con una 

cuenta instituciónal, seguidamente se subió la secuencia de aminoácidos en formato FASTA en la 

opción “Or upload the sequence from your local computer”, indicando la identificación o nombre 

de la proteína en estudio. Finalmente se selecciónó el botón “Run I-TASSER” para terminar de 

subir la secuencia y se ponga en cola debido a la demanda de trabajo que tiene el servidor. El 

proceso de identificación estructural, se basa en que el programa  I - Tasser utiliza una serie de 

algoritmos que se van alineando con la plantilla estructural más similar del PDB (Protein Data 

Base), este proceso tardo aproximadamente 96 horas. Al término, se obtuvo el modelado 3D de la 

Amidohidrolasa la cual tuvo alta similitud con una Amidohidrolasa cristalizada del PDB (Protein 

Data Base). El servidor I-TASSER mediante su base de datos otorgó la predicción de 

funciónalidad de la proteína Amidohidrolasa de C.salexigens MP25462 realizando una 

comparación estructural con las proteínas cristalizadas que abarca el PDB tomando en cuenta el 

C-score, la covertura y comparaciónes de ligando, es así, que el servidor otorgó el archivo PDB de 

la enzima cristalizada con mayor probabilidad de ubicación de sitio activo así como ligandos 

implicados, con lo cual se realizó la descarga del archivo de extensión .pdb.  

Con la información obtenida del artículo de la Amidohidrolasa cristalizada se realizó la descripción 

de la proteína Amidohidrolasa de C. salexigens cepa MP25462, donde se ubicó los sitios de unión 

de ligando y el sitio activo, ya que, con esta similaridad obtenida se consigue los aminoácidos 

comprometidos en el sitio activo así como el hallazgo del ion metalico de la proteína para luego 

realizar la simulación de su estructura proteica. 

2.4.1.7 Diseño de cebadores 

Para amplificar la enzima proteolítica Amidohidrolasa presente en el genoma de C. salexigens se 

diseño un par de cebadores con el programa Gene Runner v. 6.5.51 Beta, para ejecutar el programa,  

primero se cargo la secuencia de nucleótidos del gen, se identificó la posición del inicio y final del 

gen, y con la opción Oligo Analysis, se realizó el análisis selecciónando previamente entre 18-

20pb de ambos oligos y luego se consideró el porcentaje de GC entre 50-60%, con una Tm < 5°C 

entre la pareja de cebadores y se evitó que las terminaciónes 3´sean complementarias, ya que esto 

puede llevar a la formación de dimeros. 
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2.4.2 TRABAJO EN LABORATORIO 

2.4.2.1 Recuperación a partir de la criopreservación de C. salexigens MP25462. 

Para recuperar la bacteria halófila Chromohalobacter salexigens cepa MP25462 de la 

criopreservación a -80°C se procedió de la siguiente manera:  

 Se preparó un medio líquido SW al 15% de NaCl (Anexo 5). 

 Se descongeló en hielo la cepa MP25462 y se cultivó 200 l en 5ml del medio liquido SW 

al 15% de NaCl. 

 Se incubó a 37°C con movimiento constante a 300 RPM durante 18 horas. 

 A partir del cultivo fresco de la cepa MP25462 se sembró en placas con medio SW al 15% 

de NaCl y se dejó incubar a 37°C durante 48 horas .  

2.4.2.2 Preparación de células competentes E. coli JM109 

Se preparó células competentes de E. coli para ser utilizadas durante la fase de la transformación 

según el protocolo modificado por (Tang et al., 1994). La cepa no competente JM109, fue tratada 

químicamente para su competencia de la siguiente manera (Figura15):   

 Inicialmente se preparó medio LB (Anexo 6) donde se dejó incubando la cepa en medio 

LB líquido (5ml) durante toda la noche a 37°C.  

 A partir del cultivo fresco se tomó 1ml y se transfirió a 50ml de LB líquido, este último se 

dejó a 37°C , y se leyó a una longitud de onda de 450 nm hasta una D.O. = 0.6.  

 Luego, se dejó enfriar el matraz en hielo por 10min y se trasvaso a un falcón de 50ml que 

se centrifugo 4000 RPM durante 17min a 4°C, se descartó el sobrenadante y el pellet se re 

suspendió con 50ml de MgCl2 0.1M, luego se dejó la muestra en hielo por 15min.  

 La segunda centrifugación fue a 4000 RPM durante 7min a 4°C, se descartó el 

sobrenadante y el pellet se re suspendió en 25ml de CaCl2 0.1M, luego se dejó la muestra 

en hielo por 1 hora. 

 La tercera centrifugación fue a 4000 RPM durante 5min a 4°C, se descartó el sobrenadante 

y se re suspendio el pellet en 5ml de CaCl2 0.1M. 

 Finalmente, a este volumen de la muestra se le añadió glicerol al 20% para su 

almacenamiento a -80°C, en tubos de 1.5ml.
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Figura 15: Proceso de obtención de células competentes para la etapa de la transformación (clonación). 
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2.4.2.3 Aislamiento y purificación del ADN genómico de C. salexigens MP25462 

Para el aislamiento y purificación de ADN genómico de Chromohalobacter salexigens MP25462 

se utilizó el Kit GE Healthcare Illustra Tisue & cells genomicPrep Mini Spin (Figura 16), se 

describe a continuación: 

 Descongelar en hielo la cepa MP25462 y se cultivó 200 l en 5ml de medio liquido SW al 

15% de NaCl, durante 18 horas a 37°C. 

 Separar 1ml del cultivo fresco en un tubo de 1.5ml y se centrifugó a 16000g por 3 minutos, 

este paso se realizó tres veces, descartando el sobrenadante al final de cada centrifugación, 

con el objetivo de obtener un pellet concentrado en el tubo de 1.5ml.   

 Llevar a lisis las células añadiendo 100 l de tampón de lisis Tipo I en la muestra y se dejo 

incubar durante 15min a 56°C. 

 Agregar a la muestra 5 l de ARNasa (10mg/ml) para la remoción del ARN y se dejó 

incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

 Purificar la muestra añadiéndole 500 l de tampón de lisis Tipo IV y se dejó incubar durante 

10 minutos a temperatura ambiente, luego se centrifugó a 11000g durante 10 segundos.  

 Luego se lavó y dejo secar la columna añadiendo 500 l de tampón TipoIV y 500 l de 

tampón TipoVI con centrifugaciónes a 11000g durante 3 minutos cada uno 

respectivamente.  

 Finalmente, el ADN genómico purificado se eluyó con 200 l de tampón Tipo V 

precalentado en el centro de la columna y se dejó incubar durante 1 minuto a temperatura 

ambiente, luego se centrifugó a 11000g durante 1minuto y se almacenó a -20°C.  
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Figura 16: Proceso de aislamiento y purificación del ADN genómico 



   MATERIALES Y MÉTODOS 

60 
 

2.4.2.4 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Para empezar, se calculó las diluciónes de los 4 dNTPs, los dos cebadores, el cloruro de magnesio 

(MgCl2), la solución tampón, el ADN polimerasa y el ADN molde. Para esto, se tomó en cuenta 

la concentración inicial de cada componente de la PCR, con el fin de obtener la misma cantidad 

de moles al final de la disolución. La ecuación es la siguiente:  

 

 

 

 

 

Tabla 8: Sistema de dilución para cada componente de la PCR. 

 

Para la preparación de las reacciónes, se irradia con luz ultravioleta por 5 minutos la cámara de 

flujo laminar, y los materiales que se utilizarán.  

2.4.2.5 Estandarización de las reacciónes de PCR. 

Previamente a la amplificación del gen, se estandarizó la temperatura de fusión (Tm) de los 

cebadores en el termociclador T Professional Gradient (Biometra) (Tabla 9 y Figura 17). 

Componente Cinicial Cfinal Vinicial 

Agua - - 8.75 l 

Tampón 5X 1X 4 l 

MgCl2 25Mm 1.5mM 1.2 l 

dNTPs 2mM 0.2mM 2 l 

Primer Forward 10mM 10pmol 1 l 

Primer Reverse 10mM 10pmol 1 l 

Taq Polimerasa 5U/ l 0.25U/ l 0.05 l 

ADN - 5ng/ l 2 l 

Vfinal   20ul 

Donde: 

Cinicial: Concentración inicial en molares 

Vinicial: Volumen inicial de la disolución 

Cfinal: Concentración final en molares 

Vfinal: Concentración final de la disolución 



   MATERIALES Y MÉTODOS 

61 
 

 Separar el mix de PCR en un tubo de 1.5ml para siete reacciónes con un volumen final de 

140μl, considerando cinco reacciónes para la gradiente de temperatura y una reacción para 

el blanco.  

 Transferir 18 l del tubo mix a cada tubo para PCR de 0.2ml. 

 Añadir 2 l de ADN a cada tubo para PCR de 0.2ml fuera de la cámara de bioseguridad 

excepto al tubo que vendría a ser el blanco. 

 Programar el termociclador T Professional Gradient (Biometra), con la gradiente de 

temperatura de 55°C, 57.5°C, 59.8°C, 65°C y 68°C. 

 El ciclo de amplificación fue de 4 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de 94°C durante 

30 segundos, 55-68°C durante 30 segundos, y 72°C durante 30 segundos, finalizando a 

72°C durante 5min. 

Tabla 9: Sistema del mix de PCR para un volumen final de siete reacciónes. 

 

 

Componente Cinicial Cfinal Vinicial V7 

Agua - - 8.75 l 61.25 l 

Tampón 5X 1X 4 l 28 l 

MgCl2 25Mm 1.5mM 1.2 l 8.4 l 

dNTPs 2mM 0.2mM 2 l 14 l 

Primer Forward 10mM 10pmol 1 l 7 l 
Primer Reverse 10mM 10pmol 1 l 7 l 
Taq Polimerasa 5U/ l 0.25U 0.05 l 0.35 l 

ADN 17.08ng/ l 5ng/ l 2 l - 

Vfinal   20 l 140 l 
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2.4.2.6 PCR para amplificar el gen Amidohidrolasa 

La amplificación del fragmento de la proteasa amidohidrolasa fue realizada en el termociclador T 

Professional Basic (Biometra).  

 Esterilizar la cámara de flujo laminar durante 5 minutos con luz ultravioleta.  

 Preparar el mix de PCR en un tubo de 1.5ml para 5 reacciónes donde una reacción es para 

el blanco y tres reacciónes para la amplificación del gen  con el fin de obtener una alta 

cantidad y concentración del gen aislado.  

 Transferir 18 l del tubo mix a cada tubo para PCR de 0.2ml. 

 Añadir 2 l de ADN a cada tubo para PCR de 0.2ml fuera de la cámara de bioseguridad 

excepto al tubo que vendría a ser el blanco. 

 Programar el termociclador T Professional Basic (Biometra), los ciclos de amplificación 

fueron: 4 minutos a 94°C, seguida de 30 ciclos a 94°C durante 30 segundos, temperatura 

de fusion de los cebadores durante 30 segundos y 72 °C durante 30 segundos, finalizando 

a 72°C durante 5 minutos. 

 

 

Figura 17: Programación de la PCR en gradiente con el termociclador T Professional Gradient 
(Biometra) 
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Tabla 10: Sistema del mix de PCR para un volumen final de 5 reacciónes  

 

2.4.2.7 Electroforesis 

Para visibilizar el tamaño del gen amidohidrolasa se realizó la técnica de electroforesis en gel de 

agarosa, para lo cual primero se alistó el equipo de electroforesis, las muestras de ADN producto 

de la PCR, el marcador de peso molecular (standard), el tampón de carga 6X, el tampón TAE 1X 

(Anexo 3), la solución Sybr Safe que es un componente que se intercala con las bases nitrogenadas 

emitiendo una fluorescencia bajo la luz ultravioleta. Luego se desarrolló el procedimiento de la 

siguiente manera: 

 Se preparó el gel de agarosa al 1% con 1 l de Sybr Safe (Anexo 4) 

 Luego se vertió la mezcla del gel con mucho cuidado en el molde para electroforesis con 

el peine bien puesto y se dejó solidificar. 

 Sé sumergió el gel en la cámara electroforética que contenia tampón TAE 1X y se retiró 

cuidadosamente el peine para que queden libres los pocillos para las muestras. 

 Luego se preparó las muestras mezclando tanto las muestras de ADN como el marcador de 

peso molecular con 8μl de agua destilada y 2μl de tampón para un volumen final de 12 l.  

 Se conectó los cables a la fuente de poder y se aplico un voltaje de 90V durante una hora. 

 Para la visualización del ADN se utilizó el lector de imágenes ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) 

donde se colocó el gel en el transiluminador y se encendió la lámpara de luz ultravioleta (λ 

Componente Cinicial Cfinal Vinicial V5 

Agua - - 8.75 l 43.75 

Tampón 5X 1X 4 l 20 

MgCl2 25Mm 1.5mM 1.2 l 6 

dNTPs 2mM 0.2mM 2 l 10 

Primer Forward 10mM 10pmol 1 l 5 
Primer Reverse 10mM 10pmol 1 l 5 
Taq Polimerasa 5U/ l 0.25U 0.05 l 0.25 

ADN 17.08ng/ l 5ng/ l 2 l - 

Vfinal   20 l 100 l 
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≈ 300 nm), la imagen se observa mediante el programa Imagen Lab TM (Bio-Rad 

Laboratories, Inc.). 

2.4.2.8 Purificación de la Amidohidrolasa 

Para purificar el gen Amidohidrolasa se amplificó el gen y se realizó la electroforesis respectiva. 

Para empezar, se colocó el gel de agarosa en un transiluminador de luz ultravioleta con una 

longitud de onda a 365 m para visualizar  las bandas con el ADN de la amplificación del gen y se 

recortó  rápidamente el gel de agarosa con el ADN, los cuales fueron purificados con el Kit Ilustra 

GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare). El desarrollo del procedimiento se 

observa en la figura 18 y se detalla a continuación:  

 Primero se sumergió los trozos de gel de agarosa con el ADN en 310 l de tampón de 

captura Tipo 3 y se incubó a 60°C hasta que el gel se disolvió.  

 Luego se preparó la columna GFX Micro Spin en un tubo de recolección.  

 Seguidamente se transfirió 610 l de la muestra de captura con los geles disueltos a la 

columna GFX Micro Spin y se dejó a temperatura ambiente durante 1 minuto. 

 Se centrifugó la columna ensamblada a 16000g durante 30 segundos, descartando el eluido 

del tubo de recogida.  

 Se adiciónó 500 l de tampón de lavado Tipo 1 a la columna ensamblada y se centrifugó a 

16000g durante 30 segundos, descartándo el eluido del tubo de recolección.  

 Se traslado la columna GFX Micro Spin a un nuevo tubo de 1.5ml y se adiciónó 30 l de 

tampón de elución Tipo 4.  

 Se centrifugó a 16000g durante 1 minuto y se colectó el eluido que contiene el ADN de la 

Amidohidrolasa purificado en un volumen de 30 l.  
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Figura 18: Proceso de la purificación del gen Amidohidrolasa. 
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2.4.2.9 Secuenciación de la Amidohidrolasa 

La secuenciación de los productos purificados del gen Amidohidrolasa se realizó mediante la 

técnica de Sanger en el Servicio General de Apoyo a la Investigación (SEGAI) de la Universidad 

de La Laguna, Tenerife. 

2.4.2.10 Análisis bioinformático del gen Amidohidrolasa 

Se utilizó el programa Mega VII para revisar el cromatograma de la secuenciación y corroborar la 

similitud de nucleótidos del gen Amidohidrolasa entre los resultados de la secuenciación 

proporciónado por el SEGAI y la secuencia de nucleótidos proporciónado por la anotación RAST.  

2.4.2.11 Clonación  

El procedimiento de clonación del gen Amidohidrolasa se realizó en el sistema vector de clonación 

pGEM-T Vector Sistem I, el cual cuenta con un protocolo que se divide en dos pasos:  

 Ligación: Inserto-Vector  

 Transformación.  

Ligación: Inserto-Vector 

Se refiere a la ligación entre el inserto que viene a ser el gen Amidohidrolasa purificado y el  vector 

pGEM-T Vector Sistem I. El desarrollo del procedimiento fue el siguiente:  

 Se calculó la cantidad de inserto requerido para una proporción de 1:3 (vector:inserto) 

según la siguiente formula:  

  

 

 

 Se centrifugó brevemente el vector pGEM-T y el inserto del ADN control.  

 Se vortexeó vigorosamente el tampón de ligación 2X. 

 Se preparó la reacción de ligación como se muestra en la Tabla 11. 

 Se incubó la reacción de ligación a 4°C durante toda la noche. 
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Tabla 11: Componentes de la reacción de ligación 

Componentes de reacción Reacción 
Estándar 

Control 
Positivo 

Control 
de Fondo 

Tampón de ligación rápida al ADN T4 ligasa 
2X 

5 μl 5 μl 5 μl 

Vector pGEM-T (50 g) 1 μl 1 μl 1 μl 

Productos de PCR X μl - - 

Inserto de ADN control - 2 μl - 

ADN T4 ligasa 3U/ μl 1 μl 1 μl 1 μl 

Agua libre de nucleasas para un volumen final  10 μl 10 μl 10 μl 

 

Transformación 

Para esta fase de la clonación previamente se preparó el  medio SOC (Anexo 7) y las placas de 

Luria Bertani (LB) que contengan ampicilina a una concentración de 100 μg/ml, como se describe 

en el Anexo 6. El desarrollo del procedimiento para la transformación se observa en la figua 19 y 

se describe a continuación: 

 Colocar las células competentes E. coli JM109 en un recipiente con hielo para su 

descongelación.  

 Combinar 2 l de cada reacción de ligación con 50 l de células competentes JM109 

mezclando suavemente en un tubo de 1.5ml y se incubó durante 20 minutos en hielo. 

 Realizar la transformación mediante shock térmico sometiendo la mezcla de la reacción de 

ligación con las células a 42°C durante 1 minuto seguido de 2 minutos en hielo.  

 Realizar la recuperación de las células añadiendo 950 l de medio SOC a temperatura 

ambiente en los tubos con las transformaciónes de reacción de ligación y se dejó incubando 

a 37°C durante 90 minutos con agitación a 150 RPM.  

 Realizar la siembra de las células transformadas, diseminando 100 l en placas con LB más 

Ampicilina, y se dejó a 37°C durante 24 horas. 
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Figura 19: Proceso de la transformación en la clonación del gen amidohidrolasa. 
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2.4.2.12 PCR de colonias clonadas 

Se selecciónarón 5 colonias al azar de la placa con medio LB más ampicilina, estas colonias  fueron 

individualmente inoculadas en 700 l de caldo LB más ampicilina y se incubaron a 37°C durante 

18 horas. El procedimeinto para la PCR de cada colonia fue el siguiente: 

 A partir del cultivo fresco de cada colonia se separó 100 l a nuevos tubos de 1.5ml 

respectivamente y se centrifugó a 6000 RPM durante 10 minutos, descartando el 

sobrenadante. 

 Se añadió 50 l de agua ultrapura al pellet y se llevó a un baño de agua a 100°C durante 5 

minutos luego se centrifugó a 13000 RPM por 5 minutos. Se conservó el sobrenadante y 

se descartó el pellet. 

 Se utilizó 2 l del sobrenadante como ADN molde para cada reacción de PCR,  utilizando 

los cebadores SP6 y T7 del vector pGEM-T para comprobar la transformación en las 

colonias. El sistema de reacción utilizado se describe en la Tabla 12. 

 El ciclo de amplificación fue de 4 minutos de denaturación inicial a 94°C, seguido de 31 

ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos de hibridación a 50°C y 30 segundos de 

extensión a 72°C; y una extensión final de 5min.a 72°C. La electroforesis de las muestras 

se realizó en gel de agarosa al 1% con un voltaje de 90V constante durante 1 hora.  

Tabla 12: Sistema de reacción para la PCR de colonias clonadas 

Componente Cinicial Cfinal Vinicial V7 
Agua - - 8.75 l 61.25 l 

Tampón 5X 1X 4 l 28 l 

MgCl2 25Mm 1.5mM 1.2 l 8.4 l 

dNTPs 2mM 0.2mM 2 l 14 l 

Cebador T7 10mM 10pmol 1 l 7 l 

Cebador SP6 10mM 10pmol 1 l 7 l 
Taq Polimerasa 5U/ l 0.25U 0.05 l 0.35 l 

ADN - - 2 l - 

Vfinal   20 l 140 l 
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2.4.2.13 Extracción del ADN plasmídico por lisis alcalina 

Para extraer al plásmido pGEM-T que contiene al segmento del gen en las células JM109, se utilizó 

el Kit PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega). Para empezar, se selecciónó una única 

colonia clonada que fue inoculado en 5ml de caldo LB (con ampicilina 100 μg/ml) y se cultivó a 

37°C durante 16 horas con agitación vigorosa de 300 RPM. El desarrollo del procedimiento para 

la extracción del ADN plasmídico se observa en la figura 20 y se detalla a continuación: 

 Obtener el pellet de 3ml del cultivo fresco mediante centrifugación a 16000g durante 30 

segundos en un tubo de 1.5ml. 

 Agregar 600μl de tampón TE al pellet y se resuspendió. 

 Agregar 100μl de Cell Lysis Buffer y se mezcló invirtiendo el tubo seis veces hasta que la 

solución viró de color opaco a un azul claro, indicando que la lisis estaba completa.  

 Añadir 350μl de Neutralization Solution fria (4°C) y se mezclo invirtiendo el tubo hasta 

que la solución viró a color amarillo. 

