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Resumen
Este seminario tuvo el objetivo de estudiar la estructura de una potencial a-

glucuronidasa del hongo G. trabeum usando métodos bioinformaticos, asi como también
clonar la secuencia de DNA codificante de su gen correspondiente en E. coli. Se realiz6
una revision bibliografica y un analisis del sitio activo de la familias de glicosil
hidrolasas GH67 y GH115. Para la primera familia, tanto el mecanismo catalitico como
especificidad de sustrato se encuentran bien caracterizados, sin embargo, para la familia
GH115 tales caracteristicas no se encuentran totalmente definidas. Los factores
determinantes del mecanismo catalitico y la especificidad de sustrato de la familia
GH115 podrian asociarse a como se mueve un loop mavil del sitio catalitico y a la
composicion y forma del surco catalitico. Se obtuvo un modelo por homologia
monomérico de una enzima con posible actividad a-glucuronidasa de G. trabeum
(XP_007865968.1), denominada en este trabajo como Gt115, el cual fue refinado hasta
que la geometria de la mayoria de los residuos se encontrara sobre del estdndar minimo
geométrico para su confiabilidad. EI modelo de Gt115 mostr6 una estructura de 5
dominios y un sitio catalitico con aminoacidos conservados en posiciones idénticas
propios de la familia GH115. Gt115 muestra un surco catalitico largo cuyos residuos
clave presentan rotaciones ® no observadas en sus contrapartes bacterianas, lo que
podria implicar afinidad por sustratos mas largos y una interaccién con el sustrato

distinta a lo visto en otras a-glucuronidasas de la misma familia.

Desde un cultivo de G. trabeum crecido en alfalfa se aislé6 un fragmento de DNA del
tamano correspondiente a la secuencia de DNA codificante para Gt115. El fragmento se

intento ligar al vector pJET 1.2/Blunt y posteriormente clonar el producto de ligacion en



Escherichia coli DH5a sin éxito, hecho atribuido principalmente a una ligacién no
exitosa, y a que el marcador de seleccién secundaria del vector de clonacion se
encontraba no funcional. Para confirmar la expresion del gen de Gt115 en G. trabeum se

debera secuenciar el fragmento de ADN de 3000 pb aislado por RtPCR.

Abstract

The aim of this seminar was to study the structure of a potential a-glucuronidase from
the fungus G. trabeum using bioinformatics methods, as well as to clone the transcript of
its corresponding gene in E. coli. A literature review and active site analysis of the
GHG67 and GH115 families of glycosyl hydrolases was performed. For the first family,
both the catalytic mechanism and substrate specificity are well characterized, however,
for the GH115 family such characteristics are not fully defined. The determinants of the
catalytic mechanism and specificity of the GH115 family could be associated with how a
mobile loop moves through the catalytic site and the composition and shape of the
catalytic groove. A monomeric homology model of an enzyme with possible o-
glucuronidase activity from G. trabeum (XP_007865968.1), referred to in this work as
Gt115, was obtained and refined until the geometry of most residues was above the
minimum geometric standard for reliability. The model of Gt115 showed a 5-domain
structure and a catalytic site with conserved amino acids in identical positions
characteristic of the GH115 family. Gt115 presents a long catalytic groove whose key
residues present w-rotations not observed in its bacterial counterparts, which could
imply affinity for longer substrates and an interaction with the substrate different from

that seen in other a-glucuronidases of the same family.

xi



A DNA fragment of the size corresponding to the sequence of the transcript coding for
Gt115 was isolated from a culture of G. trabeum grown on alfalfa. The fragment was
attempted to ligate into the pJET 1.2/Blunt vector and subsequently clone the ligation
product into Escherichia coli DHS5a without success, a fact mainly attributed to
unsuccessful ligation, and to the secondary selection marker of the cloning vector being
non-functional. To confirm the expression of the Gt115 gene in G. trabeum, the 3000 bp

DNA fragment isolated by RtPCR should be sequenced.

xii






Introduccion
1. Caracteristicas generales del xilano y sus aplicaciones

La biomasa lignocelulésica (BML) es el componente principal de la materia seca de las
plantas y es la materia prima mas abundante en la tierra, estando compuesta
principalmente de celulosa (21% a 55%), hemicelulosa (5% a 50%) y lignina (5% a
35%) mezcladas en distintas proporciones dependiendo del tipo de planta (Yousuf y col.,

2020).

La hemicelulosa especificamente corresponde en promedio a un tercio de toda la BML,
la cual estd compuesta principalmente por polisacaridos unidos por enlaces B-(1—4) y B-
(1—-3), incluyendo xiloglucanos, xilanos, mananos y glucomananos (Scheller y
Ulvskov, 2010). El xilano particularmente constituye el 20% total de las paredes
celulares primarias y es el principal componente de la hemicelulosa, compuesto por
unidades de B-D-xilopiranosa, formando polimeros entre 70 y 200 unidades, estando
estos sustituidos por residuos de arabinofuranosa (a-Araf), &acido glucurénico
(GA)/metil-glucuroénico (MeGA), acido acético (AA) entre varios otros (Collins y col.,

2005) como se puede observar en la Figura 1.
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Figura 1. Estructura esquematica del xilano. Cada componente esta indicado por colores junto a la enzima
que hidroliza el enlace que lo conecta a la cadena principal.

El xilano se puede dividir en varias subclases segun el tipo y grado de sustitucion,
pudiendo encontrarse en forma de homoxilanos, glucuronoxilanos (GX), arabinoxilanos
(AX) o combinaciones complejas de varios sustituyentes en forma de
arabinoglucuronoxilanos (AGX), glucuronoarabinoxilanos (GAX) y heteroxilanos

(Santibafiez y col., 2021).

Hoy en dia se han hallado varios usos para el xilano tales como la elaboracion de
peliculas poliméricas, hidrogeles, nanoparticulas, biocombustibles, suplementos

alimenticios, endulzantes y prebi6ticos (Fu y col., 2019; Santibafiez y col., 2021).

2. Degradacion de xilano en la naturaleza

La degradacién de xilano en lo seres vivos tiene como funcion principal la obtencién de
azucares mas simples que sirvan como fuente de carbono y energia para su
supervivencia. Se ha reportado que un gran espectro de bacterias, son capaces de

degradar principalmente cadenas cortas de xilano (Uffen, 1997), incluyendo bacterias



termofilicas (Sizova y col., 2011), intestinales (Zhang y col., 2014) y marinas (Sung y
col., 2021) entre varias otras. Por otro lado, para hongos, la degradacion de xilano es
fundamental para la supervivencia de hongos filamentosos saprofitos y algunas
levaduras, que contienen una gran variedad de enzimas que actlan que facilitan la
descomposicién de todos los componentes de la madera (Uffer, 1997; Li y col., 2022).
Dada la adaptacion dirigida a la degradacion de madera, los hongos saprofitos se
consideran como una fuente rica de enzimas con actividad celulasa y hemicelulasa, que
poseen caracteristicas deseables para enzimas industriales Utiles para procesos como el
blanqueamiento de papel, obtencidon de biocombustibles y generacion de compuestos
farmacoldgicos (Li y col., 2022), de ello los hongos saprofitos en particular seran el foco

de este seminario.

2.1 Hongos como fuente de enzimas con actividad sobre xilano

2.1.1 Presencia de enzimas con actividad celulasa y hemicelulasa en hongos

Las glicosil hidrolasas cumplen un rol fundamental en los hongos descomponedores de
madera. Los hongos secretan hacia el espacio extracelular estas enzimas para degradar la
pared celular de las plantas para obtener carbohidratos mas simples que puedan ser
utilizados como fuente de carbono y energia. Segun reportan Rafiei y col. (2021), la
mayoria de las enzimas secretadas encargadas de la degradacién de la pared celular (Cell
wall degrading enzymes o CWDEs por sus siglas en inglés) pertenecen al grupo de las
glicosil hidrolasas, grupo que comprende enzimas como quitinasas, endoglucanasas,

exoglucanasas, xilanasas y amilasas. Estas enzimas actlGan en conjunto para la



penetracion de la pared celular, expansién dentro del tejido vegetal, virulencia,

patogenia silente y la induccion de la respuesta inmune.

En la Tabla 1 se compilan varios tipos de enzimas con roles en la descomposicion de

madera y sus aplicaciones:

Tabla 1. Enzimas flngicas relevantes en la descomposicién de madera, junto con su clasificacion, el
namero de ellas que esta caracterizada, y sus aplicaciones actuales.

Enzimas implicadas en la Clasificacion EC Total de enzimas Aplicaciones
fitopatogénesis caracterizadas?
Endoglucanasas 3.2.14 107 Sacarificacion e

hidrolisis de BML?2,
Detergente textil®

Exoglucanasas 3.2.1.91 40 Sacarificacion e
hidrolisis de BML?,
Detergente textil®

B-Glicosidasas 3.2.1.21 37 Sacarificacion e
hidrélisis de BML?,
Detergente textil®

Quitinasas 3.2.1.14 36 Fungicida, Insecticida,
Produccidn de proteina
unicelular
a-Amilasas 3211 19 Conversiony

Sacarificacion de
almidon, Detergente
textil®

Endo-p-1,4-Xilanasas 3.2.1.8 173 Produccion de XOS® y
extraccion de
arabinoxilano de
productos alimenticios’

o-L-Arabinofuranosidasas 3.2.1.55 36 Enzima auxiliar en la
hidrélisis de xilano®
a-Glucuronidasas 3.2.1.131 7 Enzima auxiliar en la

hidrélisis de xilano®

1. Base de datos mycoCLAP (Strasser y col., 2015) 2. (Soccol y col., 2011) 3. (Ejaz y col., 2021). 4.
(Sinhg y col., 2021) 5. (De Souza y De Oliveira, 2010) 6. (Santibafiez y col., 2021) 7. (Bhardwaj, Kumar y
Verma, 2019)

2.1.2 Hongos de pudricion blanca
Los hongos de pudricién blanca (HPB) son una subdivision de los hongos
descomponedores de madera, su principal caracteristica se halla en que al momento de

atacar el tejido vegetal estos tienen como blanco todos los constituyentes de la madera




incluyendo celulosa, hemicelulosa y lignina, dejando una materia blanca, siendo
usualmente celulosa o hemicelulosa enriquecida o parcialmente degradada (Morrell y

Zabel, 2020).

Existen dos categorias generales para estos hongos, distinguibles por su mecanismo de
accion, por un lado, estan los HPB de tipo 1, los cuales realizan un ataque simultaneo a
todos los componentes de la madera haciendo uso de lignina peroxidasas, celulasas y
hemicelulasas, generalmente degradando maderas duras. Por otro lado, los HPB de tipo
2 atacan de manera secuencial a la madera concentrandose en una primera fase de
deslignificacion para después atacar los carbohidratos de la pared celular generalmente

prefiriendo maderas blandas (Langer y col., 2021).

La degradacion completa de lignina ha sido observada tanto en hongos de pudricion
blanca de tipo 1 como de tipo 2, por ello contienen en su genoma una gran cantidad de
genes para enzimas capaces de degradar lignina, principalmente peroxidasas y lacasas.
Por otro lado, las enzimas hidroliticas presentes en HPB generalmente corresponden a
endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasas para celulosa (Kim y col., 2016) y
endoxilanasas, B-xilosidasas y a-arabinofuranosidasas para hemicelulosa (Daniel, 2014;
Strasser y col., 2015). Actualmente debido a la dificultad de cultivo y la ausencia general
de caracteristicas como termoestabilidad y resistencia al pH las enzimas de este grupo no

han sido comercialmente exploradas (Peralta y col., 2017).

2.1.3 Hongos de pudricion parda
Los hongos de pudricion parda (HPP) son una subdivision de los hongos

descomponedores de madera que se distinguen por su preferencia por maderas blandas y



por la degradacion selectiva de celulosa y hemicelulosa de la pared celular, donde la
lignina en vez de ser completamente degradada como es el caso de los hongos de
pudricién blanca es ampliamente desmetilada, dejando el tejido vegetal con un tono café

y textura marchita debido a la perdida de celulosa y hemicelulosa (Langer y col., 2021).

El mecanismo de accion de los HPP consiste en una etapa de degradacion no enzimatica
donde la celulosa y la hemicelulosa se despolimerizan por medio de reacciones
oxidativas de Fenton y cambios de pH a travées de la secrecion de metabolitos (Daniel,
2016), que da paso a la segunda etapa de tipo enzimatico, donde se secretan enzimas
hidrolasas que degradan completamente los carbohidratos que quedaron

despolimerizados y accesibles en la primera fase (Floudas, 2021)

Los hongos de pudricién parda contienen en su mayoria genes codificantes para
endoglucanasas, pectinasas y hemicelulasas, presentando una preferencia por la
degradacion de hemicelulosa, donde se ha observado que hasta el momento solamente
Coniphora puteana posee un sistema completo para degradar celulosa incluyendo B-

glicosidasas y celobiohidrolasas (Daniel, 2016).

Krah y col. (2018) han sugerido que las enzimas de los HPP tienen especificidades de
sustrato variadas, y que se pueden dividir en generalistas y especializados en maderas
blandas, donde incluso se ha observado que hongos como Gloeophyllum trabeum son
capaces de degradar algunos pastos (Kraffenberger y Schilling, 2013), lo que apunta a
los HPP como una fuente de posibles enzimas generalistas capaces de degradar
diferentes tipos de tejido vegetal. Al igual que los HMB, los HPP ain no han sido

explorados comercialmente debido a la falta de estudios, dificil cultivo y ausencia de



caracteristicas deseables en las enzimas actualmente caracterizadas (Peralta y col.,

2017).

2.1.4 Hongos de pudricion blanda

Los hongos de pudricién blanda (HPBI) es una clasificacion intermedia principalmente
de hongos ascomicetos que exhiben estrategias de descomposicion de madera que se
encuentran entre los HPB y los HPP, creciendo dentro de las paredes celulares de la
madera, dejando pequefias cavidades que dependiendo del hongo presentan tanto el
blanqueamiento visto en los HPB como la textura café y quebradiza de los HPP (Langer
y col., 2021). Los HPBI crecen rapidamente en ambientes altos en humedad, usualmente

en temperaturas muy frias o calientes para HPB o HPP (Stokland y col., 2012).

