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Introduccion. Las peptidoglucano hidrolasas (PGH’s)
son enzimas que degradan el peptidoglucano
(componente principal de la pared celular de las
bacterias), estas proteinas estan involucradas en muchas
funciones, ej. la divisién celular y la autolisis. En reportes
recientes algunas PGH’s se han wusado como
conservadores en varios productos alimenticios (1). P.
acidilactici ATCC 8042, produce una PGH de 99-kDa,
Cuyo gen se encuentra reportado para varias cepas de la
misma especie. La secuencia en aminoacidos contiene
dos posibles dominios cataliticos conservados (N-
acetilmuramil-L-alanina amidasa y N-
acetilglucosaminidasa) (2), a este tipo de proteinas se les
denomina bifuncionales. Este trabajo consiste en clonar
y expresar, de manera independiente, ambos dominios
de la proteina con la finalidad de probar la actividad litica
independiente de ambos.

Metodologia. Se disefiaron cebadores especificos para
amplificar el dominio de N-acetilmuramil-L-alanina
amidasa. Se utilizé el vector pET-22b(+) y se expreso6 en
E. coli utilizando IPTG como inductor. La actividad litica
fue determinada por medio de zimogramas de
Micrococcus lysodeikticus (0.2%p/v). La proteina
recombinante fue purificada por cromatografia de
afinidad utilizando el tallo de histidinas (6X His C-term)
que contenia el vector utilizado.

Resultados. Se realizaron varias subclonas (Fig. 1) para
el dominio de N-acetilmuramil-L-alanina amidasa (Dcat,
amiR1, amiR1R2 y amiR1R2R3) la diferencia entre cada
una de ellas es el tamafio de la regién intermedia que
une a los dos dominios en la secuencia reportada en la
base de datos (NCBI).
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Fig 1. Diferentes subclonas generadas para el dominio de N-
acetilmuramil-L-alanina amidasa

En la Fig. 2 se observan los diferentes productos de PCR
a partir de DNA gendmico de P. acidilactici ATCC 8042
obtenidos con los diferentes cebadores utilizados, asi
como el andlisis de las subclonas obtenidas.
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Fig 2. A. Amplicones obtenidos a partir de DNA genomico. B. Analisis
de las sublconas obtenidas utilizando cebadores T7.

Se expres6é el dominio de N-acetiimuramil-L-alanina
amidasa utilizando la construccion AmiR1R2R3,
encontrando la mayor actividad litica en la fraccion
citosdlica. Las condiciones de induccién fueron las
siguientes: 37°C / 200 rpm / 3 hrs / [IPTG]= 1 mM. En la
Fig. 3 se observan las bandas de actividad litica contra
Micrococcus lysodeikticus del la fraccion citosélica y de la
proteina semipurificada
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Fig. 3. MPM. Marcador de peso molecular (Low-Range, Biorad)
Ay B(zimograma). Fraccion citosélica. Cy D(zimograma). Proteina
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Conclusiones. El dominio de N-acetilmuramil-L-alanina
amidasa presenta actividad litica de manera
independiente en zimogramas contra Micrococcus
lysodeikticus.
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