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RESUMEN
Los biocombustibles surgen como una alternativa amigable con el ambiente frente al
uso de combustibles fésiles y la consecuente contaminacion ambiental. Los residuos
de la agricultura se han estudiado como fuente de azlicares fermentables para la
produccion de bioetanol o biobutanol. Una etapa critica del proceso es la conversion de
la lignocelulosa en aziicares monoméricos. Diversas especies bacterianas y {ingicas
son capaces de degradar la lignina, la hemicelulosa y la celulosa, produciendo enzimas
y proteinas para esto. La expresion recombinante de los genes que codifican tales
productos ha sido exitosa en microorganismos como Pichia pastoris. Gran interés ha
generado el analisis de la sinergia entre distintas proteinas involucradas en la hidrdlisis
de lignocelulosa, utilizando métodos como la co-expresidn policistronica con péptidos
virales 2A. Es asi como el objetivo de este estudio fue evaluar el uso de este sistema
de co-expresion de proteinas recombinantes en P. pastoris, a partir de la fusién de las
secuencias codificantes de xilanasa de Gloeophyillum trabeum (gixyl7) y swollenina de
Trichoderma reesei (trswo7) con una secuencia intermedia que codifica el péptido 2A
del virus de la fiebre aftosa del ganado (FMDV2A). Estas secuencias se unieron
mediante PCR por solapamiento, generando un marco de lectura abierto Gnico. El
vector de expresién para P. pastoris pPICOK se utilizd para la integracién gendmica de
esta construccién, pues contenia codificado el péptido sefial del factor a de
Saccharomyces cerevisiae para la expresion secretada de las proteinas
recombinantes. Luego de la transformacion de P. pastoris y la seleccion de clones
recombinantes por prototrofia, resistencia a geneticina y PCR, se procedié a la
_ induccién de las proteinas recombinantes utilizando metanol como inductor. Desde la

fraccion extracelular del medio de induccion, se observo la presencia de enzimas con




actividad xilanasa mediante ensayos de actividad en placas de 96 pocillos y
zimograma, actividad que se detecté erni las bandas de peso de 45 kDa y mayor a 120
kDa. Mediante western-blot se determind la presencia de swollenina unida al epitopo
FLAG en el extremo carboxilo terminal, con un peso molecular de mas de 120 kDa. Por
lo tanto, la proteina de 45 kDa corresponderia a la xilanasa y la >120 kDa a la proteina
de fusion xilanasa-swollenina. La co-expresion policistrénica con el péptido FMDV2A
permitié6 obtener una de las proteinas de interés de manera independiente, mientras

que en menor medida se produjo la proteina de fusién en los clones analizados.




ABSTRACT
Biofuels are emerging as an environmental-friendly alternative compared fo the use of
fossil fuels and the resulting environmental pollution, Wastes from agriculture have
been studied as a source of fermentable sugars for the production of bioethanol or
biobutanol. A critical step in this process is the conversion of lignocellulose into
monomeric sugars. Various bacterial and fungal species are able fo degrade lignin,
hemicellulose and cellulose by producing enzymes and proteins for this purpose.
Recombinant expression of the genes encoding such products has been successful in
microorganisms such as Pichia pastoris. The analysis of the synergy between different
proteins involved in the hydrolysis of lignocellulose has generated great interest, using
methods like polycistronic co-expression with 2A viral peptides. Thus the aim of this
study was to evaluate the use of this system of recombinant proteins co-expression in
P. pastoris, based on the fusion of the coding sequences of the xylanase from
Gloeophyllum trabeum (gixy/7) and swollenin from Trichoderma reesei (trswof)
including the foot-and-mouth disease virus 2A peptide (FMDV2A) encoding sequence in
between. These sequences were joined together, by overlap PCR, in a single open
reading frame. The pPICOK expression vector for P. pastoris was used for genomic
integration of this construct. The vector encoded the signal peptide from
Saccharomyces cerevisiae a factor for the secreted expression of recombinant proteins.
After transforming P. pastoris and selecting recombinant clones by prototrophy,
geneticin resistance and PCR, an induction protocol was carried out for the expression
of recombinant proteins using methanol as an inducer. From the extracellular fraction of
induction medium, the presence of enzymes with xylanase activity was observed using

activity assays in 96 well plates and in zymogram. This activity was detected in the




bands of a weight of 45 kDa and greater than 120 kDa. The presence of tagged
swollenin with FLAG epitope at the carboxyl terminus was determined by western-blot.
A band with a molecular weight greater than 120 kDa was observed. Then the 45 kDa
protein would correspond to xylanase and the >120 kDa protein would correspond to
the xylanase-swollenin fusion protein. The polycistronic co-expression with FMDVZA
peptide allowed the independent production of one of the target proteins, while to a

lesser extent the hybrid protein was produced into the analyzed clones.




INTRODUCCION
1. Energia y combustibles
La energla ha sido la base del desarrollo de comunidades y civilizaciones en los
distintos periodos y espacios que el hombre ha habitado. La historia de la humanidad
puede dividirse en tres grandes épocas energéticas: la era solar pasiva, la era solar
activa y el sistema de combustibles fosiles. La primera tuvo como base del sistema
energético el uso de energia solar sin realizar modificaciones permanentes en el
ambiente. La era solar activa, como proceso histdrico, comienza con la invencién de la
agricultura en que el sistema energético solar se baso en la obtencidon de productos
agricolas. Los combustibles fosiles, considerados como energla solar almacenada y
concentrada en el espacio subterraneo, superaron las limitaciones del sistema
energético solar agrario y su uso promovié la revolucién industrial. El uso de estos
generé un aumento en la disponibilidad inmediata de energla, lo que permitié a las
sociedades independizarse del rendimiento agricola (Schldr y col., 2014).
Ei origen de los combustibles fosiles se relaciona con [as transformaciones quimicas y
fisicas de plantas y animales a lo largo de periodos geolégicos y se caracterizan por
poseer un tiempo de regeneracion extenso. Los recursos fosiles convencionales
corresponden al petroleo, gas natural y carbon (Tester, 2012).
La demanda de energia requerida para el desarrollo urbano e industrial actual se
satisface principalmente con estos combustibles, siendo el petrleo quien suple los
mayores requerimientos a nivel mundial (Murphy & Hall, 2011; Dale & Ong, 2014). No
obstante, las reservas de petroleo explotadas podrian resultar escasas ante un
escenario de aumento en su consumo, declinando la produccion global. De hecho, la

produccién de petréleo a nivel mundial podria haber alcanzado su valor maximo o




podria ser alcanzado en pocos afios mas (Hughes & Rudolph, 2011; Abas y col.,
2015). Esto ha generado una crisis energética, considerada el principal factor en el
decrecimiento econdmico de las naciones (Capellan-Pérez y col., 2015). Ademas, el
uso del petréleo como fuente de energia genera riesgos ambientales, debido a que en
los procesos de combustion se liberan grandes cantidades de didxido de carbono a la
atmosfera, ademas de compuestos sulfurados y nitrogenados. Esta contribucion a los
gases de efecto invernadero esta asociada al cambio climatico, impacto ambiental que
se pretende disminuir con politicas intergubernamentales (Hughes & Rudolph, 2011;
Dale & Ong, 2014; Schlér y col., 2015).

Al contrario de los combustibles fosiles, las energias renovables (también llamadas
energias no convencionales) usan una fuente de energia que no se agota, que se
presenta en flujos repetitivos en el ambiente, y no afiaden elementos contaminantes a
la atmosfera, Asi, la utilizacién de energias renovables reduciria las emisiones de
di6xido de carbono y otros gases de efecto invernadero, y seria sustentable por cuanto
se aprovechan los flujos de energia que ocurren naturalmente en el ambiente. No
obstante, las energias renovables han de satisfacer de manera suficiente y apropiada
los requerimientos de energia en el futuro, esto es, ofrecer seguridad energetica
(Twidell & Weir, 2015).

Las energias no convencionales tienen origenes diversos: la energla solar proviene de
la irradiacién del Sol; la energia hidraulica proviene aei agua; la energfa geotérmica se
obtiene desde rocas ardientes, magma y géiseres; la energia mareomotriz se deriva de
las olas del mar, la energia edlica deriva del viento, y la biomasa llega a ser una fuente
de energia cuando se quema (Palanna, 2009).