Sista y col. (2017) reportaron que entre los hongos mas populares para el estudio de
enzimas involucradas en la degradacién de BML los HPBI poseen una mayor cantidad
de genes relacionados con estas enzimas que los HPB y HPP. Actualmente existen
celulasas comerciales provenientes de HPBIs, particularmente de Aspergillus niger

(Sigma Aldrich: C1184) y Trichoderma sp. (Sigma Aldrich: C1794).

2.2 Enzimas celulasas y hemicelulasas

2.2.1 Glicosil hidrolasas implicadas en la degradacion de celulosa y hemicelulosa

Como se ha mencionado antes la celulosa es uno de los componentes principales de las
paredes celulares vegetales pudiendo formar parte de estas hasta en un 55%. La celulosa
estd compuesta por unidades de D-glucosa unidas por enlaces glicosidicos -1,4, que en
la madera se encuentran en altos grados de polimerizacion (=20.000 DP) donde forman

estructuras cristalinas y amorfas altamente empacadas (Habibi y col., 2010). La



degradacion enzimatica de la celulosa se lleva a cabo a grandes rasgos por 3 tipos de
enzimas, las Celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) que cortan los extremos de cadenas largas,
Endoglucanasas (EC 3.2.1.4) que cortan en posiciones internas de los polimeros y B-
Glucosidasas (EC 3.2.1.21) que cortan cadenas cortas de glucooligosacaridos a glucosa
(Bornscheuer y col., 2014). La degradacion desde celulosa ocurre por medio de una
sinergia entre las celulasas que actlan en los extremos y en las posiciones internas
(endo-exo) donde las endoglucanasas que cortan de manera aleatoria generan extremos
nuevos para que las celobiohidrolasas los corten, permitiendo la solubilizacién

progresiva de la celulosa desde los polimeros altamente empacados (Jalak y col., 2012).

El caso de la hemicelulosa resulta ser mas complicado, la diversidad en su composicion
(xiloglucanos, xilanos, mananos y glucomananos) requiere una mayor cantidad de
enzimas que permitan el corte y la solubilizacion de sus componentes, sin embargo,
debido a que el xilano es el componente principal de la hemicelulosa se considera el
mecanismo degradacion enzimatica de este polimero como el principal. Entre las
enzimas xilanasas mas relevantes se encuentran las Endoxilanasas (EC 3.2.1.8) las
cuales cortan al azar residuos de xilano en posiciones internas, las familias GH10 y
GH11 particularmente tienen actividad generalista en xilano, la primera prefiriendo
XOS, cadenas cortas y/o ramificadas y la segunda cadenas largas sin sustituciones y
xilano insoluble (Santibafiez y col., 2021). La degradacion de xilano soluble y XOS se
lleva a cabo por p-Xilosidasas (EC 3.2.1.37) que cortan estos polimeros a unidades de

xilosa (Houfani y col., 2020).

2.2.2 Glicosil hidrolasas como enzimas auxiliares de celulasas y hemicelulasas



Para la degradacion de celulosa la participacion de otras glicosil hidrolasas se observa
limitada a la sinergia Exo-Endo asociada a las celobiohidrolasas y endoglucanasas
descrita anteriormente por Jalak y col. (2012), sin embargo, para el caso de la
hemicelulosa, la mayoria de los polimeros de esta estdn altamente sustituidos por
moléculas de acido glucurénico y metil glucurénico (GA/MeGA), de arabinfuranosa (a-
Araf) y grupos acetilo AA, los cuales debido a impedimento estérico dificultan el acceso
de endoxilanasas y B-xilosidasas a la cadena de xilano y por ello el corte de la cadena

(Santibafiez y col., 2021).

Tanto GA/MeGA como a-Araf sustituyen al xilano en distintos tipos de combinaciones
y proporciones formando los distintos tipos de polimeros sustituidos mencionados en el
punto 1 de esta seccion. Para las coniferas, xilanos como el glucuronoxilano (GX) y
glucuronoarabinoxilano (GAX) representan un porcentaje menor en las paredes
secundaria y primaria, mientras que para las dicotiledoneas el GX representa hasta un
30% de la pared secundaria mientras que para las paredes de gramineas y otras
monocotiledoneas los GAX representan un porcentaje de hasta 40% para paredes
primarias y hasta 50% para paredes secundarias (Scheller y Ulvskov, 2010). Los
arabinoxilanos (AX) por otra parte se presentan como los polisacaridos mas comunes
encontrados en la hemicelulosa de plantas herbaceas, donde se ha reportado que pueden
llegar a un porcentaje de 16,4% peso/peso en salvado de trigo (Zhou y col., 2016;

Marcotuli y col., 2016).

Para AX y GAX la hidrdlisis de los residuos de a-Araf se lleva a cabo por enzimas ao-

arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55) que cortan residuos de arabinosa o arabinofuranosa
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de la cadena de xilano. Beldman y col. (1997) originalmente clasificaron las enzimas
arabinofuranosidasas en 3 tipos, el tipo (A) que no puede degradar polimeros, el tipo (B)
que degrada polimeros y el tipo AHX que son enzimas con actividad especifica para
arabinoxilano. Estas Gltimas pertenecen a las familias GH43 y GH62, mientras que las

del tipo Ay B pertenecen a la familia GH51.

Para GX y GAX la hidrdlisis de GA/MeGA es ejecutada por enzimas a-glucuronidasas
(EC 3.2.1.131) que cortan los residuos de GA/MeGA que sustituyen la cadena de xilano.
Existen dos familias dentro de esta clasificacion, la familia GH67 y GH115 cuya
diferencia principal radica en que la primera familia corta residuos de GA/MeGA
exclusivamente del extremo reductor de la cadena de xilano, mientras que la segunda

puede realizar cortes en posiciones internas (Rogowsky y col., 2014).

Para a-arabinofuranosidasas la sinergia con xilanasas se ha observado para enzimas
provenientes de hongos como Apergillus niger (Wan Azalee y col., 2016), Aspergillus
nidulans (Pereira y col., 2018) y Aspergillus hortai (Terrone y col., 2020) aumentado el
rendimiento de hidrdlisis entre 1,36 veces a 2,6 veces para diferentes sustratos. Por otro
lado, para a-glucuronidasas (EC 3.2.1.131) la sinergia con xilanasas se ha observado en
una enzima de la familia GH67 proveniente de Aspergillus fumigatus, que presenta
sinergia con endoxilanasas de la familia GH10 en la hidrolisis de oligosacéaridos de
madera de Haya (Rosa y col., 2013). En la misma linea una enzima de la familia GH115
proveniente del hongo Schizophyllum commune también demostr6 sinergia con una

endoxilanasa de la familia GH10 en la digestion de GAX, aumentando 5 veces el
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rendimiento de la hidrolisis de xilano a xilobiosa en comparacion con la endoxilanasa

sola (McKee y col., 2016)

A pesar de su importancia como enzimas auxiliares las o-glucuronidasas estan
relativamente poco caracterizadas a nivel global, la base de datos CazZy (Drula y col.,
2022) reporta solo 34 enzimas caracterizadas con esta actividad, 26 para la familia
GH67 y 8 para la familia GH115, en comparacion, existen anotadas 1232 enzimas con
actividad o-L-arabinofuranosidasa. Debido a ello se ha considerado relevante avanzar en
la busqueda y caracterizacion de estas enzimas, particularmente la familia GH115 cuya
capacidad de cortar residuos en posiciones internas de la cadena de xilano es atractiva

para la hidrdlisis enzimatica industrial de hemicelulosa (Santibafiez y col., 2021)

3. Caracteristicas generales de las a-glucuronidasas

Las enzimas a-glucuronidasas (EC 3.2.1.131) actuan en la cadena de xilano hidrolizando
el enlace o-(1—2) que conecta la cadena principal con el GA/MeGA a través de un
mecanismo de inversion (Figura 2), consistente en que un &cido catalitico protone el
carbono anomérico del azlcar, y una base catalitica active una molécula de agua cercana
que interactie con el carbono protonado, formando un estado de transicion que se

resuelve en la escision del GA/MeGA de la cadena de xilano (Dodd y Cann, 2009),
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Figura 2. Mecanismo de inversion para las enzimas a-glucuronidasas. (Williams (2013). Inverting
glucosidase mechanism [Esquema]
https://www.cazypedia.org/index.php/File:Inverting_glucosidase_mechanism.png.

Las a-glucuronidasas que acttan sobre xilano se dividen en dos familias principales, la
familia GH115 y la familia GH67 (Figura 3), siendo la principal diferencia funcional
entre las dos familias que la primera es capaz de cortar residuos de GA/MeGA que se
encuentran tanto en medio de la cadena de xilano como en el extremo no reductor de
esta, mientras que las segundas solo son capaces de hacer el corte en el extremo no

reductor (Rogowski y col., 2014).



13

o
)

»
Vg B
>
A

N
B Yy

u"- ﬁ
" “5“"

~

Figura 3. Enzimas en vista superficie y cartoon mostrando la estructura de dominios de dos representantes
de las familias de a-glucuronidasas GH67 y GH115. A la izquierda de observa GICA67A (1GQIl) de
Pseudomonas celullosa y a la derecha BoAgul15A (4C90) de Bacteroides ovatus. Con flechas se sefialan
los dominios de cada enzima.

La familia GH67 es un grupo de enzimas homodiméricas de 3 dominios que tienen
actividad sobre xilooligosacaridos y polimeros cortos de xilano, tanto cuando son
secretadas al espacio extracelular como cuando estan unidas a la membrana (Nagy y
col., 2002). Estas se presentan en conjunto con otras glicésido hidrolasas en situaciones
donde se requiera la degradacion de un sustrato vegetal, generalmente mostrando
sinergia con B-xilanasas y B-xilosidasas que cortan cadenas largas de xilano generando

XOS sustituidos por MeGA que posteriormente son cortados por las enzimas de la
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familia GH67 (Jia y col., 2014). Actualmente la Unica a-glucuronidasa comercial que

existe pertenece a la familia GH67 (Megazyme: K-AGLUA).

A diferencia de la familia GH67, la familia GH115 tiene preferencia por sustratos mas
largos de xilano, incluyendo GX y GAX de varios tipos de arboles (Wang y col. 2016;
Yan y col., 2021) y en algunos casos por oligbmeros de arabinogalactano (Aalbers y
col., 2015). Al igual que su preferencia de sustrato, la familia GH115 es diversa en su
arquitectura de dominios y estructura cuaternaria, donde se han reportado enzimas
homodimeéricas con 4 dominios (Rogowski y col., 2014) y 5 dominios (Wang y col.,
2016; Yan y col., 2021) asi como una enzima monomérica de 4 dominios (Aalbers y
col., 2015). Hasta ahora todas las estructuras resueltas de enzimas de la familia GH115
provienen de bacterias (Drulay col., 2022) , por lo que se posee muy poco conocimiento
sobre sus contrapartes fangicas que podrian poseer caracteristicas estructurales y
funcionales distintas dadas las adaptaciones de los hongos a la vida saprofita, por esa
razon la obtencién y analisis de estructuras 3D de a-glucuronidasas GH115 se tiene
como un objetivo prioritario en orden de profundizar el conocimiento de la diversidad,

preferencia de sustrato y potencial biotecnoldgico de estas enzimas.

4. Utilizacion de enzimas glicosil hidrolasas en la produccién industrial de
xilooligosacaridos (XOS)

Se ha observado que los xilooligosacaridos (XOS), polimeros de xilano de bajo peso
molecular, han mostrado un amplio abanico de usos y aplicaciones, tales como su
potencial prebiotico para Bifidobacteria sp. y Lactobacillus sp. (Na y Kim, 2007; Liny

col., 2016) y anticancerigeno (Aachary y col., 2015), servir como endulzantes y agentes



15

espumantes bajos en calorias (Imaizumi y col., 1991; Abdo y col., 2021), ademas de ser
moléculas altamente estables ante el calor y la presion (Silva y col., 2020; Silva y col.,
2022) lo que los hace una biomolécula muy atractiva cuya produccion aun representa

una variedad de desafios (Santibafiez y col., 2021).

Para la produccion industrial de XOS se ha optado principalmente por una estrategia de
dos pasos, donde en el primer paso la BML se pretrata con agentes basicos, acidos o con
altas presiones para separar la celulosa y la lignina de la hemicelulosa, la cual en el
segundo paso procede a tratarse con enzimas xilanoliticas que den como producto XOS
(Santibafiez y col., 2021). El pretratamiento de hidrolisis alcalina sumado a la hidrélisis
enzimatica ha sido preferido por sobre otras debido a que el pretratamiento alcalino
produce una menor cantidad de productos secundarios toxicos como el furfural y el
hidroximetil furfural (HMF) (Cardoso y col., 2020), ademas de que la estrategia
completa contamina menos que otras técnicas usadas para el mismo propdésito (Aachary

y Prapulla, 2010).

Para este método la hidrdlisis de la cadena de xilano es llevada a cabo por enzimas
endol-4-B-xilanasas (E.C. 3.2.1.8) representadas principalmente por las familias GH10 y
GH11 que se utilizan como enzimas libres (Poletto y col., 2020), inmovilizadas
(Rajagopalan y col., 2016) o secretadas directamente por un organismo por medio de
fermentacion in situ (Amorim y col., 2019). Como se ha demostrado antes, la utilizacion
de enzimas auxiliares como o-glucuronidasas y o-L-arabinofuranosidasas aumenta el
rendimiento de la hidrdlisis de xilano por endoxilanasas (McKee y col., 2016; Terrone y

col., 2020), por ello el uso de estas enzimas auxiliares presenta potencial para el
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mejoramiento de la produccién de XOS, permitiendo no solo un mayor rendimiento a
menor costo sino que también una digestion ajustada a cada sustrato variando la

proporcién de cada una de estas enzimas en la mezcla (Santibafiez y col., 2021)

5. Motivacion, propuesta y objetivos

Hoy en dia los xilooligosacaridos (XOS) se consideran una biomolécula muy atractiva
debido a su amplio espectro de usos y aplicaciones. La mayoria de los métodos
utilizados para la obtencion de XOS requieren de dos pasos, primero, un pretratamiento
con altas presiones o agentes alcalinos/acidos para aislar y romper la hemicelulosa, y
segundo, un tratamiento con enzimas xilanasas que hidrolizan el xilano obteniendo XOS
como resultado (Santibafiez y col., 2021). Para estos métodos el uso de xilanasas solas
ha resultado efectivo en la produccion de XOS (Bragatto y col., 2013), sin embargo, la
mayoria de los xilanos obtenido del pretratamiento alcalino, si bien roto en polimeros
mas cortos hidrolizables por las xilanasas, se encuentran altamente sustituidos por
decoraciones de GA/MeGA y a-Araf que impiden la accion de las xilanasas sobre la

cadena de xilano (Scheller y Ulskov, 2010).