 Centrifugar a 16000g durante 3 minutos y se alistó la minicolumna Pure Yield con su tubo 

de colección.  

 Transferir 800μl del sobrenadante a la minicolumna y se centrifugo a 16000g durante 15 

segundos.  

 Descartar el eluido y añadir 200μl Endotoxin Removal Wash a la minicolumna y se 

centrifugó a 16000g durante 15 segundos.  

 Descartar el eluido y añadir 400μl Column Wash Solution a la minicolumna y se centrifugó 

a 16000g durante 15 segundos.  

 Transferir la minicolumna a un tubo de 1.5ml y agregar 30μl de Elution Buffer directamente 

al centro de la matriz de la minicolumna e incubar a temperatura ambiente durante un 

minuto.  

 Centrifugar a 16000g durante 15 segundos para eluir el ADN plasmidico.  

 Almacenar el ADN plasmídico a -20°C hasta su uso en posteriores procedimientos. 
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Figura 20: Procedimiento de la extracción del ADN plasmídico por lisis alcalina 
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2.4.2.14 Secuenciación de la Amidohidrolasa clonado 

Para asegurar la clonación del gen amidohidrolasa y conocer en que orientación ingreso el gen en 

el plásmido pGEM-T, se envió un volumen de 10μl a una concentración de 5 g/μl del producto 

de la extracción del ADN plasmídico clonado al Servicio General de Apoyo a la Investigación de 

la Universidad de La Laguna (SEGAI) para su respectiva secuenciación. Los resultados de este 

paso fueron analizados con el programa MEGA 7 donde se alinearon las cadenas nucleotídicas 

sentido y antisentido del gen de la amidohidrolasa con los resultados de secuenciación del plásmido 

con el cebador T7 y el cebador SP6 del vector. 

2.4.2.15 Criopreservación de células clonadas 

Las cepas clonadas con el inserto amidohidrolasa fueron criopreservados para un uso posterior en 

tubos de 2ml de capacidad. El procedimiento fue el siguiente: 

 Realizar un cultivo fresco de las cepas bacterianas clonadas en 5ml de caldo LB con 

ampicilina durante 16 horas a 37°C con agitación vigorosa a 300 RPM.  

 Añadir 160 μl del cultivo fresco en cada tubo de 2ml. 

 Añadir 40μl de glicerol estéril al 20%.  

 Invertir los tubos para homogenizar la mezcla.  

 Finalmente, almacenar los tubos a -80 °C. 
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CAPITULO III 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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3.1 RESULTADOS   

3.1.1 ORGANIZACIÓN DE LAS SECUENCIAS CRUDAS DE ADN DE C. salexigens. 

De la organización de las secuencias se reporta los informes elaborados por las herramientas 

bioinformáticas FastQC, Trimmomatic y Quast. 

En la Tabla 13, se muestra el resultado del estado de las secuencias crudas producto de la 

secuenciación masiva, donde el programa FastQC, analizó los archivos .fastq Forward y .fastq 

Reverse, revelando el estado de las secuencias en once parámetros de calidad mediante tres 

diferentes iconos de color: el Rojo representa un estado dañado de la secuencia, el Amarillo 

representa un estado alarmante de la secuencia y el Verde representa un estado bueno de la 

secuencia.  

Tabla 13: Parámetros de calidad de las secuencias Forward y Reverse con el programa FastQC 

N° Parámetros de calidad Estado 
Forward Reverse 

1 Estadísticas básicas 
  

2 Calidad de la secuencia por base 
  

3 Calidad de la secuencia por línea 
  

4 Puntuación de calidad por secuencia 
  

5 Contenido por base secuenciada 
  

6 Contenido de GC en la secuencia  
  

7 Contenido de N por base 
  

8 Distribución de la longitud de la secuencia 
  

9 Niveles de duplicación de secuencias 
  

10 Secuencias sobre-representadas 
  

11 Contenido de adaptadores 
  

Leyenda: 
 

 

 

Estado bueno de la secuencia   

 Estado alarmante de la secuencia 
 Estado dañado o peligroso de la 

secuencia 
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 Los parámetros de análisis con icono verde son cinco, las cuales no requerirán de alguna 

corrección ya que su estado es bueno, estas son:  

1) Las estadísticas básicas, donde el programa describió detalles generales de la secuenciación 

como el número total de secuencias, el porcentaje de GC, el nombre del fichero original se 

secuenciación, (Tabla 14). 

Tabla 14: Estadísticas básicas del archivo forward 

Características Valores 
Nombre del archivo forward pe_1_S15_L001_R1_001.fastq  
Encoding  Sanger / Illumina 1.9  
Total de secuencias  594952 lecturas  
Secuencias marcadas como de baja calidad  0  
Longitud de secuencias  35-301 pb  
%GC  62 

2) La puntuación de calidad por secuencia, que permitió ver si algún conjunto pequeño de 

secuencias tiene baja calidad. 

3) El contenido de N por base, que representa la indeterminación de bases a lo largo de las 

lecturas. 

4) Los niveles de duplicación de secuencias, este parámetro está relaciónado con la redundancia 

de las lecturas. 

5) El contenido de adaptadores, que revela la presencia de una posible contaminación ya sea 

durante el aislamiento o durante el procesaciemiendo del genoma en estudio.  

 Los parámetros de análisis con icono amarillo son dos, las cuales no requerirán de 

alguna corrección ya que su estado es aceptable, estas son:  

1) La distribución de la longitud de la secuencia, representa la distribución en la longitud de las 

secuencias, en este caso todas las secuencias no tienen el mismo tamaño, sin embargo, el 

porcentaje es aceptable.  

2) Las secuencias sobre-representadas, son las secuencias de adaptadores o cebadores que suelen 

restar de la secuenciación masiva, no siempre indica presencia de agentes externos a la 

secuencia.  

 Los parámetros que presentan iconos rojos son cuatro,  los cuales fueron tratados con 

el software Trimmomatic con la finalidad de mejorar la calidad de las secuencias. 
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1) Calidad de la secuencia por base: Da a conocer la calidad de las secuencias mediante el Intervalo de calidad Phred que va de 0-

40, donde cifras menores a 20 expresan una mala calidad, entre 20-28 es aceptable y superiores a 28 indica buena calidad. En la figura 

21, se observa la calidad de la secuencia forward y reverse producto de la secuenciación con la plataforma Miseq-Illumina. La grafica 

de la secuencia Forward revela que a partir de 270pb el intervalo de calidad decae de 20 – 11 Phred, y  la gráfica de la secuencia Reverse 

revela que a partir de 230pb el intervalo de calidad es de 10 - 6 Phred. 

 

 

Figura 21: Calidad de las secuencias crudas de Forward y Reverse. El eje Y es el intervalo de calidad Phred, el eje X son los pb de la
secuencia. Fuente: FastQC 
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2) Calidad de la secuencia por azulejo: Este parámetro se evidencia cuando la plataforma de secuenciación es Illumina, los gráficos 

de la figura 22 revelan pérdidas de calidad de las secuencias en algunas celdas donde se observa tonos cálidos como rojo, naranja y 

amarillo, lo ideal es que las celdas se muestren de un color azul uniforme. 

 

 

 

 

Figura 22: Calidad de las secuencias crudas por celda de flujo. 
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3) Contenido de bases en la secuencia: Representa el porcentaje de las 4 bases nitrogenadas a lo largo de las secuencias. En la figura 

23 se observa que las lineas azul (C), negro (G), rojo (T) y verde (A) se presentan como un ruido al inicio de ambas secuencias, 

esto puede deberse a la presencia de adaptadores como parte del procedimiento de la secuenciación, recién a partir de 20pb las 

lineas de ambas secuencias se mantienen constantes hasta el final, en el caso de la secuencia forward se separan a partir de 300pb, 

de la secuencia reverse se observa separación de las lineas azul y negro desde los 200pb y las lineas verde y rojo desde las 275 pb. 

 

 

 

 

Figura 23: Contenido de bases nitrogenadas en las secuencias crudas Forward y Reverse. 
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4) Contenido de GC en la secuencia: Representa la proporción de guanina mas citocina en las secuencias. En la figura 24 se observa 

dos lineas en forma de campana, una roja y otra azul que muestran gran similitud para ambas secuencias. La linea roja representa al 

valor de las lecturas trabajadas y la linea azul representa al valor teórico, ambos valores coinciden en G+C = 63%. 

Figura 24: Contenido de G+C en la secuencias crudas de Forward y Reverse. 
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De  acuerdo a estos resultados del análisis de las secuencias crudas analizadas por el programa 

FastQC, se realizarón las correcciónes de las secuencias mediante el Trimming (recorte de 

secuencias), reportandose una mejora considerable en los parámetros de: calidad de la secuencia 

por línea, contenido por base secuenciada y contenido de GC por secuencia, (Tabla 15), cabe 

menciónar que al momento de realizar el trimming se tuvo severo cuidado con los cortes para evitar 

la perdida de información. El contenido de Guanina y Citocina (GC) en la secuencia, se observó 

que el valor teórico es compatible con el valor de las lecturas trabajadas, no ha de variar con los 

recortes; la calidad de secuencia por línea mantiene el porcentaje de error, esto demuestra que el 

origen de contaminación es de origen especifico, ya que este parámetro analiza los problemas que 

han podido suceder durante la reacción de la secuenciación (Por ejemplo, déficit en la 

manipulación del reactivo), el quinto parámetro revela que los cortes no fueron demasiados y que 

aún se mantienen ligeras superposiciónes de bases, pero que ahora se encuentran en los extremos, 

el parámetro 8 indica que el tamaño de las secuencias aun difieren de tamaños, pero en proporción 

aceptable. Por otro lado, los demás parámetros presentan estados buenos de la secuencia.  

Tabla 15: Parámetros de calidad de las secuencias Forward y Reverse después del Trimming 

N° Parámetros de calidad Estado 
Forward Reverse 

1 Estadísticas básicas 
  

2 Calidad de la secuencia por base 
  

3 Calidad de la secuencia por línea 
  

4 Puntuación de calidad por secuencia 

5 Contenido por base secuenciada 
  

6 Contenido de GC por secuencia  
  

7 Contenido de N por base 
  

8 Distribución de la longitud de la secuencia 
  

9 Niveles de duplicación de secuencias 
  

10 Secuencias sobre-representadas 
  

11 Contenido de adaptadores 
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En la figura 25 se revela la calidad de secuencias después del Trimming, el primer gráfico con la calidad de secuencia Forward muestra 

una calidad constante de izquierda a derecha, de igual manera para el segundo gráfico con la calidad de secuencia Reverse, ambos 

presentan un índice de Phred por encima de 20.  

 

 

 

Figura 25: Calidad de las secuencias, después del Trimmimg según el índice de Phred. 
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Con estas correcciónes en las secuencias crudas, se garantiza una mejor calidad de resultados para 

los siguientes procesos, como el ensamblaje y la posterior anotación. Para ello, el software 

Trimmomatic proporciónó un archivo de salida importante para cada secuencia: 

 Secuencia Forward - pe-1_S15_L001_R1_PE.fastq  

 Secuencia Reverse - pe-1_S15_L001_R2_PE.fastq 

3.1.2 CALIDAD DEL ENSAMBLE DE LAS SECUENCIAS DEL GENOMA C. salexigens 

MP25462 

Los resultados que se obtuvo del programa de calidad de ensambles QUAST se presentan en la 

tabla 16, estos datos dan a conocer las características del genoma ahora ensamblado, siendo la 

longitud del genoma de 3 712 216 pb, con un contenido de guanina mas citocina (G + C) del 64 

%, asimismo comprende 42 contigs con los siguientes parámetros: el contig mas grande mide 491 

015 pb, el  N50 es la longitud del contig que se encuentra en la mitad del total genómico y mide 

447 080 pb, el N75 es la longitud del contig que se encuentra en el 75% del tamaño total del 

genoma y mide 169 102 pb, el L50 es 4 y se refiere al número de contigs cuya longitud sumada es 

el N50, L75 es 8 y se refiere al número de contigs cuya longitud sumada es el N75, el número de 

Ns (enes)  es cero, se refiere a la sustitución de un nucleótido indeterminado por una llamada N, 

ya que carece de confianza de asignación de base.  

La evaluación del ensamblado genómico revela que el programa SPAdes es destacado para 

ensambles genómicos ya que presenta una baja cantidad de contigs y además no contiene Ns que 

es un parámetro exigente de confianza.  

Tabla 16: Parámetros de calidad del genoma ensamblado de C. salexigens MP25462  

Parámetro de calidad Pares de bases (pb) 
Largo total del genoma 3 712 216 
Número de contigs 42 
Contig más grande 491 015 
N50 447 018 
GC (%) 63,99 

Desajustes  
# N's 0 
# N por 100 kpb 0 
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3.1.3 ANOTACIÓN DEL GENOMA C. salexigens MP25462 CON EL SERVIDOR RAST. 

El análisis funciónal del genoma completo de la cepa MP25461 se obtuvo a las 48 horas de haber 

subido las secuencias organizadas en archivo fasta al servidor RAST, el cual predice un contenido 

de G + C del 64%, 3400 genes codificantes incluyendo 69 secuencias que codifican ARN.  

Los 3400 genes codificantes fueron organizados en 486 subsistemas. Los subsistemas son 

agrupaciónes de genes que realiza el servidor RAST en función de sus propiedades biológicas, por 

ejemplo, el número de genes que codifica a proteínas de la pared celular, genes de virulencia, genes 

implicados en la respiración, la respuesta al estrés, la motilidad, división celular, el metabolismo 

de diferentes proteinas, etc., (Tabla 17) (Figura 26). 

A cerca de la cobertura de los genes, el 60% esta dentro de los subsistemas y el 40% no está dentro 

de los subsistemas. Los genes que estan dentro de los subsistemas son 2025, de los cuales 1909 

son genes no hipotéticos y 116 genes hipotéticos. Los genes que no estan presentes en los 

subsistemas son 1375, de ellos 779 son genes no hipotéticos y 596 son genes hipotéticos.  

Se encontró una alta proporción de genes que codifican para el metabolismo de proteínas, 263 

genes implicados, de los cuales 25 genes se asocian a proteínas plegables, 4 genes a 

selenoproteínas, 173 genes implicados en la biosíntesis de proteínas, 24 genes en el procesamiento 

y modificación de proteínas y 37 genes en la degradación de proteínas. Además, se encontró que 

una gran cantidad de genes están involucrados en el mecanismo de transporte de membranas y el 

metabolismo de carbohidratos, lípidos y ácidos grasos.  Mientras que los genes involucrados en el 

metabolismo de compuestos aromáticos, azufre, fosforo, nitrogeno, hierro y potasio, fueron menos 

abundantes.  
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Tabla 17: Número de genes agrupados en 27 funciónes de los subsistemas. 

N° Funciónes de los subsistemas Número de genes 

01 Cofactores, vitaminas, grupos prostéticos, pigmentos 268 

02 Pared celular y cápsula 133 

03 Virulencia, enfermedad y defensa 62 

04 Metabolismo del potasio 23 

05 Fotosíntesis 0 

06 Misceláneo 79 

07 Fagos, profagos, elementos transponibles, plásmidos 20 

08 Transporte de membrana 203 

09 Adquisición de hierro y metabolismo 17 

10 Metabolismo de ARN 199 

11 Nucleósidos y nucleótidos 107 

12 Metabolismo de proteínas 263 

13 División celular y ciclo celular 32 

14 Motilidad y quimiotaxis 83 

15 Regulación y señalización celular 93 

16 Metabolismo secundario 4 

17 Metabolismo del ADN 95 

18 Ácidos grasos, lípidos e isoprenoides 141 

19 Metabolismo de nitrógeno 26 

20 Dormancia y esporulación 2 

21 Respiración 131 

22 Respuesta al estrés 163 

23 Metabolismo de los compuestos aromáticos 39 

24 Aminoácidos y derivados 364 

25 Metabolismo de azufre 33 

26 Metabolismo del fósforo 42 

27 Carbohidratos 395 
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3.1.4 DESCRIPCIÓN DE PROTEASAS DEL GENOMA DE C. salexigens MP25462. 

El servidor RAST predijo los genes utilizando diversas tuberias de información en su base de 

datos, que se basa en alinear mediante algoritmos el genoma ensamblado con otros genomas ya 

descritos, considera la longitud de los genes, sitios conservados, secuencias palindrómicas de 

algunas secuencias, hasta obtener una imagen mas resuelta de la anotación, es asi que predijo 263 

genes que codifican para el metabolismo de proteínas de C. saligens MP25462 y mediante la 

exploración del archivo de descarga disponible Excel .xls, se logró identificar manualmente y 

usando la clasificación enzimatica, los 36 genes que codifican varios tipos de proteasas en el 

genoma de C. salexigens, según la clasificación de la Enzyme Comision EC,  se subdividio en 

endopeptidasa y exopeptidasas (Anexo 1) 

Figura 26: Anotación del genoma C. salexigens MP25462 con el servidor RAST. 
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3.1.4.1 Endopeptidasas 

Dentro de la clasificación del grupo de las endopeptidasas, se obtuvo 9 proteasas de tipo serina 

(Figura 27), 2 proteasas de tipo aspartil (Figura 28), 9 proteasas de tipo metalo (Figura 29) y 1 

proteasa de tipo treonina (Figura 30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Serin proteasas

E.C. 3.4.21.53 / S16 Proteasa Lon dependiente de 
ATP Tipo I Ficha 1

E.C. 3.4.21.83 Proteasa II u Oligopeptidasa B Ficha 2

EC 3.4.21.88 Represor de respuesta SOS y proteasa 
LexA Ficha 3

EC 3.4.21.89 Peptidasa de señal I Ficha 4

EC 3.4.21.92 Proteasa de Clp Ficha 5

EC 3.4.21.102 Proteasa carboxilo terminal Ficha 6

EC 3.4.21.- Proteasa DegQ Ficha 7

EC 3.4.21.- Proteasa Sohb Ficha 8

EC 3.4.21.- Peptido señal peptidasa SppA Ficha 9

Aspartil proteasas
EC 3.4.23.36 Peptidasa señal II Ficha 10

EC 3.4.23.43 peptidasa líder (peptidasa prepilina) Ficha 11

Figura 28: Endoproteasas de tipo serina encontradas en el genoma de C. salexigens MP25462 

Figura 27: Endoproteasas de tipo aspartil encontradas en el genoma de C. salexigens MP25462 
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Metaloproteasas

EC 3.4.24.27 Termolisina Ficha 12

EC 3.4.24.55 Precursor de la proteasa III Ficha 13

EC 3.4.24.70 Oligopeptidasa A Ficha 14

EC 3.4.24. Proteina FtsH Ficha 15

EC 3.4.24. Proteina htpX Ficha 16

EC 3.4.24. Proteina FtsZ Ficha 17

EC 3.4.24. Hidrolasa CocE / NonD Ficha 18

EC 3.4.24 Proteasa RseP Ficha 19

Metaloproteasa de la familia M48, bepA
(anteriormente yfgC) Ficha 20

Treonina proteasa Proteasa de ClpX dependiente de ATP Proteasa 
hslU - HslV Ficha 21

Figura 29: Endoproteasas de tipo metalo encontradas en el genoma de C. salexigens MP25462 

Figura 30: Endoproteasas de tipo treonina encontradas en el genoma de C. salexigens MP25462 
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3.1.4.2 Exopeptidasas 

Dentro de la clasificación del grupo de las exopeptidasas, se obtuvo 7 proteasas de tipo 

aminopeptidasa (Figura 31), 7 proteasas de tipo carboxipeptidasa (Figgura 32) y 1 proteasa de tipo 

omegapeptidasa (Figura 33), dentro del genoma de C. salexigens. Diversas amino y 

carboxipeptidasas se encuentran presentes en este genoma, responsables de la escición de cualquier 

aminoácido N- terminal o C-terminal adyacente a un residuo de Prolina, Metionina, Aspartil, 

Histidina, Serina. En su mayoría están descritas en mamíferos, plantas, hongos, parásitos, 

bacterias, etc.  