Actualmente, los combustibles fésiles suplen el 86% de la demanda global de energia

primaria, con porcentajes de 36% por parte del petréleo, 27% por parte del gas natural




y 23% por parte del carbon, mientras que las energias renovables suplen el 8% de la
demanda energética. Por otra parte, la énergia obtenida del poder nuclear suple el 6%
de esta demanda (Abas y col., 2015).

Se ha sugerido que posterior a la época que se basa los combustibles fésiles, pueda
existir una nueva era energética: La era post-sistema energético de los combustibles
fosiles (Schlér y col., 2014). Si bien no se puede asegurar a cabalidad cual energia
renovable serd predominante en el futuro (Schiér y col., 2014), algunas modelaciones
muestran que la biomasa suplira un mayor porcentaje de demanda energética respecto
a las demas energias renovables (Kralova & Sjoblom, 2010).

Se considera como parte de la biomasa al material vegetal y animal, incluyendo sus
residuos y desechos. Este material organico, rico en carbono, reacciona con oxigeno
en el proceso de combustion, fiberando calor, el que puede ser utilizado para generar
trabajo y electricidad. Actualmente, el término “biomasa” se atribuye a todos los
materiales provenientes de plantas, debido a su mayor uso y aprovechamiento con
respecto al material animal. Ademds, la biomasa se considera energia solar
almacenada que puede ser convertida en combustibles, d;anominados biocombustibles

(Palanna, 2009).

2. Biocombustibles

Entre las energfas renovables se encuentran los biocombustibles, que corresponden a
compuestos sélidos, liquidos o gaseosos que provienen de la biomasa y forman parte
de los avances en bioenergia que pueden sustituir a los combustibles fosiles,
reduciendo las emisiones de gases de efecto invernadero y diversificando la matriz
energética. Estos compuestos se derivan del material biodegradable de los residuos de

la agricultura, de la industria forestal y de los residuos municipales (Palanna, 2009). El




objetivo de todos los biocombustibles es ser carbono-neutral, reduciendo las emisiones
de gases de invernadero en comparacién a los combustibles fosiles. Algunos
biocombustibles estudiados yfo producidos actualmente son el biodiesel, bioetanol,
biometanol, biobutanal, biohidrégeno y biometano (Panwar y col., 2011). Dependiendo
de la materia prima utilizada, se han clasificado los biocombustibles en cuatro
categorias (Antizar-Ladislao & Turrion-Gomez, 2008).

Los biocombustibles de primera generacién utilizan como materia prima biomasa
vegetal (maiz, cafia de azlcar, semillas oleaginosas) (Coulman y col., 2013} y se
caracterizan por poder ser mezclados con combustibles basados en petroleo en ciertas
proporciones, quemados en motores de combustién interna existentes y distribuidos a
través de la infraestructura existente (Naik y col., 2010). Sin embargo, las tecnologias
utilizadas en su produccién presentan limitaciones, tales como la dependencia del
rendimiento agricola, el consumo de agua en desmedro de los cultivos alimentarios, y
la controversia en la destinacién de los vegetales a la produccion de energia en lugar
de utilizarlos como alimentos {Coulman y col., 2013).

La biomasa vegetal es uno de los recursos biolégicos més abundante del planeta y no
ha sido explotado en su totalidad. Existe un gran potencial para obtener combustibles
llquidos derivados de la lignocelulosa (Naik y col, 2010). Es asi como los
biocombustibles de segunda generacion aprovechan la biomasa lignocelulésica como
materia prima, esto es, residuos no comestibles provenientes de los cultivos (Antizar-
Ladislao & Turrion-Gomez, 2008; Naik y col., 2010).

La utilizacién de dichos biocombustibles podria reducir la produccion de didxido de
carbono, no competirfa con los cultivos destinados a generar alimentos y los autos
alimentados con ellos podrian tener un mejor desempefio del motor que al usar

combustibles fosiles (Naik v col., 2010). No obstante, existe una barrera técnica en el




desarrollo de esta tecnologia que limita el uso de biocombustibles de segunda
.generacion representada principalmente por la estructura recalcitrante de la pared
lignoceluldsica y la presencia de lignina en esta. Ademas, los procesos de separacion
de lignina de los polisacaridos contenidos en la biomasa vegetal, utilizables para
producir biocombustibles, conllevan un alto costo econdmico (Antizar-Ladislao &
Turrion-Gomez, 2008; Coulman y col., 2013).

La tercera y cuarta generacion de biocombustibles envuelven a las tecnologfas
pasadas en microorganismos fotosintéticos, principalmente microalgas. Los
biocombustibles de tercera generacion son derivados del procesamiento directo de la
biomasa algal, mientras que los biocombustibles de cuarta generacion, se obtienen
luego de modificar el metabolismo de las microalgas para producir compuestos de
interés (Lu y col., 2011). Las microalgas han sido propuestas como los recursos con
mayor potencial de desarrollo en el campo de los biocombustibles. Sin embargo,
existen dificultades en aprovechar este potencial, principalmente por el balance
energético en la produccién de biocombustibles (Lam & Lee, 2012).

Entre estos tipos de biocombustibles, los de segunda generacién se han propuesto
como una alternativa sustentable y econdmica, pues se aprovecha el abundante
material lignoceluldsico que no es utilizado como alimento producifjo como residuo por
las industrias forestal, de papel, agricola y fruticola {(Dashtban y col., 2009; Talebnia y
col., 2010).

La lignocelulosa es un componente estructural presente en los tejidos lefiosos de los
vegetales que se compone principalmente de lignina, celulosa y hemicelulosa, y en
menor medida presenta pectina, proteinas, sales y minerales (Van Dyk & Pletschke,

2012). La biomasa lignoceluldsica contiene cerca de 35 a 50% de celulosa, entre 20 y




35% de hemicelulosas y entre 15 y 25% de lignina, composicién porcentual que varia
entre plantas lefiosas y biomasa herbacea (Wyman, 1994; Zhaoy col., 2012).

El polimero principal que forma parte de la pared celular, la celulosa, consiste en
cadenas de 300 a 15.000 glucosas (B-D-glucopiranosa) unidas mediante enlace -1,4-
glicosidicos. Estas cadenas interaccionan entre si mediante puentes de hidrogeno,
formando microfibrillas que generan una estructura cristalina muy dificil de degradar.
No obstante, algunas regiones del polimero son amorfas, las que pueden ser
degradadas con mayor facilidad (Ragauskas y col., 2006; Van Dyk & Pletschke, 2012).

La pared celular también est4d formada por hemicelulosa, la cual es diversa en
estructura y composicién, incluyendo los polfmeros xilano, manano, galactano y
arabinano. El polimero de hemicelulosa mas abundante en el mundo es el xilano,
formada por 70 a 200 residuos de xilosa (B-D-xilopiranosa) unidos mediante enlaces B-
1,4-glicosidicos. Este polimero se presenta mayoritariamente como heteroxilano, con
cadenas laterales formadas por residuos de arabinosa y glucosa y con residuos de
xilosa acetilados. El xilano estd sobrepuesto a la celulosa en la pared celular y
establece Interacciones mediante puentes de hidrégeno con ella, mientras que con la
lignina se une covalentemente formando una envoltura que protege a la planta
(Ragauskas y col., 2006; Van Dyk & Pletschke, 2012).

En los tejidos lefiosos se deposita lignina en la pared celular, la que esta formada por
tres derivados fenilpropanoides: los alcoholes p-cumérico, coniferilico y sinapilico, que
estan unidos principalmente por enlaces de tipo éter. La lignina es muy resistente a la
degradacion y no se ha logrado definir su composicion exacta o estructura
tridimensional, debido a que siempre se encuentra fuertemente asoclada a los

polimeros de celulosa y hemicelulosa. Plantas lefiosas y superiores poseen grandes




cantidades de lignina que les permite mantener la rigidez y las protege de los
patégenos (Van Dyk & Pletschke, 2012; Jonsson y col., 2013).