El uso de enzimas auxiliares que corten las decoraciones de xilano (o-
arabinofuranosidas y a-glucuronidasas) se ha probado como una estrategia viable tanto
para el aumento del rendimiento de la hidrdlisis de xilano a XOS y xilosa (McKee y col.,
2016; Terrone y col., 2020). A pesar de su potencial uso como enzimas auxiliares, el
namero de a-glucuronidasas caracterizadas es relativamente bajo en comparacion con
otras enzimas glicosil hidrolasas (Tabla 1), estando la mayor cantidad de conocimiento y

aplicaciones en la familia GH67 (Zhou y col., 2018). En contraste, el conocimiento
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sobre las enzimas familia GH115 es limitado y concierne casi totalmente a enzimas de
origen bacteriano (Yan y col., 2021). A pesar de lo anterior, el hecho de que su
flexibilidad les permita cortar residuos de GA/MeGA ubicados en posiciones internas de
la cadena de xilano las coloca en un posicién mas ventajosa sobre las enzimas GH67, lo

que les otorga una posible ventaja en la produccién de XOS.

Tomando en cuenta el poco conocimiento que se tiene sobre las enzimas de la familia
GH115, particularmente las de origen fungico, sumado a su posible potencial
biotecnologico en la produccién de XOS en este seminario se propuso caracterizar
bioinformaticamente y clonar la secuencia de DNA codificante de un potencial enzima
a-glucuruonidasa (XP_007865968), denominada provisoriamente como Gtl115,
proveniente del hongo modelo de pudricion parda Gloeophyllum trabeum disponible en
el Centro de Biotecnologia y Bioingenieria (CEBIB). Esta enzima se ha anotado
temporalmente como perteneciente a la familia GH115 (Floudas y col., 2012) y se ha
detectado tanto en el transcriptoma como secretoma del hongo, pero sin haberse

demostrado actividad a-glucuruonidasa (Presley y Schilling, 2017; Presley y col., 2020).

En base a lo anteriormente dicho se propone realizar una investigacion en tres etapas,
siendo la primera etapa una revision completa de las caracteristicas funcionales y
estructurales de las familias de enzimas GH67 y GH115 donde se busca compilar
informacion sobre las caracteristicas distintivas de cada familia como son su geometria
de su sitio activo, arquitectura de dominios, topologia, mecanismo catalitico, residuos
cataliticos y especificidad de sustrato que sirvan como criterios de distincion que

permitan diferenciar de forma mas completa a las dos familias, valiéndose tanto de
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literatura como el analisis de los modelos 3D de las enzimas de cada familia que se

encuentran actualmente disponibles.

Una vez obtenida la informacion de las dos familias de a-glucuronidasas se propone en
una segunda etapa realizar un analisis bioinformético de Gt115 utilizando herramientas
de alineamiento, modelamiento por homologia y analisis proteico, comparando Gt115
con las enzimas modeladas y/o caracterizadas de las dos familias de a-glucuronidasas
mencionadas anteriormente y utilizando los criterios de distincion obtenidos en la
primera etapa para conocer la pertenencia de Gt115 a una de las dos familias, asi como
también predecir sus caracteristicas fisicoquimicas, su actividad y su especificidad de

sustrato.

En una tercera y Ultima etapa, se buscara aislar el transcrito de Gtl1l5 desde
Gloeophyllum trabeum e insertarlo en un vector plasmidial y obtener clones
recombinantes de Escherichia coli que contengan este transcrito para su futura expresién

en la levadura Pichia pastoris.

5.1 Objetivo general
Obtener una prediccion sobre la especificidad de sustrato y posible actividad o-
glucuronidasa de la enzima putativa Gt115 del hongo Gloeophyllum trabeum y clonar su

secuencia de ADN codificante en Escherichia coli.

5.2 Objetivos especificos
1. Obtener informacion sobre los rasgos estructurales y funcionales caracteristicos

de las enzimas pertenecientes a las familias GH67 y GH115 usando fuentes
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bibliograficas y herramientas bioinforméaticas para contrastarlos con la
caracteristicas halladas en Gt115

Predecir la posible pertenencia de Gtl15 a las familias GH67 y GH115
analizando la secuencia del gen codificante para Gtl1l5 por medio de
herramientas bioinformaticas

Generar un modelo por homologia de la estructura tridimensional de la proteina
hipotética a-glucuronidasa Gt115 del hongo G. trabeum para el andlisis de su
sitio activo, topologia, arquitectura de dominios y la prediccion de su actividad
catalitica y especificidad de sustrato

Aislar y clonar en E. coli la secuencia de DNA codificante para la proteina

hipotética a-glucuronidasa del hongo G. trabeum



Materiales y métodos
1. Técnicas de alineamiento

La secuencia proteica de la enzima Gt115 (Figura 4) fue identificada en el proteoma de
la cepa de Gloeophyllum trabeum ATCC 11539, el cual se encuentra disponible en la
base de datos BioProject bajo el codigo de acceso PRINA64553. La secuencia fue

utilizada sin modificaciones.

>XP 007865968.1 hypothetical protein GLOTRDRAFT 121308
MWAAYASWCVLLTLLTPAVRATGQATCVSFSPSSASSGVTSFAVVSSGRAAPLLLSSDEWPG
VORAAGDFAADVQORVTGILPTLANFTSASGSGSGSGSSALAPT IVGTLGQSSLIAQVVNNTG
LDVSSTEGOWEAFLTREVONPLPGISSAYVMIGADKRGTIYALYDHSEQMGVSPWYWWADVP
TTRNSETYFASSGCQHGAPTVKYRGIFLNDEAPALMNWAMEKY TNGTGSAATNSPLOSPYYT
GLFELLLRLKANYLWPAMWSSAFYVDDPLNPYYADLYGIVMGTSHEEPMTRSTPVEWDIYGT
GPWDYSVNOOATIYNFWVOGAERSRNYETLYTVGMRGAGDLPLAEGONIQLLEQVVSDORGIL
ENVENGTGKTITEIPOMWCLYKEVOGYYEDGMTVPDDITIMWTDDNWGN IRREFPLSSEMNRT
GGAGVYYHFDYVGDPRNFKWITTTOQIAKTYEEMSLAVDREATRIWIVNVGDMKPYEMDIEFF
ITLGWNSSVWNLDNLDSEVTSWAEREFDVPTSTALQITGI IGNY TRMNARRTPELMNSTVYT
LTDYREADTVLSEWQSLVQQSTQIYNSLPAAYQPAFYELVHHTVLASANLNAMWI YAGVNNL
MGSQGRYAVNNYADLVOELFEQDYEYEYQYHTLLDGKWDHMMDOTHVVYVYWOEPTTNTMPM
VIRMOTKKONIAGVMRVVPEGTLGVWPGDNQYNCAQGYSCPNPTMTLDPYIPVGNRYIDIGA
GGPAPFSWTASTNVSWLNVSTTSGYIDSNNLETRVYITADWSOVSGLEYGMVTENATTPNPP
TPGOTVLSQPVYFMANNTSPTSGFSGFVEGDGGTSTEAAHTSRNTSVAGTITWTETIPNYGKTV
SGVTPWPRTGDNGGNFTAGTGPSTEYDFYNENTIGQAGNVTVTTYVSPSLNANGDDRPLGEFA
IGIDDATPQSEYFVPYATPGOLPPOWDGVGGWVADATIISVPTNFTTIAPGAHTLKIWMIEPAV
VVQKIVIDTGGVRPSYLGPPESITV

Figura 4. Secuencia en formato FASTA de la enzima Gt115 de Gloeophyllum trabeum

La secuencia de Gt115 se aline6 por medio de la herramienta BLASTP (Boratyn y col.,
2012) en dos busquedas distintas. En una primera instancia el alineamiento se hizo sobre
todas las bases de datos de proteinas no redundantes, para esto se utilizaron los
parametros por defecto de BLAST correspondientes a un valor limite de E 0,05 (numero

de alineamientos obtenidos por coincidencia si la base de datos fueran secuencias al
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azar) y word size de 6 (nGmero minimo de caracteres para que haya un emparejamiento
entre dos secuencias), modificando la matriz de alineamiento a una BLOSUM®90 con el
objetivo de obtener resultados con mayor porcentaje de identidad a la secuencia
ingresada. En una segunda instancia el alineamiento se hizo sobre la base de datos
Protein Data Bank (PDB) (Berman y col., 2000), usando los parametros por defecto de
BLAST, pero excluyendo aquellas secuencias provenientes de muestras ambientales. De
cada basqueda se seleccionaron las 5 primeras secuencias con los menores valores E y el

mayor puntaje de BLAST.

La herramienta Clustal Q (Madeira y col., 2022) se usé para generar alineamientos de
los resultados obtenidos de BLAST y JALVIEW (Waterhouse y col., 2009) para generar

las representaciones graficas.

2. Obtencidn, validacion y refinamiento del modelo por homologia

La secuencia completa de Gt115 fue ingresada el servidor I-TASSER (Roy Yy col., 2008;
Zhang, 2010) sin asignar ningun tipo de restriccion y sin excluir modelos de otras
enzimas. EI modelo fue seleccionado segun su puntaje C, que indica la confianza del

modelo.

Para la validacion se uso el servidor MolProbity (Williams y col., 2018) para evaluar los
parametros geométricos del modelo obtenido como angulos ¢/y, calidad de los
rotameros, sobrelapamiento estérico y desviaciones del carbono B todo para comprobar

la calidad del modelo obtenido.



22

Para el refinamiento del modelo se utiliz6 el servidor YASARA (Krieger y col., 2009)
para realizar una minimizacion de energia, para después ingresar el resultado al servidor
Galaxy Refine (Heo y col., 2013; Lee y col., 2016) para hacer un refinamiento mas fino
y dirigido sobre las torsiones ¢/y. Este proceso se repitio 5 veces hasta que el modelo
presentd parametros de validacion geométricos aceptables incluyendo torsiones de
Ramachandran permitidas mayores al 90%, rotdmeros favorecidos mayores al 98%
(Laskowski y col., 1993) y Puntuacién-Z de la distribucion de Ramachandran entre -2 y

2 (Sobolev y col., 2020).

3. Anélisis de modelos de proteinas
El programa PyMol version 2.4.1 (Schrodinger y Delano, 2020) fue usado para
visualizar todos los modelos de proteinas estudiados en este trabajo, asi como también

medir las distancias y angulos de los aminoacidos por medio de la herramienta measure.

4. Cultivo de hongos y extraccién de RNA

4.1 Mantencién de la cepa fungica

La cepa de Gloeophyllum trabeum fue donada por el profesor René Carmona de la
Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile. Desde la placa original
se cort6 un cuadrado de agar con micelio de 1cm x 1cm y se colocé sobre la superficie
de una placa de medio PD agar fresco, donde fue cultivado por una semana a 27°C en
oscuridad. Este proceso se repitio cada 2 semanas en orden de tener micelio fresco para

los experimentos.
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4.2 Cultivo de G. trabeum para la extraccion de RNA

Se eligieron alfalfa comercial (Medicago sativa) y aserrin de maqui (Aristotelia
chilensis) proveniente de madera obtenida de un bosque renoval del sur de Chile como
fuente de carbono para cultivar el hongo G. trabeum, e inducir la transcripcion del gen
codificante para la enzima Gt115. Se moli6 cada una de las fuentes de carbono con una
batidora de mano y se tamiz6 en un tamiz de 1mm, recuperando particulas <1 mm. Estas
particulas fueron autoclavadas a 120°C por 20 min y agregadas en un 2% m/v al

siguiente medio minimo de hongos (Tabla 2):

Tabla 2. Componentes de medio minimo para hongos suplementado con alfalfa

Componente Cantidad
KH2POq4 0,46 g/L
MgSO4 0,005 g/L
K2HPO, 1g/L
Extracto de levadura 2g/L
Alfalfa molida/Aserrin de maqui <1 mm 2%

Para facilitar la posterior extraccion de RNA se coloc6 una membrana de nitrocelulosa
con tamafo de poro de 0,45 um sobre el agar, y el micelio se cultivd a 27°C en
oscuridad sobre la superficie de la membrana por 2 semanas o hasta que el micelio

hubiera alcanzado un crecimiento de 2 cm de radio desde la fuente original.

4.3 Extraccion total de RNA desde micelio

Para la extraccion de RNA se tom6 como base el protocolo propuesto Schumann y col.
(2013) con la Unica variacién de que el reactivo TRIzol se agreg6 en una proporcién de
1 mL por cada 100 mg de micelio molido. La pureza del RNA extraido se comprobé por

medio de la obtencion de la razon Azeo/ A20 medida por un espectrofotometro, donde un
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valor de 1,8 hacia arriba indica un nivel alto de pureza sin contaminacion de proteinas.
El termino Ao indica la absorbancia a 260 nm de DNA en solucion y Aggo la

absorbancia a 280 nm de proteinas en la solucion.

La integridad del RNA se observo por electroforesis cargando 1 mL del extracto de
RNA puro en un gel de agarosa-formaldehido 1% corriendo el gel en tampdn Tris-
acetato-EDTA (TAE) libre de nucleasas a 150 V por 10 minutos, comprobando que
puedan observarse las bandas correspondientes a los rRNA 28S y 18S del RNA

ribosomal.

5. Sintesis de cDNA
Para la sintesis de cDNA se uso el protocolo estandar de Thermo Fisher para la enzima
Retrotranscriptasa SuperScript IV (2015a). En un tubo estéril de 1,5 mL se agregaron los

siguientes componentes:

1uL de Oligo d(T)20 50 uM

1 uL de DNTPs 10 mM

RNA templado (5 pg maximo)

4. Agua libre de nucleasas hasta completar 13 pL

LN e

La mezcla se incubd por 5 min a 65°C y se dejé 1 min en hielo. Seguidamente se
prepard el buffer de reaccion mezclando en un tubo estéril de 1,5 mL los siguientes

componentes

1. 5 pL de Buffer SSIV
2. 1puL de DTT 100 mM
3. 1L Transcriptasa reversa SuperScript IV 200 U/uL
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El contenido de los dos tubos anteriores se mezclo y agito, llevando a cabo la reaccion a
una temperatura de 55°C por 30 min y subiendo a 80°C por 15 min para inactivar la

enzima.