 

 

Aminopeptidasas

EC 3.4.11.1 Leucil aminopeptidasa Ficha 22

EC 3.4.11.2 Aminopeptidasa N Ficha 23

EC 3.4.11.9 Xaa-Pro aminopeptidasa Ficha 24

EC 3.4.11.18 Metionina aminopeptidasa Ficha 25

EC 3.4.11.21 Aspartil aminopeptidasa Ficha 26

EC 3.4.11.25 Beta-peptidil aminopeptidasa Ficha 27

EC 3.4.19.5 Isoaspartil dipeptidasa Ficha 28

Figura 31: Exoproteasas de tipo amino encontradas en el genoma de C. salexigens MP25462 
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Carboxipeptidasa

EC 3.4.15.6 Cianoficinasa Ficha 29

EC 3.4.13.3 Aminoacil-histidina dipeptidasa Ficha 30

EC 3.4.13.22 D-alanil-D-alanina dipeptidasa Ficha 31

EC 3.4.13.19 Dipeptidasa de membrana Ficha 32

EC 3.4.13.9 Xaa-Pro dipeptidasa o Prolidasa Ficha 33

EC 3.4.16.4 D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa Ficha 34

Amidohidrolasa Ficha 35

Omegapeptidasa EC 3.4.19.5 Isoaspartil dipeptidasa Ficha 36

Figura 32: Exopeptidasas de tipo carboxi encontradas en el genoma de C. salegigens MP25462 

Figura 33: Exopeptidasas de tipo omega eencontradas en el genoma de C. salegigens MP25462 
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3.1.5 DESCRIPCIÓN DE LA PROTEASA AMIDOHIDROLASA 

A partir de la descripción de las proteasas obtenidas se aisló por técnicas moleculares la proteasa 

Amidohidrolasa de C. salexigens MP25462, esta proteasa se ubica en la hebra sentido del ADN, 

inicia en el nucleótido 134947 y termina en el nucleótido 136098 teniendo una longitud 1151pb 

(Figura 36) que se traducen en 383 aminoacidos (Figura 35). Esta molecula tiene un peso de 41.15 

Kda. La cobertura de la secuencia del gen amidohidrolasa en el genoma resulto de 19.6x. El gen 

amidohidrolasa esta flanqueado por el extremo 5’ por la proteína que contiene el dominio 

DUF2489 (naranja) y por el extremo 3’ por  la proteína OmpA/MotB (verde). La proteína que 

contiene el dominio DUF2489 tiene un tamaño de 462pb que se traduce en 134 aminoacidos, el 

espacio intergenico entre esta proteína y la proteína amidohidrolasa comprende 23pb. La proteína 

OmpA/MotB tiene un tamaño de 885pb que se traduce en 295 aminoácidos, el espacio intergenico 

entre esta proteína y la proteína amidohidrolasa comprende 264pb (Figura 34)  

 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.3228 Peptidasa M20D, amidohidrolasa 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 
MNEAFLSLTPAQIRHRLHAAPELSGQETETARRVAGWLEQAGATRIVTGLGGHGVAGVFAGT
LPGPRVMFRAELDGLPIDETAEIAWKSTCEHVAHSCGHDGHMAVLLGLAQRLAEQPPTHGET
VLLFQPSEETGRGAREVVESSRFEEIAPDHVYALHNLPGKPLGEVSVREGAMTCASRGLIIR
LNGLCAHAAHPEQGRNPALAMCRILQGLKRLPQQLPDDQGLVMVTLIHARLGEVAFGTSPGQ
AEVMATLRTEDDAMMRALAEASVALARAEAEEDDLGIEIDWCDVFQATRNHPAAVASIREAA
RSLDMPLTALPEAHRWSEDFGWLAAQGQGALLTLGAGERCLPLHNPGYDFPDALLDTGIALF
ERLVRLHQSDG 

Figura 34: Ubicación en el genoma de la proteína Amidohidrolasa de C. salexigens MP25462 

Figura 35: Secuencia de aminoácidos en formato FASTA de la Amidohidrolasa de C. salexigens 
MP25462. 
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Según la base de datos de Merops la proteasa Amidohidrolasa pertenece al grupo de las peptidasas 

M20D, miembros de la familia M20, estas enzimas requieren dos iones metal para su actividad 

catalítica, además se describe a la cisteina como residuo en el sitio activo, lo cual las diferencia de 

otras peptidasas M20D (Bitto et al., 2009). 

Las amidohidrolasas tienen fama de tener actividades promiscuas debido a cierta afinidad por 

varias especificidades de sustrato convirtiéndola en una enzima generalista multifunciónal., 

altamente evolutivo y con una alta diversidad conformaciónal (Barba et al., 2013), para ello, se 

demostró que la perdida del ion metalico y el reordenamiento del sitio activo permite a la enzima 

cambiar drásticamente su mecanismo catalítico por lo cual puede degradar nuevos compuestos por 

ejemplo molinato y las diuron hidrolasas, de esta manera confirmaron que las alteraciónes del 

metal nativo de esta metaloenzima impulsa actividad promiscua (Sugrue et al., 2015). Debido a 

ello, estás enzimas están emergiendo como un activo popular y valioso en el campo de la 

enzimología para estudiar las relaciónes estructura-función y la evolución (Liu & Huo, 2014). 

>fig|6666666.597456.peg.3228 Peptidasa M20D, amidohidrolasa 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 
atgaacgaggcatttttgtcgctgacgccggcccagattcgtcatcggctgcatgccgcgccg
gagctgtcagggcaggaaaccgaaacggcccgccgggtggcgggctggctcgagcaggcgggg
gcgacacgcatcgtcaccggtctgggtggtcatggcgtggccggggtgttcgcgggcaccttg
ccggggccgcgcgtcatgttccgtgccgaactcgatggcttgcccatcgacgagaccgcggaa
atcgcctggaaatcgacctgtgagcacgtggcgcacagttgtggccatgacgggcacatggcg
gtattgctcggattggcgcagcgcctggcggagcagccgccgacgcatggcgaaacggtgctg
ctgtttcagccttcggaggaaaccgggcgtggcgcccgcgaggtggtggaatcatcgcgtttc
gaggaaatcgctcccgatcatgtatatgcactgcacaatctgcccggcaagccgttgggagag
gtgtcggtgagagagggcgccatgacctgcgcctcgcgagggctgatcatccggctcaacggc
ttgtgcgcgcatgcggcacacccggagcagggccgcaacccggcgctggcgatgtgccggatt
ctgcagggtctcaagcggttgccccagcaactgcccgacgatcaagggctggtcatggtcacg
ctgatccacgcgcgattgggcgaggtcgccttcggtacgtcgccggggcaggccgaggtcatg
gccacgttgcgcaccgaggatgacgccatgatgcgcgcgctggcggaggcctcggtggcgctt
gcgcgggccgaagcggaggaggacgacctggggatcgagatcgactggtgcgatgtctttcag
gccacgcgcaatcatcccgccgccgttgcctcgattcgcgaagccgcccggtcgctggacatg
cccttgacggcgctgcccgaggcccaccgctggtcggaagacttcggctggctggccgcgcag
gggcagggtgcgctgttgaccctgggcgccggcgagcggtgcctgccgctgcacaaccccggc
tacgactttccggatgccctgctggacacgggaatcgcgttgttcgagcgcctggtgaggctc
catcagtcggatggctga 
 

Figura 36: Secuencia de nucleótidos en formato FASTA del gen Amidohidrolasa de C. 
salexigens MP25462. 



       RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

92 
 

3.1.5.1 Modelamiento estructural de la proteasa Amidohidrolasa MP25462 

Mediante el software I-Tasser se predijo el modelado estructural de la proteina en estudio, el 

programa baso su diseño según la base de datos que tiene de todas las plantillas de cristalografías 

que existen en el PDB. El resultado obtenido fue un modelado estructural con alta similaridad con  

la proteína  de código PDB 4ewtA que corresponde a la estructura cristalina de una 

Aminohidrolasa de Staphylococcus aureus COL traducida por el SACOL0085, con un índice de 

covertura 0.984 y TM- score de  0.980 (valores igual a 0.96 ± 0.05 lo cual indica una topología 

correcta), donde la cristalografía del gen amidohidrolasa reveló que dicha molecula tiene dos iones 

Mn+2 unidos en el sitio activo. Además, posee una característica distintiva que es la disposición 

cuaternaria homotetramérica en forma de mariposa con extensas interacciónes entre subunidades. 

La comparación de estas cuatro unidades monomericas del tetramero mostro variaciónes en la 

orientación entre dominios, lo cual podría ayudar a los movimientos de dominio y podría 

desempeñar un papel en la regulación de la actividad catalitica (Girish et al., 2013). 

Las 10 proteínas estructuralmente cercanas al modelado de la proteasa Amidohidrolasa MP25462 

se muestran en la Tabla 18. Entre ellos se encuentran proteínas cristalizadas de Staphylococcus 

aureus subsp. aureus COL (Girish et al., 2013), Arabidopsis thaliana (Levin et al., 2007), Bacillus 

subtilis (Minasov et al., 2005), Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu50 (Joint Center for 

Structural Genomics, 2011), Pseudomonas sp. RS-16 (Rowsell et al., 1997), Corynebacterium 

striatum (Natsch & Emter, 2020), Shigella flexneri 2a str. 301 (Osipiuk et al., 2021), Bacillus 

cereus ATCC 10987 (Joint Center for Structural Genomics, 2009), Escherichia coli (Badger et al., 

2005) y Legionella pneumophila subsp. pneumophila str. Filadelfia 1 (Joint Center for Structural 

Genomics, 2010). 
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Tabla 18: Proteinas estructuralmente cercanas al modelado de la Amidohidrolasa    MP25462 

 PDB 
ENCONTRADO ORGANISMO COV Puntuación 

TM 
1 4ewtA Staphylococcus aureus subsp. aureus COL 0.984 0.980 

2 2q43A Arabidopsis thaliana 0.937 0.867 

3 1ysjA Bacillus subtilis 0.911 0.861 

4 3rzaA Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu50 0.911 0.809 

5 1cg2A Pseudomonas sp. RS-16 0.935 0.805 

6 6slfA Corynebacterium striatum 0.977 0.800 

7 7lgpA Shigella flexneri  0.927 0.799 

8 3gb0A Bacillus cereus ATCC 10987 0.901 0.794 

9 1vixA Escherichia coli 0.909 0.790 

10 3pfeA Legionella pneumophila subsp. 
pneumophila  

0.953 0.787 

 Puntuación TM: clasifica a las proteínas alineando la estructura de consulta y las estructuras 

conocidas en la biblioteca de PDB. Puntuación TM igual a 0.96 ± 0.05 mide la similitud 

estructural. 

 Cov: representa la cobertura de la alineación por Puntuación TM y es igual al número de 

residuos alineados estructuralmente dividido por la longitud de la proteína de consulta. 

Las características de la estructura proteica de Amidohidrolasa MP25462 se describen a 

continuación, contiene trece cadenas con disposición β-plegada intercaladas entre diez  α- hélice. 

La secuencia comienza a partir del extremo N-terminal con dispocision α-helice desde el Aac. 3-

19 ; 28-40, avanzando hasta la disposición β-plegada con el Aac 45-47 ; 54-60 ; 67 -71, 

continuando hasta la α-helice desde el 101 – 116 seguido de una β-plegada 123-128 continua α-

helice 137- -143 avanzando hasta la β-plegada 154 -158 ; 167 – 171 ; 175 – 177 seguido de α-

helice 182 – 190 ; 204 – 219 seguida de β-plegada 228 – 236 ; 248 – 256 continua la α-helice desde 
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260 – 281, luego sigue la β-plegada 284 – 291 ; 297 – 298 continua la α-helice 300 – 314 luego la 

β-plegada 318 -319, seguido de una α-helice 327 – 336, y ya llegando al extremo C- terminal esta 

la β-plegada 339 – 344 y por ultimo la α-helice desde 362 – 381. En la figura 37 se aprecia el 

modelamiento final de la estructura otorgado para la proteasa Amidohidrolasa, las estructuras 

secundarias se visualizan en dos colores, esta la α-helice con el color rosado y la β-plegada de 

color naranja. El modelado de la proteasa Amidohidrolasa obtuvo puntajes muy altos en cuanto la 

confianza, similitud y precisión en el alineamiento estructural, demostrando que la proteína existe. 

Figura 37: Modelamiento de la estructura de la proteína Amidohidrolasa MP25462 con el 
programa I-TASSER 
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Dentro de la inerfaz de I-TASSER se obtuvo la predicción de funciónalidad de la proteasa 

Amidohidrolasa MP25462 comparándola estructuralmente con las proteínas cristalizadas 

contenidas en PDB. La peptidasa 4ewtD de Staphylococcus aureus subsp. aureus COL resultó ser 

muy similar en cuanto a la conformación de los sitios de unión al ligando, ubicando a los residuos 

del sitio de unión al ligando en C98 (Cisteina), E133 (ácido glutamico), H354 (Histidina) y E132 

(ácido glutamico) como sitio activo, además se revela un ion de Mn+2 , centro metálico 

mononuclear, donde el sustrato se activará mediante transferencia de protones desde el sitio activo, 

y el agua se activará mediante ligadura de metales y catálisis de bases generales. Entonces se define 

la topología del sitio activo y la composición de ligandos de la proteasa Amidohidrolasa C. 

salexigens MP25462 similar a la de Staphylococcus aureus subsp. aureus COL.  

 

Figura 38: Visualización de los sitios de unión a los ligandos de Manganeso y sitio activo de la 
Amidohidrolasa MP25462 con el programa I-Tasser. 
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3.1.6 DISEÑO DE CEBADORES 

Las secuencias diseñadas para el cebador sentido fue  5´ GGTCTGGGTGGTCATGGC 3´ que 

inicia en el nucleótido 145 hasta el nucleótido 162 y su Tm es de 62°C denominado AMD1F y 

para el cebador antisentido fue 5´CATCCGACTGATGGAGCCTC 3´que inicia en el nucleótido 

1147 hasta el nucleótido 1128 y su Tm es de 60°C denominado AMD1R (Tabla 19), esta pareja 

de cebadores amplificó un fragmento de ADN de 1003pb que pertenece al gen amidohidrolasa 

(Figura 39).  

Tabla 19: Especificaciónes del diseño de los cebadores.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ID POSICIÓN SECUENCIA DE CEBADORES Tm (C°) 

AMD1F 145-162  5´GGTCTGGGTGGTCATGGC 3´ 62°C 

AMD1R 1147-1128 5´CATCCGACTGATGGAGCCTC 3´ 60°C 
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Figura 39: Secuencia del gen amidohidrolasa, donde se señalan los cebadores AMD1F y AMD1R 
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3.1.7 RECUPERACIÓN A PARTIR DE LA CRIOPRESERVACIÓN DE C. salexigens 

MP25462 

La cepa MP25462 se recuperó en medio liquido SW al 15% de NaCl al cabo de las 18 horas 

observándose turbidez de color ámbar (Figura 40-A), el cultivo fresco fue utilizado para la 

extracción del ADN genómico y para sembrar en agar con SW al 15% de NaCl, observándose a 

las 48 horas las colonias blanquecinas, cremosas, convexas y circulares (Figura 40-B).  

 

 

 

 

 

 

 

3.1.8 AISLAMIENTO DEL ADN GENÓMICO DE C. salexigens MP25462.  

El ADN aislado y purificado de Chromohalobacter salexigens se obtuvo en un volumen de 30 l 

y se cuantifico en el nanoespectrofotómetro y en gel de agarosa. Para la cuantificación al 

nanoespectrofotómetro se utilizó un volumén de muestra de 2μl de ADN genómico, los parámetros 

de cuantificación se aprecian en la tabla 20. 

Tabla 20: Valores de la cuantificación del ADN genómico de Chromohalobacter salexigens. 

Concentración 17.08 g/ l 
A260 0.342 

260/230 0.66 
260/280 2.21 

 

A B 

Figura 40: A. Cultivo fresco de C. salexigens MP25462 en medio liquido SW al 15% de NaCl.  B. 
Colonias de C. salexigens MP25462 en Agar SW al 15% de NaCl.  
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Para la cuantificación en gel se preparó la agarosa al 1%, se uso un volumén de muestra de 2 μl 

del ADN purificado y se uso el marcador molecular Lambda HindIII (Estándar o Std), con ayuda 

del programa Image Lab se visualizó y determinó la concentración del ADN purificado el cual fue 

de 9.45 g/ l, además, el fabricante recomienda que la banda del ADN genómico este por encima 

de un tamaño de 20000pb, como se evidencia en la figura 41. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.9 ESTANDARIZACIÓN DE LA PCR PARA LA AMPLIFICACIÓN DEL GEN 

AMIDOHIDROLASA 

Para la amplificación del gen amidohidrolasa se realizó la estandariazación de la temperatura de 

hibridación en la PCR utilizando los cebadores AMDF1 y AMDR1, se tomó en cuenta las 

temperaturas de hibridación de cada cebador al presentar AMDF1 62°C Y AMDR1 60°C y se opto 

por realizar un gradiente térmico de hibridación con las temperaturas que van desde 52, 54.9, 58.1 

Figura 41: Cuantificación en gel del ADN genómico de C. salexigens, Carrril 1: Estándar Lambda 
HindIII 23kb (Bioline), Carril 2: Muestra de ADN genómico, Carril 3: Muestra blanco 
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hasta 61°C.  Como resultado, la PCR en gradiente amplificó a 52°C y 54.9°C una sola banda de 

aproximadamente 1000pb que pertenece al gen en estudio (Figura 42), revelando que la 

temperatura optima de hibridación es de 53°C.  

3.1.10 AMPLIFICACIÓN DEL GEN AMIDOHIDROLASA POR PCR 

La temperatura de hibridación escogida para la amplificación del gen amidohidrolasa fue de 53°C. 

La finalidad de esta PCR es obtener la suficiente cantidad de muestra para llevar a cabo la 

purificación, secuenciación y clonación de la misma. 

Para visualizar el producto de amplificación, se cargó 20 l de las reacciónes de PCR en un gel de 

agarosa al 1%, se llevo a electroforesis durante 1 hora a 90V constantes (Figura 43) 

 

Figura 42: Estandarización de la temperatura de hibridación en PCR en gradiente, para la 
amplificación de la proteína Amidohidrolasa. Carril 1: Marcador molecular Hyper Lader II 2Kb 
(Bioline), Carril 2: Amplicón a 52°C, Carril 3: Amplicon a 54.9°C, Carril 4: Amplicón a 58.1°C, 
Carril 5: Amplicón a 61°C y Carril 6: Muestra blanco. 
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Con estos resultados se entiende que los cebadores diseñados tienen su temperatura ideal de 

hibridación a 53°C, además, se realiza la amplificación del gen en cuatro carriles para su posterior 

uso en la purificación del ADN a partir de geles.  

3.1.11PURIFICACIÓN Y SECUENCIACIÓN DEL GEN AMIDOHIDROLASA. 

Para obtener una mayor concentración de la proteasa amidohidrolasa, se purificó las 4 bandas 

amplificadas (Figura 44) mediante el protocolo del Kit IlustraTM GFX PCR DNA and Gel Band 

Purification como se explicó en el capítulo 2.4.11 de materiales y métodos. La cuantificación se 

realizó en gel y al espectrofotómetro. La lectura al espectrofotómetro del ADN purificado resultó 

117.30 g/μl (Tabla 21). 

Tabla 21: Valores de la cuantificación del ADN del gen Amidohidrolasa purificado. 

Concentración  117.30 g/ l 
A260  2.346  
260/230  2.08 
260/280  1.94  

Figura 43: Amplificación del gen Amidohidrolasa a 53°C. Carril 1: Marcador molecular Hyper 
Lader II (Bioline), Carril 2, 3,4 y 5: Bandas del gen Amidohidrolasa, Carril 6: Muestra blanco.  
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La cuantificación en gel y su análisis se realizó con Image Lab teniendo en cuenta la concentración 

de cada banda del marcador Hyper Lader II (Figura 44). El resultado de esta cuantificación es de 

aproximadamente 114 g/μl. 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados del fragmento secuenciado por el SEGAI, fueron cargados al programa Mega 7 

donde se revisó la asignación de bases nucleotidicas visualizando el electroferograma, el cual 

revela la asignación de bases mediante picos de colores, y cuanto mas definidos estén los picos de 

estos colores, se interpreta como una buena reacción de secuenciación, en este caso, llego hasta 

aproximadamente los 560pb (Figura 45). Ademas, utilizando el mismo programa, se alineo la 

secuencia teórica de la proteasa Amidohidrolasa producto de la anotación con el fragmento 

secuenciado, en el cual se observó similitud de nucleótidos entre las secuencias (Figura 47), lo 

cual demostró que se aisló el gen de la proteasa Amidohidrolasa.  

Figura 44: Cuantificación en gel de la proteasa Amidohidrolasa, Carril 1: Marcador molecular 
Hyper Lader II (Bioline) Carril 2: Muestra del amplicon de Amidohidrolasa purificado Carril 3: 
Muestra blanco 
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De igual manera, el fragmento secuenciado fue analizado mediante BLAST para conocer la identidad del fragmento amplificado. Dicho 

análisis otorgo 100% de identidad con la proteasa amidohidrolasa de Chromohalobacter salexigens, como se observa en la figura 47 y 

figura 48. Tomando en cuenta estos datos se procedieron con seguridad los siguientes experimentos. 

Figura 46: Alineación de secuencias. 1. Secuencia de la proteasa Amidohidrolasa, producto de la anotación   2. Secuencia de la proteasa 
Amidohidrolasa purificado, producto de la PCR. El segmento amarillo es la secuencia del cebador AmdF1. 

Figura 45: Imagen del cromatograma de la secuenciación de la proteasa amidohidrolasa amplificado 



       RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

104 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISTRIBUCIÓN DE LOS 50 MEJORES BLAST HITS EN 50 SECUENCIAS 

TEMÁTICAS 

Figura 48: Secuencias de la base de datos alineadas con la secuencia de consulta (gen de 
Amidohidrolasa secuenciado) 

Figura 47: Porcentaje de identidad del amplicón de Amidohidrolasa secuenciado en la base de 
datos del Blast- NCBI. 
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3.1.12 CLONACIÓN EN EL VECTOR pGEM-T. 

El valor de cuantificación del gen amidohidrolasa fué 117.3 ng/μl, a partir de este dato se hizo los 

cálculos correspondientes. Como resultado de la transformación del inserto-vector en las células 

competentes JM109 se obtuvo el crecimiento de colonias en el medio LB/ampicilina al cabo de las 

24 horas (Figura 49), las cuales contienen al vector pGEM-T mas el inserto Amidohidrolasa. 

