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Introduccién. Las proteasas estan involucradas en la
hidrolisis de enlaces peptidicos. Tienen una amplia gama
de usos en la industria alimenticia, farmacéutica, del cuero
y textiles, detergentes, diagndstico y en el tratamiento de
aguas residuales. En relacién con otras enzimas, las
proteasas representan el 40% de las ventas en la industria
mundial (1). Aunque se les puede obtener de plantas y
animales, las proteasas microbianas constituyen dos
terceras partes de las proteasas comercializadas. Varias
proteasas microbianas han sido caracterizadas de
microorganismos cultivables, sin embargo, muy pocas se
han obtenido por aprovechamiento metagendémico. La
metagenémica consiste en el estudio del ADN de
comunidades de microorganismos de muestras tomadas
directamente del ambiente sin una fase de cultivo (2),
utilizando esta herramienta se han identificado genes
novedosos que codifican biomoléculas que han tenido
utilidad en la industria. Existe evidencia de que en el
acuifero de la peninsula de Yucatan existen ecosistemas
Unicos relativamente pristinos, ademas la composicion y
conformacion del suelo, aunado a la rica diversidad
bioldgica de la regién en general hacen de este ambiente
atractivo para el analisis metagenémico y la basqueda de
nuevas proteasas (3).

El objetivo de este trabajo es identificar y caracterizar
genes que codifiqguen enzimas con actividad de proteasa
a partir de una biblioteca metagenémica proveniente del
acuifero de Yucatéan.

Metodologia. Partiendo de una muestra de agua del
acuifero de Yucatan, por medio de filtracion serial, se
colectd la biomasa procariota a la cual se le extrajo el ADN
metagenémico. Con este se construyd una biblioteca
metagendémica, la cual fue funcionalmente analizada en
medio LB suplementado con cloranfenicol como agente de
seleccién y 1% (p/v) leche descremada para determinar la
actividad proteasa. Las clonas que presentaron actividad
proteasa se enviaron a secuenciar. Las secuencias fueron
analizadas con herramientas bioinformaticas y se
buscaron genes relacionados con proteasas. Las
secuencias encontradas se clonaran en el vector de
expresion pLATES2 (Thermo Scientific) y se realizara la
medicién del pH y temperatura optima de la enzima.

Resultados. Se construyé y analiz6 una biblioteca
metagendmica de 21, 000 clones, con insertos de ~35 Kb,
la cual después de ser analizada se obtuvieron 23 clones

como productores de proteasas, este nimero es muy
similar al reportado por Neveu et al., 2011 quien construy6
una biblioteca de fésmidos, a partir de arena del desierto,
y de 17, 000 clones obtuvo 16 clonas productoras de
proteasas. Hasta ahora se ha realizado el andlisis
bioinformético de una de las 23 clonas, nombrada MAJ-
10, la cual tiene un inserto de 41.6 Kb en el cual se
lograron predecir 50 genes de los cuales dos
corresponden a proteasas, nombrados PR-5 y PR-8, una
tiene un ORF de 1905 y 1956 pb respectivamente. Dichas
secuencias fueron subclonadas fusionando a colas de His
y los genes fueron expresados en E coli mostrando
actividad de proteasa en ensayos funcionales.
Actualmente estamos purificando la enzima presente en el
sobrenadante

Conclusion. La biblioteca metagendmica construida es
de buena calidad. EI método para la identificacion de
proteasas sobre el cual se realizd el escrutinio para la
deteccién de proteasas es el adecuado. Con lo obtenido
podemos concluir parcialmente que el acuifero de Yucatan
es una buena fuente para la busqueda de nuevas
biomoléculas.
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