Las tecnologias de conversion biolégica de la lignocelulosa estan basadas en procesos
microbianos y enzimaticos para producir azlicares que puedan ser convertidos en
alcoholes y :Jtros solventes de interés mediante fermentacion (Naik y col., 2010). Sin
embargo, la produccién de biocombustibles liquidos o gaseosos mediante conversion
bioquimica no es un proceso simple, por cuanto el material vegetal no es facilmente
fermentable por los microorganismos (Talebnia y col., 2010). Esto se relaciona con la
presencia de lignina, el grado de cristalinidad de la celulosa, el grado de polimerizacion
de los polisacaridos, la superficie disponible y la humedad que contiene la materia
prima (Van Dyk & Pletschke, 2012). De esta manera, para disponer de los azicares
fermentables a partir del material lignocelulésico, como por ejemplo, desde la paja de
trigo que es el mayor residuo de la agricultura, son necesarias algunas etapas de
transformacion de la materia prima, que incluyen el pretratamiento, la produccién de
enzimas, la hidrélisis, la fermentacion y la recuperacién del biocombustible (Figura 1)
(Naik y col., 2010; Cheng y col., 2011).

En el pretratamiento se modifica fisica o quimicamente la estructura de la
lignocelulosa, aumentande el rendimiento total de azlicares liberados en [a fase
siguiente, ya que la lignina provee una barrera fisica que limita la accesibilidad de
enzimas degradadoras de hemicelulosa y celulosa hacia su sustrato, promueve la
adsorcion de celulasas lo que reduce la tasa de hidrolisis y puede inhibir directamente
a las enzimas hidroliticas utilizadas. Existen diversos métodos de pretratamiento que

se diferencian en el mecanismo de accién y en la eficiencia de liberacion de azlcares

posterior (Van Dyk & Pletschke, 2012).




Azucares de 5y 6 carbonos
[
.

Destilacion
y evaporacion

Figura 1. Representaciéon esquematica de la conversion de lignocelulosa a etanol. La biomasa
lignocelulésica es pretratada para remover la lignina, lo que permite la accidon de celulasas y
hemicelulasas. Estas enzimas liberan azucares fermentables que seran usados por microorganismos

para producir biocombustibles. Modificado de Dashtban y col., 2009.

La segunda fase corresponde a la sacarificacion o hidrélisis, que es la etapa limitante
en términos de velocidad en la produccion de biocombustibles. En dicha etapa, la
celulosa y hemicelulosa son transformadas en azlcares simples y fermentables,
proceso llevado a cabo por distintas enzimas producidas por hongos y bacterias.

La ultima etapa en la conversion de material lignocelulésico a biocombustibles

corresponde a la fermentacion, en que los microorganismos son los encargados de




convertir los azlcares monoméricos en distintos compuestos, como stanol, hidrégeno u
otros, en un ambiente que favorezca este proceso. La fermentacion puede realizarse a

continuacion de la sacarificacion o simultaneamente a esta (Cheng y col,, 2011).

3. Enzimas y proteinas utilizadas en el proceso de sacarificacion

En la etapa de la hidrolisis de azlcares, distintas enzimas y proteinas se utilizan para
obtener azticares monomeéricos. Estas comesponden a celulasas, hemicelulasas y
proteinas auxiliares {Cheng y col., 2011).

Las celulasas se obtienen desde hongos que las producen naturalmente, como
Trichoderma reesei y Aspergillus niger, y desde algunas bacterias como Clostridium
cellulovorans (Talebnia y col., 2010). Estas enzimas se clasifican en el grupo de las
glicosil hidrolasas (GH), las que hidrolizan el enlace glicosidico enire dos o mas
carbohidratos. La nomenclatura de las enzimas se basa en la especificidad de su
sustrato, mientras que la clasificacion de las glicosil hidrolasas en familias se basa en
la similitud de las secuencias nucleotidicas, puesto que esta similitud esta relacionada
con las semejanzas en el plegamiento, refleja las caracteristicas estructurales mejor
que solo con [a especificidad del sustrato y provee una herramienta para ordenar y
procesar informacién de manera mecanica (Davies & Henrissat, 1995).

Estas enzimas presentan un dominio catalitico y son capaces de degradar celulosa (B-
1,4-glucano) insoluble en agua, liberando azicares que son solubles. Las
exoglucanasas presentan un sitio activo en forma de canal y son enzimas procesivas
que se mantienen unidas a la cadena de celulosa hasta que se completa la hidrolisis.
Las endoglucanasas corresponden a glicosil hidrolasas con un sitio activo en forma de

surco y pueden ser procesivas o no (Sukharnikov y col., 2011).
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Muchas celulasas poseen dominios accesorios, como por ejemplo, el dominio de union
a carbohidratos (CBM - carbohydrate binding module). EI CBM se une al dominio
catalitico por una cadena de aminoacidos flexible y ayuda en la unién a la celulosa o
hemicelulosa. Las endoglucanasas, que reaccionan con las regiones de baja
cristalinidad o amorfas de las fibras de celulosa, provocan la disrupcion de estas y
crean extremos accesibles. Las exoglucanasas, hidrolizan la celulosa cristalina
liberando celobiosa, compuestos por dos unidades de glucosa. Las B-glucosidasas o
celobiasas son enzimas que degradan la celobiosa a glucosa (Talebnia y col., 2010;
Cheng y col., 2011; Sukharnikov y col., 2011},

Durante la sacarificacion enzimatica, se reduce la actividad de las celulasas, debido a
la adsorcién irreversible de las enzimas con la supeificie de la celulosa. Esta situacion
se minimiza agregando surfactantes que reducen la adsorcién inespecifica de las
enzimas, logrando promover la conversidn de la celulosa en azlcares monoméricos
(Talebnia y col., 2010).

Las hemicelulasas también pertenscen al grupo de las enzimas glicosil hidrolasas
(GH), v, debido a la diversidad de homopolimeros y heteropolimeros existentes en la
pared celular secundaria en plantas, se requiere una composicion mas variada de
enzimas para hidrolizar los polimeros en comparacion con las celulasas. Estas
enzimas degradadoras de hemicelulosa se clasifican en aquellas que despolimerizan
hidrolizando la cadena central del polimero y aquellas que liberan los sustituyentes o
ramificaciones, pues estos podrian suponer un impedimento estérico para la accién de
las demas enzimas (Van Dyk & Pletschke, 2012). Las hemicelulasas permiten [a
obtencién de azlcares monoméricos desde las distintas cadenas de hemicelulosa.
Este proceso es considerado una actividad auxiliar en la sacarificacién en que se

desea obtener la mayor cantidad posible de glucosa.
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La hemicelulosa puede contener pentosas (B-D-xilosa, a-L-arabinosa), hexosas (8-D-
manosa, B-D-glucosa, a-D-galactosa) y/6 acidos urénicos (acidos a-D-glucordnico, a-D-
4-O-metilgalacturdnico, a-D-galacturénico). Para degradar la hemicelulosa y reducir la
interaccion covalente con la lignina, se requiere la accion de varias enzimas:
endoxilanasa, B-xilosidasa, endomananasa, B-manosidasa, o-L-arabinofuranosidasa,
a-glucoronidasa, acido ferulico esterasa, a-galactosidasa, feruloil esterasa, acetilxilano
esterasa y acetilmanano esterasa (Van Dyk & Pletschke, 2012; Girio y col., 2010).
Entre estas enzimas las mas estudiadas han sido las xilanasas, puesto que hidrolizan
el xilano que es el polimero hemiceluldsico més abundante en el mundo (Girio y col.,
2010). La cadena principal de este polisacérido es degradada mediante la accién de
enzimas de la familia glicosil hidrolasas: endoxilanasas (endo-B-1,4-xilanasa) que
rompen las uniones B-1,4 entre residuos de xilosa liberando oligosacaridos, y B-
xilosidasas (xilano-B-1,4-xilosidasa) que liberan xilosa a partir de los xilo-oligosacaridos
(Van Dyk & Pletschke, 2012; Motta y col., 2013).

Las xilanasas han sido clasificadas considerando tres aspectos: peso molecular y
punto isoeléctrico, estructura cristalina y propiedades cinéticas, o la especificidad por el
sustrato y el perfil del producto. Sin embargo, actualmente existe un sistema mas
robusto de clasificacién, que se basa en la estructura primaria de las enzimas,
comparando sus sitios cataliticos y analizando las caracteristicas mecanicas. Las
xilanasas forman parte de las familias de glicosil hidrolasas 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 16,
26, 30, 43, 44, 51 y 62, de las cuales GH10 y 11 fueron las familias en que
primeramente se clasificaron estas enzimas (Motta y col., 2013).