Posteriormente, a partir del crecimiento en el medio LB/ampicilina se selecciónarón 15 colonias 

transformadas para la PCR colonia con los primers del vector pGEM-T.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La visualización de la PCR colonia se muestra en la figura 50, esta imagen demuestra los tamaños 

de las bandas en pares de bases y siendo el inserto, el gen amidohidrolasa de 1003 pb ligado a la 

región de policlonaje del vector pGEM-T de 163 pb, genera una banda con una longitud de 1166 

pb. Resultando que las bandas de 14 colonias están próximas a la banda de 1200pb del marcador 

molecular evidenciando que estas células contienen el vector mas el inserto. El cuarto carril que 

corresponde a la colonia N°3 donde la banda esta por debajo de los 300pb indica que no se produjo 

la ligación inserto-vector y su crecimiento en el medio con antibiótico demuestra que estas células 

contienen al vector mas no al inserto, vector recircularizado. A partir de esta visualización se 

selecciónó la primera colonia denominada AMD-T1 

Figura 49: Crecimiento de colonias transformadas con inserto Amd- vector pGEM-T 
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3.1.13 SECUENCIACIÓN DE LA PROTEASA AMIDOHIDROLASA CLONADO 

A partir de la colonia AMD-T1 se purificó el plásmido y se cuantificó en el nanoespectrofotómetro 

resultando una concentración de 181.06 ng/ul. En la tabla 22, se observa el parámetro A260 que 

representa la longitud de onda a la cual se lee los acidos nucleícos, el cociente 260/230 que es 

mayor a 1.8 lo que indica que no hay contaminación por componentes orgánicos y el cociente 

260/280 que es mayor a 1.8, menor a este valor indicaria la presencia de proteínas. Es asi que se 

determina que la cuantificación del ADN plasmídico es puro. 

Tabla 22: Valores de la cuantificación del ADN del gen Amidohidrolasa purificado 

Concentración AMDT1 181.06 g/ l 
A260 3.621 

260/230 1.97 
260/280 1.88 

 

Figura 50: PCR colonia.Carril 1: Marcador molecular Hyper Lader II (Bioline)   Carril 2- 16: 
colonias aisladas del 1 a 15. Último carril: blanco de reacción.  
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En la figura 51 se observa el alineamiento de nucleótidos de la secuencia antisentido del gen amidohidrolasa con la secuencia del 

plásmido, resultado de la secuenciación con el cebador T7, el cual amplifica en la cadena sentido del plásmido pGEM-T, también, se 

observa alineamiento de nucleótidos de la secuencia sentido del gen amidohidrolasa con la secuencia del plasmido, resultado de la 

secuenciación con el cebador SP6, que amplifica en la cadena antisentido del vector, lo que sugiere que el inserto ingreso al sitio de 

multiclonaje del vector en forma invertida. 

 

3.1.14 CRIOPRESERVACIÓN DE CÉLULAS CLONADAS 

Las colonias positivas secuenciadas que contienen el plásmido con el inserto amidohidrolasa (AMDT1) fueron criopreservadas con 

fecha 9 de Diciembre del 2018. 

Figura 51: Alineamiento entre secuenciación del plásmido clonado, Amidohidrolasa y cebadores Amd1F/Amd1R. Fila 1: secuenciación
del plásmido con cebador T7, Fila 2: secuencia anti sentido del gen Amidohidrolasa, Fila 3: Cebador anti sentido Amd1R, Fila 5:
secuenciación del plásmido con cebador SP6, Fila 6: secuencia sentido del gen Amidohidrolasa, Fila 7: Cebador sentido Amd1F. 
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3.2 DISCUSIÓN  

3.2.1 DE LAS CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL GENOMA DE Chromohalobacter 

salexigens. 

La anotación del genoma de C. salexigens, actualmente tiene 5 reportes que datan desde el 2006 

(Tabla 23), el primer genoma completo secuenciado y anotado fue la cepa de C. salexigens DSM 

3043 actualmente C. salexigens cepa 1H11 (Arahal et al., 2001), dicha cepa fue ensamblado en un 

solo andamio llegando a poseer 63.9% de G+C y un cromosoma largo de 3´696,649 pb con  3.319 

genes (Copeland et al., 2011). Posteriormente, se tiene registros de la cepa C. salexigens 40a_TX, 

ensamblado con Spades, llegando a obtener 63.9 % de G+C y una longitud de 3,600,000pb, por 

otro lado, estudios recientes reportaron el proyecto de secuencia del genoma de C. salexigens 

ANJ207 que tiene un cromosoma largo de 3´660.000 pb y un número total de 3,406 genes 

(Srivastava et al., 2019) y el proyecto de secuencia del genoma de C. salexigens MP25462 del año 

2020, en samblado con A5-miseq v.20160825, que tiene un cromosoma de 3,690,000pb y un total 

de 3437 genes.  

En la tabla 23, se debe tener en cuenta que la cepa modelo es la DSM3043, debido a su cuidadoso 

análisis bioinformático manual. Contrastando la cepa modelo con la cepa en estudio se tiene una 

semejanza en cuanto a su longitud, porcentaje de G+C y el número de genes. Sin embargo 

comparando la cepa en estudio con las cepas 40a_TX y KG13, se observa diferencias en cuando a 

la longitud del genoma, el número de genes y el número de G+C, esto puede deberse a la diferencia 

de andamios ya que a mayor número de andamiaje menor garantia presta la anotación, en este caso 

la cepa en estudio tiene menor número de andamios en relación a estas cepas que usaron el mismo 

ensamblador.  

.   
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Tabla 23: Caracteristicas generales de reportes de genomas de Chromohalobacter salexigens ensamblados y anotados. 

* Cepa en estudio 

 

 
C. salexigens 

DSM 3043 
C. salexigens 

40a_TX 
C. salexigens 

ANJ 207 
C. salexigens 

KG13 
C. salexigens 

MP25462 
C. salexigens 
MP25462* 

Longitud 3.70 3,60 3,67 3,53 3,69 3.73 

Porcentaje de 
G+C 

63.90 63.90 63.70 61.00 64.00 63.90 

N° de genes 3402 3380 3432 3351 3437 3400 

N° de proteinas 3287 3239 3337 3207 3347  

N° de andamios 1 81 5 69 17 42 

contigs - 82 59 72 17 89 

ensamble - SPAdes v.3.10.1 Velvet v.1.2.10 SPAdes v.3.12.0 
A5-miseq 

v.20160825 
SPAdes 
v.3.13.1 

Codigo de acceso 
GCA_00005578

5.1 
GCA_003182525.

1 
GCA_004102695.1 

GCA_01339340
5.1 

GCA_013395975.1 - 

Fecha de 
publicación 

11-Abr-2006 
Instituto 

Conjunto del 
Genoma del 

DOE 

31-May-2018 
Instituto Conjunto 
del Genoma del 

DOE 

22-Ene-2019 
Consejo Indio de 

Investigación Agrícola 
(ICAR-NBAIM) 

08-Jul-2020 
Universidad de 

Chung-Ang 

10-Jul-2020 
Universidad 

Naciónal de San 
Antonio Abad 

- 
 
 

Referencia 

(Copeland et al., 
2011) 

(Oren et al., 
2005) 

-  
(Chun et al., 

2021) -  
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3.2.2 DE LAS PROTEASAS DEL GENOMA DE Chromohalobacter salexigens MP25462 

En este estudio se logró describir de forma manual 36 proteasas para la cepa C. salexigens 

MP25462 que codifican varios tipos de proteasas, según la clasificación de la Enzyme Comision 

(EC), se subdividio en endopeptidasa y exopeptidasas. 

Dentro de las endopeptidasas se revelo 9 serin proteasas, 2 aspartil proteasa, 9 metalo proteasa, 1 

treonin proteasa y ninguna cistein proteasa. (Figura 52) 

 

Las serin proteasas están descritas en organismos eucariotas y procariotas y han surgido durante 

la evolución como el grupo más abundante y funciónalmente diverso. Inicialmente se encontraron 

en Neisseria, Shigella y Escherichia coli patógena, pero ahora también se han identificado en 

especies de Citrobacter rodentium, Salmonella y Edwardsiella, en este estudio se describió serin 

proteasas de una bacteria halófila gram negativa, estas son: La proteasa Lon dependiente de ATP 

Tipo I (Gibellini et al., 2020), proteasa II u oligopeptidasa B (Coetzer et al., 2008; Motta et al., 

2019), represor de respuesta SOS y proteasa LexA (Mo et al., 2018), peptidasa de señal I (Paetzel, 

2019; Tuteja, 2005), proteasa de Clp (Ishizawa et al., 2019), proteasa carboxilo terminal (Chueh 

et al., 2019), proteasa DegQ (Wrase et al., 2011), proteasa Sohb (Baird et al., 1991) y peptido 

señal peptidasa SppA (Cai et al., 2017). En las bacterias gramnegativas, existe una familia 

43%

43%

0% 9% 5%

Endopeptidasas de C. salexigens MP25462

Serin proteasas Metalo proteasas Cistein proteasas Aspartil proteasas Treonin proteasas

Figura 52: Distribución de las endopeptidasas del genoma de C. salexigens MP25462. 
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creciente de serina proteasas de alto peso molecular secretadas al medio externo por un mecanismo 

de secreción bacteriana fascinante y ampliamente utilizado, conocido como la vía del 

autotransportador. Se tiene a las serina proteasas para albergar sustratos proteicos intracelulares o 

extracelulares involucrados en numerosas funciónes biológicas, como los implicados en la 

estabilidad del citoesqueleto, la autofagia o la inmunidad innata y adaptativa. (Ruiz-Perez & 

Nataro, 2014). 

Las aspartil proteasas (EC 3.4.23) son un grupo de enzimas proteolíticas que se pueden encontrar 

en diferentes organismos, desde humanos hasta plantas y retrovirus. Las fuentes más conocidas de 

proteasas aspárticas son el estómago de los mamíferos, las levaduras y los hongos, (Szecsi, 1992). 

En este estudio las aspartil proteasas como peptidasa de señal II (EC 3.4.23.36) y Peptidasa líder 

(peptidasa prepilina) (EC 3.4.23.43) juegan un rol importante en la fisiología bacteriana, 

patogenicidad y resistencia a los antibióticos según (Lory & Strom, 1997; Vogeley et al., 2016). 

Las metaloproteasas extracelulares que contienen zinc están ampliamente distribuidas en el mundo 

bacteriano. Los más estudiados son los que están asociados con bacterias patógenas o bacterias 

que tienen importancia industrial.  En este estudio se describen las siguientes metaloproteasas: 

Termolisina (Inouye et al., 2007), precursor de la proteasa III (Cheng & Zipser, 1979), 

oligopeptidasa A (Lorenzon et al., 2010) Proteina FtsH (Okuno & Ogura, 2013), Proteina htpX 

(Yoshitani et al., 2019), Proteina FtsZ (Camberg et al., 2009), Hidrolasa CocE / NonD (Ayarza et 

al., 2015), Proteasa RseP (Hizukuri et al., 2017), Metaloproteasa de la familia M48, bepA 

(anteriormente yfgC) (Bryant et al., 2020; Narita et al., 2013), muchas de ellas participan en el 

control de calidad de las proteínas de membrana, division celular y dentro de la industria como 

edulcorantes, las metaloproteasas se encuentran tanto en microorganismos gramnegativos como 

grampositivos, ya sean aeróbicos o anaeróbicos, dentro de la gran familia de metaloendopeptidasas 

bacterianas que contienen zinc, se observan unidades familiares más pequeñas, como 

metaloproteasas de tipo termolisina, elastasa. (Häse & Finkelstein, 1993) 

Las treonin proteasas no han sido reportadas en organismos procariotas, sin embargo en este 

estudio se tiene a la Proteasa de ClpX dependiente de ATP  que fue expresada en E. coli (Rohrwild 

et al., 1996), por otro lado se tiene referencias de una treonin proteasa PfHs lV que es un objetivo 

farmacológico atractivo en la malaria y que se requiere más investigación para aclarar su papel 

funciónal en el parásito. (Tschan et al., 2011) 
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Las cistein proteasas descritas en plantas, animales y humanos, desempeñan múltiples funciónes 

en básicamente todos los aspectos de la fisiología y el desarrollo. En las plantas, participan en el 

crecimiento, desarrollo, en la acumulación y movilización de proteínas de almacenamiento, en los 

animales y humanos, son responsables de la senescencia y la apoptosis, el procesamiento de 

prohormonas. (Wilkesman, 2017), en este estudio no se logro identificar alguna cistein proteasa 

para la bacteria halófila C. salexigens MP2462, esto puede deberse a que las cistein proteasas 

tienen actividad enzimática en un rango de pH 5-6, y se entiende que C. salexigens se encuentran 

en medios halo-alcalinos llegando a no expresar este grupo de proteasas (Wilkesman, 2017). 

Dentro de las exopeptidasas se revelo 7 aminopeptidasas, 7 carboxipeptidasas y 1 Omegapeptidasa 

(Figura 53) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las aminopeptidasas, liberan selectivamente residuos de aminoácidos N-terminales de 

polipéptidos y proteínas. Las bacterias muestran varias actividades aminopeptidásicas que pueden 

estar localizadas en el citoplasma, en las membranas, asociadas con la envoltura celular o 

secretadas al medio extracelular. Los estudios sobre el sistema de aminopéptidos bacterianos se 

han llevado a cabo durante las últimas tres décadas y son importantes en dominios fundamentales 

y biotecnológicos (Gonzales & Robert-Baudouy, 1996). En este estudio se tiene las siguientes 

aminopeptidasas: Leucil aminopeptidasa (Zhang et al., 2018) , Aminopeptidasa N (Su et al., 2011), 

Xaa-Pro aminopeptidasa (Yaron & Mlynar, 1968), Metionina aminopeptidasa (Helgren et al., 

Figura 53: Distribución de las exopeptidasas del genoma de C. salexigens MP25462 
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2016), Aspartil aminopeptidasa (Yokoyama et al., 2006), Beta-peptidil aminopeptidasa (Geueke 

& Kohler, 2007), Isoaspartil dipeptidasa (Park et al., 2017). 

Dentro de las carboxipeptidasas de la bacteria halófila en estudio se tiene  a 7 integrantes, son: 

Cianoficinasa (Law et al., 2009) , Aminoacil-histidina dipeptidasa (Aoki et al., 2012), D-alanil-D-

alanina dipeptidasa (Lessard & Walsh, 1999), Dipeptidasa de membrana (Keynan et al., 1997), 

Xaa-Pro dipeptidasa o Prolidasa (Wilk et al., 2021), D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa (Hu et 

al., 2019), Amidohidrolasa (Seibert & Raushel, 2005), implicadas en el almacenamiento de 

nitrógeno, en la eliminación de radicales libres, en la estabilización de la capa del peptidoglicano. 

Estas carboxipeptidasa hidrolizan un enlace peptídico situado en el extremo carboxi-terminal de 

una proteína o polipéptido, liberando de esta forma el aminoácido situado al final de la cadena.  

Dentro de las exopeptidasas se encuentra 1 omegapeptidasa Isoaspartil dipeptidasa (Park et al., 

2017), Esta enzima cataliza la escisión hidrolítica de dipéptidos beta-aspartilo. Los perfiles de tasa 

de pH para la hidrólisis de beta-Asp-Leu indican que la catálisis depende de la ionización de dos 

grupos; uno que se ioniza a un pH de aproximadamente 6 y el otro de aproximadamente 9. El 

grupo que debe ionizarse para la catálisis depende directamente de la identidad del ión metálico 

unido al sitio activo. (Martí-Arbona et al., 2005) 

3.2.3 DE LA OBTENCIÓN DE UNA PROTEASA RECOMBINANTE 

La obtención de la proteasa recombinante se desarrollo mediante la técnica de clonación del inserto 

(Amidohidrolasa) en el plasmido p-GEMT,  esta técnica es el paso previo para la expresión y 

purificación de proteínas y se ha venido desarrollandose a lo largo de los últimos años con mayor 

influencia en diversas partes del mundo asi se tiene referencias de Yamaguchi et al., (2012), que 

clonó una proteína periplasmica de unión a metales de un halófilo moderado en células de E. coli 

.Asi mismo, con la obtención de la proteasa recombinante se demuestra que la base de estos 

trabajos es el analisis bioinformático del genoma, el cual sirve de pie para el diseño de primers que 

logra amplificar el gen esperado y no otro segmento del genoma. Asi mismo, este proceso de 

obtención de proteasas recombinantes sirve de base para futuros proyectos de investigación, que 

ahora tendran conocimiento del repertorio de todas las proteasas que contiene el genoma en estudio 

con su respectiva posición intergenica y al demostrarse el aislamiento de una de las proteasas (gen 

Amidohidrolasa) se garantiza la ubicación y el futuro aislamiento de los demas genes proteolíticos.   
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CONCLUSIONES 

1. Se anotó el genoma de Chromohalobacter salexigens MP25462, a partir del ensamble de 

novo de las secuencias corregidas, con el software Spades, caracterizando al genoma con 

una longitud de  3´712,216 pb, 42 número de contigs, estadístico N50 con 447018 pb, y 

contenido de G + C del 63.99%. 

2. Se localizó 36 secuencias de genes que codifican a enzimas proteoliticas en el genoma de 

Chromohalobacter salexigens MP25462. 

3. Se describió in silico las proteasas localizadas, agrupando en endopeptidasas y 

exopeptidasas, obteniendo dentro de las endopeptidasas 9 proteasas de tipo serina, 2 

proteasas de tipo aspartil, 9 proteasas de tipo metalo y 1 proteasa de tipo treonina; y dentro 

de las exopeptidasas, 7 proteasas de tipo aminopeptidasa, 7 proteasas de tipo 

carboxipeptidasa y 1 proteasa de tipo omegapeptidasa, donde se destaco la caracterización 

in silico de la proteasa Amidohidrolasa, una carboxipeptidasa que tiene afinidad por varias 

especificidades de sustrato, altamente evolutivo y con una alta diversidad conformaciónal. 

4. Se logró aislar in vitro el gen completo  de la proteasa Amidohidrolasa de C. salexigens 

MP25462 Con la pareja de cebadores diseñados AMD1F  5´GGTCTGGGTGGTCATGGC 

3´y  AMD1R 5´CATCCGACTGATGGAGCCTC 3´ con Tm de 62°C y 60°C 

respectivamente, con una longitud de 1013pb.  

5. Se clonó el gen de la proteasa Amidohidrolasa en el vector de clonación pGEM-T y se 

selecciónó la primera colonia denominada AMDT1, la cual fue criopreservada.  
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RECOMENDACIÓNES 

1. Es importante desarrollar nuevas técnicas y herramientas bioinformáticas para la 

descripción de enzimas proteolíticas, que favorezcan la identificación y determinación de 

sitios activos en  bacterias halófilas para generar mayor información sobre su modo de 

acción enzimática.  

2. Continuar con la identificación y descripción bioinformática de otros grupos de proteínas 

de interés biotecnológico de la bacteria halófila C. salexigens, aislada de la salineras de 

Maras - Cusco. 
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ANEXO 1.   

Fichas que describen a las 36 enzimas proteolíticas encontradas en C. salexigens MP25462. 

FICHA 1 

EC 3.4.21.53 - Proteasa Lon dependiente de ATP Tipo I  

Es una enzima multifacética, ya que cumple diferentes funciónes, en humanos participa en la 

regulación de la respuesta al estrés oxidativo, al choque térmico y en la regulación de la mitofagia, 

en el mantenimiento del ADN mitocondrial. Además, su actividad proteolítica puede regular varias 

vías bioquímicas como el ciclo del ácido tricarboxílico, la fosforilación oxidativa, la biosíntesis de 

esteroides y hemo y la producción de glutamina. Es por ello, que esta enzima es bien conservada 

a lo largo de la evolución y cualquier mutación en su gen desencadena enfermedades graves como 

síndromes poco común caracterizado por anomalías cerebrales, oculares, dentales, auriculares y 

esqueléticas(Gibellini et al., 2020) 

POSICIÓN INTERGENICA:  

Donde: 1: Proteasa Lon dependiente de ATP, 2,6,7: Proteina hipotética, 3:Dihidroxiacido 
deshidratasa. 4: Histidina quinasa hibrida multisensor, 5: Oxidoreductasa no caracterizasa 8: 
Proteina Nudix, 9: Flavodoxina reductasa, 10: Hidrolasa putativa, 11:Proteina de choque térmico, 
12: Chaperona de 33Kda, 13: sistema de transporte no caracterizado. 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI:  

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

. 
 