6. Amplificacion y aislamiento del transcrito del gen de Gt115

6.1 Disefio de partidores

Para aislar la secuencia de DNA codificante para Gtl15 se disefiaron un par de
partidores usando la herramienta primer BLAST (Ye y col., 2012) tomando como
referencia la secuencia de RNA mensajero disponible en la base de datos NCBI

(XM _007867777.1), los partidores generados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Partidores disefiados para aislar la secuencia de DNA codificante de Gt115 desde cDNA total

Nombre del partidor Sentido Secuencia 5’ a 3’
GH115 F Forward TACGCGTCTTGGTGCGTC
GH115 R Reverse ACTCTCAGGAGGACCGAGATAG

6.2 Amplificacion por PCR
Para la reaccion de PCR se seleccion6 la DNA polimerasa Phusion y se uso el protocolo

sugerido por NEB (2021) generandose el siguiente programa mostrado en la Figura 5:
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Figura 5. Programa de PCR para el aislamiento de la secuencia de DNA codificante para la enzima Gt115

La presencia del producto de PCR se observd por electroforesis en un gel de agarosa 1%
(p/v) corrido por 50 minutos a 80 V en tampon Tris-acetato-EDTA (TAE), cargando de

1 a5 pL de lareaccion de PCR de 20 pL en el gel.

De manera separada una reaccion de PCR posterior fue cargada en su totalidad en un gel
de agarosa 0,8% (p/v) y corrido en las mismas condiciones anteriores, aislando el
fragmento de DNA objetivo cercano a 3000 pb, purificandolo desde el gel usando el kit

de extraccién de geles GenelJet de Thermo Fisher (2015b).

7. Clonamiento de la secuencia de DNA codificante aislada
7.1 Ligacion al vector pJET 1.2 Blunt
Para clonar el fragmento de DNA obtenido por PCR se utilizé el vector pJET 1.2 Blunt

(Figura 6) (Thermo Fisher, 2018) que contiene un gen de resistencia a la ampicilina. Por
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medio del gen letal Eco471/T7 que impide el crecimiento de colonias no recombinantes,

por lo tanto, solo las células que tengan un vector que posea un inserto que interrumpa

este gen podran crecer en el medio selectivo.

(2612) PstT BbsI (2654)
/ Dralll (2728)

' d BfuAI - BspMI (2813)

pJET1.2 forward sequencing primer (2913 .. 2935)
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" BspDI - Clal (47)
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I/ ( Yy,

(2223) XmnI
AN
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>/
/
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o
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(1039) PspFI BseYI (1035)

Figura 6. Mapa de restriccion y caracteristicas principales del vector pJET 1.2/Blunt en su forma abierta

Se utilizo el protocolo propuesto por Thermo Fisher (2012) mezclando en un tubo a un

volumen total de 20 pL los reactivos listados a continuacion:

4 uL de buffer de ligacidn 5X

1 pL de DNA ligasa T4

2 UL de vector pJET 1.2/Blunt

6 UL de producto de PCR purificado
7 UL de agua estéril libre de nucleasas

agrwbE
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La razon inserto:vector correspondio a la recomendada de 3:1 y la reaccién fue incubada

por 24 horas a 14°C.

7.2 Transformacion del producto de ligacion en Escherichia coli DH5a

El procedimiento de produccion y transformacion de células electrocompetentes de E.
coli DHS5a fue adaptado del protocolo propuesto por Sambrook y col. (2001) con
pequefias modificaciones. Para la produccion de células electrocompetentes se uso

glicerol al 15% y todas las centrifugaciones se llevaron a cabo a 7.000 RPM.

Las células electrocompetentes fueron extraidas de su almacenamiento a -80°C y se
descongelaron en hielo. Seguidamente una vez parcialmente descongeladas al tubo se le
agregaron 2 uL de la mezcla de ligaciéon diluida 5 veces, se agitd gentilmente y se
transfirid a una cubeta de electroporacion estéril, donde se aplicd un pulso de 2,50 kV
usando el electroporador Gene Pulser Xcell Microbial System (1652662). Las células
electroporadas fueron rapidamente transferidas a un tubo eppendorf de 1,5 mL con 500
puL de medio LB estéril para ser recuperadas por 2 horas a 37°C. Posterior a la
recuperacion se centrifugaron las células a 10.000 RPM vy se descartaron 400 pL de
medio, resuspendiendo las células en los 100 pL restantes. EI volumen total de
resuspension se sembro en placas de medio LB agar con ampicilina 100pug/mL, siendo

las colonias transformantes aquellas que puedan crecer en el medio selectivo.

8. Evaluacion de colonias recombinantes
8.1 Extraccion de plasmido desde cultivo de bacterias
De las placas de seleccién de ampicilina se seleccionaron al menos 2 colonias de

bacterias, picandose con una punta plastica de pipeta estéril e inoculandose en tubos de



29

ensayo que contenian 5 mL medio LB liquido con una concentracion de ampicilina de 1
pg/mL. Los cultivos resultantes fueron usados en su totalidad para extraer el plasmido
usando el Kit de Miniprep Genelet de Thermo Fisher (2015b). La pureza del plasmido
fue evaluada obteniendo la razon de absorbancias Azeo/A2so, siendo un valor superior a

1,8 indicador de un plasmido puro sin contaminacion proteica.

8.2 Digestion con enzimas de restriccion

Para comprobar la presencia de inserto se digirieron los plasmidos extraidos con la
enzima Xmnl en un reaccion de 10 uL donde se mezcld 1 yL de enzima de restriccion, 2
pL de DNA, 1 pL de tampon CutSmart de NEB y 6 pL de agua estéril, siendo la
reaccion llevada a cabo por 1 hora a 37°C seguida por una fase de inactivacion a 80°C
por 15 minutos. Los resultados de la digestion fueron separados por electroforesis y

evaluados en un gel de agarosa 1% corrido en tampdn TAE a 80V por 50 minutos.

8.3 Secuenciacion de plasmidos para cada colonia
Para evaluar la presencia o ausencia de inserto dentro del plasmido se enviaron los
productos de extraccion al servicio de secuenciacion de la Universidad Catdlica de Chile

y los resultados evaluados usando el programa SnapGene (Insightful Science).



Resultados
Este seminario tuvo como objetivo el analisis bioinformatico y aislamiento de la

secuencia de DNA codificante de una enzima con posible actividad a-glucurononidasa
llamada Gt115. Conforme a eso el trabajo se enfocd en tres etapas: La primera
correspondié a un andlisis bioinformatico de las caracteristicas geométricas, topologia,
arquitectura de dominios y sitios activos de las dos familias conocidas de a-
glucuronidasas GH115 y GH67, con el objetivo de recabar criterios de distincion que
permitan clasificar a Gt115 dentro de una de las dos familias; La segunda, la generacion
de un modelo por homologia que permita analizar la caracteristicas geométricas y
cataliticas de Gt115, asi poder obtener detalles sobre su potencial actividad,
especificidad de sustrato y sus posibles interacciones con este; La tercera y Ultima, a el
aislamiento de la secuencia de DNA codificante de Gt115 desde el hongo Gloeophyllum
trabeum. En adelante se presentaran los resultados obtenidos de cada una de las tres

etapas, asi como también detalles de las estrategias que se usaron para obtenerlos.

1. Anélisis del sitio activo y estructura general de las enzimas a-glucuronidasas
GH67

Las enzimas a-glucuronidasas de la familia GH67 (a«GH67) estan presentes en todos los
dominios de la vida, identificandose méas de 1150 enzimas repartidas entre bacterias,
arqueas y hongos segun la base de datos CaZy (Drula y col., 2022). A pesar de ello, solo
26 estan caracterizadas y de ese total solo 3 tienen una estructura tridimensional resuelta
de manera experimental, una correspondiente a Pseudomonas cellulosa y las otras dos

(préacticamente idénticas) de dos cepas distintas de Geobacillus stearothermophilus.

30
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Las enzimas aGH67 son poco flexibles en su preferencia por sustrato, en general
cortando residuos de MeGA en el extremo no reductor de XOS o polimeros de xilano
cortos (Nagy y col., 2002). La poca flexibilidad en la union del sustrato se debe
principalmente a que el sitio activo de la enzima se encuentra en un bolsillo profundo e
hidrofébico (Figura 7) que puede albergar en su interior solo el residuo de MeGA junto
al extremo no reductor de la cadena de xilano. El extremo reductor se ancla
longitudinalmente en la parte mas externa del bolsillo, donde se encuentran residuos
aromaticos representados en forma de superficie en las zonas naranja y cian de la Figura

7 (Nurizzo y col., 2002).

NP B )

Figura 7. Sitio catalitico de la enzima GIcA67A de Pseudomonas cellulosa en conformacion abierta (A)
(1GQI) y en conformacién cerrada (B) (LGQL). Los sitios de unién a xilano estan coloreados en cian y
naranja, el bolsillo catalitico coloreado en magenta. En B se muestran los productos de la hidrolisis acido
glucurénico (GlcA) en amarillo, y xilopiranosa (Xyl) en verde.

El anélisis de la estructura tridimensional de las aGH67 que han sido obtenidas
experimentalmente sugiere que estas enzimas funcionan como homodimeros con una
conformacion de mariposa (Figura 8). Cada cadena del homodimero posee tres
dominios, un dominio N-terminal formado por un B-sandwich y dos a cuatro a-hélices,
seguido de un dominio central caracterizado por poseer un dominio comunmente
conocido como barril TIM (B/a)8, donde se encuentra su sitio activo y la mayoria de los

residuos de union a xilano. EI C-terminal, por ultimo, estd compuesto principalmente de
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un paquete a-helices que se sobreponen sobre el dominio central y el bolsillo catalitico

(Golan y col., 2004; Nurizzo y col., 2002).

Figura 8. Estructura tridimensional del homodimero de GIcA67A de Pseudomonas cellulosa (1GQI) en
formato caricatura con dos vistas giradas en 180° horizontalmente, en la cadena A el dominio N-terminal
esta coloreado en azul, el central catalitico de rosado y el C-terminal de amarillo, la cadena B esta
coloreada de color trigo. Modelo obtenido de Nurizzo y col., 2002.

La reaccion catalitica se lleva a cabo mediante un mecanismo de inversion de la
configuracion del carbono anomérico. El sitio activo se ubica en el centro del barril TIM
del dominio central donde la funcién y posicion de los aminoacidos implicados esta casi
completamente conservada tanto en las enzimas de P. cellulosa como en G.
stearothermophilus evidenciado en el alineamiento entre GIc67A y AguA en la figura 26
de la seccion 1 del anexo, cuyos residuos conservados fueron anotados en la tabla 10 de
la seccién 2 del anexo. El bolsillo catalitico tiene dos subsitios para el anclaje de la
cadena de xilano y un sitio de corte que se encuentra entre medio de estos dos, como se

puede observar en la Figura 9:
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Figura 9. Modelo del sitio activo de enzimas aGH67 con su estructura tridimensional experimentalmente
resuelta. (A) Sitio activo de GIcA67A de P. cellulosa (LGQL). Los residuos del sitio -1 estan marcados en
cian, los cataliticos marcados en magenta, los pertenecientes al sitio +1 en naranja y los residuos producto
del sustrato cortado (GLcA+xilopiranosa) en amarillo. El sitio de corte se indica con un estrella roja (B)
Sitio activo de AguA de G. stearothermophilus(1K9D).

El sitio +1 se encuentra en la parte mas externa de la enzima y contiene la mayoria de
los residuos de union a xilano y es donde se une el extremo reductor de la cadena, este
sitio contiene uno o mas residuos aromaticos de Trp y uno o dos residuos con carga
positiva correspondientes a His y/o Arg, que permiten el anclaje del extremo no reductor
al sitio activo. Por otra parte, en la parte mas profunda del bolsillo se encuentra el sitio -
1 donde se une el GA/MeGA por interacciones por residuos cargados positivamente,
generalmente siendo Arg y Lys, y un residuo aromatico, generalmente Trp, que orienta
el GA/MeGA (Golan y col., 2004; Nurizzo y col., 2002). El sitio de corte se encuentra
entre los sitios -1 y +1 descritos anteriormente y contiene los residuos cataliticos

correspondientes a los &cidos carboxilicos Asp y Glu.
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2. Andlisis del sitio activo y estructura general de las enzimas a-glucuronidasas
GH115

Las enzimas a-glucuronidasas de la familia GH115 (a«GH115), al igual que las aGH67,
estan repartidas en todos los dominios de la vida, identificAndose 1186 hasta la fecha
segun la base datos CaZy. Del total solo 8 estan caracterizadas y de ellas solo 4 poseen
su estructura 3D dilucidada experimentalmente, todas pertenecientes a bacterias, siendo
estas Amphibacillus xylanus, Bacteroides ovatus, Bacteroides thetaiotaomicron y
Saccharophagus degradans el alineamiento multiple de las enzimas GH115
provenientes de estos organismos se puede encontrar detallado en la figura 27 de la
seccion 1 del anexo y sus aminoacidos conservados anotados en la tabla 11 de la seccion

2 del anexo.

En comparacion con las enzimas aGH67, las aGH115 poseen la capacidad de cortar
residuos de GA/MeGA no solo del extremo no reductor de la cadena de xilano, sino que
también de posiciones internas, esto debido a que en vez de tener un bolsillo catalitico
profundo poseen un cavidad ancha (Figura 10) que es capaz de unir al xilano de manera
superficial, pudiendo cortar a los sustituyentes que se encuentren en medio de la cadena

(Rogowski y col., 2014).
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(B)

Figura 10. Cavidad catalitica de la enzima aGH115 BoAguAl115 (4C91) de B. ovatus, los residuos del
bolsillo catalitico estan coloreados en magenta, los relacionados con la unién a la cadena de xilano en cian
y la molécula asociada de GIcA en estado abierto se encuentra en el bolsillo catalitico coloreada en
amarillo. En el panel A se muestra la cavidad vista desde arriba y en el panel B, la cavidad se muestra
vista desde un lado.