Las xilanasas pertenecientes a las familias GH10 y 11 realizan la hidrélisis del xitano
manteniendo la misma conformacién anomérica inicial del carbono presente en el

extremo reductor del carbohidrato. La estructura tridimensional asociada a estas
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familias corresponde a barriles TIM (ocho hélices alfa y ocho laminas beta) para GH10
y barriles tipo remolino o “B-jelly rol” (cuatro pares de laminas beta antiparalelas, salo
una adyacente en secuencia) para GH11. La familia GH10 esta compuesta de endo-§-
1,4-xilanasas y endo--1,3-xilanasas, las que son mayormente activas sobre xilo-
ofigosacaridos. Estas xilanasas poseen entre cuatro y cinco sitios de unién al sustrato.
Presentan, ademds, gran versatilidad catalitica y menor especificidad por el sustrato
respecto a la familia GH11. Las enzimas GH10 son capaces de hidrolizar las uniones
entre xilosas cerca de las cadenas laterales presentes, por lo que superan el
impedimento estérico de estos sustituyentes a lo largo de la cadena principal del xilano
(Motta y col., 2013).

Las xilanasas se han utilizado en distintas industrias con éxito. Entre [as aplicaciones
que se han aprovechado de estas enzimas se encuentra su Uso en el blanqueamiento
del papel, removiendo lignina e incrementando el brillo de la pulpa; en la clarificacién
de jugos, disminuyendo el material en suspension que causa turbidez; en el aumento
de la digestibilidad de alimentos; y en la bioconversion de materiales lignocelulosicos
hacia biocombustibles. Los microorganismos que producen estas enzimas no estan
restringidos a un dominio biologico, sino que es un amplio rango incluyendo hongos,
actinomicetes y bacterias, como por ejemplo, los géneros Aspergillus, Trichoderma,
Streptomyces, Clostridia y Bacilius (Motta y col., 2013).

Ofras enzimas y proteinas son utilizadas de manera auxiliar en la hidrolisis de la
lignocelulosa, participando en procesos de separacion de lignina, hemicelulosa vy
celulosa. Entre estas proteinas se encuentran las protelnas inducidas por celulosa y las
proteinas tipo-expansinas que interactlian con los sustratos celulésicos ejerciendo una
accién que permite el desplazamiento de los componentes, facilitando el acceso de las

glicosil hidrolasas (Mohanram y col., 2013).
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Las proteinas inducidas por celulosa (CIP - cellulose induced protein), contienen un
médulo de unién a carbohidrato y participan en la ruptura de las uniones covalentes
entre lignina y hemicelulosa (Mohanram y col., 2013), mientras que las expansinas
corresponden a una clase de proteinas vegetales secretadas que modifican la pared
celular mediante la ruptura de los enlaces no covalentes entre los polisacaridos
celuldsicos y hemiceluldsicos, permitiendo la expansion, desplazamiento vy
alargamiento de las estructuras de la pared celular.

La expansinas poseen dos dominios, un dominio homdlogo al centro cataliticofde
GH45 y un dominio homodlogo al Grupo 1l de alérgenos del polen de gramineas, pero
ninguno tiene actividad catalitica conocida (Sweeney & Xu, 2012), Se “l::lan descrito
proteinas de similares caracteristicas en bacterias, hongos y nematodos, las que se
denominan proteinas fipo-expansinas, entre las que se encuentran la loosenina y las
swolleninas (Liu y col., 2015). La loosenina, producida por Bjerkandera adusta, posee
una secuencia proteica similar al dominio DPBB (double psi beta barrel) presente en
expansinas vegetales y a la de la familia GH45. Las swolleninas son proteinas
homologas a las expansinas vegetales que inducen la extension de la pared celular en
plantas, mediante la disminucion de las interacciones no covalentes que se establecen
entre las microfibrillas de celulosa o entre la celulosa y la hemicelulosa. En su extremo
amino-terminal poseen un dominio de union a carbohidrato (CBD - cellulose binding
domain), mientras que en su extremo carboxilo-terminal poseen un dominio homdlogo
a los alérgenos del polen de las gramineas (Mohanram y col., 2013).

La primera swollenina se describié en el hongo sapréfito celulolitico Trichoderma
reesei, y tras su identificacion y caracterizacién se le asignd este nombre debido a [a
habilidad de abultar fibras de algodén sin producir cantidades detectables de azlcares

reductores (del inglés, swelf) (Saloheimo y col., 2002).
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Debido a que estas proteinas no presentan actividad cuantificable con los metodos
actuales, se ha estudiado su accién en conjunto con mezclas de celulasas y
hemicelulasas, determinando el efecto de sinergia sobre la hidrolisis de lignocelulosa,
en comparacion a la sacarificacién usando solo celulasas y hemicelulasas (Mohanram
y.col., 2013). No obstante, recientemente se determind una actividad hidrolitica en la

swollenina de T, ressei, correspondiente a una endoglucanasa (Andberg y col., 2015).

4. Efecto sinérgico de las enzimas lignoceluloliticas y proteinas auxiliares

Como se describio previamente, la degradacion microbiana de lignocelulosa requiere
actividades cataliticas que actien sinérgicamente sobre sustratos diversos, tanto en
composicién de azticares como en estructura, sean estos solubles o insolubles
Mohanram y col., 2013). El grado de sinergia o sinergismo se define como la razén de
la tasa o productividad de liberacion del producto por enzimas cuando estas se usan en
conjunto respecto a la suma de las tasas o productividades de los productos liberados
cuando las enzimas son usadas Independientemente con cantidades idénticas a las
utilizadas en la mezcla (Kumar & Wyman, 2009).

Es asi como una forma de optimizar la conversién de lignocelulosa en azilicares
fermentables es desarrollar un coctel enzimatico para intensificar el proceso de
hidrolisis, incluyendo en esta mezcla celulasas, hemicelulasas y enzimas o proteinas
accesorias que actien sinérgicamente (Mohanram y col., 2013).

Las celulasas exhiben sinergia cuando actdan en conjunto sobre el mismo sustrato
lignocelulosico. Esta caracteristica se ha descrito para las mezclas entre distintas
celobiohidrolasas; entre endo y exoglucanasas; entre distintas endoglucanasas; y entre
celobiohidrolasas, endoglucanasas y B-glucosidasa (Sweeney & Xu, 2012; Van Dyk &

Pletschke, 2012). Asimismo, en el estudio de las hemicelulasas se ha descrito tres
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tipos de sinergia. La homosinergia ocurre entre enzimas que cortan la cadena principal.
La heterosinergia se presenta entre enzimas que cortan la cadena principal y enzimas
que hidrolizan las ramificaciones. La antisinergia es un efecto que ocurre cuando una
enzima inhibe la accién de otra, por ejemplo, cuando una enzima gue corta la cadena
principal de! polisacarido requiere la presencia de un sustituyente para su actividad y
este sustituyente ha sido hidrolizado por otra enzima (Sweeney & Xu, 2012; Van Dyk &
Pletschke, 2012).

Ademéds, se ha determinado que celulasas y hemicelulasas provenientes de hongos y
bacterias, respectivamente, también cooperan sinérgicamente (Gao y col., 2011). El
efecto sinérgico también se ha evaluado al utilizar celulasas, hemicelulasas y proteinas
accesorias, como swollenina, sobre un mismo sustrato. Este efecto se observa con
determinadas combinaciones y proporciones de enzimas, mieniras que en los casos en
que no hay sinergia podria deberse a la produccion de compuestos inhibitorios (Liu y
col., 2015). También, se ha evaluado la sinergia secuencial y simultanea. Este gfecto
se ha observado al afadir las enzimas de manera secuencial asl como en el mismo
instante. En algunos casos, no existen diferencias entre ambos metodos, por lo que se
ha establecido que las diferencias dependen de las enzimas utilizadas y del sustrato
elegido como materia prima (Van Dyk & Pletschke, 2012).