 

> fig | 6666666.597456.peg.1906 Proteasa La dependiente de ATP (EC 3.4.21.53) Tipo I [Chromohalobacter salexigens 
MP25462] 
MSEHDQDQPRDFDAPRGGSPRNTDDTLSERDGSTSHGGAVVPTQEYLPERIYLLPIHNRPFFPAQVQPLVIHRERW

QETMDRVDNTPHHSVGVAYVGDAGVDELGPDDFPEIGTAVKVHRTQVEDQQIQFIAQGVRRFRIVRWLSKKPPY

LVEVSYPKEPIEASDEEARAYAMAMINGIKELLPINPLYGEELKHYLNRFSPHEPSPLTDFAAAITSAKGGELQEVL

ETLPVMSRMQKVLPLLRKEIEVAQLQSEISEQVNAQMQERQREFFLREQLKVIQRELGISKDDRENDVDTFRERLE

NLQVPEHVMERIEDELGKLSVLETGSPEYGTTRNYLDWLTSLPWGITSEDQLDLPRARKVLDRDHDGLTDVKERI
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FICHA 2 

EC 3.4.21.83 - Proteasa II u oligopeptidasa B 

No se encuentra en ninguno de los genomas de mamíferos disponibles hasta la fecha, pero si esta 

presente en bacterias Gram negativas, protozoos y plantas. El papel fisiológico de esta enzima aún 

no se ha dilucidado totalmente, sin embargo, la proteasa se ha identificado como un importante 

factor de virulencia y agente terapéutico en la tripanosomosis animal, donde se pretende desarrollar 

fármacos contra la enfermedad de Chagas, la leishmaniasis y la tripanosomiasis africana. (Coetzer 

et al., 2008; Motta et al., 2019) 

POSICIÓN INTERGENICA EN COMPARACIÓN CON C. salexigens DSM3045:  

Donde: 1: Proteasa II 2,12: Proteina hipotética, 3:ProteinaYcgN, 4:Proteina YcgL, 5: 
Ribonucleasa, 6: Factor de Von Willebrand Tipo A, 7:Proteina de recombinación RecR, 8: 
Proteina hipotética que coexiste con RecR 9:Cisteina sintasa, 10:Subunidades de ADN polimerasa 
III gamma y tau, 11:Acido graso de cadena larga – CoA ligasa, 13: ARN Helicasa HrpA 
dependiente de ATP 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.778 Proteasa II (EC 3.4.21.83) [Chromohalobacter 
salexigens MP25462] 
MWQGIRNQHRVLSRSIFPRHGTPLHMKAQPHIPALHDATQLSPVARFQRKEDPDWHWLENRDDPEVVAFLEQANQEFSQWSAP
LAPLVEALYSGHLARRELAVEGLGTPLDHYTYWSETARDADYPVWWRHPNQVPSRRECVLDLQARASEQAFMELGDIAPDEHW
LAWTEDTSGDEYFTLFHRALPDGTPRRLLTDIGPELCSAEDNRTLFFTRYDDTQRPDSVWRLDIESGETTCVFRETDPEFWVG
VGKTRSREWLVLETASKDTSECHLVPAAHPHVPPRCVRERIKGIEYALEHRPGHFYILHNQDAPHFRLDVADETAPDTWHPLV
GHDAQLTLESIDAFAWGLVITERDHREAQVHLSVLDLDAPVPTRRRLPLPEAPCSLMLGDIPDFRTRRLRLHEESFTLPSRWI
EHDLDSDARRLLKVQPVYGDLPPERLVCRRVWAEAHDGERIPVSVVARDDLWEQGPMSTLLYGYGAYGKVLDPWFSVARLELL
SRGVAFAVAHVRGGGDRGEPWYLAGKLEHKENSFRDFLAARHALVEHGIADGERIAAYGASAGGLLVSASLNLDPTAFCAAVL
DVPFVDVLRTMENPDLPLTTAEYSEWGNPSEPEAHRRIRDYSPLDNLVARPYPTLFLQGSWHDSRVPYWEPAKLYARLTELVA
QLPAAERRPIMLRTDMAAGHGGASGRFKAWHDNARQDAFILWALGLAETAAP 
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FICHA 3 

EC 3.4.21.88 Represor de respuesta SOS y proteasa LexA 

En la mayoría de las bacterias, el eje RecA / LexA es el gen de la respuesta al daño del ADN 

bacteriano (SOS), por ello es un objetivo farmacológico prometedor, aunque no tradiciónal. La 

respuesta SOS se inicia tras el estrés genotóxico, cuando RecA, un sensor de daño del ADN, induce 

a LexA, el represor SOS, a someterse a autoproteólisis, desreprimiendo así los genes posteriores 

que pueden mediar la reparación del ADN y acelerar la mutagénesis . (Mo et al., 2018) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: Represor de respuesta SOS y proteasa LexA, 2: regulador transcripciónal previsto para 
degradación de acidos grasos FadQ, familia TetR, 3: ADN polimerasa IV (EC 2.7.7.7) 4: 
Glutamato sintasa NADPH de cadena grande EC 1.4.1.13 5: Proteina de función desconocida 6: 
beta N-acetilglucosaminidasa (EC 3.2.1.52) 7: formiltetrahidrofolato deformilasa (EC 3.5.1.10) 8: 
canal mecanosensible de pequeña conductancia 9: proteina similar a la betalactamasa 10: 
Hipoxantina – guanina fosforribosiltransferasa (EC 2.4.2.8). 11: enoil-CoA hridratasa/isomerasa 
12: proteina de biosíntesis del cofactor de molibdeno MoaA. 13: Proteina Hipotetica 14: proteina 
de biosíntesis del cofactor de molibdeno MoaE 15: proteina de biosíntesis del cofactor de 
molibdeno MoaC / proteina de biosíntesis del cofactor de molibdeno MoaD 16: Fosfoenlopiruvato 
sintasa (EC 2.7.9.2) 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.2155 Represor de respuesta SOS y proteasa LexA (EC 
3.4.21.88) [Chromohalobacter salexigens MP25462] 
MSRSLTSRQQHVFDFIVKTMNELGYPPTRAEIARALGFRSPNAAEEHLRALDRKGVIRMIPGTSRGIRLTSEEDAAATSTDGL
PVVGEVAAGSPILAAAHIDRHCPLAPDYFTPRADYLLRVRGLSMKDAGILDGDLLAVHRTQQIRDGQIVVARLDDEVTVKRFK
RQGHHVWLVAENADFAPIEVDLRHQDLEIEGLGVGVIRGGGGNGLH 
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FICHA 4 

EC 3.4.21.89 Peptidasa de señal I 

Se han encontrado peptidasas señal de tipo I en bacterias, arqueas, hongos, plantas y animales. Las 

peptidasas señal de tipo I utiliza un mecanismo de díada catalítica de serina / lisina y es la peptidasa 

señal principal en la mayoría de las bacterias, son enzimas indispensables, que catalizan la escisión 

de las secuencias del péptido señal aminoterminal de las preproteínas, que se traslocan a través de 

las membranas biológicas. (Paetzel, 2019; Tuteja, 2005) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: Peptidasa señal I. 2: Ribonucleasa III. 3: Factor de elongación de translocación LepA. 

4: Era de las proteínas de unión a GTP. 5: Recombinación y repación de ADN proteina RecO. 6: 

Pridoxina 5-fosfato sintasa (EC 2.6.99.2) 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.399 Peptidasa de señal I (EC 3.4.21.89) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 
MDFSLLLVLAVAITGIVWLLDIVWWRRARRARLATAESQVDGELDAATRGKLAKEPWPVDYARSFFPVLLIVLVLRSFVVEPF
QIPSGSMRPTLKVGDFILVNKFTYGLRLPVINTEILDLGEPERGDIMVFRFPDDPSVNFIKRVVGLPGDRIRYEDKQLYVNGQ
PVAKSVTDDDADDAPGERQFEERLGDVAHAIYNNPQDPGPQMREVVVPDGQYFMMGDNRDHSNDSRYWGFVPEENIVGEAFAV
WMHWDGGLPSFSSVRLLE 
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FICHA 5 

EC 3.4.21.92 Proteasa de Clp dependiente de ATP 

La proteasa caseinolítica mitocondrial P (ClpP) juega un papel central en el control de la calidad 

de la proteína mitocondrial al degradar las proteínas mal plegadas. A demás se demostró, que la 

hiperactivación de la proteasa mata selectivamente las células cancerosas, mediante la degradación 

selectiva de sus sustratos de proteínas de la cadena respiratoria y altera la estructura y función 

mitocondrial, mientras que no afecta a las células no malignas. (Ishizawa et al., 2019) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: Subunidad proteolítica de proteasas Clp dependiente de ATP (EC 3.4.21.92) 2: 
Proteasas de Clp dependiente de ATP subunidad de unión a ATP ClpX 3: Factor desencadedante 
de la división celular (EC 5.2.1.8) 4: PROTEASAS La dependiente de ATP (EC 3.4.21.53) Tipo 
I 5: Metilentetrahidrofolato deshidrogenasa (NADP+) / Metilentetrahidrofolato ciclohidrolasa (EC 
3.5.4.9) 6: Proteina de unión al ADN HU-beta 7: Cisteinil-t RNA sintetasa (EC6.1.1.16) 8: 
Peptidil-propil cis-trans isomerasa PpiD (EC 5.2.1.8) 9: GLUTAMIL-tRNA sintetasa (ec 6.1.1.18) 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.2181 Subunidad proteolítica de proteasa Clp 
dependiente de ATP (EC 3.4.21.92) [Chromohalobacter salexigens MP25462] 
 
MGNEFDISNAGGLVPMVVEQNARGERAYDIYSRLLKERVIFLIGPVEDYMANLVVAQMLFLESENPDKDIHLYINSPGG

SVTAGMSIYDTMQFIKPDVSTVCVGQAASMGALLLAGGAAGKRYCLPHSRMMIHQPLGGYQGQAADIEIHTKEILNIRQ

QLNEILAKHTGQDAETVARDTDRDNFMNGTQAVEYGLIDAMLDKRPVS 
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FICHA 6 

EC 3.4.21.102 Proteasa carboxilo-terminal 

Las proteasas de procesamiento de carboxilo (C) -terminal (CTP) participan en la proteólisis 

protectora y reguladora en bacterias. El dominio PDZ es fundamental para la actividad de los CTP, 

pero desempeña funciónes reguladoras inherentemente diferentes. Por ejemplo, el dominio PDZ 

inhibe la actividad de la proteasa de señalización CtpB bloqueando el sitio activo, pero es necesario 

para la activación de Prc (o Tsp), una proteasa específica de la cola que degrada las proteínas 

marcadas con SsrA. (Chueh et al., 2019). 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: proteasas carboxi-terminal (EC 3.4.21.102) 2: regulador transcripciónal, familia AraC 
3: peptidasa M25B 4: proteina exportadora de lisina (LYSE / YGGA) 5: Fosfoglicerato mutasa 
independiente de 2,3-bifosfoglicerato (EC 5.4.2.1) 6: Regulador transcripciónal , Familia TetR 7: 
Superfamilia facilitadora principal MFS_1 8: Sulfurtransferasa relaciónada con Rhodanesa 9: 
Proteina de exportación de proteina chaperona del citoplasma (SecB, mantiene la proteina para ser 
exportada en estado desplegado) 10: Metiltransferasa E de subunidad pequeña de ARN ribosómico 
(Ec 2.1.1.-) SSU ARNr m3u1498 11: permeasa de la superfamilia de transportadores de fármacos 
/ metabolitos (DMT) 12:proteina exportadora de lisina (LYSE / YGGA) 13: Proteina de la familia 
OSmC / Ohr 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.2541 Proteasa carboxilo-terminal (EC 3.4.21.102) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MTASQSRSPRLVVRHCLHLGMALAIGALTLPLPAHAQQPAGDDALPVEDVQTFAEVFERIKRAYVDEVDDTTLMRNAMRG
MLGELDPHSAYLDAESFEALRETTEGEFSGVGIEVGMQEGQLTIIAPIDDSPAARAGLQAQDAILRIDDTPTESLSLQEA
VEMMRGDEGEEIRLTILREGEEAPREVTLTRETIRTDSVKHEMLSPGYGYLRISQFQSRTGEQARDAIAALREEGDGNLK
GLVLDLRNNPGGVLDSAVDVADLFLDSGLIVYTEGRLADSDMRFSASPQTSAPDVPMVVLINGGSASAAEIVAGALQDQQ
RAVLMGTESFGKGSVQQVLPLNNGDGLKLTTALYYTPDGRSIQAQGIAPDVEVVRGRLEVAEATGLSIRESDLENHLRNI
NGERERTERESSLAESDYQLGEALNLLKALNVLPRAQSGN 
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FICHA 7 

EC 3.4.21 Familia DegQ 

Se sabe poco sobre DegQ. Una identidad de secuencia de aminoácidos del 59% con DegP y la 

presencia de una secuencia señal típica indican que DegQ es una segunda chaperona-proteasa 

principal del periplasma, ya que por sí solo parece ser responsable de mantener la homeostasis de 

las proteínas en el periplasma de muchos procariotas. (Wrase et al., 2011) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: sensor de tenciuon de la membrana externa de proteasa DegQ, Serina proteasa 2: 
Proteina hipotética Ybgl 3: histidinol deshidrogenasa (EC 1.1.1.23) 4: ATPasa, familia AFG1 5: 
ATP fosforribosiltransferasa (EC 2.4.2.17) 6: UDP-N-acetilglucosamina 1-carboxiviniltransferasa 
(EC 2.5.1.7) 7: Transportador ABC  no caracterizado, componente auxiliar YrbC. 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.2010 Proteasa DegQ del sensor de tensión de la 
membrana externa, serina proteasa [Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MRRSLMSLVWPTISGILLAIVLLNAFPQLLGGRNADDTVTPVPDTSAVRAIAERTDTAARAPEVVEAAPLDRAQGPASYA
TAVDKAAPAVVNIYSSRMVDPSEHPLMSDPFFEQFFGKDMPQRQRMLSSLGSGVIVSPEGYVLTNNHVIRNADQIQVALR
DGRETLAEVVGTDPESDLAVLKIPVDNLPVIELSDSEQVAVGDVSLAIGNPFGVGQTVTMGIISATGRNHLGLNAYEDFI
QTDAAINPGNSGGALVNAEGALVGINTAIFSRSGGSQGIGFAIPANLAHQVLDQIVAHGRVIRGWLGIDVQAMTPDLATS
FGLKTLKGVVIANVVPGGPGEKAGLQPGDVLMSVNGKIIVDAREAMADIAEISPGTSLPVTIVRDGEKREVTLTVGERPQ
AAQRQPTAPSSE 
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FICHA 8 

EC 3.4.21 Proteasa Sohb, Familia U7 

Se identifico en E. coli, aseverando que es posible que el gen sohB codifique una proteasa 

periplásmica no descubierta previamente en E. coli que, cuando se sobreexpresa, puede compensar 

parcialmente la función de la proteína HtrA faltante ( gen htrA codifica una proteasa periplásmica 

requerida para la viabilidad bacteriana solo a alta temperatura, es decir, por encima de 39 °C) 

(Baird et al., 1991) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: Peptidasa Sohb familia U7, 2: regulador transcripciónal familia ArsR 3: Proteina de la 
familia de transferencia de esteroles SCP-2 4: pirofosfatasa NADH (EC 3.6.1.22) 5: Trnasportador 
putativo preQ0 6: Subunidad épsilon de la ADN polimerasa III (EC 2.7.7.7) 7: HIDROLASA 
ALFA  / BETA 8: Ribonucleasa HI (EC 3.1.26.4) 9: transportador de hidroximeltilpirimidina 10: 
metiltransferasa dependiente de SAM (EC 2.1.1.-) 11: Hidroxiacilglutation hidrolasa (EC 3.1.2.6) 
12: transportador de hidroximetilperimidina ABC, componente transmembrana 13: Transportador 
ABC de hierro férrico, proteina de unión a ATP 14: Precursor de transglicosilasa D de mureina 
lítica unida a membrana (EC 3.2.1.-) 15: proteina hipotética 16: proteina extracelular de unión a 
solutos, familia 5 17: intercambiador de sodio / hidrogeno 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.2289 Peptidasa, familia U7 [Chromohalobacter salexigens 
MP25462] 

MTEWIAEYALFAAKLATLVVAVGVLVGLVVTLKQRASGQVEGNRLRIVALHERQRRRRESLRLAGLPAAQRRRAQ

KALRKEEKARRKGKGEAQEAARPRVWVLDFDGDLKASRTPQLAEQVSLLLGELQDDDEVVVRLTSGGGLVHAYG

LASAQLDRLRDAGVRLTVCVDKVAASGGYMMACCAHRLIAAPFAVIGSIGVVAQVPNVHRLLKKHDIDVELLTAG

RYKRTLTVLGENTEEGRAKFLEDLRETHDLFKRYVGERRPALDIEKVATGEIWYGRQALDDGLIDEVNTSDGYLAA

RMEQARVLQVVLEPRHSLMQRIGVGASQGIERLSDRVMERLEESGWQRR 
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FICHA 9 

EC 3.4.21 Peptido señal peptidasa SppA 

La peptidasa de péptido señal (SPP) es una enzima unida a la membrana que utiliza un mecanismo 

de díada catalítica de serina / lisina para escindir los péptidos señal remanentes en la membrana 

celular y ayuda en la secreción de proteínas. A pesar del papel central de SppA en la secreción de 

proteínas, no se han realizado estudios centrados en la mejora de la secreción de proteínas a través 

de la sobreexpresión de SPP. (Cai et al., 2017). 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: serina proteasa periplasmatica  (clase ClpP) 2: Proteina de la familia Maf / YceF / YHdE 
3: similar a la fosfoglicolato fosfatasa, agrupada con la subunidad ribosómica grande 
pseudouridina sintasa C 4: Proteina COG1399, agrupada con proteina ribosómica L32p 5: 
Seudouridina sintasa C de subunidad grande ribosómica (EC4.2.1.70) 6: proteina ribosómica LSU 
L32p 7: Fosfato acil-ACP acetiltransferasaPlsX 8: Malonil CoA-acil proteina transportadora 
transacilasa 9: 3-oxoacil-(proteina transportadora de acilo) reductasa (EC  1.1.1.100) 10: 
ribonucleasa E (EC 3.1.26.12) 11: proteina de acilo 12: 3-oxoacil-sintasa, KASII (EC 2.3.1.41) 
13: aminodesoxicorismato liasa (EC 4.1.3.38) 14: UDP N acetilenolpiruvoilglucosamina reductasa 
(EC 1.1.1.158) 15: proteina tirosina fosfatasa de bajo peso molecular (EC 3.1.3.48) 16: proteína 
YceG similar 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.440 Serina proteasas periplasmáticas (clase ClpP) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MGDDKRDDAWTQGPEVGRGSRDEDRRRAEEAAAGDPEQLRELRRLREQHMLDRWIDGVLVEQRRTRRWKLFFRFVFAALIA
ASLAMTTYAVLFAGRDMTGAAGPHLGVVEVQGVIDAQGEASAERIIEGLRDAWKAPSSRGVVLHINSPGGSPVQSQRVYDE
VRRLAAQGDKPVVAVIEDIGASGAYYMASAADDIYASPASLVGSIGVIYSGFGLQEAIDKVGVERRVFTSGDNKAFLDPFS
PIRDEQRAFWQTVLDTTHRQFIDDVKAGRGDRLDDDPRLFSGLIWTGEQALGLGLVDGLSSLDALSRERFGGVPRRDYTPA
LDPLSRLSRQLGRVAAEWTGMAHHASPVRYQVQ 
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FICHA 10 

EC 3.4.23.36 Peptidasa señal II 

Las lipoproteínas se sintetizan con una péptido señal que las fija a la membrana citoplasmática con 

el dominio de lipoproteínas en el periplasma o fuera de la célula. El procesamiento postraducciónal 

requiere una señal peptidasa II (LspA) que elimina el péptido señal. Se sintetizan en una forma 

precursora que requiere procesamiento por enzimas que son esenciales en muchas bacterias 

patógenas pero no tienen equivalente en los humanos, lo que las convierte en posibles dianas 

farmacológicas.  (Vogeley et al., 2016) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: peptidasa señal de lipoproteína 2: peptidil-propil cis-trans isomerasa SlpA de tipo FKBP 
(EC 5.2.1.8) 3: 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato reductasa (EC 1.17.1.2) 4: isoleucil-tRNA 
sintetasa 5: roboflavina quinasa (EC 2.7.1.26) / FMN adenililtransferasa (EC 2.7.7.2) 6: propuesto 
peptidoglicano lípido II flippasa MurJ 7: Proteina ribosómica SSU S20p 8: Glutamato 5-quinasa 
(EC 2.7.2.11)  / PUA de dominio C-terminal de unión a ARN 9: Proteina de unión a GTP Obg 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.528 Peptidasa señal de lipoproteína (EC 3.4.23.36) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MNDASTSEKIAAAPAMRRPLRWLWLALLVVVLDLGSKFVASAYLVYGQPVEVLPVFNLTLLHNTGAAFSFLAEHA

GWQRWLFAAIAIGVSIGLTVWLTRLKAHERLSAIAIVLVIGGALGNLYDRLVHGYVVDFLSFHWQDYYFPAFNLAD

TAITLGAMGLILASLRDDRRNTTQKETPH 
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FICHA 11 

EC 3.4.23.43 Peptidasa líder (peptidasa prepilina) 

Es responsable de la escisión endopeptídica de los péptidos líderes únicos que caracterizan a los 

precursores de pilina de tipo IV, así como de proteínas con secuencias líderes homólogas que son 

componentes esenciales de la vía de secreción general que se encuentra en una variedad de 

patógenos gramnegativos. (Lory & Strom, 1997). 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: peptidasa líder (prepilin peptidasa) (EC 3.4.23.43) / N-metiltransferasa (EC 2.1.1.-) 2: 
defosfo-CoA quinasa (EC 2.7.1.24) 3: proteina de ensamble fimbrial de tipo IV PilC 4: proteína7- 
mutT mutante 5: conjunto fimbrial tipo IV, ATPase  PilB 6: Glutamato N-acetiltransferasa (EC 
2.3.1.35) / N-actilglutamato sintasa (EC 2.3.1.1) 7: Pilin PilA tipo IV 8: Proteina hipotética 9: 
exportación de proteínas del citoplasma SecA ATPasa AN helicasa 10: proteina de absorción de 
potasio TrkH 11: Proteina hipotética 12: Fosfolipido / glicerol aciltransferasa 13: proteina y 
derivados truncados que contienen cinta de Zn, posiblemente de unión a ARN 14: UDP-3-O-N-
acetilglucosamina desacetilasa (EC 3.5.1.108) 15: Factor de crecimiento C dependiente de la 
recombinanción de ADN. 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.2046 Peptidasa líder (Prepilin peptidasa) (EC 
3.4.23.43) / N-metiltransferasa (EC 2.1.1.-) [Chromohalobacter salexigens 
MP25462] 

