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Introduccién. El estudio de las proteasas ha permitido un
avance substancial en el entendimiento de las bases
moleculares que rigen la relacién estructura-funcién de las
enzimas (1,2). Bacillus subtilis es un microorganismo
ampliamente utilizado en diferentes aspectos biotecno-
I6gicos por su capacidad para producir una gran diversidad
de compuestos con actividades diversas como proteasas,

insecticidas, antibioticos, entre otros. La subtilisina E es una
proteasa de serina codificada por el gen aprE de B. subtilis
168 (3). En nuestro laboratorio, para mejorar su eficiencia
catalitica (Kca), Obtuvimos por mutagénesis aleatoria in vivo
del gen aprE una enzima mutante con una Km dos veces
superior alade laenzimasilvestre. La secuenciacién del gen
aprE variante revel 6 una doble mutacién que resulté en una
sola sustitucion, v.g. SergsA, localizada en e extremo —
COOH del asa que conecta una hoja ? con un hélice?, la
cual contiene €l residuo catalitico Hiseq 4 Se han reportado
otras mutaciones puntual es en esta region, las cuales generan
enzimas con propiedades bioguimicas de interés para su

aplicacion a nivel industrial. El propdsito de este estudio es
establecer la funcion del residuo 85, de la triada 83GVSgs y
la region conformada por los aminoacidos T71-A g2 del gen
aprE silvestre. La purificacion y caracterizacion bioguimica
de la (s) enzima (S) mutantes contribuira en abundar en el

conocimiento de la relacion estructura-funcién de la
subtilisinaE.

Metodologia. Un fragmento de 1.2 Kpb del gen aprE dela
cepa B. subtilis 168 se clond en e plasmido pALTER’
(pPPERM236) que contiene el gen TEM-1 el cua genera una
?-lactamasa inactiva. Se disefiaron oligonuclettidos para
[levar a cabo una mutagénesis sitio-dirigida en el codon que
codifica para €l residuo Sergs ya sea para el cambio por el
residuo Ala, eliminar la secuencia g3GVSgs, 0 €l asa que
conecta los dos elementos de estructura secundaria, v.g., la
hoja ? con la hélice ?. Lamutagénesis se efectud de acuerdo
al protocolo del sistema Altered Sites’ Il (Promega). Los
genes con las mutaciones de interés se subclonaron en el
vector de replicaciéon auténoma pDG148, bajo el control del
promotor fuerte Pspac, para su expresién en la cepa B.
subtilis IA751 (deficiente en la secrecion de proteasas). Las
variantes se seleccionan directamente en placas que
contienen substratos para medir actividad de proteasa

utilizando cono control la actividad secretada por una cepa
gue expresa al genaprE silvestre.

Resultados y Discusién. Siguiendo el protocolo sefialado, se
obtuvieron mutantes de la subtilisina E de B. subtilis 168 en
el coddn 85 de la secuencia GVS, asi como aquellos que
carecen del asa conformada por los residuos T71-Sgz. Como
se menciond, los resultados de nuestro laboratorio demos-
traron que la simple substitucion por mutagénesis sitio-
dirigida del residuo Sergs por Ala produce un efecto
dramético sobre la eficiencia catalitica de la subtilisina E, la
genoteca de mutantes obtenidos en este trabajo permitiran
demostrar cual es el efecto que tienen cada uno de los
diferentes aminoéacidos sobre la eficiencia catalitica de esta
enzima. Por otro lado, se han aislado algunos genes de
subtilisinas cuyo productos predichos carecen del asa T71-
Ago, sin embargo se desconoce cual es el efecto que tiene
esta ausencia sobre la actividad enzimatica de dichas
subtilisinas, los mutantes obtenidos en este trabgo,
permitiran contestar esta pregunta.

Conclusién. Se cuenta con una genoteca de mutantes aprE
tanto en el codon 85 como en el asa T»1-Ag, |0s cuales se
expresaran en B. subtilis con el propésito de obtener sus
productos y entender a papel bioquimico que juegan dichos
residuos en la actividad enzimatica de la subtilisina E.
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