La seleccion de las enzimas para la degradacion de sustratos lignocelulésicos,
considerando la sinergia entre ellas, puede realizarse considerando cocteles de
enzimas a partir de mezclas crudas o a partir de la purificacion de protelnas
individuales (Van Dyk & Pletschke, 2012),

Las mezclas crudas comerciales de enzimas desarrolladas por empresas
estadounidenses fueron elaboradas con el fin de aumentar la efectividad en la

produccién de biocombustibles. Algunas mezclas incluso contienen hasta ochenta
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proteinas que participan en la degradacion de material lignocelulésico (Van Dyk &
Pletschke, 2012). La desventaja de utilizar estas mezclas comerciales es la falta de
caracterizacion de las enzimas que las componen. En los estudios debe conocerse las
actividades enzimaticas y las proporciones de esas actividades dentro de la mezcla,
pues puede ocurrir que existan dos enzimas con actividad similar y compitan entre
ellas por los mismos sitios activos. Ademas, las mezclas crudas contienen enzimas no
esenciales que podrian afectar la actividad especifica de ofra enzima, aumentando los
costos al requerir mayor cantidad o mayor tiempo para realizar la hidréfisis (Van Dyk &
Pletschke, 2012).

Una alternativa al uso de estas mezclas comerciales es purificar las enzimas
individuales y mezclarlas en proporciones definidas. En este caso se debe considerar
el pH y temperatura optima de actividad, de modo que sea compatible entre las
enzimas a utilizar y con las condiciones de reaccion. Una alta actividad especifica se
puede obtener utilizando enzimas con alto grado de pureza, aunque las etapas de
purificacién elevarian los costos asociados (Van Dyk & Pletschke, 2012).

Una técnica que aumenta la produccién de las enzimas, asi como su actividad, es la
expresion heteréloga. Diversas enzimas y proteinas involucradas en los procesos de
degradacién de la lignocelulosa se han expresado heterdlogamente, incluyendo
celulasas, hemicelulasas y proteinas tipo-expansina. Estas proteinas han sido
producidas en complejos asociados a membrana o se han secretado al medio
extracelular, utilizando diversos géneros, tanto bacterianos como fiingicos (Dashtban y
col., 2009). Se han expresado de manera heteréloga en bacterias como Escherichia
coli, en hongos como Aspergillus niger o en levaduras como Saccharomyces cerevisiae
y Pichia pastoris, con el fin de tener una produccién mayor de proteinas o con el

proposito de ser producidas por los microorganismos que también realizaran la
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fermentacion de los azticares (Dashtban y col., 2009; Cheng y col.,, 2011; Salinas y
col., 2011).

Por ofra parie, se ha evaluado la produccién recombinante de distintas enzimas
degradadoras de lignocelulosa a partir de un microerganismo, ya sea como proteinas
de fusion (quimeras) o como proteinas individuales (Dashtban y col., 2009; Girio y col.,
2010; Nakatani y col., 2013).

Respecto al primer caso, varios estudios han comprobado el aumento en [a tasa de
hidrélisis de polisacaridos ufilizando enzimas quiméricas, comparado con [a suma de
las tasas individuales. Entre estos estudios se encuentra la produccién recombinante
de proteinas de fusidn con actividades endoglucanasa-glucosidasa, exoglucanasa-
endoglucanasa, endoxilanasa-endoglucanasa, tanto en bacterias como levaduras y
hongos (Warren y col., 1987; Adlakha y col., 2012; Zou y col., 2012; Kim vy col., 2015).
No obstante, la estructura tridimensional que adopta la protelna con dos sitios
cataliticos puede impedir un frabajo cooperativo, exhibiendo una actividad inferior a las
enzimas independientes. Esto podria deberse a la posicion de los sitios cataliticos vy al
largo y composicion de los péptidos que los unen (Morais y col., 2012).

Esta limitacién se supera con la co-expresion de los distintos genes en un
microorganismo modelo, produciendo cada proteina recombinante de manera
independiente. Actualmente, las estrategias mas utilizadas para la co-expresion de
mdltiples proteinas corresponden a utilizar multiples cassettes de expresion
monocistronica, utilizar vectores policistrénicos basados en sitios internos de entrada al
ribosoma (IRES - internal ribosomal entry site) y utilizar vectores policistronicos
basados en péptidos 2A (de Felipe y col., 2006).

En cuanto a la, co-expresion monocistronica, se han utilizado aproximaciones mediante

transformacion de las células con un vector de expresién que contenga dos o mas
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genes (Zhou y col., 2007) y mediante ensamblaje de fragmentos de DNA in vivo, este
{itimo en Saccharomyces cerevisiae y Xanthophyllomyces dendrorhous (Gibson, 2009;
Contreras y col., 2013). Enzimas distintas que participan en la sacarificacion de la
lignocelulosa se han producido heterélogamente en el mismo microorganismo, para
evaluar el efecto de sinergia (Nakatani y col., 2013). No obstante, al utilizar multiples
cassettes de expresién monocistrénica, con promotores y terminadores idénticos en
cada cassstte, se pueden producir rearreglos en el DNA o que llevaria a una escision
de alguna secuencia génica. Ademas, el utilizar un mismo promotor en cada transgen
no asegura que se obtendra el mismo nivel de expresion (Zhang y col., 2015).

Por otra parte, los métodos de co-expresion policistrénica basados en secuencias [RES
y en péptidos 2A solo pueden utilizarse en sistemas eucariontes (Zhang y col., 2013).
En el método basado en IRES, se genera un RNA mensajero que contiene diversos
sitios internos de entrada al ribosoma, lo que permite la traduccion de proteinas a partir
de la unidn de varios ribosomas a un (inico mensajero. No obstante, una desventaja es
que disminuye la eficiencia en la produccidn de protefnas que se encuentran rio abajo
de la segunda secuencia IRES (Renaud-Gabardos y col., 2015).

En la esirategia que se basa en utilizar péptidos virales 2A, también se produce un
Unico RNA mensajero a partir de las secuencias génicas de interés. Entre estas
secuencias que codifican para proteinas distintas, existe una secuencia nucleotidica
obtenida desde un virus, la gue al ser fraducida produce un péptido que blogquea la
polimerizacién proteica a nivel del ribosoma, permitiendo que se libere una proteina y
que la siguiente se sintetice a partir del mismo complejo ribosoma/RNA mensajero. Por
lo que en este caso no se requiere la unidn de varios ribosomas. Ademas, solo es
necesario un codén de término de la traduccién en [a Ultima secuencia génica. Esie

sistema ha sido estudiado en plantas, animales, lineas celulares humanas y levaduras,
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y la secuencia del péptido viral 2A utilizada en estudios previos proviene de virus como
el de la fiebre aftosa del ganado (FMDV - foot and mouth disease virus), el virus de la
rinitis equina A (ERAV - equine rhinitis A virus) y el tescovirus porcino-1 (PTV1 -
porcine teschovirus-1) (de Felipe y col., 2003; de Felipe y col., 2006; Kim y cal., 2011;

Sharma y col., 2011; Luke, 2012; Wang y col., 2015).

5. Propuesta, hipotesis y objetivos

En vista de la oportunidad que ‘existe en la obtencion de biocombustibles a partir de
residuos lighoceluldsicos y de las dificuitades en la co-expresién de genes de interés
para evaluar efectos sinérgicos, la propuesta de esta investigacion consiste en la
implementacién de un sistema que permita la co-expresion heterSloga y secrecion en
Pichia pastoris de dos proteinas que participan en la degradacién de lignocelulosa,
utilizando un péptido 2A. La levadura metilotréfica Pichia pastoris se caracteriza por
alcanzar un alto nivel de produccién y secrecion de proteinas recombinantes,
habiéndose utilizado en numerosas oporiunidades para la expresion recombinante de
enzimas lignoceluloliticas (Yoshida y col.,, 2001; Kawai y col.,, 2003; Daly & Hearn,
2005; Mellitzer y col., 2012; Rabert y col., 2013; Tiwari y col., 2013; Varnai y col.,
2014). Las proteinas escogidas corresponden a la xilanasa del hongo Gloeophylium
trabeum (GtXyl1), de la familia GH10, y la swollenina del hongo Trichoderma reesei
(TrSwo1), cuyas secuencias nucleotidicas ya se encontraban en vectores de expresion
de P. pastoris y disponibles en el Centro de Biotecnologia y Bioingenieria. Ademas,
esta combinacion de proteinas no se habia estudiado previamente con el método de
péptidos 2A. E! péptido 2A escogido comesponde al FMDV2A, puesto que se ha
utilizado con éxito en P. pasforis (Roongsawang y col., 2010). La co-expresion de estas

protelnas podria facifitar los procesos de sacarificacién al utilizar el sobrenadante o
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fraccion extracelular de los cultivos, que contiene las proteinas secretadas,

directamente sobre el sustrato y sin requerir etapas de purificacion.