MLADIPLPWLAVMAFVVGTLLGSFLNVVIVRLPVMLMQQWRQEARESLALETEDMPAYNLCTPRSQCPRCRAPITWH
DNLPLIGWLKRRGRCAHCQGRISAQYPLVELTAGLLLFSVVMVHGATWSALAWGGLCLALLVVAVIDLRTQLLPDII
TLPLLWAGLIYQLVFQPYWLGNAVIGALAGYLLLWGFYWLFKWITGKEGMGYGDFKLLAALGAWFGWTMLPILLILS
AGLGAVIGGLLQLTHPRLRGMPLPFGPFLALAGWVAVLFGAPLRALTGL 
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FICHA 12 

EC 3.4.24.27 Termolisina, Metalopeptidasa putativa, familia M4 

Es una metaloproteinasa de zinc neutra termoestable identificada originalmente en el caldo de 

cultivo de Bacillus thermoproteolyticus. La termolisina es un representante de la metaloproteinasa 

de zinc y un objetivo atractivo en la ingeniería de proteínas para comprender el mecanismo 

catalítico, la termoestabilidad y la halofilia. La termolisina se utiliza en la industria, especialmente 

para la síntesis enzimática del éster metílico de N-carbobenzoxi L-Asp-L-Phe (ZDFM), un 

precursor de un edulcorante artificial, el aspartamo. (Inouye et al., 2007) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: Metaloproteasa putativa 2: proteina hipotética 3: 2-isopropilmalato sintasa (EC 2.3.3.13) 
4: proteina hipotética 5: Fosfohidrolasa dependiente de metales 6: proteina hipotética 7: lisil-lisina 
2,3-aminomutasa 8: fosfoserina serina (EC 3.1.3.3) 9: factor de elongación de traslación P 10: 
factor de elongación de traducción P Lys34 lisina transferasa 11: topoisomerasa IV subunidad A 
(EC 5.99.1.-) 12: fosfatidilserina descarboxilasa (EC 4.1.1.65) 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

  

> fig | 6666666.597456.peg.121 metaloproteasa putativa [Chromohalobacter salexigens 
MP25462] 

MVFPKSPLRGFMPPHVLDRIALQGTERQRRCAQQTLQADQWFRLRASPPPARDAARAVAGRPDRRIHSADHEQTLPGRLVREEG
QAAHGDAAVDEAYEWLGATYRFYWEVFGRDSIDDRGMPLIGTVHYGRDYDNAFWNGAQMVFGDGDGDLFRRFTAAPEVVAHELT
HGVIERDVGLVYAGQSGALNESLADVFGVVVKQYHAGQTAQEADWLIGAALLTDRVQGRALRSMEAPGTAYDDPVLGRDPQPGH
MRDFVDTQADNGGVHINSGIPNRAFYLAAVALEAPAWESVAPVWYAAMRDDALSRESDFAAFAALTVAHARRQHGEGSREARAV
DDAWREVGVVS 
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FICHA 13 

EC 3.4.24.55 Precursor de la proteasa III 

La proteasa III carece de actividad frente a sustratos de aminopeptidasa, carboxipeptidasa o 

esterasa, pero degrada rápidamente las proteínas pequeñas. Cuando se utilizan fragmentos de beta-

galactosidasa como sustratos para la proteasa III, la enzima degrada preferentemente proteínas con 

pesos moleculares inferiores a 7.000. (Cheng & Zipser, 1979) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: precusor de la proteasas III 2: proteina de función desconocida DUF159 3: 
Exodesoxirribonucleasa I (EC 3.1.11.1) 4: regulador transcripciónal 5: Factor de especificidad 
topológica de división celular MinE 6: Proteina que determina el sitio del tabique MinD 7: 1-aci-
sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa (EC 2.3.1.51) 8: Proteina MinC que determina el sitio del 
tabique 9: hemolisinas y proteínas relaciónadas que contienen dominios CBS 10: proteína 
relaciónada con CcsA 11: proteína hipotética 12: partícula de reconocimiento  de señal, subunidad 
Fth SRP54 (TC 3.A.5.1.1) 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.1545 Precursor de la proteasa III (EC 3.4.24.55) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MLSSRPRAGRWLLGMCLFLLAVSQTAYASDPVAKVVDPIASPNDSRDYRALTLDNGLEILLVSDPEADEAAAAMNVDVGS
SDDPDATPGLAHFLEHMLFLGTDRYPEADAYQNFISAHGGDHNAFTASRDTNYYFDIEPTALPEALDRFSRFFVAPRFNP
EYVERERNAVHSEYQARLRDDGRRINEATDRALNPEHPATRFAVGSLETLQGGERSLREKLIDFYESHYGANVMHLTVIG
PQSLDTLESMVRDRFAEIPDRGLTRTPIETPLVTDAELPARLAVKSLSRDREVRFLFPIPDPQQDYRTKPAEYLANLLGH
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FICHA 14 

EC 3.4.24.70 Oligopeptidasa A 

La oligopeptidasa A (OpdA) pertenece a la subfamilia M3A de peptidasas bacterianas con 

propiedades catalíticas y estructurales similares a la timetoligopeptidasa (TOP) y la neurolisina 

(NEL) de mamíferos. Las tres enzimas tienen cuatro residuos de Tyr conservados en un bucle 

flexible muy cerca del sitio catalítico. Se afirma que el residuo OpdA Tyr (607) juega un papel 

importante en la interacción enzima-sustrato y en la actividad hidrolítica (Lorenzon, et.al., 2010) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: oligopeptidasa A (EC 3.4.24.70) 2: Proteina hipotética 3: precursor de superocido 
dismutasa Cu-Zn (EC 1.15.1.1) 4: Simportador de neurotransmisor 5: 5,10-metilentetrahidrofolato 
reductasa (EC 1.5.1.20) 6: anhigrasa carbonica, familia 3 7: proteina de resistencia de cobalto-
zinc-cadmio CzcD 8: proteina hipotética 9: regulador LldR sensible al lactato en enterobacterias, 
familia GntR 10: Permeasa de la familia de transportadores de fármacos / metabolitos  (DMT) 11: 
L-lactato deshidrogenasa (EC 1.1.2.3) 12: portador de eflujo de auxina 13: regulador 
transcripciónal, familia AraC 14: Transporte de aminoácidos de cadena ramificada 15: Transporte 
de aminoácidos de cadena ramificada, AzlC 16: D-lactato deshidrogenasa prevista, proteina Fe- S, 
que contiene FAd /FMN 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.2750 Oligopeptidasa A (EC 3.4.24.70) 
[Chromohalobacter salexigens 
MP25462]MSRNPLLESHVLPPFDDIQPEHVVPAIEQLLAENRRDIEALAQQSQISWESLAAPLEALNDRLSQAWSPVS
HLNSTMNNEALREAYQACLAMLSDYSTWLGQHQGLFEAFTRLKESDEYARLEEGQQRSIDNTLRDFRLAGVDLPEDRKR
RYGEIQARLSELANTFSNHVLDATQAWHLDLTDDTRLGGLPDSALATLKANAEAKGVDGYRITLDFPSFYPVLSFADDR
ALREEVYTAFVTRASDKGPHAGRFDNAPIIEETLRLRRELAELLGFDTYADYSLATKMADSPQQVLGFLGDLADRAHPQ
AQREFNELEAFARESLGLETLKPWDIGYASEKLREARYAISQEQLRPYFPAPRVIEGLFQVTGTLYGIDFAERDDVPRY
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FICHA 15 

EC 3.4.24 Proteina FtsH 

FtsH, un miembro de la familia de proteínas AAA (ATPasas asociadas con una variedad de 

actividades celulares), es una proteasa dependiente de ATP de 71 kDa anclada a la membrana 

interna. Es responsable de la degradación tanto de la membrana como de las proteínas del sustrato 

citoplasmático. Las proteínas del sustrato se despliegan y se traslocan a través del poro central del 

dominio ATPasa hacia la cámara proteolítica, donde las cadenas polipeptídicas se degradan 

procesivamente en péptidos cortos. (Okuno & Ogura, 2013) 

POSICIÓN INTERGENICA:  

Donde: 1: proteina de división celular FtsH 2: proteina de división celular FtssJ /ARN ribosómico 
subunidad grande metiltransferasa E (EC 2.1.1.-) LSU ARNr  Um2552 3: Dihidropteroato sintasa 
(EC 2.5.1.15) 4: proteina de unión a ARN 5: Fosfoglucosamina mutasa (EC 5.4.2.10) 6: Factor de 
elongación de la transcripción GreA 7: triosafosfato isomerasa (EC 5.3.1.1) 8: Subunidad de 
translocasas de preproteinas (TC 3.A.5.1.1) 9: Carbamoilfosfato sintasa de cadena larga (EC 
6.3.5.5) 10: FIG000325 agrupado con la proteina de terminación de la transcripción NusA 11: 
proteina de terminación de la transcripción NusA 12: Carbamoilfosfato sintasa de cadena pequeña 
(EC 6.3.5.5) 13: 4-hidroxi-tetrahidrodipicolinato reductasa (EC 1.17.1.8) 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.320 Proteína de división celular FtsH (EC 3.4.24.-) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MNDMAKNLILWLVIAAVLLTVFNNFSVDSSPQAMSYSQFVQQVQNDQIESVTIEGYTINGEREDGTQFQTIRPAAEDPKLMD
DLLAHDVSVIGKKPEEQSLWTRLLVASFPILIILAIFIFFMRQMQGGGGGKGGPMSFGKSKAKLLTQDQIKTTFADVAGCDE
AKEEVEELVDFLKDPSKFQRLGGQIPRGVLMVGPPGTGKTLLAKAISGEAKVPFFTISGSDFVEMFVGVGASRVRDMFEQAK
KQAPCIIFIDEIDAVGRHRGSGMGGGHDEREQTLNQLLVEMDGFEANDGIIVIAATNRPDVLDPALLRPGRFDRQVTVGLPD
IRGREHILGVHLRKVPLADDVQPSFIARGTPGFSGADLANLVNEAALFAARRNKRLVGMDELEMAKDKILMGSEKRSMVMSE
KEKSNTAYHESGHAIIGLLMPEHDPVYKVTIIPRGRALGVTMFLPEEDRYSLSRQQIISQICSLFGGRLAEEMTLGPNGVTT
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FICHA 16 

EC 3.4.24 Proteina HtpX 

Escherichia coli HtpX es una metaloproteinasa de zinc de la familia M48 ubicada en la membrana 

citoplasmática. Estudios anteriores sugirieron que participa en el control de calidad de las proteínas 

de membrana (Sakoh, Ito & Akiyama 2005). Sin embargo, su función proteolítica in vivo no se ha 

caracterizado en detalle, principalmente porque no se han identificado los sustratos fisiológicos y 

no se dispone de un sustrato modelo que permita la detección sensible de la actividad de la 

proteasa. (Yoshitani et al., 2019) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: probable homologo de proteasahtpX (EC 3.4.24.-) 2: Eritronato-4-fosfato 
deshidrogenasa (EC 1.1.1.290) 3: Aspartato aminopeptidasa (EC 2.6.1.1) 4: Peptido metionina 
sulfoxido reductasa MsrB (EC 1.8.4.12) 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

  

> fig | 6666666.597456.peg.842 Probable homólogo de proteasa htpX (EC 
3.4.24.-) [Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MMRILLFLATNLAVVLVASITLRLLGVEPYLNANGLNMNSLLIFCFVIGMAGSLVSLFISKWMAKMSTKAKVIEQPG
NATERWLLDTVGELARDAGIKMPEVAIFPAQQSNAFATGWNKNDALVAVSAGLLERMRPEEIRAVLAHEIGHVANGD
MVTLALIQGVLNTFVMFFARIVAQLVDSFLRRDDEGGGLGFFGYMAVVIVAEIVFGLVASMVVAWFSRFREYRADAA
GAKLAGSGAMINALARLKAETQMPDQMPDTLTAFAITTGQTRKLMERLFASHPPLDDRIRALKESAYRE 
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FICHA 17 

EC 3.4.24 Proteina FtsZ 

FtsZ es la principal proteína citoesquelética en bacterias y un homólogo de tubulina. Encontramos 

que FtsZ es degradado por E. coli ClpXP, una proteasa dependiente de ATP. In vitro, ClpXP 

degrada tanto los protómeros como los polímeros de FtsZ; sin embargo, la FtsZ polimerizada se 

degrada más rápidamente que el monómero. El análisis de deleción muestra que el dominio N-

terminal de ClpX es importante para el reconocimiento del polímero y que el terminal FtsZ C 

contiene una señal de reconocimiento de ClpX. (Camberg et al., 2009) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: Proteina de división celular FtsZ (EC 3.4.24.-) 2: UDP-3-O-N-acetilglucosamina 
desacetilasa (EC 3.5.1.108) 3: Proteina de división celular FtsA 4: Proteina de división celular 
FtsQ 5: D-alanina-D-alanina ligasa (EC 6.3.2.4) 6: Expotación de proteínas, proteina del 
citoplasma SecA ATPasa ARN helicasa (TC 3.A.5.1.1) 7: UDP-N-acetilmuramato-alanina ligasa 
(EC 6.3.2.8) 8: UDP-N-acetilglucosamina-N-acetilmuramil-(pentapentido) pirofosforil-
undecaprenol N-acetilglucosamina transferasa (EC 2.4.1.227) 9: Glutamato N-acetiltransferasa 
(EC 2.3.1.35) / N-acetilglutamato  sintasa (EC 2.3.1.1) 10: proteina de división celular FtsW 11: 
proteina mutT mutante (7,8-dihidro-8-oxoguanina-trifosfatasa) (EC 3.6.1.-) / proteina similar a la 
pirifosforilasa de tiamina-fosfato 12: UDP-N-acetilmuramoilalanina-D-glutamato ligasa (EC 
6.3.2.9) 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.2037 Proteína de división celular FtsZ (EC 3.4.24.-) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MFELVDNAPSSSAVIKVIGVGGGGGNAVNHMVESNIEGVEFICANTDAQALKRVAAKTVLQLGSEITKGLGAGANPEVGRQAA
MEDRERVAELLQGADMVFITAGMGGGTGTGGAPVVAQVAKELGILTVAVVTRPFPFEGPKRMRAAEEGMASLSEYVDSLITIP
NEKLLAVLGKNASLLSAFSAANDVLLGAVQGIAELITSPGIINVDFADVRTVMSEMGMAMMGTGGATGENRAREAAEKAIRSP
LLEDIDLHGARGILVNITAGPDLSIGEFNDVGATVQEFASQDATIVVGTSIDMEMSDELRVTVVAAGLEGLKEKAAVSTPQRE
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FICHA 18 

EC 3.4.24 Hidrolasa Coc/NonD 

Es una proteína que protege a las bacterias contra el estrés oxidativo, pretenece a la familia del 

estrés universal –UspA, (Ayarza, Mazzella & Erijman 2015) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: Proteina MII5128 2: Proteina hipotética 3: ATPasa predicha relaciónada con la proteina 
PhoH  inducible por inanición de fosfato 4: proteina hipotética 5: Cianofinasa (EC 3.4.15.6) 6: 
Metiltransferasa dependientes de SAM 7: Carboxilesterasa 8: Cianoficina sintasa (EC 6.3.2.29) 9: 
Permeasa de fulfato, Tipo Trk 10: isoaspartil dipeptidasa (EC3.4.19.5) Asp-X dipeptidasa 11: 
proteina hipotética 12: Nitrito reductasa (NAD (P) H) subunidad grande, NirD 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.187 Proteína Mll5128 [Chromohalobacter salexigens 
MP25462] 

MRIVSHFPRQIHEEEDWITLADGCRLAVRIWRPVDAERDPVPAILEYLPYRKRDLTAMRDAQSHAYWAGHGYAGIRVDMRGSGE
SDGVLRDEYLQQELDDGVEILQWLGRQPWCTGDVGMIGISWGGFNGLQIAALQPPELKAVITLCSTDDRYADDVHHMGGCLLGD
NLSWASTMFDANACPPDPLLVGDRWRDMWQERLEDSGLWLAKWLQHQRRDAYWKHGSVCEDFSRIRCPVYAVSGWADGYCNAVF
RLLAGLDVPRKGLVGPWAHKYPHLGVPGPAIGFLQESLRWWDHWLKGKATGIMDEPMLRVWMQESVPPSARYEARPGRWVSEPC
WPSPRIDTRPFRLTSGHDLLPEAQEGAAPDDTPLTVRSPLSVGLYAGKWCSYNAPPDLPHDQRDEDGGALVFQTARLDRDIEIC
GQPVVELELEADQPVAMVALRLSDIAEDDKATRISYGLLNLTHRDSDEHPQPLEPGKRYRVRVLLKHIAQQFPAGNAIRLSVST
SYWPLAWPAPAPVKLTLYPAGSRLLLPCRPPQPREEADLPAFADPEGAPPLAVTRIQPNQETWRVIRDLANDQTMLEVINDEGV
IRLDDIDLELSVHVIERYTYAYGNYDSLSGWTQWERRFRRGDWEVRSVTRTLMTSSAESFRLRATLDAYENDSRVFAKSWDEDI
PRDLV 
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FICHA 19 

EC 3.4.24 Proteasa RseP 

Escherichia coli RseP, que pertenece a la familia de metaloproteasas de zinc S2P de I-CLiP, 

desempeña un papel esencial en la activación de una respuesta al estrés de la envoltura celular a 

través de la escisión de anti-σ Eproteína RseA, una proteína transmembrana de un solo tramo. Un 

estudio reciente mostró que también escinde los péptidos señal remanentes generados por la 

translocación de proteínas secretoras en la membrana (Hizukuri et al., 2017) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: proteasa intermenbrana RasP / YluC, implicada en la división celular  basada en la 
escisión de FtsL 2: 1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato reductoisomerasa (EC 1.1.1.267) 3: precursor de 
YaeT del factor de ensamblaje de proteínas de la membrana externa 4:  fosfatidato 
citidililtransferasa (EC 2.7.7.41) 5: undecaprenil difosfato sintasa (EC 2.5.1.31) 6: precursor de la 
proteina H de la membrana externa 7: factor de reciclaje de ribosomas 8: UDP-3-O-(3-
hidroximiristoil) glucosamina N-acetiltransferasa (EC 2.3.1.-) 9: urudina monofosfato quinasa (EC 
2.7.4.22) 10: 3-hidroxiacil-(proteina tansportadora de acilo) deshidratasa, forma FabZ (EC 
4.2.1.59) 11: Factor de elongación de traslación Ts 12: Acil-(Proteina transportadora de acilo )-
UDP-N-acetilglucosamina O-aciltransferasa (EC 2.3.1.129) 13: Proteína ribosómica SSU S2p 
(SAe) 14: Lipido-A-disacarido sintasa (EC 2.4.1.182) 15: metionina aminopeptidasa (EC 
3.4.11.18) 16: Ribonucleasa HII (EC 3.1.26.4) 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.3026 Proteasa intramembrana RasP / YluC, implicada en la 
división celular basada en la escisión de FtsL [Chromohalobacter salexigens 
MP25462] 

MGVIENLLAVIVVLGLLITFHEFGHFWVARRCGVKVLRFSVGFGKPLWSRFDRHGTEFAVAAIPLGGYVKMLDEREGPVAPEE
QAHAFNRKSVWARIAIVSAGPLANFLLAFVAYWALFIYGTATVAPVIGDVTPDSPAAQGGLQRGQEIVAVQGEPTPSWGEVNL
KLVAAIGADGTLDVTTRTSEDATPTQHRVPVNDWLVRQNPPQPLASLGVTPWRPELPAVLGEVLDDGRAHQAGLQRGDRIVSV
DGVAVDDWMAFVERVRANPETPLTLQVTRDGERREITLTPAVREQEDGSTIGYIGAGVQPSEWPERYRREIRYGPLDAVGEAV
AKTGEMSLLTLDSIRKMLVGLISPSNLSGPVTIARIAGDSARDGVESFISFLAYLSISLGVLNLLPIPVLDGGHLVYYIIEAV
RGRPVPEAVQAFGLRVGIALVGSLMLMALYFDLMRL 
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FICHA 20 

Metaloproteasa de la familia M48, bepA (anteriormente yfgC) 