Estructuralmente las enzimas aGH115 son diversas. En los casos de BoAgul15A de B.
ovatus y BtGH115 de B. thetaiotaomicron se ha observado una estructura de 4 dominios
(Figura 11), que se organiza en un dominio N-terminal o/f compuesto por 2 a-hélices y
6 hebras-p (A), un dominio catalitico en forma de un barril TIM (B), un dominio
intermedio (C) compuesto por un paquete de 5 a-hélices, y un dominio C-terminal (D)
compuesto por un B-sandwich. Sin embargo, a pesar de la similitud estructural se ha
observado que BoAguAll5A adopta una estructura de homodimero en forma de
mariposa (Figura 11A), mientras que BtGH115 se presenta como un mondmero (Figura
11B). Esto se debe principalmente a dos razones: La primera se relaciona con el hecho
que los dominios Cy D de BoAgull5A presentan rigidez y estabilidad, lo que permite
una mayor cantidad de puntos de contacto entre los dos dominios; En segundo lugar, el
dominio D de BtGH115 se repliega hacia el interior, en direccion al centro catalitico
(Figura 12), lo que disminuye el area de contacto que tendria con el otro monoémero

(particularmente con el centro catalitico de la otra cadena como es el caso de
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BoAguAl15A), por lo tanto haciendo maés dificil la dimerizacion (Rogowski y col.,

2014; Aalbers y col., 2015).

Dominio catalitico Dominio catalitico

Figura 11. Modelo en vista caricatura de enzimas aGHI115 de 4 dominios (A) Enzima BoAgull5A
(4C91), el dominio A esta coloreado azul, el B (indicado como el dominio catalitico) coloreado en verde,
el C coloreado en rojo, el D en magenta y la otra cadena coloreada en trigo. (B) Enzima BtGH115 (5BY3),
el dominio A estd coloreado azul, el B (indicado como el dominio catalitico) coloreado en verde, el C
coloreado en rojo y el D en magenta.

Dominio D de BtGH115

Figura 12. Alineamiento en vista caricatura entre BoAgull5A (coloreado en naranja) y BtGH115
(coloreado en azul) mostrando como difiere el dominio D de posicién entre las dos enzimas. Modelos
obtenidos de Aalbers y col., 2015 y Rogowski y col., 2014.
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En el caso de AxyAgull5A y SdeAgull5A de Amphibacillus xylanus y
Saccharophagus degradans, respectivamente, se observa una estructura de 5 dominios
(Figura 13) similar a las observadas en BoAgul15A y BtGH115, con la diferencia de
que estas enzimas poseen una fragmento adicional de aproximadamente 119
aminoacidos, ubicado entre los dominios C y D. Este inserto, denominado dominio C*,
corresponde a un barril-p con 8 hebras antiparalelas (Wang y col., 2016). En
BoAgual 15A las interacciones entre los protdomeros se dan entre los paquetes de a-
hélices de los dominios C, y entre el dominio D y el dominio B’ de la otra cadena. En
contraste, para AxyAgull5A y SdeAgull5A la presencia del dominio C* tiene como
consecuencia que la interaccion superficial entre los dominios C y C’ se reduzca a un
contacto de 5 aa entre dos hebras-p antiparalelas y a contactos entre el dominio C* de
una cadena con los dominios B’ y C’ de la otra (Rogowski y col., 2014; Wang y col.,

2016).

! Para distinguir entre la notacion de dominios de una proteina homodimérica se asigna un apostrofe ()
para marcarla como el dominio correspondiente a la otra cadena del dimero.
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Figura 13. Modelo de enzima SdeAgul15A (SdeAgull5A). En la cadena (I) el dominio A esta coloreado
en azul, el B en verde, el C en rojo, el C* en naranjo y el D en magenta. La cadena (I1) esta coloreada en
trigo a excepcion de la hebra-f que interactiia con su analoga antiparalela de la cadena (I) coloreada en
amarillo. La interfaz entre protdmeros, el dominio catalitico y el dominio C* estan indicados con flechas
negras.

Funcionalmente, el mecanismo catalitico de las enzimas aGH115 estd parcialmente
dilucidado (Wang y col., 2016). Para el caso de BoAgull5A, SdeAgull5A vy
AxyAgull5A, estas presentan una preferencia por sustratos GAX y XOS sustituidos con
MeGA y comparten la gran mayoria de los residuos cataliticamente relevantes (Tabla 11
en el Anexo). La cavidad catalitica de estas enzimas posee un sitio +1 compuesto por al
menos un residuo aromatico de Trp, que sirve de plataforma hidrofébica que une la
cadena de xilano, y un sitio -1 que presenta las mismas caracteristicas, los dos sitios de
BoAgull5A se presentan en la Figura 14. El residuo de Trp que se encuentra en el sitio
+1 es especialmente relevante ya que se ha observado que al ser reemplazado por un
residuo de alanina reduce la eficiencia catalitica (kcat/KM) cerca de 2800 veces y por
ello cumple un rol fundamental en union y especificidad de sustrato (Aalbers y col.,

2015; Rogowski y col., 2014).
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. Bolsillo
catalitico

Figura 14. Surco catalitico de BoAgull5A (4C91). Los sitios +1 y -1 y sus respectivos residuos
aminoacidicos se sefialan en morado, el bolsillo catalitico se sefiala en naranja, y una molécula de GIcA
abierto dentro del bolsillo catalitico se sefiala en amarillo.

En el bolsillo catalitico (Figura 15) se encuentra la diada de &cidos cataliticos Glu y Asp
(D206 y E207 en BoAgull5A), que en la secuencia lineal ocupan posiciones
consecutivas, y la base catalitica correspondiente a un residuo de Glu ubicado en un loop
altamente movil (D332 en BoAgull5A), que, segun sugieren Yan y col., (2021), al
momento de unir al sustrato se estabiliza en una posicién mas cercana a este para lograr
la hidrolisis del residuo de MeGA de la cadena de xilano. En el sitio catalitico también
se encuentran varios residuos con carga positiva, entre ellos His, Lys y Arg, cuya
principal funcion es la union a GA/MeGA y la modulacion de pKa de la base catalitica.
Otros residuos con carga negativa, principalmente Asp, sirven de moduladores de pKa

para la diada de &cidos cataliticos (Rogowski y col., 2014).
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HIS-422 LYS-374
ASP-206 \ H1S.275

GIcA Abierto

ARG-328

HIS-276

GLU-207

Figura 15. Vista del bolsillo catalitico de BoAgull5A. Mediante un alineamiento con 4C91 se le ha
agregado una molécula de GIcA en su conformacion abierta simulando las interacciones que tendria con
todos los residuos modelados. EI GIcA esté coloreado en verde, la diada de &cidos cataliticos en cian, la
base catalitica en magenta y los residuos asociados a la unién de GIcA en naranja.

Un caso distinto es el de BtGH115A, ya que esta enzima se diferencia de otras
pertenecientes a la familia por el hecho de que se observado que no tiene actividad sobre
AGX ylo XOS, sino que sobre polimeros de arabinogalactano (AG) presente en la goma
arabiga. La diferencia funcional que posee BtGH115A se encuentra en los residuos de
union a sustrato, particularmente en una sustitucion de Trp (descrito anteriormente en las
otras enzimas) por His en el sitio +1, y en la presencia de un loop en el sitio -1 que
desplaza otro residuo de Trp encargado de la unién a xilano. Estos dos cambios juntos
provocan una cavidad catalitica mas angosta que le otorga especificidad contra
oligbmeros cortos de arabinogalactanos y su presencia sirve como criterio para poder
indicar la especificidad de sustrato de las enzimas de la familia GH115 (Aalbers y col.,

2015).
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3. Busqueda de enzimas glucuronidasas mediante alineamiento masivo con
BLASTp

Los resultados del primer alineamiento BLASTp de Gtll5 sobre proteinas no
redundantes de todas las bases de datos (Tabla 4) muestran que esta proteina esta
relacionada con otras de hongos basidiomicetos saprofitos. En todos los casos, a
excepcion de H. sulcata, las enzimas obtenidas estan anotadas como pertenecientes a la
familia GH115. Adicionalmente, La herramienta de identificacion de dominios
conservados de BLAST (Marchler-Bauer y col., 2017) identificd en Gt115 dos dominios
conservados de la familia GH115 con un valor E muy cercano a 0, uno entre los residuos
203 y 551, y otro entre los residuos 832 y 1013, correspondientes al dominio catalitico y

C-terminal observado antes respectivamente.

Tabla 4. Primeros cinco resultados del alineamiento en BLASTP de Gtl115 sobre las secuencias no
redundantes de todas las bases de datos

0,
Especie Acceso % de Identidad % de Valor E Puntaje
Cobertura
Heliocybe sulcata TFK48219.1 86,234 100 0.0 1901
Neolentinus lepideus KZT21286.1 84,971 100 0.0 1900
Hydnomerulius pinastri K1J64385.1 66,434 98 0.0 1449
Phlebiopsis gigantea KIP03027.1 64,370 99 0.0 1440
Gelatoporia EMD34896.1 | 64,110 100 0.0 1429
subvermispora

Para alineamiento sobre las proteinas de la base de datos PDB (Tabla 5) se obtuvieron
solo cuatro resultados, correspondientes a las enzimas de la familia GH115 cuyas
estructuras 3D habian sido obtenidas experimentalmente, correspondientes a las
bacterias Amphibacillus xylanus (AxyAgull5A), Bacteroides ovatus (BoAgull5A),

Bacteroides thetaiotaomicron  (BtGH115A) y Saccharophagus degradans
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(SdeAgull5A). En todos los casos se observa un porcentaje de identidad cercano o
mayor al 30%, ademas de poseer un porcentaje de cobertura superior al 60% en todos
los casos. Al igual que en el alineamiento anterior, la herramienta de dominios
conservados de BLAST identific6 en todas el dominio C-terminal y catalitico

caracteristicos de la familia GH115.

Tabla 5. Unicos cuatro resultados del alineamiento en BLASTP de Gt115 sobre las secuencias de la base
de datos Protein Data Bank (PDB)

0
Especie Acceso PDB | % de Identidad % de Valor E Puntaje
Cobertura
Saccharophagus 4ZMH 40,82 97 0.0 723
degradans

Bacteroides ovatus 4C90 32,36 90 4e-151 471

Amphibacillus xylanus 6NPS 28,94 95 5e-122 397

Bacteroides 5BY3 32,56 60 3¢-93 315
thetaiotamicron

Posterior al alineamiento por BLAST la secuencia de Gt115 fue alineada con la enzimas
encontradas en la busqueda anterior con el programa Clustal Q, el alineamiento
completo se encuentra en la figura 27 en la seccion 1 del anexo y los residuos

conservados anotados en la tabla 11 de la seccion 2 del anexo.

4. Obtencion y refinamiento de un modelo por homologia

Si bien el analisis realizado a la secuencia de Gt115 logro identificar caracteristicas
propias de la familia GH115, esta consecuentemente se divide en distintas categorias con
su propias caracteristicas y propiedades como fue mencionado en el punto 2 de esta
seccion. El analisis de la secuencia si bien puede identificar a grandes rasgos dominios y
residuos conservados entre enzimas no permite observar la geometria de la cadena

polipeptidica, posicionamiento de aminoacidos en el sitio activo, ni su posible estructura
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cuaternaria, por ello, se consider6é pertinente generar un modelo por homologia que
permita identificar su posible estructura terciaria y cuaternaria y las propiedades del
surco catalitico que son factores clave para identificar qué tipo de enzima GH115 es

Gt115.

Se procedi6 a generar el modelo por homologia se utiliz6 la herramienta I-TASSER
(Roy y col., 2008; Zhang, 2010) que generd cinco modelos donde se eligi6 el de mayor
confianza basado en su C-score (0,20). Los primeros cuatro resultados de estructuras
conocidas obtenidas por alineamiento fueron coincidentemente dos de las proteinas
obtenidas del alineamiento BLASTP detallado en la Tabla 5, correspondientes a las
cadenas A de SdeAgull5A y AxyAgull5A Asimismo, se pudo observar que los
primeros cuatro resultados de un analisis de homologia estructural correspondian
también a los resultados de la Tabla 5, siendo la cadena A de AxyAgull5A la proteina

que estructuralmente mas se asemeja al modelo obtenido de Gt115.

Para validar el modelo que se obtuvo de Gtl115 se le sometié a un analisis usando el
servidor de validacion de modelos de proteinas MolProbity (Williams y col., 2018) el
cual analiza la geometria del modelo 3D, generando un grafico de Ramachandran
observable en la figura 16 (Ramachandran y col., 1963) que visualiza las torsiones de los
angulos dihedros /¢ de cada residuo de la proteina, clasificAndolas en regiones
energéticamente favorecidas, permitidas y no permitidas, ademas de proveer otros
parametros de validaciéon como la calidad de los rotameros (basado en la rotacion y de
las cadenas laterales), sobrelapamiento estérico y las desviaciones de la posicion del

carbono B de cada residuo comparadas con su posicion ideal. Usualmente el gréfico de
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Ramachandran y la Calidad de los rotdmeros son los criterios que tienen mas peso en el
momento de evaluar la calidad del modelo ya que generalmente no se restringen durante
la generacion del modelo y el refinamiento, y que representan las posiciones de la

cadena principal y de las cadenas laterales respectivamente (Wlodawer, 2017).

El analisis por MolProbity (Tabla 6) del primer modelo indica que no cumple con
ninguno de los criterios considerados para la validacion, siendo notable un alta cantidad
de posiciones no permitidas en el grafico de Ramachandran y de rotameros pobres.
Conforme a esto, se decidio realizar una refinamiento del modelo de Gt115 en orden de

obtener una estructura méas confiable para el analisis posterior.

Tabla 6. Resultados del analisis del modelo de homologia de Gt115 sin refinar obtenido con MolProbity.
Los resultados por sobre el estdndar de validacion estan marcados en verde, los cercanos al estandar de
validacion en amarillo y los que no cumplen el estandar de validacion en rojo.