5.1 Hipotesis

La metodologia de co-expresion utilizando el péptido FMDV2A permitira la expresion
y secrecién al medio extracelular de las proteinas xilanasa de Gloeophyllum trabeum
y swollenina de Trichoderma reesei como polipeptidos independientes en Pichia

pastoris,

5.2 Objetivo general
Evaluar el uso del sistema de co-expresion de proteinas recombinantes en Pichia

pastoris mediante un péptido viral 2A.

5.3 Objetivos especificos
1. Construir un vector portador de los genes que codifican la xilanasa de
lGloeophyﬂum trabeum y swollenina de Trichoderma reesei basado en el
sistema de co-expresion del péptido 2A para la expresion en Pich.fa pastorisy la
secrecion de ambas proteinas al medio de cultivo.
2. Implementar el sistema de co-expresién construido en Pichia pastoris para la
expresién simultanea de xilanasa y swollenina secretadas al medio de cultivo.
3. Evaluar cualitativamente la produccion y actividad de las proteinas

recombinantes en Pichia pastoris.




MATERIALES Y METODOS
Material bioldgico y condiciones de cultivo
Las cepas de Escherichia coli y de Pichia pastoris utilizadas, ast como los plasmidos

utifizados y generados en este trabajo se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados en este estudio.

Cepas y Descripcion Referencia
plasmidos
pGEM-T Easy Vector de clonacidn de E. coli, Amp’ Promega
pPICSK Vector de expresién de P. pastoris, Amp', Gen', Invitrogen

secuencia codificante del péptido sefial del factor a de
Saccharomyces cerevisiae bajo el control del promotor
de la alcohol oxidasa 1 (A0XT), HIS4

pPIC3.5K-trswo7 Vector de expresion de P. pastoris, Amp', Gen', HIS4, Soto-Aguilar,
secuencia codificante de swollenina con péptido sefial 2016
nativo de Trichoderma reesei (trswof), cola 6xHis.

pPICoK-gixyl? pPICO9K con la secuencia codificante de xilanasa de Soto-Aguilar,
Gloecphylfum trabeum (gixylT) 2016

pGEMT-XS pGEM-T Easy con la unién de las secuencias Este trabajo
codificantes de xilanasa, FMDV2A y swollenina con
epitopo FLAG

pPICOK-XS pPICIK con la unién de las secuencias codificantes de  Este trabajo

xilanasa, FMDV2A y swollenina con epitopo FLAG

E. coli TOP10 Cepa de E. coli general para clonacion Disponible en
CeBiB

TOP10/pGEMT-XS E. coli TOP10 llevando plasmido pGEMT-XS Este frabajo

TOP10/pPICOK-XS E. coli TOP10 llevando plasmido pPIC9K-XS Este trabajo

P. pastoris KM71 Cepa de P. pastoris general para expresion [nvitrogen
recombinante, genotipo arg4 his4 aox1::ARG4, fenotipo

Mut® Arg" His”
KM71/pPICOK P. pastoris KM71 con pPIC9K integrado en el genoma Este trabajo
KM71/pPICOK-XS  P. pastoris KM71 con pPIC9K-XS Integrado en el Este trabajo
genoma

Nota: CeBiB, Centro de Biotecnologia y Bicingenieria, Facultad de Ciencias Fisicas y
Matematicas, Universidad de Chile.
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E. coli TOP10 se creci6 toda la noche en medio LB liquido (triptona 1 %(p/v), extracto
de levadura 0,5 %(p/v), NaCl 1 %(p/v), pH 7,0) a 37 °C y 200 rpm. Para mantener una
reserva se guardé una fraccion del cultivo en medio LB con glicerol 20 %(v/v) a -80 °C.
El crecimiento en placas se realizé en medio LB con agar al 1,5 %(p/v).

P. pastoris KM71 se incub6 toda la noche en medio YPD liquido (extracto de levadura
1 %(p/v), triptona 2 %(p/v), glucosa 2 %(p/v)) a 30 °C y 250 rpm. Para mantener una
reserva, desde el cultivo se colectaron las células por centrifugacion a 1500g y se
guardaron con 100 pl de medio YPD con glicerol 15 %(v/v) a -80 °C. El crecimiento en
placas se realizo en medio YPD con agar al 2 %(p/v).

Los partidores utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Descripcién de partidores utilizados en distintas PCR.

Partidor Secuencia (5’23) Largo Tm %GC
(pb) _ (°C)’
Gtxyl_ext AGATTCGGTAGAGCAGCTACTCATCCTAGGGCACCT 48 698 574
directo CCTACTCCCGCC

Gixyl_ext GTTAGACTCAACGTCACCAGCAAGCTTCAATAAGT 71 68,9 451
reverso CGAAGTTAAGCAATTGCTGCCAGCCAGCAACAATTC

Trswo_ext GAAGCTTGCTGGTGACGTTGAGTCTAACCCAGGTC 59 70,0 525

directo CAATGGCTGGTAAGCTTATCCTCG

Trswo_ext TATCGGCCGTCACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATC 57 67,5 474
reverso ATTCTGGCTAAACTGCACACC

XS_coexp CATCCTAGGGCACCTCCTACTCCC 24 60 62,5
directo

XS_coexp TATCGGCCGTCACTTATCGTCG 22 586 545
reverso

AOX1 GACTGGTTCCAATTGACAAGC 21 512 476
directo’

AOX‘I GCAAATGGCATTCTGACATCC 21 543 476

reve I'SO

Notas: Leyenda. Sitios de restriccidn, secuencia que codlflca FMDV2A, secuencia gue codifica
epitopo FLAG, coddn stop, secuencia de solapamiento. "Wector NTI, método Thermodynamic
Tm; <35 pb, método %GC Tm: >35 pb. 2Obtenidos  desde  Invitrogen.
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Técnicas de biologia molecular

El DNA plasmidial se extrajo a partir de cultivos de E. coli TOP10 utilizando el kit
GeneJET Plasmid Miniprep (ThermoScientific). El DNA se cuantifico con MaestroNano
(MaestroGen). Las secuenciaciones se realizaron en Macrogen.

Las secuencias de DNA se amplificaron por PCR. Se utilizé la Phusion DNA
Polymerase (NEB), con un programa de 98 °C por 30 s, 35 ciclos de 98 °Cpor10s, 30
s a una temperatura de alineamiento determinada por los partidores y 72°C por un
tiempo determinado por el largo del fragmento, y finalmente 72 °C por 5 min. La GoTag
Flexi DNA Polymerase (Promega) se utilizd con un programa de 95 °C por 2 min, 30
ciclos de 95 °C por 20 s, 15 s a una temperatura de alineamiento determinada por los
partidores y 72°C por un tiempo determinado por el largo del fragmento, y finalmente
72 °C por 5 min.

Se determind la presencia de amplicones tras las reacciones PCR mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 %({p/v) con 0,005 %(v/v} de GelRed (Biotium) y
posterior iluminacién UV, Se utilizé el estandar de tamafio molecular 1 Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen). La extraccién y purificacion de las bandas desde los geles de
agarosa se realizo utilizando el kit GeneJET Gel Extraction Kit (ThermoScientific).

En la ligacién del producto de PCR con el vector pGEM-T Easy se utiliz6 DNA ligasa
T4 (Promega), previa reaccion de poliadenilacion con dATP y GoTag Flexi DNA
Polymerase (Promega). Las secuencias de DNA se ligaron con el vector pPICOK
utilizando DNA ligasa T4 (Invitrogen), previa digestion con enzimas de restriccion.

Se utilizaron las enzimas de restriccion Avrll, Eagl, Ndel, Sacl, Sall, Xhol (NEB) y Ncol
(ThermoFisher), con las condiciones de reaccion indicadas por el proveedor.