BepA posee actividad proteasa y es responsable de la degradación de LptD plegada 

incorrectamente, la alteración de bepA (anteriormente yfgC), un gen regulado por σ (E) que 

codifica una metaloproteasa periplásmica putativa, sensibiliza a las células a múltiples fármacos, 

lo que sugiere que puede estar involucrado en el mantenimiento de la integridad de la OM. . (Bryant 

et al., 2020; Narita et al., 2013) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1. Precursor exportado de metaloprroteasa de Zinc YfgC 2. Prooteina similas a SirA 3. 
Proteina reguladora de la via de la arginina ArgR 4. Permeasa putatita PerM 5,9. Proteina 
hipotética 6. Tiol peroxidasa 7. Alcohol deshidrogenasa de cadena corta 8. 4-hidroxi-
tetrahidrodipicolinato 10. Proteína de membrana externa NlpB 11. Proteina de la glutatión 
peroxidasa 12. Hidrolasa putativa de Nudex 13. Proteina similar a la betalactamasa 14. 
Fosforribosilaminoimidazol- succinocarboxamida sintasa 15. Acil-CoA deshidrogenasa 16. 
COG1720, proteína conservada no caracterizada 17. Proteina exportadora de lisina 18. N-
acetiltransferasa relaciónada con GCN5 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.1739 Precursor exportado de metaloproteasa de zinc YfgC 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 
MPRRWNLLPVLCLALAACVATPVAMAQDDYGLPELGGASASVSSGEEYRLGRAWLRQFRAQTDEWEDPIARDYIHGLVARLLPY
TDVHDPVIVTMVDSRLLNAFAVPGGVMGVNSGLFTFADSEDTLASVIAHELGHLSQHHYARRMQRVEETQLPTMAAMLAGMVLA
AGGAGDAGLATMVGSQAAFIQDQLAYSRRFEQEADRIGLDAMADAGFDPQAMPEMFRAMQHLASLQGGNPPEFLLTHPVTESRI
SDTQTRANQLPSPAPHTSKVFAMIRGRALLSLHRSDPEQAMTRLRQDDPPEAAVRYLQALIDAQRGNTAKALATLDALSEAQPD
LSMLPASAAEVALDAGQRDDALRRARRILRLQPDYYPAQRIEAEVLLQQAPDQAFNVLRDMSDQYPEDPHVFALLAEAAGRSGR
DLWGMLARAEHLQLTGHIDRAIKQIDIAEQTARDRGDFAMASRLGERRQAYLGYRQTLRNF 
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FICHA 21 

Proteasa de ClpX dependiente de ATP - Proteasa hslU - HslV 

Se aislo un nuevo tipo de proteasa dependiente de ATP de Escherichia coli. Es el producto del 

locus de choque térmico hslVU que codifica dos proteínas: HslV, una proteína de 19 kDa similar 

a las subunidades beta del proteasoma, y HslU, una proteína de 50 kDa relaciónada con la ATPasa 

ClpX. En presencia de ATP, la proteasa hidroliza rápidamente el péptido fluorogénico Z-Gly-Gly-

Leu-AMC y muy lentamente algunos otros sustratos de quimotripsina. (Rohrwild et al., 1996) 

 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: Proteina de Clp dependiente de ATP subunidad de unión a ATP ClpX 2: Subunidad 
proteolítica de proteasa Clp dependiente de ATP (EC 3.4.21.92) 3: proteasas La dependiente de 
ATP (EC 3.4.21.53) Tipo I 4: Factor desencadenante de la división celular (EC 5.2.1.8) 5: proteina 
de unión al ADN HU-beta 6: metilentetrahidrofolato deshidrogenasa (NADP +) (EC 1.5.1.5)  / 
meteniltetrahidrofolato ciclohidrolasa (EC 3.5.4.9) 7: Peptidil-propil cis-trans isomerasa PpiD (EC 
5.2.1.8) 8: cisteinil-tRNA sintetasa (EC 6.1.1.16) 9: glutaminil- tRNA sintetasa (EC 6.1.1.18) 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

  

> fig | 6666666.597456.peg.2182 Proteasa Clp dependiente de ATP Subunidad de unión a 
ATP ClpX [Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MADGKGKDESGKLLYCSFCGKNQNEVRKLIAGPSVYICDECVDLCNDIIREEVLEADAEGDEERLPAPREIRNTLDDYVIGQDR
AKRVLSVAVYNHYKRLRADVKSEDVELGKSNILLIGPTGSGKTLLAETMARLLNVPFTIADATTLTEAGYVGEDVENIIQKLLQ
KCDYDVDKAQRGIVYIDEIDKISRKSDNPSITRDVSGEGVQQALLKLIEGTTASIPPQGGRKHPQQEFLQVDTSNMLFIVGGAF
AGLEKVIRDRVEKGGIGFNAEVKSKDSEKAMGDILAGVEPEDLVKFGLIPEFVGRVPVIATLTELSEEALIQILTEPKNSLIKQ
YVHLFAMEGVELEFREDALRAVAHKAMARNTGARGLRSILESVLLDTMYEVPSLEDVTKVVIDASVITGDSEPLLIYSQQEESK
VAGKDG 
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EC 3.4.11.1 Leucil aminopeptidasa 

La leucina aminopeptidasa (LAP, EC: 3.4.11.1) es una metaloexopeptidasa importante que cataliza 

la hidrólisis de residuos de leucina aminoterminales de polipéptidos y proteínas. (Zhang et al., 

2018) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: Citosol aminopeptidasa PepA (EC 3.4.11.1) 2: FIG000988 permeasa prevista 3: 
aminotransferasa de aminoácidos de cadena ramificada (EC 2.6.1.42) 4: 3-oxoacil-proteina 
trnasportadora de acilo reductasa (EC 1.1.1.100) 5: FIG000906 permeasa prevista 6: subunidad 
chi de la ADN polimerasa  III (EC 2.7.7.7) 7: proteina hipotética 8: regulador transcripciónal, 
familia AraC 9: valil-tRNA sintetasa (EC 6.1.1.9) 10: aldehído deshidrogenasa 11: sistema de 
transporte K + tipo Kef dependiente de cAMP 12: alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1) 13: Xaa-
Pro aminopeptidasa 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

  

> fig | 6666666.597456.peg.1651 Citosol aminopeptidasa PepA (EC 3.4.11.1) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MEFPVLTVNPAKIETACLVVPVFKDGDLLPAADKLDDASERLIGQLLDRGDFEPSLGNVQLIPFAPGLGAERLLLVGLGERA
KCGESQLIKALDAAFGAIAKLPLDDVAATFTDVPVGERDTAWKARVTLEAAHRACYRFDEFKSEPAPAPRLSSLTLLVGDED
QAAQAELGARVGAAVGEGVSLTRTLGNLPGNVCTPRYLADQAQRLADGADGALNVEILDEDALEALGANALLAVGQGSAEPS
RLIVMEYRGAEDPEEAPHILVGKGITFDSGGISLKPGAGMDEMKFDMCGAASVFGTMKTVLALKPRINVIGVVASAENMPDG
RAIKPGDIVKTLKGLNVEILNTDAEGRMVLCDALSYVERFKPASVVDIATLTGAAIIALGHHASGLLSNDDDLALDLLDAGE
NAWDRAWHLPLWDEYQSQLDSNFADLAHIGGRPAGTITAACFLSRFADAYPWAHLDIAGTAWASGDKKGA 
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EC 3.4.11.2 Aminopeptidasa N 

La aminopeptidasa N (APN / CD13) actúa como exopeptidasa y se ha estudiado durante décadas. 

En los últimos años, se ha visto no solo como un objetivo relaciónado con el tumor, sino también 

como una proteína funciónal potencial en varios otros procesos fisiológicos o patológicos, como 

la analgesia, la infección por virus y la inflamación. (Su et al., 2011) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1. membrana alanina aminopeptidasa N (EC 3.4.11.2) 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.103 Membrana alanina aminopeptidasa N (EC 3.4.11.2) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MSEPQATHLKDYLPPAYRVTHTELTFDLAPSATTVTARLHVERHPEREAGLPLRFAGDKLSLERIAVDGQTLQADEYQVDDEGL
TIPTVPERFLLDTQVSIDPAANTALEGLYLSNGMFCTQCEPEGFRRITFYPDRPDVMATFSTTVVGDKETLPVLLSNGNPVERG
ELPGERHFVTWEDPHPKPSYLFALVAGKLEKVEDHFTTMSGRDVTLQIWVEPENLDKTDHAMASLKRAMQWDEETYGREYDLDL
FMIVAVNDFNMGAMENKGLNIFNSAAVLTHPQTATDAAFQRVEGIVAHEYFHNWSGNRVTCRDWFQLSLKEGFTVFRDQTFSAD
TNSAPVKRIEDVSFFRTAQFAEDAGPTAHPVRPDHYIEISNFYTLTIYEKGAEIVRMLRNLLGWETFRQGSDLYFARFDGQAVT
IEDFVDCMAEVSGLDLDQFMRWYSQAGTPEIDAHGEYDYAKCEYHLRLSQRTPPTPGQAEKAPLHIPVRMGLVGTKSGRDLSLT
LDGEALGTETVLHLRDSEQTYVFTGIDEAPTPSLLRGFSAPVYLRYPYSREDLSFLLTHDADDFNRWDAGQRLTMLALDDLIAA
HRNGVEKVMDGRVIDAYRRLLTTETDDKAVLAEMLTLPSEAYIAEQQPMVDVDAIHAARDFVKQSLATALRDEFLALYEAHRSD
APYAPEPEQIAQRRVKNVALEYLMSIEDEQGIALANAQVEAEDNMTDVRAALTMLVHSSRTDLAEPALKAFGEKWAHDPLVMNQ
WFTIQVTRPQADVLERVKFLMAHPLFSLKNPNKVRALIGAFAAQNRVNFHRLDGEGYRLLADVVIELNRLNPEIAARIITPLTR
WQRFDEQRQALMKAELERIRAEELSPNVFEMVERALADA 
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EC 3.4.11.9 Xaa-Pro aminopeptidasa 

Las aminopeptidasas Xaa-Pro son peptidasas que estan generalmente unida a la membrana, 

dependiente de Mn2 +, presente tanto en células de mamíferos como en células bacterianas, y 

son.responsables de la escisión de cualquier aminoácido N-terminal adyacente a un residuo de 

prolina.  (Yaron & Mlynar, 1968) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: Xaa-Pro aminopeptidasa (EC 3.4.11.9) 2: sistema de transporte K + tipo Kef 
dependiente cAMP 3: transportedor de di/tripeptidos 4: Valil-tRNA sintetasa (6.1.1.9) 
5:Glutamato-amoniaco-ligasa adeniltransferasa (EC 2.7.7.42) 6: subunidad chi de la ADN 
polimerasa III 7: 3-oxoacil-proteina transportadora de acilo reductasa (EC 1.1.1.100) 8: acetato 
permeasa ActP (simportador /acetato) 9: aminotransferasa de aminoácidos de cadena ramificada 
(EC 2.6.1.42) 10: diacilglicerol quinasa (EC 2.7.1.107) 11: citosol aminopeptidasa PepA (EC 
3.4.11.1) 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.1644 Xaa-Pro aminopeptidasa (EC 3.4.11.9) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MSLSEHPRTPAERLAALRETMRENAVDAWWLPSSDPHSSEYLPEHWQGRAWLSGFDGSVGTLVVTQQAAGLWVDSRYWVQAEQQ
LAGSGIELMKLQPGQAQRPMAWLVEQLAPGATVGFDGAVVSLATVRQLQAHLAPADIRWEGHRDLLDAIWPNRPALPEAPVRAH
PSDYVDTARREKLAALREKMEEQGADTHLVSTLDDVAWLTNLRGADVDFNPVFLAHLLVEQARATLFVAPDKLGTALIKALAED
GIEVADYTEVASALAALPHDARLLIDPARVSLALTEAVPAGVSFVEAMQPSTLAKSRKSDRDIEHVRHAMEEDGAALCAFFAWL
EAALADGETVTELTVDERLTAERARRDGFVSRSFATIAAFNANGALPHYHATPAAHSVIKGDGLLLIDSGAQYLGGTTDITRVV
PVGQIDAAHRRDFTRVLKGTIALSRARFPRGIPSPQLDAIARAPLWAAGLDYGHGTGHGVGYFLNVHEGPQVIAWYAPVTPQTA
MQPGMITSIEPGVYRPGQWGVRIENLVVNRPDEASDFGDFLRFETLTLCPIDTRALDMSLLDAAEIAWLDAYHDEVRRRLLPRV
EGPARDWLEQRTAPLAR 
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EC 3.4.11.18 Metionina aminopeptidasa 

Las metionina aminopeptidasas (MetAP) son metaloenzimas que escinden la metionina N-terminal 

de péptidos y proteínas recién sintetizados. Estas enzimas MetAP están presentes en bacterias, y 

los experimentos de knockout han demostrado que la actividad de MetAP es esencial para la vida 

celular, lo que sugiere que las MetAP son buenas dianas de fármacos antibacterianos. Las enzimas 

MetAP también están presentes en el huésped humano y la selectividad es esencial. (Helgren et 

al., 2016) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: metionina aminopeptidasa (EC 3.4.11.18) 2: proteina ribosómica SSU S2p (SAe) 3: 
proteina-PII uridiltransferasa (EC 2.7.7.59) 4: factor de elongación de traslación Ts 5: Uridina 
monofosfato quinasa (EC 2.7.4.22) 6: factor de reciclaje de ribosomas 7: undecaprenil difosfato 
sintasa (EC 2.5.1.31) 8: fosfatidato citidiltransferasa (EC 2.7.7.41) 9: 1-desoxi-D-xilulosa 5-
fosfato reductoisomerasa (EC 1.1.1.267) 10: Proteasa intermenbrana RasP/YluC, implicada en la 
división celular basada en la escision de FtsL  

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.3034 Metionina aminopeptidasa (EC 3.4.11.18) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MNIPIKTADEIEKMREAGRQAASVLEMIAPHVAAGVTTGEIDRLCHEYIVNELGSTPAPLNYHGFPNATCTSINHVVCHGIPDM
GKKLKKGDIMNLDITVKTADGYHGDSSVMFVIGESIQGGRLSRVTQECLYKSIAEVRPGVRLSELARTIQQHAERHGYSVVRDF
CGHGIGAGFHEDPQFLHYDGYAPEADAVLAEGMCFTIEPMLNAGDYRTKVLRDGWTAVTKDKSLSAQWEHTLLVTANGVEVLTA
RQDEDFSFLAA 
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EC 3.4.11.21 Aspartil aminopeptidasa 

La aspartil aminopeptidasa (EC 3.4.11.21) escinde solo los residuos de aminoácidos ácidos N-

terminales no bloqueados. Hasta la fecha, solo se ha encontrado en mamíferos (Yokoyama, et al. 

. 2006). 

POSICIÓN INTERGENICA: 

 

Donde: 1: Aspartil aminopeptidasa 2: proteasa peri plasmática 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.707 Aspartil aminopeptidasa [Chromohalobacter salexigens 
MP25462] 

MAHAPTLDRLLHFLERSPTPWHAVDNMARRLEQAGYRRLEETEAWQLAPGDRFYVTRNASSLIAMQVPTDPLSGLRMIGAHTDSP
GLRLKPQPVVAKKDWLQLSVEVYGGALLAPWFDRDLGLAGRIHVRREDGRLQGVLLHVDRPVAIIPSLAIHLDREANNGRALNAQ
TQMLPVVLQGGGEADLERWLKRWLYEQHGLENIQLLDYELSLYDMQRPSRVGIEGELIASARLDNLLSCFTGIEALLAGDGRQGA
LFVANDHEEVGSASACGAQGPFLGDVLRRVHAQLGEGGEDGWVRLIQGSRMISCDNAHAVHPNFPEKHDEHHGPAINGGPVIKVN
ANQRYATNSATAAMFRDICREAGTPVQTFVTRADMGCGSTIGPITATELGVPTLDVGIPQWGMHSIRETAGSRDADYLIRALTAF
VNRTELD 
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EC 3.4.11.25 Beta-peptidil aminopeptidasa 

Las beta-peptidil aminopeptidasas forman la primera familia de enzimas que hidrolizan una 

variedad de péptidos beta cortos y péptidos que contienen beta-aminoácidos. Todos los 

representantes de esta familia fueron aislados de bacterias Gram-negativas. Las especificidades de 

sustrato de las peptidasas varían mucho, pero las enzimas tienen propiedades estructurales 

comunes y se puede esperar un mecanismo de reacción similar (Geueke & Kohler, 2007), 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: beta-peptidil aminotransferasa (EC 3.4.11.25) 2: Transportador ABC de hidroxamato 
férrico (TC 3.A.1.14.3) componente permeasa  FhuB 3: regulador transcripciónal, familia RpiR 4: 
región asociada a la permeasa de aminoácidos 5: receptor de membrana externa de hidroxamato 
férrico 6: Transportador ABC de hidroxamato férrico (TC 3.A.1.14.3), proteina de unión al 
sustrato periplasmico FhuD 7: Transportador ABC de hidroxamato férrico (TC 3.A.1.14.3), 
proteina de unión a ATP FhuC 8: sigma-24 (similar a Fecl) 9: proteínas receptoras de la membrana 
externa, principalmentetransporte de Fe 10: proteina de biosíntesis de ferrioxamina E DesD 
superfamilia de sideroforo sintetasa, grupo C componente de sideroforo sintetasa 11: sistema de 
transporte de sideroforo Fe3 + tipo ABC, componente periplasmatico de unión a hierro 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.1501 beta-peptidil aminopeptidasa (EC 3.4.11.25) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MQRMRAREMGLPLPGEPGLNNAITDVPGVLVGYETIDGTAENGRPIKTGVTAILPRARSNTPAPVWAGFHALNGNGEMTGTHW
IEQGGYFVGPICLTNSHSVGIVHHAATRWMLDTYAQTFDAHHLWAMPVVAETYDGVLNDINGQHVEAAHVHAALASASGGAIK
EGNVGGGNGMICYGFKGGTGTASRRVGIDGQDYTLGVLVQANHGKRDWLNVLGVPVGEALHDADLPEELNRERGSIIAVIATD
APMLPHQLKRLAQRAGLGITRSGSPGGNDSGDMFLAFSTANEGPLPQLGPARQQMHHMNDEYFDDFYMAVVQATDEAVLNAMC
MARGAPMAKPEGWCPALDPERLEPLLRRAGISIGERND 
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EC 3.4.19.5 Isoaspartil dipeptidasa  

La isoaspartil dipeptidasa (IadA) es una enzima que cataliza la hidrólisis de un resto similar a un 

dipéptido de isoaspartilo, que puede formarse inapropiadamente en proteínas, entre la cadena 

lateral del grupo β-carboxilo de Asp y el grupo amino del siguiente aminoácido. (Park, et al., 

2017). Es decir, escinde un residuo de Asp ligado a β del extremo N de un polipéptido. 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: isoaspartil dipeptidasa (EC 3.4.19.5) 2: nitrito reductasa (NAD (P) H) subunidad grande, 

NirB 3: nitrito reductasa (NAD (P) H) subunidad grande, NirD 4: cianoficina sintasa (EC 6.3.2.29) 

(EC 6.3.2.30) 5: Cianoficina (EC 3.4.15.6) 6: FIG 01057880 proteina hipotética 7: proteina 

MII5128 8: Subunidad grande de nitrato reductasa asimiladora (CE 1.7.99.4) 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.183 Isoaspartil dipeptidasa (EC 3.4.19.5) @ Asp-X 
dipeptidasa [Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MMSGKARQPAPMTLLRVAEAFAPERLAATDILMAGGRIVALGQGLAVPQGWPVQVVDARHLIAVPAFIDQHVHVTGGG
GEGGCGTRCPPITTRDIVAMGIGTVVGVLGTDSISRSPADLLAAVRGLAADGLAAYMYTGAYRVPAPTLTGDIQRDLA
WIPEVIGVGEIAISDHRSSQPRQDELERLVSDARVGAMLAGKRGICHFHLGDGKRGLEPLRRLLTETEIPADQVIPTH
VNRRTELLEEAAEYALAFDASVDVTAFEDAGDGLSAFDAVSRLLARGVSPARITLSSDCNGSLPEFDADGAYVGMQVA
RNTTLIADWRRLVHARVLPLESALGLLAGNVARVLGLADKGRLAVGSGADITLLDKALQPQRTFVAGRCLYGAVDHHE
TAR 
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EC 3.4.15.6 Cianoficinasa 

La cianoficina, o poli-L-Asp-multi-L-Arg, es un polímero peptídico no sintetizado 

ribosómicamente que se utiliza para el almacenamiento de nitrógeno por cianobacterias y otras 

eubacterias selecciónadas. Tras la síntesis, se autoasocia para formar gránulos insolubles, cuya 

degradación es catalizada únicamente por una proteasa carboxi-terminal específica, cianofinasa. 