Contactgs de todos los Sobrelapamiento estgrlco (>0.4 A por 17.42 Percentil 40t
atomos cada 1000 4tomos)

Rotameros pobres 132 | 15.55% Meta: <0.3%

Rotameros favorecidos 590 | 69.49% Meta: >98%
Posiciones no permitidas 111 | 10.94% Meta: <0.05%

Geometria de la Posiciones favorecidas 752 | 74.09% Meta: >98%
proteina Puntuacion-Z de la distribucion de 5214021 Meta: abs(Z
Ramachandran score) < 2
Puntuacién de MolProbity 3.45 Percentil 10°
Desviaciones del CB >0.25A 106 | 11.43% Meta: 0

1. Corresponde al percentil en el que esta el modelo segtn su calidad comparandolo con otros modelos de
resolucion? similar 2. Puntuacién que combina los criterios de sobrelapamiento estérico, calidad de
rotameros y el grafico de Ramachandran

El refinamiento del modelo de Gt115 se realizd6 de manera secuencial, empezando
primero por una minimizacion de energia usando el servidor YASARA (Krieger y col.,

2009), para después ingresar el resultado en el servidor Galaxy Refine (Heo y col., 2013;

2 Para un modelo por homologia la resolucién de este depende de los modelos templado que se usen
(Roy y col., 2008; Zhang, 2010), tanto SdeAgu115A y AxyAgul15A fueron usadas como templado para
generar Gt115, por ello tendria una resolucién equivalente cercana a 2 A.
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Lee y col., 2016), donde se ejecuta un refinamiento usando un método de perturbacion y
relajacion secuencial. Se espera que estos pasos generen una estructura mas cercana a

una conformacioén nativa.

La estrategia de usar dos herramientas distintas se considerd debido a que el servidor
YASARA optimiza solo los rotdmeros de cada residuo aminoacidico y no los angulos
¢/ relacionadas con las posiciones del grafico de Ramachandran, por lo que se usé el
servidor dedicado el refinamiento de modelos de proteinas Galaxy Refine como un
segundo paso para optimizar las torsiones ¢/y del modelo, ademas de refinar los
rotameros derivados del servidor Yasara eligiendo los de mayor probabilidad. Como
resultado final del refinamiento (Tabla 7) se observa una mejoria notable en el
sobrelapamiento estérico, posiciones permitidas de aminoacidos, la calidad de los
rotameros y la puntuaciones Rama-z y Molprobity (que rednen todas las caracteristicas

anteriores en una sola puntuacion) si se compara con el modelo sin refinar.

Tabla 7. Resultados de MolProbity obtenidos del analisis del modelo de Gt115 proveniente del servidor |-
TASSER después de cinco ciclos de optimizacion. Los resultados por sobre el estandar de validacién estan
marcados en verde, los cercanos al estandar de validacion en amarillo y los que no cumplen el estandar de
validacion en rojo.

Contactgs de todos los Sobrelapamiento estérico (>0.4 A por 735 Percentil 851
atomos cada 1000 4tomos)
Rotameros pobres 3 | 0.35% Meta: <0.3%
Geometria de la Ro_té_meros favorec.i(_ios 839 | 98.82% Meta: >98%
proteina Posu?lqnes no perml'tldas 20 | 1.97% Meta: <0.05%
Posiciones favorecidas 949 | 93.50% Meta: >98%
Puntuacion-Z de la distribucion de -1.33+£0.23 Meta: abs(Z
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Ramachandran score) <2
Puntuacién de MolProbity 1,83 Percentil 842
Desviaciones del CB >0.25A 35 | 0.65% Meta: 0

1. Corresponde al percentil en el que esta el modelo segun su calidad comparandolo con otros modelos de
resoluciéon similar 2. Puntuacion que combina los criterios de sobrelapamiento estérico, calidad de
rotameros y el grafico de Ramachandran

Los graficos de Ramachandran para el modelo sin refinar y el modelo refinado se

presentan en la Figura 16:
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Figura 16. Grafico de Ramachandran para los modelos por homologia de Gt115 sin refinar (derecha) y
refinado (izquierda). Los aminoécidos en posiciones no permitidas se sefialan con circulos morados.

Hecho esto, usando el grafico de Ramachandran obtenido de MolProbity se comprobd
que los residuos conservados no estuvieran en posiciones no permitidas o que
presentaran otros problemas geométricos (Tabla 12 en el anexo), observando que la
mayoria de ellos presentan angulos ¢/y favorables o permitidos en el grafico de
Ramachandran menos el residuo W708 cuyas torsiones no estdn permitidas.
Adicionalmente, los residuos W267, E294, E295, R345, W708, Y714 presentan

sobrelapamientos estéricos ligeramente por sobre el corte de 0,4 A.
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5. Andlisis del sitio activo y estructura general del modelo por homologia de Gt115
Se puede observar en el modelo de Gt115 obtenido, que la proteina posee 5 dominios
(Figura 171), donde se distingue un dominio A (aminoacidos 1-202), B (aminoacidos

203-505), C (aminoacidos 506-686), C+ (aminoacidos 687-829) y D (aminoacidos 830-

1017), por ello perteneceria a la subclasificacion de glucuronidasas de 5 dominios.

Figura 17. Modelo por homologia refinado obtenido para Gt115 (XP_007865968). En (I) se observa la
estructura completa donde cada dominio esta indicado con su correspondiente nombre segin el consenso
de enzimas GH115 de 5 dominios. En (1) se ve solo dominio B donde se encuentra el surco y bolsillo
catalitico.

En una observacion mas cercana, el dominio que deberia contener el surco y bolsillo
catalitico presenta una estructura de Barril TIM deformado (Figura 1711) ya que existe
un numero de mayor de a-hélices mas cortas que rodean el barril central formado por
hebras-f. Se puede notar que la tercera y cuarta hebra-p del barril son méas cortas de lo
normal, lo que es una caracteristica propia de las enzimas GH115, similar a lo que se

observa en SdeAgull5A (Wang vy col., 2016).

Respecto al sitio de union del sustrato, en el modelo de Gt115 se muestra un surco

catalitico que corresponderia a la cavidad ancha donde se aloja la cadena de xilano. El
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sitio activo de a-glucuronidasas de la familia GH115 usualmente presenta subsitios
denominados -1 y +1, que son los que interacttan con el sustrato por medio de residuos
de Trp que funcionan como plataforma hidrofébica que permiten anclar la cadena de
xilano por medio de interacciones de apilamiento interactuando con los residuos de

xilosa que la componen.

Si se compara Gt115 con AxyAgull5A (la estructuralmente mas cercana), se puede
notar que el que surco catalitico es mas largo en Gt115 que en AxyAgull5A (Figura 18)
siendo la distancia aproximada (de anillo aromatico a anillo aromatico entre los residuos
de Trp) que separa los subsitios +1 y -1 es casi el doble en Gt115 (18,4 A) comparada a
AxyAgull5A (9,5 A). La misma diferencia puede observarse con respecto a
SdeAgul15A (10,5 A) y BoAgu115A (10,1 A), sin embargo, para el caso de BtGH115A

la distancia es similar (15,8 A) entre los residuos equivalentes de His (sitio +1) y Phe

(sitio -1).

AxyAgull5A

Figura 18. Distancias de los residuos de Trp de los sitios +1 y -1 de las enzimas AxyAgull5A y Gtl115.
La distancia fue medida en Armstrong de anillo aromatico a anillo aromatico. Los sitios +1 y -1 de
AXxyAgull5A estan rotulados y coloreados cian y los de Gt115 en morado.
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Se observa también que la rotacion o de los residuos de Trp?, es diferente para cada sitio
(Figura 19). W267 En el sitio +1 de Gt115 posee una rotacion de 81,3°, mientras que
para su equivalente W216 en AxyAgull5A posee un angulo de 8,1°. Lo mismo ocurre
para los residuos del sitio -1, donde W672 de Gt115 tiene una rotacion o de -9,7°

mientras que W643 de AxyAgull5A tiene una de -91,6°.

W267 G. trabeum W643 A. xylanus

W216 A. xylanus W672 G. trabeum

Superficie de la enzima

Figura 19. Comparacion en los angulos o de los residuos de triptofano de los sitios de unién al sustrato +1
y -1 de Gt115 (G. trabeum) y AxyAgull5A (A. xylanus). Para definir la orientacion de las caras de los
anillos aromaticos en la parte inferior se indica la superficie de la enzima y en la parte superior la parte
donde se encontraria el solvente en condiciones biologicas. Los angulos @ para cada aminoéacido se
muestran con flechas rojas.

En la Tabla 8 se anotan las rotaciones o para los residuos de triptéfano andlogos para

W267 y W672 de Gt115:

3 El 4ngulo w corresponde al angulo dihedro entre el carbono a y el carbono CD1 del anillo del Trp. No
debe confundirse con el dngulo w del enlace peptidico, en este caso la anotacion w se utiliza para ser
consistente con los estudios que analizan esta torsidn especifica que seria equivalente a la torsién x2
usada para los rotameros de triptdfano.
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Tabla 8. Rotaciones ® medidas para los residuos de union a xilano en los sitio +1 y -1 para el modelo de
Gt115 y la enzimas AxyAgull5A (6NPS), SdeAgul15A (4ZMH) BoAgull5A (4C90) y BtGH115A
(5BY3)

Enzima Am_irjoécido Aquoécido Rojca_cién ® Rot_a_cién )
sitio +1 sitio -1 sitio +1 sitio -1
AxyAgull5A W216 W643 8,1° -91,6°
SdeAgull5A W256 W656 14,5° -89,5°
BoAgull5A W249 W650 25° -87,2°
BtGH115A H216 - 25,5° -
Gt115 W267 W672 81,3° -9,7°

Al analizar el modelo del bolsillo catalitico de Gt115 (Figura 20) se pudo observar una

disposicion similar a la de BoAgul15A vista anteriormente (Figura 15).
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Figura 20. Bolsillo catalitico de Gt115. La diada de &cidos cataliticos se muestra en cian, la base catalitica
en magenta y los residuos de unién a GA/MeGA en naranjo. La distancia entre la diada y la base catalitica
esta sefialada por lineas amarillas discontinuas.

En la tabla 9 se muestran las distancias entre la diada de acidos cataliticos y la base
catalitica para cada enzima bacteriana de la familia GH115 y para Gt115. Segln indican
Davies y Henrrissat (1995) la distancia entre residuos cataliticos de enzimas con

mecanismo de inversion es de 10 A, lo que se cumple para D216 de Gt115, como
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también para las otras enzimas con la excepcion de SdeAgull15A cuyo loop movil donde
se encuentra la base catalitica (321-333) se encuentra mas separada de la diada de acidos

cataliticos que lo visto en las otras enzimas.

Tabla 9. Distancia entre los residuos de la diada de acidos cataliticos AC1 (Acido aspartico que va primero
en la secuencia) y AC2 (Acido glutamico que va segundo en la secuencia) con respecto a la base catalitica
BC (Acido aspartico que se encuentra en el loop mévil caracteristico de la enzima).

Enzima Distancia AC1/BC (A) Distancia AC2/BC (A)
AxyAgul15A 9,5 12,8
SdeAgull5A 22,3 22,7

BoAgul15A 9,0 12,6
BtGH115A 10,3 14,3
Gt115 7,4 14,1

A modo de sintesis el analisis del surco catalitico del sitio activo revela que Gt115 posee
caracteristicas propias de la familia GH115, sin embargo, presenta rotaciones ® en
aminoacidos esenciales para la union a xilano distintas a las observadas en otras enzimas
en aminoacidos esenciales para la union, asi como también un mayor distancia entre sus
sitios de union al sustrato +1 y -1 lo que implica un surco catalitico mas largo. La
estabilidad de las rotaciones ® en el tiempo quedan por ser comprobadas con resultados
experimentales o bien simulaciones de dinamica molecular ya que la optimizacion del
modelo resultante podria corresponder a un minimo local de energia y no a un minimo

absoluto.

6. ldentificacion y aislamiento de la secuencia para la glucuronidasa Gt115
Para inducir la expresion de celulasas y hemicelulasas en G. trabeum se han usado
sustratos vegetales como madera o bagazo (Presley y Schilling, 2017; Valadares y col.

2019), por ello se eligid cultivar a G. trabeum en placas de medio minimo para hongos
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suplementado con alfalfa molida comercial o aserrin de maqui estéril, sobre membranas

de nitrocelulosa que permitiera una facil extraccion del micelio.

En las pruebas iniciales después de 2 semanas solo se observé crecimiento significativo
del hongo en las placas con alfalfa + membrana y agar expuesto sin membrana (radio de
crecimiento > 1 cm), mientras que en las que contenian aserrin no se observo
crecimiento, por lo que la alfalfa fue elegida la fuente de carbono para el crecimiento de

G. trabeum e induccion de la produccidon de glicosil hidrolasas.

Después de 2 semanas de cultivo se procedid a hacer la extraccion de RNA desde el
micelio crecido en alfalfa. De tal extraccidn se obtuvieron 20 pL de RNA en solucién en
un concentracion de 288 ng/uL y con una relacion Azeo/Azso de 2,02 indicando que el
RNA extraido era de buena calidad sin contaminacion de proteinas. Seguidamente, del
RNA se tomaron 5 pL y se corri6 en un gel de agarosa/formaldehido 1% en orden de ver

la integridad del RNA, como se muestra en la Figura 21.:
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Unidad 28S

Unidad 18S

Figura 21. Producto de la extraccion de RNA total de G. trabeum, analizado en un gel de
agarosa/formaldehido 1%. En el carril L se encuentra un estandar de 1 kb y en el R la muestra de 5 pL de
RNA total extraido. Se sefialan las bandas correspondientes a los rRNA 28S y 18S

En el gel se observan las dos bandas correspondientes a los rRNA 28S y 18S,
evidenciando la calidad del proceso de extraccion. Del estdndar de peso molecular se
distingue una sola banda a la altura de la unidad 28S debido a las condiciones

desnaturantes del gel producidas por el formaldehido.

El RNA total obtenido se uso6 para sintetizar cDNA, obteniéndose en una concentracion
de 332 ng/uL con una razon de absorbancia de Azeo/Azeo de 1,83, estando por sobre el
estandar de pureza de 1,80. Desde el cDNA obtenido se realiz6 PCR en gradiente
obteniendo un producto cercano a las 3 kb del mismo largo predicho para el gen

buscado, de acuerdo con la secuencia de ADN. Ademas, se observaron varios productos
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inespecificos menores a 500 pb que aparecen de manera variable segln la temperatura

de annealing, como se puede observar en la Figura 22:

53°C 57°C 61°C

Producto cercano a

Banda estandar —_— las 3 kb

de 3 kb

«——— Productos inespecificos

Figura 22. Electroforesis del resultado del RTPCR realizado para aislar secuencias codificantes de Gt115.
En agarosa 1%. Se cargaron las muestras de PCR de gradiente a partir de cDNA total de G. trabeum. L.:
Estandar de peso molecular de 1kb; -: Control negativo de PCR; A: Reaccion de PCR desde cDNA con
temperatura de annealing de 53°C; B: Reaccién de PCR desde cDNA con temperatura de annealing de
57°C; C: Reaccion de PCR desde cDNA con temperatura de annealing de 61°C. Se indican la banda de
peso molecular de 3kb, los productos cercanos a 3kb y los productos inespecificos.