Para el andlisis de secuencias nucleotidicas, aminoacidicas, de partidores y de

ensayos de restriccion se utilizaron los programas Vector NTI v10.3 (ThermoFisher) y
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SnapGene v2.3.2 (GSL Biotech LLC). La secuencia del peptido sefial se determind
utilizando el programa SignalP4.1 (Petersen y col., 2011). La secuencia nuclectidica
que codifica el péptido 2A de FMBV (“FMDV2A") se obtuvo desde Geier y col., 2015.
Las secuencias codificantes de xilanasa madura de G. frabeum (gtxyl1) y de swollenina
con el péptido serial nativo de T. reesei (frswo7) (Figura S1) se obtuvieron desde los

plasmidos pPICOK-gtxyl1 y pPIC3.5K-frswoT (Tabla 1), respectivamente.

Transformacién y seleccién de microorganismos

Se transformé E. coli TOP10, mezclando 100 pl de células quimiocompetentes con 10
pl de ligacion; esta mezcla se incub6 por 20 min en frio y luego a 42 °C por 55 s; se
dej6 en frio por 3 min, se agregaron 900 pl de medio LB y se incubc')'por 1ha3d7°Ca
300 rpm. A partir de latransformacion con pGEM-T Easy y plasmidos derivados (Tabla
1), la mezcla se sembro en placas LB con ampicilina (100 pg/ml), IPTG (0,5 mM} y X-
gal (80 pg/ml), y se incubaron toda la noche a 37 °C. Se seleccionaron colonias
recombinantes (colonias blancas) y se crecieron colonias aisladas en placas con LB-
ampicilina. Luego, se realiz6 PCR desde el DNA plasmidial. A partir de la
transformacion con pPICOK y plésmidos derivados (Tabla 1), la mezcla se sembrd en
placas LB con ampicilina y se realizé PCR de colonia utilizando como molde la mezcla
de células en agua, calentadas a 96 °C por 5 min.

Para la transformacion de P. pastoris KM71, 20 pg de los vectores de expresion se
linealizaron mediante digestién con la enzima de restriccion Sall (NEB). Estos vectores
se purificaron mediante extraccion con fenol:cloroformo:alcohol iscamilico (25:24:1),
agregando 1 volumen de esta mezcla. Se centrifugd a maxima velocidad por 10 min a
4 °C, la fase superior se recupero, a esta se agregd 1 volumen de cloroformo:alcohol

isoamilico (24:1) y se centrifugé a maxima velocidad por 10 min a 4 °C. Se recuperd la
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fase acuosa, se agregd 0,1 volimenes de acetato de sodio 3 M y 2,5 volimenes de
etanol absoluto frio, se incubd por 20 min a -20 °C y se centrifugd a méxima velocidad
por 15 min a 4 °C. El sobrenadante se descartd, se agregaron 300 pl de etano! 70
%(v/v) frio y se centrifugd a maxima velocidad por 15 min a 4 °C. Se descarto el
sobrenadante, se dejé secar a temperatura ambiente y se resuspendié el DNA en 11 pl
de amortiguador TE (Tris 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM). Con este DNA se transformé P.
pastoris KM71 electrocompetentes, modificando lo descrito en el Manual de Expresion
MultiCopia en Pichia (Invitrogen). Se mezclaron 80 pl de P. pastoris
electrocompetentes con el DNA linealizado en amortiguador TE, se transfirio a una
cubeta de electroporacién de 0,2 cm fria, se incubd la cubeta con las células en frio por
5 min y se realizé un pulso de 1500 V. inmediatamente, se agregd 1 ml de sorbitol 1 M
frio. Se transfirid el contenido a un tubo de microcentrifuga, se incubé en frio por 5 min
y se sembraron entre 200 y 500 pl de la mezcla en placas de RDB-agar sin histidina
(sorbitol 1 M, glucosa 2 %{p/v), base nitrogenada para levaduras 1,34 %(p/v), biotina
0,4 mg/l, aminoacidos 0,005 %(p/v), agar 2 %(p/v)). Estas se incubaron a 30 °C.

Luego de 3 dias, las colonias transformantes His*™ se colectaron con agua estéril y se
sembraron en placas YPD-agar con concentraciones finales de geneticina entre 0,25y
2 mg/ml. A partir de las colonias resistentes a geneticina se realizaron PCR de colonias
con arranque en caliente, utilizando la pareja de partidores AOX1 (Tabla 2). El molde
correspondié a colonias mezcladas con agua y 25 U de liticasa, mezcla que se incubd
a 30 °C por 10 min y a -80 °C por 10 min. En un programa de PCR modificado se
incubé a 95 °C por 5 min, luego se agregé GoTaq Flexi DNA Polymerase. El programa
continud con 30 ciclos de 95 °C por 1 min, 49,3°Cpor 1 miny72°Cpor3miny 1s,y

finalmente 72 °C por 7 min.
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Construccion de pPICSK-XS para la expresion de xilanasa y swollenina en Pichia
pastoris

El cassetfe de expresion se disefid de la siguiente manera: sitio de restriccion Awril,
secuencia codificante de xilanasa madura de G. frabeum (gixyl?); secuencia
codificante del péptido 2A de FMDV (foot and mouth disease virus), secuencia
codificante de swollenina con el péptido seiial nativo de T. reesei (frswof); secuencia
que codifica el epitopo FLAG, coddn de término de la traduccion vy sitio de restriccion
Eagl (Figura 2).

Las secuencias nucleotidicas de xilanasa (gixy/1) y swollenina (trswo7) se amplificaron
desde los vectores pPICOK-gixy/1 y pPIC3.5K-frswo? (Tabla 1), mediante PCR con [as
parejas de partidores Gixyl_ext y Trswo_ext, respectivamente (Tabla 2). En estas PCR
se utilizd Phusion DNA Polymerase (NEB). Utilizando PCR en gradiente de
temperatura se determiné la temperatura de alineamiento de partidores dptima.

Los amplicones obtenidos en las PCR anteriores se utilizaron como moldes en la PCR
de solapamiento. En estas PCR se utilizé Phusion DNA Polymerase (NEB), la pareja
de partidores XS_coexp (Tabla 2) y de cada amplicon se afadieron 25 ng de DNA en
un volumen total de 20 pl de reaccion. Se determiné la temperatura dptima de
alineamiento de partidores realizando PCR en gradiente de temperatura.

El producto que se obtuvo en la PCR de solapamiento se ligd a pGEM-T Easy,
generando el plasmido pGEMT-XS (Tabla 1), se transform6 E. coff TOP10 y se
seleccionaron colonias recombinantes. A partir del DNA plasmidial de E. coli
TOP10/pGEMT-XS (Tabla 1) se realizaron ensayos de restriccion, con las enzimas
Xhol, Ndel y Sacl (NEB) y se realizo PCR con la pareja de partidores XS_coexp (Tabla

2). La Figura S2 muestra el resultado de la secuenciacion de pGEMT-XS.
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pPICIK-gtxyl1 pPIC3.5K-trswo1

‘ ek
| + Phusion Polymerase

Avril gbxyil 2A PCR

de solapamiento

gixyi1

+ Poliadenilacion / Ligacion a pGEM-T Easy

+ Transformacion E coli TOP10 Clonamiento

+ Dli:ﬁecztlif: " en vector de clonacion

+ igerndo e
PPICOK-XS l+ Egacion ¢ y vector de expresion

+ Transformacion E coli TOP10
+ Linealizacion con Sall
+ Electrotransformacion P pastoris KM71

Integracion gendmica

Figura 2. Procedimiento para la obtencién del fragmento XS ligado al vector pPIC9K. A partir
de las secuencias codificantes de xilanasa de G. frabeum y swollenina de T. reesei, clonadas
previamente en vectores de expresion de P. pastoris pPICIK y pPIC3.5K se realizaron PCR para
generar sitios de restriccion y zona de sobreposicion en secuencia que codifica el péptido 2A. Con
estos amplicones se realizé PCR de solapamiento, utilizando partidores externos XS_coexp (Tabla
2). Finalmente, este producto de PCR se clon¢ en el vector de clonacién pGEM-T Easy y en el vector
de expresion pPICOK. El fragmento XS quedd rio abajo del promotor AOX1 y la secuencia
nucleotidica quedd en fase con el péptido sefial incluido en el vector. Este vector se denomind
pPIC9K-XS. Con el vector linealizado se transformé P. pastoris KM71 y se produjo la integraciéon
genomica mediada por recombinacién homéloga. Nomenclatura: gixyl/1, xilanasa; frswo7, swollenina;
PSN, péptido sefial nativo; Avrll y Eagl, sitios de restriccion; 2A, péptido FMDV2A; FLAG, epitopo
para inmunodeteccion; STOP, codon de término de la traduccién; PSa, péptido sefial del factor a de