(Law et al. 2009) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: cianofinasa (EC 3.4.15.6) 2: Nitroreductasa (NAD (P) H) subunidad grande (EC 1.7.1.4) 
3: FIG 01057880 Proteina hipotética 4:cianoficina sintasa (EC 6.3.2.29) (EC 6.3.2.30) 5: proteina 
MII5128 6: isoaspartil dipeptidasa (EC 3.4.19.5) Asp-X dipeptidasa 7: nitro reductasa (NAD (P) 
H) subunidad pequeña (EC 1.7.1.4) 8: ATPasa predicha relaciónada con la proteina PhoH  
inducible por inanición de fosfato 9: proteina hipotética 10: metiltransferasas dependientes de 
SAM 11: carboxilesterasa 12: permeasa de sulfato, tipo Trk. 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.185 Cianoficinasa (EC 3.4.15.6) [Chromohalobacter 
salexigens MP25462] 
MASRTPTVCGHIVAIGGAEDKTSELAILRRVFALAPQGNDEVAVIATASSIPEQLLPSYEAAFKRLGASRVHALNIQDRQQA
ADTDNVLRIQRSGVIFFTGGDQLRLTTVLGGSDTLRAVRERLREGAVVAGTSAGAAAMPSTMIYNGAAADALRKGAVNMTFG
LGFVRGMVIDSHFLERGRFTRLMEVGASNPEQLGVGLGEDAAVIIHPGRILETIGPGHVIIIDSRDLASSNIAELEMGAPVA
VENMILHAMVSGHGYDVDARRYLVAEELEAVLAGRRQE 
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EC 3.4.13.20 Aminoacil-histidina dipeptidasa 

La aminoacilhistidina dipeptidasa, también Xaa-His dipeptidasa, carnosinasa o PepD, cataliza la 

escisión y liberación de un aminoácido N-terminal, que suele ser un residuo neutro o hidrófobo, a 

partir de un dipéptido Xaa-His. Durante las infecciónes bacterianas, la degradación de la l-

carnosina a través de la carnosinasa o enzimas similares a PepD puede aumentar el potencial 

destructivo de las bacterias, lo que resulta en un impacto patológico. (Aoki, et al.. 2012) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: aminoacil-histidina dipeptidasa (peptidasa D) (EC 3.4.13.3) 2:proteina hipotética 3: 
ATPasa P-loop prevista fusionada  con una acetiltransferasa COG1444 4: Proteina de la familia 
ThiJ/ PfpI 5: proteina de la recombinación de ADN RmuC  6: tiorredoxina reductasa (EC 1.8.1.9) 
7: proteina de unión a ADN  no especifica Dps/ proteina antioxidante de tipo ferritina de unión a 
hierro/ferroxidasa (EC 1.16.3.1) 8: proteina similar a la subunidad C de la alquil hidroperóxido 
reductasa 9: proteina hipotética 10: glucerato quinasa 11: proteina hipotética 12: aconitate 
hidratasa (EC 4.2.1.3) 2-metilisocritrato deshidratasa (EC 4.2.1.99) 13: proteina hipotética 14: 
preoteina de la triada histidina (HIT) 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.1611 Aminoacil-histidina dipeptidasa (Peptidasa D) (EC 
3.4.13.3) [Chromohalobacter salexigens MP25462] 
MNDHLLQLSPEPLWRHFRTLCNTPRPSGHEAPLIATLTAWADAHGLTHERDAAGNLLIRKAATPGCEALPGVILQGHLDMVAQ
ANAEHPHDFTRDPIQTYVEEGWLHAHETTLGADNGIGVAAALAILEDETLRHGPLEALFTLEEEASMRGALELDTDWLQGRYL
LNLDSEDRGQVYIGCAGGADVVVEARLPTRDLGEHEVVRQVALTGLVGGHSGIDIHKGRGNANRLLVRVLRALEPFGACLVAY
QGGTLRNALPREAFASIALPADEEAAVVARLAELQAELAAELAGVDEDVQLALEPAESAAPLTGAASRLLIAALHVAPCGVER
MSVEVPGVVETSNNLGVVKLEEGRFHLCALVRSLRDSATQDLADRFRALFSLIGAETRVENAYPGWTPAPESTLLARFRRLHL
ERTGVDPDVKVIHAGLECGILGGKYPQLEMISFGPLIRGAHSPAERVEIDSVAEFWQVLRAIIED 
LASARAA
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EC 3.4.13.22 D-alanil-D-alanina dipeptidasa 

La D-alanil-D-alanina (D-Ala-D-Ala) dipeptidasa VanX que contiene zinc se ha detectado en 

bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, donde parece haberse adaptado a al menos tres 

funciónes fisiológicas distintas. (Lessard & Walsh, 1999) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: D-alanil-D-alanina dipeptidasa (EC 3.4.13.22) 2: regulador transcripciónal, familia 
LysR 3: sistema de transporte de dicarboxilato C4 de tipo TRAP, gran componente de permeasa 
4: FIG00960493 proteina hipotética 5: sistema de transporte de dicarboxilato C4 tipo TRAP 
pequeño componente de permeasa 6: sistema de transporte de dicarboxilato C4 tipo TRAP 
pequeño componente periplasmatico 7: regulador transcripciónal, familia LysR 8: proteina 
hipotética 9: proteina fijadora de fosfolípidos 10: proteina similar a la extensina 11: proteina 
hipotética 12 transportador de glicinabetaina OpuD 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.1097 D-alanil-D-alanina dipeptidasa (EC 3.4.13.22) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MLETNRVNVTDSTLRPIDPIAEPPWETIAAIPIVDEGGALHPVSLAAPMLRTLPLYHALGVPGAVPECWAREAVYRRLLEVAR
HLPDGLGLVVLDAWRPYVVQRHLYDTLLEMVETRYADLDESDRRAMTRAFVSPPSERVDRPSPHLTGGAVDVALCDADGLLLD
MGSAFDEARAASHTVHFEHHAVDADTRTYRDRRRILYHAMVDAGFANLPSEWWHYSYGDQMWAWYRGEPRALFGPSGPDSLEA
RWRRSLGQDA 
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EC 3.4.13.19 Dipeptidasa de membrana  

La dipeptidasa de membrana (EC 3.4.13.19) es una peptidasa de zinc de la membrana plasmática 

que participa en el metabolismo renal del glutatión y sus conjugados, como el leucotrieno D4. La 

enzima carece de las firmas clásicas de otras hidrolasas dependientes de zinc y no muestra 

homología con ninguna otra proteína de mamífero. (Keynan, Hooper & Turner, 1997) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: dipeptidasa microsomal (EC 3.4.13.19) 2: FIG00535603: proteina hipoteica 3: subunida 
A de dimetilglicina desmetilasa de DgcA 4: regulador transcripciónal que contiene un dominio 
amidasa y un dominio HTH de unión a ADN de tipo AraC 5: DgcB subunidad B de bdimetilglicina 
desmetilasa 6: flavoproteina de transferencia de electrones, subunidad alfa 7: flavoproteina  de 
transferencia de electrones, subunidad beta 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.1442 Dipeptidasa microsomal (EC 3.4.13.19) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MTAQSLHDDAIVIDGLIIAKWGRDLLEDMRRGGLTAANCTVSVWEGFQATVDNIVETNALLAACDDLVRPVHTTADII
RAKEEGKTGIIYGFQNAHAFEDQIGYVEVFKKLGVGIVQMCYNTQNLVGTGCYERDGGLSGFGREIVAEMNRVGMMCD
LSHVGETTSREVIEASEKPVCYSHCLPSGLKEHPRNKSDEELRFIADHGGFVGVTMFTPFLRAGVDATVDDYVEAIEY
VMNIVGEDAIGIGTDFTQGQDQAFFEWLTHDKGYARRLTNFGTIINPEGIRTIGEFPNLTEALLRRGMSERQVRKIMG
ENWMRVLKEVWGA
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FICHA 33 

EC 3.4.13.9 Xaa-Pro dipeptidasa  

La prolidasa es una peptidasa dependiente de metales especializada en la escisión de dipéptidos 

que contienen prolina o hidroxiprolina en sus extremos C-terminales. Un número creciente de 

estudios destaca la importancia de la prolidasa en varias otras afecciónes humanas, incluido el 

cáncer. Algunos estudios recientes relaciónan el papel regulador independiente de la actividad de 

la prolidasa con la tumorigénesis. (Wilk et al., 2021). 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: Xaa-Pro aminopeptidasa, 2:Subunidad succinato deshidrogenasa, 3:Regulador 
transcripciónal GabR de la utilización de GABA (familia GntR con dominio similar a la 
aminotransferasa), 4:Proteina reguladora que responde a la leucina, regulador del regulon de 
leucina (o lpr) y sistema de transporte de aminoácidos de cadena ramificada de alta afinidad, 5: 
Activador de genes inducibles por peróxido de hidrogeno, 6: D-3-fosfoglicerato deshidrogenasa, 
7:Cadena D de formiato deshidrogenasa, 8:Transportador ABC de glicerol-3-fosfato, proteína de 
unión a ATP UgpC, 9: Transportador ABC de glicerol-3-fosfato, proteína permeasa UgpE, 
10:Proteina putativa de formiato deshidrogenasa oxidorreductasa, 11: Transportador ABC de 
glicerol-3-fosfato, proteína permeasa UgpA, 12: Transportador ABC de glicerol-3-fosfato, 
proteína de unión a glicerol-3-fosfato periplasmica, 13:Proteina hipotética, 14: 4-hidroxi-2-
oxoglutarato aldolasa, 15:Aldehido deshidrogenasa B. 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.1829 Xaa-Pro aminopeptidasa (EC 3.4.13.9) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 
MAHRGIDVLIVSDPSNMAWLTGYDGWSFYVHQCVLLGLEGEPVWYGRRMDANGALRTCWIHPDNITYYPDYYVQNPDMHPMEYL
AQSILPDRGWHNGIIGMEMDNYYFSAKAYLSLVRELPHARFEDANSLVNWCRAIKSPQEIEYMRIAARIVEGMHSRILEVIQPG
LPKSKLVSEIYRVGIEGWTDPDGRVFGGDYPAIVPMLPTGKDAAAPHLTWDDTPFRQGEGTFFEIAGVYKRYHAPMSRTVFLGT
PPSAFIRAESALLEGIENGLAVAKPGNRTADIAMALGAAMDKYGFDRGGARCGYSIGISYPPDWGERNMSLRPSDDTILEPGMT
FHFMPGLWEDDWGLEITESILITETGCETLANFPRQLFVC 
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FICHA 34 

EC 3.4.16.4 D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa 

La d-Alanil-d-alanina carboxipeptidasa DacC es importante para la síntesis y estabilización de la 

capa de peptidoglicano de Escherichia coli .(Hu et al., 2019) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1: D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa (EC 3.4.16.4) 2: proteina reguladora de lipoatos 
propuesta YbeD 3: precursor de la lipoproteína A poco común 4: Octanoato-proteina 
transportadora de acilo-prteina-N-octanoiltransferasa 5: precursor de transglicosilasa B de mureina 
lítica unida a membrana (EC 3.2.1.-) 6: lipoato sintasa 7: proteina que determina la forma de la 
barra RodA 8: proteinatipo GroES de alcohol deshidrogenasa 9: regulador transcripsional del 
operon RuBisCO CbbR 10: proteina 2 de unión a penicilina (PBP-2) 11: LSU m3Psi1915 
metiltransferasa RImH 12: subunida A de piruvato carboxilasa (EC 6.4.1.1) 13: proteina lojap 14: 
nicotinato-nucleotido adeniltransferasa (EC2.7.7.18) 15: subunidad B de piruvato carboxilasa (que 
contiene biotina) (EC 6.4.1.1) 16: Gamma-glutamil fosfato reductasa (EC 1.2.1.41) 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.676 D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa (EC 3.4.16.4) 
[Chromohalobacter salexigens MP25462] 

MRVFAQSSLLRVVLLVTLCIGVLAPTAHAQNPPEPSPVPSSMVPSAPELAASAWVLMDADSGKILVEHNADKELPPASLTKMM
TAYIVEREIDAGNISGDDEATISENAWRTGGSRMFLNPGSKVSIDNLLRGVVIQSGNDASVALAEHIAGSEDAFADLMNQQAA
RMKLEHTHFMNPTGLPHEEHYSSAHDLAVIAQHIIKDYPDHYEVYSEKYFTWNDIRQPNRNRLLWRDPNVDGLKTGHTEAAGY
CLVASAKKDGTRLVAVVMGTDSDEARAQETQKLLSYGFRFFETQRLYESGAVLNTPRIWGGEKDELRLGVADDVYLTVPRGRS
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FICHA 35 

Proteasa Amidohidrolasa  

Catalizan la hidrólisis de una amplia gama de sustratos que llevan grupos funciónales amida o éster 

en los centros de carbono y fósforo. El centro metálico de esta superfamilia de enzimas tiene una 

doble funciónalidad en la expresión de la actividad catalítica global. En todos los casos, la 

molécula de agua nucleofílica se activa mediante la complejación con un centro metálico 

mononuclear o binuclear. (Seibert & Raushel, 2005) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

Donde: 1. Peptidasa M20D, Amidohidrolasa, 2,9,12. Proteina hipotética 3. OmpA/MotB 4. 
Transportador de aniones 5. Treonil-tRNA sintetasa 6. Proteina de mebrana asociada aLrgA LrgB 
7. Proteina de tipo antiholin LrgA 8. Factor de iniciación de la traducción 3, 10. Proteina 
ribosómica LSU L35p 11.Proteina ribosómica  13.Cadena alfa de fenilalanil –tRNA sintetasa 
14.Regulador transcripciónal, familia TetR 15.Subunidad de hierro-azufre de xantina 
deshidrogenasa 16.Cadena beta de fenilalanil -tRNA sintetasa 17.Xantina deshidrogenasa 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

> fig | 6666666.597456.peg.3228 Peptidasa M20D, amidohidrolasa [Chromohalobacter 
salexigens MP25462] 
MNEAFLSLTPAQIRHRLHAAPELSGQETETARRVAGWLEQAGATRIVTGLGGHGVAGVFAGTLPGPRVMFRAELDGLPIDETAE
IAWKSTCEHVAHSCGHDGHMAVLLGLAQRLAEQPPTHGETVLLFQPSEETGRGAREVVESSRFEEIAPDHVYALHNLPGKPLGE
VSVREGAMTCASRGLIIRLNGLCAHAAHPEQGRNPALAMCRILQGLKRLPQQLPDDQGLVMVTLIHARLGEVAFGTSPGQAEVM
ATLRTEDDAMMRALAEASVALARAEAEEDDLGIEIDWCDVFQATRNHPAAVASIREAARSLDMPLTALPEAHRWSEDFGWLAAQ
GQGALLTLGAGERCLPLHNPGYDFPDALLDTGIALFERLVRLHQSDG 
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FICHA 36 

Isoaspartil dipeptidasa EC 3.4.19.5 

La isoaspartil dipeptidasa (IadA) es una enzima que cataliza la hidrólisis de un resto similar a un 

dipéptido de isoaspartilo, que puede formarse inapropiadamente en proteínas, entre la cadena 

lateral del grupo β-carboxilo de Asp y el grupo amino del siguiente aminoácido. (Park, et al., 2017) 

POSICIÓN INTERGENICA: 

 

Donde: 1. Isoaspartil dipeptidasa (EC 3.4.19.5), 2. Nitrito reductasa [NAD(P)H] subunidad grande 
(EC 1.7.1.4), 3.Nitrito reductasa [NAD(P)H] subunidad pequeña (EC 1.7.1.4), 4.Cianoficina 
sintasa (EC 6.3.2.29)(EC 6.3.2.30), 5.Cianoficinasa (EC 3.4.15.6), 6.Proteína hipotética, 7. 
Proteína Mll5128, 8. Subunidad grande de nitrato reductasa asimilatoria (EC:1.7.99.4). 

ALINEACIÓN DE SECUENCIAS CON BASE DE DATOS DEL NCBI: 

 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS: 

 

 

 

 

  

>fig|6666666.597456.peg.183 Isoaspartil dipeptidasa (EC 3.4.19.5) @ Asp-X 
dipeptidasa [Chromohalobacter salexigens MP25462] 
MMSGKARQPAPMTLLRVEAFAPERLAATDILMAGGRIVALGQGLAVPQGWPVQVVDARHLIAVPAFIDQHVHVTGGGGEGGCGT
RCPPITTRDIVAMGIGTVVGVLGTDSISRSPADLLAAVRGLAADGLAAYMYTGAYRVPAPTLTGDIQRDLAWIPEVIGVGEIAI
SDHRSSQPRQDELERLVSDARVGAMLAGKRGICHFHLGDGKRGLEPLRRLLTETEIPADQVIPTHVNRRTELLEEAAEYALAFD
ASVDVTAFEDAGDGLSAFDAVSRLLARGVSPARITLSSDCNGSLPEFDADGAYVGMQVARNTTLIADWRRLVHARVLPLESALG
LLAGNVARVLGLADKGRLAVGSGADITLLDKALQPQRTFVAGRCLYGAVDHHETAR 
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ANEXO 2. 

Preparación de dNTPs a 2mM 

Componentes: 

 dGTP 4μl (200μM) 
 dCTP 4μl (200μM) 
 dTTP 4μl (200μM) 
 dATP 4μl (200μM) 

Preparación: 

 Preparar la cámara de flujo laminar e irradiar por 5min con UV. 
 Colocar en un tubo de microcentrifuga estéril, 4μl de cada dNTP y añadir 184μl de agua 

bidestilada, homogenizar. 
 Almacenar a -20°C hasta el momento de su uso. 

ANEXO 3. 

Preparación de tampón de caraga para electroforesis 

Buffer TAE (50x) 1 L 

Tris base, 242 g; ácido acético glacial, 57.1 ml; 0.5 M EDTA pH 8, 100 ml. 

Ajustar hasta 1 litro con agua destilada o desionizada. 

Buffer TBE (5x) 1 L 

Tris base, 54 g; ácido bórico, 27.5 g; 0.5 M EDTA pH 8, 20 ml. Ajustar hasta 1 litro con agua 

destilada o desionizada. El EDTA debe estar preparado previamente: Se añade al agua destilada o 

desionizada (un volumen 20% inferior al volumen final deseado) la cantidad adecuada de EDTA 

para obtener una concentración final de 0.5 M. Se ajusta el pH con NaOH hasta que el EDTA se 

disuelva y llegue la solución a un pH de 8. Se ajusta el volumen, se esteriliza y se conserva a 

temperatura ambiente. 

Buffer TE 1X  

(20 mM Tris-HCl, 0.1mM EDTA, pH 8.0) 
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ANEXO 4.  

Preparación de gel de Agarosa al 1% 

Componentes: 

 1g Agarosa (Bioline)  
 100ml Agua bidestilada  
 1ul Syber Safe  

Preparación: 

 Pesar 1g de agarosa y mezclar con 100ml de tampón TAE 1X, homogenizar. 
 Disolver y llevar a ebullición. 
 Añadir 1μl de Saber Safe a la mezcla de agarosa y homogenizar. 
 Verter la mezcla de agarosa a la cubeta con el peine puesto y dejar gelificar 

aproximadamente de 15 a 30 minutos 
 Colocar el gel en la cámara electroforética y cubrir con TAE 1X, después quitar con 

suavidad el peine. 

ANEXO 5.   

Preparación de medio SW al 15% 

Componentes: 

 NaCl 15% 
 9.6g MgSO4.7H2O 
 7.0g MgCl2.6H2O 
 2g KCl 
 0.36g CaCl2 
 0.06g NaHCO3 
 10g Extracto de levadura 
 5g Peptona 
 1g Glucosa 
 20g Agar 
 1000ml Agua destilada 
 Para un medio liquido SW, excluir el agar de los componentes. 

Preparación:  

 Pesar todos los componentes, y añadir 1000ml, homogenizar.  
 Autoclavar a 121°C por 15 minutos. 
 Esperar a que se atempere y con cuidado apresurar el plaqueado. 
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ANEXO 6.  

Preparación de medio LB con Ampicilina 100ug/ml 

Componentes: 

 100 μg/ml Ampicilina  
 1% NaCl  
 0.5% Extracto de levadura  
 1% Triptona   
 2% Agar  

Preparación: 

 Pesar todos los componentes excepto la ampicilina, adiciónar 100ml de agua destilada  y 
autoclavar a 121°C por 15minutos. 

 Para la Ampicilina preparar una solución concentrada de 100 mg/ml con agua destilada, se 
esterilizó por filtración y se guardó a –20ºC. Se utiliza a una concentración final de 100 
μg/ml que se adicióna antes de realizar el plaqueado.  

ANEXO 7.  

Preparación de medio de recuperación SOC 

Componentes: 

 2g Triptona 
 0.5g Extracto de levadura NaCl (Panreac) 0’58 
 0.25ml KCl 1M  
 1 ml NaCl 1M 
 1ml Mg 2M 
 1ml Glucosa 2M 

Preparación: 

 Pesar triptona, extracto de levadura, NaCl, KCl a 97ml de agua destilada 
 Mezclar y autoclavar a 121°C por 15minutos. Dejar enfriar a temperatura ambiente. 
 Agregar 2M de Mg y 2M de glucosa, cada uno a una concentración final de 20mM. 
 Llevar a 100ml con destilada esteril.  
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ANEXO 8.  

Informe de préstamo de servicio para secuenciación del SEGAI (Servicios Generales de 

Apoyo a la Investigación de la Universidad de la Laguna) 



 

184 
 

 



“CUSCO CAPITAL HISTÓRICA DEL PERÚ” 

Año Del Fortalecimiento De La Soberanía Nacional 

 

 

CUSCO, 03 de Agosto del 2022 

 

 

CARTA 

Dr. Olintho Aguilar Condemayta 
Decano De La Facultad De Ciencias 
Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco 
 

Presente. 

Asunto: LEVANTAMIENTO DE OBSERVACIONES DE TESIS SUSTENTADA. 

__________________________________________________________________ 

 

De nuestra mayor consideración, es grato dirigirnos a usted para saludarlo y 
a la vez para poner en su conocimiento que en mérito al acta de sustentación de 
tesis de fecha 15 de Julio del 2022 a horas 11:10 a.m., en el SALON VIRTUAL DEL 
SALON DE GRADOS, se resuelve señalar que las observaciones realizadas 
durante la sustentación oral de la tesis intitulada “Descripción de enzimas 
proteolíticas y obtención de una proteasa recombinante a partir del análisis 
de datos del genoma de Chromohalobacter salexigens MP25462”, presentada 
por la Bachiller de la Escuela Profesional de Biología Jhomira Ilucion Mamani 
Morales para optar al título profesional de Biólogo, han sido levantadas 
apropiadamente. En fe de lo cual, firmamos el presente.  

Sin otro particular, aprovechamos la oportunidad para expresarle las 
consideraciones más distinguidas. 

Atentamente 

 

 