La secuencia de DNA codificante para Gt115 mide 3054 pb y el producto de PCR
buscado resultante del annealing con los partidores disefiados deberia medir 3030 pb.
Para esta reaccion de PCR se distingue un producto cercano a 3 kb para las temperaturas
de alineamiento de 53°C y 61°C, mientras que para la temperatura de annealing de 57°C
se distinguen dos productos, uno cercano a los 3 kb y otro a los 4 kb. La menor cantidad
de productos inespecificos se nota en la reaccion hecha a 61°C y de ello se eligi6 esta

como la temperatura de annealing para las siguientes reacciones. La evidencia anterior
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permite relacionar al producto de PCR de 3 kb con el producto de PCR derivado de la

secuencia de DNA codificante buscada.

La reaccion de PCR desde cDNA se repitié por triplicado con una temperatura de
annealing de 60°C, donde 5 pL de la reaccion fueron cargados a un gel de agarosa 1%

que se pude observar en la Figura 23:
- R1 R2 R3
Producto cercano

a 3 kb visto en
triplicado

Banda estandar
de 3 kb

=
=
-
L
e
—
-

Figura 23. Gel de agarosa 1% donde se cargo la reaccion de PCR por triplicado a 60°C del cDNA total de
G. trabeum. L: Estandar de tamafio de 1 kb; CN, Control negativo de PCR; R1 a R3: Productos de la
reaccion de PCR en triplicado. La banda de 3 kb y los productos relevantes de la reaccion se indican con

flechas y cuadros.

Se pudo notar con mayor nitidez y consistencia la presencia clara de un producto
cercano a los 3 kb. El volumen restante de las reacciones fue cargado en un gel de
agarosa 0,8% y purificado obteniendo 50 pL de DNA a una concentracion de 16,8 ng/uL
y razén de absorbancia Azso/A2so de 1,72, que a pesar de estar debajo del corte de pureza

se evalué como suficiente para los siguientes pasos. Desde esta muestra se realizaron
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otras reacciones de PCR para obtener mayores cantidades del fragmento aislado y

posteriormente para los protocolos de ligacién y transformacion.

7. Clonamiento y andlisis de la secuencia aislada

Se uso el vector pJET1.2/blunt del Kit CloneJet de Thermo Fisher para la clonacion de
la secuencia de DNA aislada. Se realizé una reaccion de ligacion entre el vector en una
razén molar de 3:1 Inserto:Vector. El producto de tal reaccion se diluyd 5 veces y se
agrego a las células competentes para la electroporacion. Luego de la transformacion se
obtuvieron 6 colonias que crecieron en el medio de seleccion. De estas 3 se propagaron
en medio liquido y se cultivaron toda la noche. Los clones fueron llamados 4P15XC1,
4P15XC2 y 4P15XC4. El cultivo de cada clon se uso para la extraccion del plasmido
Los plasmidos puros extraidos tenian una concentracion de 54,9, 50,2 y 79,4 ng/uL,

mientras que la razon Azeso/Azgo fue de y 1,9, 2,2 y 1,7 respectivamente.

Los plasmidos resultantes fueron digeridos con la enzima de restriccion Xmnl, que tiene
sitios de corte tanto dentro del plasmido como dentro de la secuencia codificante de
Gtl115. Por lo tanto, en el caso de que la secuencia de DNA codificante esté
efectivamente ligada a pJET1.2/blunt se deberian observar en un gel de agarosa dos
fragmentos, uno cercano a los 4100 pb y otro cercano a los 1900 pb, siendo el tamafio
total del plasmidio recombinante de 6004 pb. El plasmido extraido y la digestion para las

colonias 4P15XC1, 4P15XC2 y 4P15XC4 se muestran a continuacion en la Figura 24:
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Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa 1% de los plasmidios recombinantes 4P15XC1, 4P15XC2 y
4P15XC4 intactos y digeridos con Xmnl. L: Escala de tamafio molecular de 1kb; C1 y C1X: Plasmidio
4P15XC1 sin cortar, y cortado con Xmnl C2 y C2X: Plasmidio 4P15XC2 sin cortar: y cortado con Xmnl;
C4 y C4X plasmidio 4P15XC4 sin cortar y cortado con Xmnl.

De los resultados de la digestion se puede notar que de las digestiones de los plasmidios
derivados de las colonias 4P15XC1 y 4P15XC2 se liberaron dos fragmentos. En los
pocillos C1X y C2X, se obtuvo un fragmento cercano a las 2200 pb y otro cercano a las
700 pb. Los dos fragmentos suman un valor aproximado al tamafo del vector
pJET1.2/blunt no recombinante (2974 pb). Para el caso del plasmidio de la colonia
4P15XC4, se puede notar que tiene un tamafio menor comparado con los plasmidios de
las otras dos colonias, lo que se puede deducir del tamafio de los fragmentos producto de
la digestién con Xmnl. Se observan dos fragmentos, uno cercano a las 1600 pb y otro

cercano a las 700 pb

Los resultados de la digestion de los plasmidios obtenidos de las colonias sugieren que

los plasmidios son no recombinantes. Para comprobar esta sospecha, los plasmidios se
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enviaron a secuenciar. Las secuencias obtenidas fueron procesadas para recortar los
bordes que presentaran baja calidad de lectura. Las secuencias resultantes se muestran en
la seccion 3 del Anexo. Seguidamente, usando el programa Clustal Q se alinearon las
secuencias de 4P15XC1, 4P15XC2 y 4P15XC4 con la secuencia de un constructo
hipotético formado por el vector pJET1.2/blunt y un inserto con la secuencia del
codificante de Gtl115 obtenido del genoma de G. trabeum. EIl resultado de este

alineamiento se puede observar graficamente en la Figura 25:

(onsensus |

Identity A T T
1.4P15XC1 I | I —
LAPISXC2
3.4P15XC4
. I A
4. pJET1.2/blunt I | — I ]
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EcodTIT7 AmpR #Ecod..
+ [ I | H K 1 ]
5. pJETT.2blunt + Inserto =) G =
Comienzo de Comienzo de lectura
lectura vector vacio vector con inserto

Figura 25. Alineamiento de los resultados de secuenciacion obtenidos para los pldsmidos de las colonias
4P15XC1, 4P15XC2, 4P15XC4, el vector pJET1.2/blunt vacio y un constructo hipotético del vector
pJET1.2/blunt y la secuencia codificante para Gt115. Las secuencias 4P15XC1, 4P15XC2 Y 4P15XC4
estan destacadas con rojo, azul y morado, respectivamente. El inserto se muestra en naranja y el gen letal
Eco471/T7 est4 en verde. Se indica con una flecha roja donde comenzaria la secuenciacion si el vector
estuviera vacio, y con un flecha azul donde comenzaria si el vector tuviera el inserto.

Los resultados del alineamiento muestran que las secuencias obtenidas corresponden con
un porcentaje de identidad del 99,89% para 4P15XC1, 99,69% para 4P15XC2 a la
region del vector pJET1.2/blunt que contiene la segunda mitad del gen letal Eco471/T7y
parte del origen de replicacion plasmidial. Para 4P15XC4 se observa que el comienzo de

la secuencia inicia aproximadamente 700 pb rio abajo en comparaciéon con las otras
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colonias, cubriendo desde la seccion previa al origen de replicacion y cubriendo parte

del gen de resistencia a la ampicilina teniendo un 94,69% de identidad.



Discusidn y proyecciones

Las familias de a-glucuronidasas GH67 y GH115 presentan caracteristicas comunes
tales como el mecanismo catalitico de inversion y el dominio de barril TIM donde se
encuentra el sitio activo, sin embargo, estas presentan diferencias fundamentales en

cuanto a especificidad de sustrato, actividad y funcién bioldgica.

Por un lado, para la familia GH67 la especificidad de sustrato esta dirigida de manera
general a XOS sustituidos con GA/MeGA, aunque se ha reportado que existe una
preferencia por los sustituidos con MeGA (Yagi y col., 2017). En algunos casos también
se ha observado actividad contra residuos de acido hexenuroénico (Septiningrum y col.,
2015). A pesar de ello, para la familia GH67 el mecanismo catalitico es el mismo para
todas enzimas conocidas de la familia como también lo es su conservacion en los
residuos relevantes para la hidrélisisv (Tabla 10 en el anexo). Las glucuronidasas de la
familia GH67 son especificas por sustratos oligoméricos solubles provenientes de
actividad xilanoliticas previas. Segun la evidencia actual es necesario en un futuro
enfocar los esfuerzos en aumentar la cantidad de enzimas caracterizadas de esta familia

para tener resultados conclusivos sobre su especificidad de sustrato.

La familia GH115 se distingue por presentar enzimas capaces de hidrolizar residuos
GA/MeGA que se encuentran en posiciones interiores de la cadena de xilano. A pesar de
ese factor comdn, el conocimiento actual sobre esta familia indica que existe una gran

diversidad a nivel estructural y funcional. La familia GH115 se puede subclasificar de

60
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acuerdo con varios criterios, tales como la arquitectura de dominios, especificidad de
sustrato y estructura cuaternaria. Tal diversidad ha llevado a la familia a ser clasificada
como promiscua, sin embargo, a pesar de que los residuos cataliticos mas importantes
han sido identificados, tanto el mecanismo catalitico general de estas enzimas como los

aminodcidos que determinan su especificidad de sustrato no estés claros.

Para la determinacion de la actividad y la especificidad de sustrato de la familia GH115,
hay dos factores importantes a tomar en cuenta, el primero es la presencia del loop movil
donde se encuentra la base catalitica. Wang y col. (2016) reportaron que mutar el acido
catalitico (E216A) mas lejano a la base catalitica (D335) en SdeAgull5A, provoca la
pérdida total de la actividad de la enzima, mientras que mutando el acido catalitico méas
cercano (D215A) el efecto no es total y se observa actividad remanente. Este hecho
también se reporta en el estudio de Rogowski y col. (2014), donde una mutacion
equivalente a D215 de SdeAguall5A en BoAgull5A (D206A) reduce drasticamente la

actividad sin hacerla desaparecer por completo.

En la Tabla 9 se explicitan las distancias entre los dos acidos cataliticos de la diada con
respecto a la base catalitica del loop moévil, AC1 es el primer &cido catalitico de la
secuencia, correspondiendo en todos los casos a un acido aspartico que se encuentra en
el rango de distancia ideal de 10 A con respecto a la base catalitica, lo que permite la
ejecucion del mecanismo de inversion segun lo que establecen Davies y Henrissat
(1995). AC2 por otro lado corresponde en todos los casos a un &cido glutamico a una
distancia mayor a 10 A de la base catalitica, lo que en un principio daria entender que es

menos probable que AC2 cumpla la funcion de ejecutar el mecanismo de inversion
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como donador de protones. A pesar de ello los resultados indican que la mutacion de
AC2 tiene una mayor influencia en la eficiencia catalitica de la enzima que AC1. Esto en
suma sugeriria que el loop movil al unir al sustrato adoptaria posiciones distintas a las
observadas hasta ahora en los modelos experimentales, alterando la distancia que la base
catalitica tiene con la diada de &cidos cataliticos, favoreciendo la interaccion con AC2
(ahora mas cercano) por sobre AC1 (ahora mas lejano), pudiendo explicar por qué la
perdida de actividad en SdeAguall5A es total cuando se muta E216 (AC2) y parcial

cuando se muta D215 (AC1), segun lo que reportaron Wang y col. (2016).

El segundo criterio importante para la determinacion de la actividad y especificidad de
sustrato de la familia GH115 reside en la forma y composicion del surco catalitico.
Aalbers y col. (2015) han sugerido que una combinacion especifica de aminoacidos en el
sitio de union a sustrato podria diferenciar entre enzimas con preferencia a xilanos o
galactanos, asi como tambiéen el tamafio del bolsillo catalitico determinaria el tamafio del
sustrato y la funcidén bioldgica que cumplen estas enzimas. En suma, dado la diversidad
encontrada en la familia GH115 se considera relevante enfocar los esfuerzos
investigativos en conocer de manera mas completa los factores determinantes en la
catlisis y la especificidad de sustrato en orden de tener una base clara que permita su
explotacion como enzimas auxiliares en la hidrdlisis de xilano tanto a nivel de

investigacion basica como aplicada.

Con respecto al modelo por homologia de Gt115, obtenido y optimizado en este trabajo,
se puede notar que aun existen residuos que no estdn en posiciones permitidas,

particularmente un residuo cataliticamente relevante del dominio C+, llamado W708. Se
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piensa que la funcién de este aminoacido es la union de la cadena de xilano, ubicandose
en la superficie del dominio C+ de la cadena opuesta a la que se encuentra el surco
catalitico, como ya ha sido observado por Yan y col. (2021) para el residuo W680 de
AxyAgull5A. Si bien W708 esta en una posicion no permitida en el grafico de
Ramachandran, no es descartable que esto sea porque cumple un rol en la unién a la
cadena de xilano en el sitio activo, sin embargo, dado que el modelo de Gtl115 es
monomérico y fue optimizado y refinado sin tomar en cuenta la interaccion que puedan
tener las dos subunidades de su homodimero, se decidié no estudiar su rol en el sitio
activo hasta que se pueda generar un modelo homodimérico en un futuro. A pesar de
ello, el modelo refinado fue elegido en primera instancia por su Puntuacion-Z de la
distribucién de Ramachandran (Rama-Z). Esta toma en cuenta la distribucién total de
angulos ¢/y de la proteina comparandola con modelos de alta calidad, pudiendo
observarse que el modelo de Gt115 esté dentro del rango aceptable (Entre -2 y 2). Por lo
tanto, la estructura modelada se acerca al que seria una proteina en un estado cercano al

nativo (Sobolev y col., 2020).

Del analisis del modelo por homologia a nivel general se observd que Gt115 tiene la
estructura de una a-glucuronidasa de la familia GH115 y que posee la insercion de un
dominio C+, consistente con el hecho de que la mayoria de las enzimas fungicas
identificadas de esta familia presentan tal insercidn segln lo que reportan Wang y col.

(2016).

A nivel del sitio catalitico se observd una sustitucion de la segunda histidina por &cido

glutamico (E294) en la triada HHE (Grupo 5 a 7 de la tabla 11) relacionada con la union
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a GA/MeGA. Este cambio no esta presente en las a-glucuronidasas caracterizadas
anteriormente. Si bien tanto la histidina como el &cido glutdmico son capaces de formar
puentes de hidrogeno con el sustrato, la sustitucién podria tener dos efectos en la
catalisis. El primer efecto tiene que ver con la cercania de 5 A de E294 con la base
catalitica D349, lo podria indicar un cambio del pKa de la base catalitica debido a un
ambiente local méas acido comparado con las otras enzimas de la familia GH115, lo que
se observaria como un pH optimo maés alto para Gt115 para mantener a la base catalitica

en su estado desprotonado para el mecanismo de inversion.

El segundo efecto en la catélisis tiene que ver con un cambio en la afinidad que Gt115
tiene por el sustrato, la sustitucion de Histidina a Acido glutamico implica que,
dependiendo del pH, se tendra una cadena lateral con carga positiva (protonada) o neutra
(desprotonada) en el caso de His, o una cadena lateral con carga negativa (desprotonada)
0 neutra (protonada) en el caso de Glu. Hasta la fecha no se ha podido obtener un
modelo experimental de alguna enzima de la familia GH115 en complejo con
Glucuronoxilano, Glucoronoarabinoxilano o Acido glucurénico/metil glucurénico, sin
embargo, para la familia GH67 Nurizzo y col. (2002) describen que la interaccion de
GIcA67A con GA y Xilano (Figura 9) se basa principalmente en cadenas laterales con
carga positiva (Arg, Lys y His) que reconocen de manera especifica el grupo carboxilo
de carga negativa del acido glucurénico, mientras que cadenas laterales acidas (Glu y
Asp) con carga negativa o neutra establecen puentes de hidrogeno con los oxigenos y
grupos hidroxilo de este y la cadena de xilano. Este precedente podria indicar que la

sustitucion en esa posicién de una cadena lateral con carga positiva como es His por una
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de carga negativa como es Glu disminuiria la afinidad que el sitio activo tiene por el
grupo carboxilo del &cido glucurénico y por tanto su unién al sitio activo, lo que en
suma disminuiria la afinidad que Gt115 podria tener con sustratos sustituidos con acido

glucurdnico/metil glucurénico.

La importancia de la triada HHE/HEE se puede evidenciar en que si se muta la primera
histidina de la triada (grupo 5 en la tabla 11 del anexo) por Alanina, conservada en
Gtl15 y entre todas las enzimas GH115 bacterianas mencionadas, disminuye la
actividad catalitica 2600 veces en BoAgul15A (Rogowski y col., 2014), por ello si bien
Gt115 podria conservar niveles de actividad similares a sus contrapartes bacterianas, su
optimo seria en condiciones distintas y su afinidad por sustratos como GAX, GX y

GA/MeGA seria mas baja.

A nivel del surco catalitico se encontraron varias ocurrencias relevantes, la primera es la
separacion de los residuos de Trp implicados en la union de la cadena de
xilano/galactano. Para Gt115 se observa que la separacion entre estos dos residuos es
casi el doble que la observada para AxyAgullS5A (Figura 18), SdeAgull5A vy
BoAgull5A, y cercana a la observada en BtGH115A. La segunda ocurrencia
corresponde al hecho que las rotaciones del angulo ® para los residuos de Trp de los
sitios +1 y -1 en Gt115 son notablemente diferentes que todas las otras enzimas
analizadas, incluyendo BtGH115A. Nishio (2011) concluyd que las interacciones entre
aminoacidos aromaticos como Trp, Tyr y Phe con carbohidratos dependen de la
distancia, angulo y electronegatividad de los residuos aromaticos y como estos

interactdan con las distintas distribuciones de electropositividad que poseen los enlaces
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de distintos isébmeros de carbohidratos. Esto implica que posiciones o rotaciones
distintas de los residuos aromaticos podrian interferir o favorecer interacciones
diferentes con varios tipos de mono y polisacaridos, por ello el hecho de que los residuos
del sitio -1 y +1 de Gtl115 presenten una rotaciébn marcadamente distinta que sus
anélogos en otras enzimas bacterianas podrian implicar que la interaccion Gt115 y
posiblemente otras enzimas GH115 flngicas presentarian interacciones y afinidades
diferentes con xilano y arabinogalactano. La estabilidad de las torsiones ® queda por
comprobarse a través de resultados experimentales o simulaciones de dinamica

molecular.

Tanto el largo del surco de unién del sustrato, como las rotaciones de Trp en los sitios
+1 y -1 implican la posibilidad de que Gt115 prefiera sustratos mas largos que sus
contrapartes bacterianas, y que las interacciones con estos sustratos puedan condicionar
una especificidad distinta. No obstante, se debe tomar en cuenta que el modelo de Gt115
se generd a base de todos los modelos de enzimas bacterianas GH115 actualmente
disponibles, donde como méaximo se alcanza un 40% de identidad para el caso de
SdeAgull5A, por lo que caracteristicas propias de una enzima GH115 fungica podrian
perderse en el proceso, y caracteristicas bacterianas aparecer como artefactos del
modelado de la misma manera. Se proyecta en el futuro lograr obtener una versién en
forma de homodimero de esta enzima para poder investigar de manera mas completa
todos los residuos implicados en la union al sustrato en el surco catalitico,

particularmente W708 que se encuentra en el dominio C*.
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Con los recursos computacionales actuales, las simulaciones de dindmica molecular y el
docking permitirian dilucidar la dinamica del surco catalitico, y cdmo este interactla con
distintos tipos de sustratos. En el largo plazo la obtencion de estructuras cristalizadas y
modelos 3D de enzimas GH115 fungicas, idealmente unidas a ligandos, es un paso
critico para distinguir su rol biolégico en la degradaciéon de BML, sus posibles
diferencias con sus contrapartes bacterianas y los factores determinantes de su

especificidad de sustrato.

Con respecto al aislamiento e identificacion de la secuencia codificante para Gtl115, la
primera etapa consistio en la cultivar el hongo G. trabeum bajo condiciones de
induccidn de la expresion de genes relacionados con la degradacion de lignocelulosa. En
hongos es ampliamente conocido que la presencia de monosacaridos u oligosacaridos
simples, particularmente glucosa, inhibe la expresion de genes relacionados con la
degradacion de polisacaridos mas complejos provenientes de tejido vegetal (Yany col.,
2020). Tomando este hecho en consideracion se tom6 como base un medio minimo de
hongos carente de fuente de carbono y se consideraron dos fuentes de carbono basadas
en tejido vegetal. La primera fue aserrin proveniente de madera de la angiosperma
Aristotelia chilensis obtenida de un bosque renoval de la X region de Chile. Esta
eleccidn fue en base a que la presencia de la secuencia de DNA codificante de Gt115 fue
detectado cuando G. trabeum fue cultivado sobre madera de angiosperma proveniente de
alamo (Populus sp.) segun lo reportado por Presley y col. (2017). Por otro lado, la
Alfalfa (Medicago sativa) es una leguminosa ampliamente usada y es comercialmente

accesible, Se ha reportado la presencia de la secuencia de DNA codificante de Gt115 en
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otras plantas herbaceas como la cafia de azlcar o el sorgo (Persley y col., 2017;
Valadares y col., 2019) lo que indicaria que G. trabeum seria capaz de crecer y
posiblemente activar sus mecanismos de degradacion de lignocelulosa si es crecida en

alfalfa.

Se observé que G. trabeum pudo crecer en placas de agar con medio minimo
suplementado con alfalfa, pero no en aquellas suplementadas con aserrin de maqui, a
pesar de contar con el mismo tamafio de particula (<1 mm) y tratamiento previo a la
elaboracion del medio entre las dos fuentes de carbono. Este fendmeno puede ser
explicado en primer lugar con el hecho de que los hongos de pudricion parda como G.
trabeum prefieren maderas blandas y por ello tendria mayor dificultad en utilizar la
fuente de carbono proveniente de una madera dura como es la de A. chilensis.
Asimismo, el hecho de que el contenido de lignina sea més alto en plantas lefiosas que
en herbaceas (Ma y col., 2017) podria implicar un acceso y degradacion mas dificultosa
de los carbohidratos de la pared de A. chilensis, una planta lefiosa, mientras que, para la
alfalfa, una planta herbacea, el acceso y subsecuente degradacion de los carbohidratos se
veria mas favorecida en comparacion. A nivel técnico, se pudo notar que los medios de
agar donde se creci6 G. trabeum no eran completamente homogéneos, por ello la
distribucion de nutrientes accesibles es un factor que pudo haber afectado el crecimiento

del hongo en los dos medios.

La evaluacion de crecimiento de G. trabeum en distintas fuentes de carbono no fue
contemplada en los alcances de este seminario, y por ello no se obtuvo evidencia

suficiente que dé a conocer de manera completa los factores que afectan el crecimiento
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de este hongo y su afinidad por distintos sustratos vegetales. En futuros trabajos se
consideraria relevante evaluar como el tamafio de particula, el pretratamiento y origen de
la biomasa afectan el crecimiento de G. trabeum y otros hongos filamentosos
descomponedores de madera en orden de observar la potencial actividad de sus enzimas

implicadas en distintos tipos de tejido vegetal.

Durante el aislamiento de la secuencia de DNA codificante para Gt115 en una primera
etapa se realizd6 PCR de gradiente al cDNA obtenido del RNA aislado, en orden de
observar si es que se obtenia algun producto cercano a los 3 kb que corresponde al largo
de esta secuencia de DNA codificante. El PCR de gradiente dio como resultado un
producto cercano a las 3 kb mas otros productos inespecificos mas pequefios (Figura
22), de este experimento se eligié una temperatura de annealing de 60°C, lo que resultd
en bandas unicas y claras de aproximadamente 3 kb (Figura 23), las que se usaron para
aislar el producto de PCR y ligarlo al vector pJET 1.2/Blunt. El producto de la ligacion

fue analizado a través de digestion con enzimas de restriccion y secuenciacion.

El vector pJET 1.2/Blunt tiene un solo sitio de corte de Xmnl, ubicado en el gen de
resistencia a la ampicilina (Figura 6), por ello solo deberia linealizar el vector en
condiciones normales, sin embargo, la presencia de un fragmento de 700 pb (Figura 24)
en todas las digestiones implica la aparicion de un nuevo sitio de corte de Xmnl a una
distancia aproximada de 700 pb en las dos direcciones desde el sitio de corte original,
por lo que se encontraria dentro de la secuencia del gen letal Eco471/T7 o en la seccion

final del gen de resistencia a la ampicilina.



70

La secuenciacion con un partidor especifico para el promotor T7 realizada a los vectores
extraidos de cada colonia evaluada confirma que ninguno de los vectores contiene algun
inserto. Para el caso de 4P15XC1 Y 4P15XC2 la lectura comienza en las cercanias del
promotor T7, este punto fue elegido principalmente porque precede a la seccion del
vector que contendria el inserto en el caso de una ligacion exitosa, sin embargo, los
resultados de la secuenciacién indican que el fragmento secuenciado corresponde a la
segunda seccion del gen letal y parte del origen de replicacion, lo que evidencia que
estas colonias contienen un vector que se recircularizé sin ningun inserto. El caso de
4P15XC4 es similar, sin embargo, la lectura de la secuenciacién comienza cerca de 700
pb rio abajo partiendo en la seccion anterior al origen de replicacion, extendiéndose
hasta parte del gen de resistencia a la ampicilina y por ello se evidencia que tampoco

posee inserto.

Para el caso del vector extraido de la colonia 4P15XC4, se puede argumentar una
pérdida de material genético posiblemente derivada de una hidrdlisis espontanea. Esta
suposicion se basa en los resultados la digestion con la enzima de restriccion Xmnl. Se
observo que el vector extraido tenia un largo menor (700 pb aproximadamente) que los
provenientes de otras colonias. Esto se confirma en los resultados de la secuenciacion,
donde el inicio de la lectura para el vector proveniente de 4P15XC4 inicia
aproximadamente 700 pb rio abajo de la posicion original del promotor T7. De ello
ademas se infiere que el fragmento perdido para 4P15XC4 fue la seccion entre el
promotor T7 y la seccién previa al origen de replicacion, la cual contenia la mitad del

gen letal Eco471/T7.
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El fallo en la clonacién puede ser atribuido a varias causas en diferentes etapas en el
proceso de clonamiento. A nivel de la ligacion se debe tomar en cuenta que los
fragmentos a ligar poseian extremos romos, con una concentracion en una relacion de
inserto:vector de 3:1 en las condiciones descritas por el fabricante de la enzima. En
general se recomienda que las ligaciones de extremos romos se realicen con mayor
concentracion de DNA y de T4 DNA ligasa que las usadas en este trabajo, por lo que
esta puede ser una razén para la falla en la reaccion de ligacion (Saunders, 2012).
Debido a la baja concentracion de DNA resultante de la extraccion desde el gel, y a una
poca cantidad de vector pJET 1.2/Blunt disponible, no se pudieron realizar reacciones de
ligacion con razones inserto:vector mas altas por ello es posible que la cantidad de

producto de ligacion resultante haya sido muy pequefio.

Usar una mayor concentracion de DNA seria clave para poder realizar ligaciones con
razones mas altas de inserto:vector, sumado a usar concentraciones mas altas de PEG
que las que contiene el buffer de reaccion usado en la ligacion (>25%) para favorecer el

encuentro de los extremos del vector y el inserto y con ello la ligacion.,

A nivel del clonamiento se puede notar que la seleccidn secundaria que deberia asegurar
gue las colonias contengan vector recombinante, con inserto, no funcioné. El vector
pJET 1.2/Blunt posee como marcador de seleccion secundaria un gen letal Eco471/T7
que en situaciones ideales impediria el crecimiento de aquellas bacterias que contengan
vector sin inserto, ya que necesitan de este para interrumpir la secuencia del marcador de
seleccion. La supervivencia de la colonia 4P15XC4 en la placa de seleccion se podria

explicar por la posible pérdida de una seccion de su secuencia correspondiente al gen
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mortal en el vector de clonacion. Por lo tanto, la ausencia de inserto no activo el
mecanismo de seleccidn secundaria al tener un gen letal no funcional. Por otro lado, la
supervivencia de las colonias 4P15XC1 y 4P15XC2 no puede ser explicada de manera
tan directa, sin embargo, tomando el precedente del vector de 4P15XC4 y el hecho de
gue se detectd un sitio de restricc