Saccharomyces cerevisiae.
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Los plasmidos purificados pGEMT-XS y pPIC9K se digirieron de manera secuencial
con las enzimas de restriccion Avrll y Eagl (NEB). Posteriormente, los fragmentos se
ligaron, generando el vector pPICOK-XS (Tabla 1), y con el producto obtenido se
transformé E£. cofi TOP10. Se seleccionaron colonias recombinantes £. cofi
TOP10/pPICOK-XS (Tabla 1), las PCR de colonias realizadas contenfan GoTaq Flexi
DNA Polymerase y la pareja de partidores AOX1 (Tabla 2) y luego se realizd con la
pareja de partidores XS_coexp (Tabla 2). A partir del DNA plasmidial de E. cofi
TOP10/pPICIK-XS (Tabla 1) se realizaron ensayos de restriccion con las enzimas
Avill, Eagl (NEB) y Ncol (ThermoFisher). La Figura S3 muestra el resultade de [a
secuenciacion de pPICIK-XS.

Con los vectores de expresion pPICIK y pPICIK-XS se transformé P. pastoris KM71'y

se generaron las cepas P. pastoris KM71/pPICSK y KM71/pPICIK-XS (Tabla 1).

Induccidon de la expresion de las proteinas recombinantgs en P. pastoris

Se utilizé el protocolo de expresion de cepas recombinantes de P. pastoris descrito en
el Manua! de Expresién MultiCopia en Pichia (Invitrogen), con algunas modificaciones.
Se inoculd 100 ml de medio BMGY (extracto de levadura 1 %(p/v), triptona 2 %(p/v),
fosfato de potasio 100 mM pH 6,0, base nitrogenada para levaduras 1,34 %(piv),
biotina 0,4 mg/l, glicerol 1 %(v/v)) con células de P. pastoris KM71/pPICOK y
KM71/pPICOK-XS. Se crecieron las células a 25 °C y 200 rpm por 3 dias. Luego, se
colectaron las células por centrifugacion a 1500g por 5 min a temperatura ambiente, se
resuspendieron en 20 ml de medio BMMY (extracto de levadura 1 %(p/v}, triptona 2
‘%(phv), fosfato de potasio 100 mM pH 6,0, base nitrogenada para levaduras 1,34
%(p/v), biotina 0,4 mg/l, metanol 0,6 %(v/v)) en matraces de 125 ml tapados con 2

capas de gasa. Se indujo la expresion a 30 °C y 250 rpm por 5 dias. Cada 24 h se
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agregé metanol hasta una concentracién final de 0,5 %(v/v) para compensar la
evaporacion de este compuesto y se extrajo 1 ml de cultivo para analisis de actividad
enzimatica, electroforesis y western blot. Se colectaron las células a 12000 rpm por 3
min a temperatura ambiente, se transfirio el sobrenadante a un fubo de microcentrifuga
y se guardd a -80 °C.

La induccién de proteinas recombinantes a mayor escala se realizo a partir de colonias
aisladas desde placas frescas con medio YPD-agar (una semana a 4°C), se realizo un
pre-inéculo de 5 ml de medio BMGY en tubos de 50 mty se incubd toda [a noche a 30
°C y 250 rpm. Luego, se inocularon 500 mi de medio BMGY en un matraz de 1lyse
incubaron a 30 °C y 250 rpm por 2 dias. Las células se colectaron por centrifugacion a
1500g por 5 min a temperatura ambiente y se resuspendieron en 100 ml de medio
BMMY. Se transfirieron a un matraz de 1 | tapados por dos capas de gasa y se
incubaron a 30 °C y 250 rpm por 72 h. Cada 24 h se agregd metanol hasta una
concentracion final de 0,5 %(viv). El cultivo se centrifugdé a 3000g por 5 min a
temperatura ambiente. La fraccion del sobrenadante se decantd y guardo a -20 °C.
Para concentrar el contenido de proteinas de las muestras se utilizé un filtro de
centrifuga Centricon YM-10 (Millipore) de 2 ml de capacidad, de acuerdo a las

instrucciones del proveedor.

Determinacion de actividades xilanasa y celulasa

Se realizaron ensayos de actividad xilanasa y celulasa a partir de la fraccidn
extracelular obtenida, descrito en el paso anterior. La actividad celulasa se evalud
como posible actividad de la swollenina. Para el andlisis de [a actividad xilanasa se
utilizé xilano de abedul (Sigma) al 1 %(p/v) como sustrato, en amortiguador citrato de

sodio 50 mM pH 5,3; para el andlisis de la actividad celulasa se utilizd
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carboximetilcelulosa (Megazyme) al 1 %(p/v) en amortiguador acetato de sodio 50 mM
pH 5,0. Los ensayos de actividad se realizaron en placas de 96 pocillos. Se mezclaron
80 pl de fraccion extracelular con 120 pl de sustrato y se incubaron por 2 h a 37 ‘Cy
900 rpm (actividad xilanasa) o sin agitacion (actividad celulasa). Esto se realizé por
duplicado. Posteriormente, se mezcl6 80 ul de cada reaccion con 80 pl DNS, se incubd
por 7 min a 99 °C sin agitacién y luego por 5 min a 4 °C; se transfirié 100 pl de esta
reaccion a placas planas y traslicidas de 96 pocillos y se midié la absorbancia a 550
nm en un espectrofotémetro lector de microplacas UV-Vis (Biochrom) para determinar
la cantidad aztcares reductores. Se utilizé una curva de calibracién con glucosa para
determinar los aztcares reductores equivalentes liberados (Figura S4). Una unidad de
actividad enzimatica (U) se definid como la cantidad de enzima que libera un umol de
azlcares reductores equivalentes a glucosa por minuto. Los datos se analizaron
utilizando la prueba estadistica ANOVA de dos vias, prueba posterior de Tukey y el
prograi’na GraphPad Prism v6.01 (GraphPad Software).

Para evaluar la actividad xilanasa mediante zimograma, se preparé un gel de
acrilamida:bisacrilamida (29:1) al 10%, conteniendo 0,6 %(p/v) de xilano de abedul
(fraccion soluble en agua). Se realizé una PAGE en condiciones semidesnaturantes.
Las muestras no se calentaron, se cargaron con amortiguador de carga 5X semi-
desnaturante (Tris 60 mM pH 6,8, glicerol 25 %(v/v), SDS 2 %(p/v), azul bromofenol 0,1
%(p/v)} v la electroforesis se efectud a 4 °C con un voitaje constante de 80 V. El gel
con xilano se lavé dos veces con Triton X-100 2,5 %({v/v) por 30 min con agitacién
suave. Luego, se lavé con agua destilada por 5 min y con amortiguador citrato de sodio
50 mM pH 5,3 por 10 min, en ambos casos con agitacion suave de 30 rpm. A
continuacion se incubé 2 h en forma estatica a 50 °C en el mismo amortiguador. El get

se lavd 4 veces por 10 min con agua destilada en agitacion, se tifié con rojo congo 0,1
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%(p/v) por 20 min con agitacion y se lavé con NaCl 1 M hasta que se observaron

bandas trasltcidas. Se agregé acido acético 10 %(v/v) para generar mayor contraste.

Electroforesis de proteinas en gel de acrilamida

Se utilizaron alicuotas de 20 pL de las fracciones extracelulares a partir de las
inducciones de proteinas recombinantes de P. pastoris para realizar SDS-PAGE. La
electroforesis se realizd con un gel de resolucion de acrilamida:bisacrilamida (29:1) al
10% y voltaje constante de 200 V. Las muestras se calentaron a 100 °C por 5 min y se
cargaron con amortiguador de carga 5X desnaturante (Tris 60 mM pH 6,8, glicerol 25
%(v/v), SDS 2 %(ph), 2-mercaptoetancl 5 %(v/v), azul bromofenol 0,1 %(p/v)). Se
utilizo el estdndar de peso molecular Prestained Protein Molecular Weight Mérker
(ThermoScientific).

El gel de acrilamida se tifi6 con solucion de azul de Coomassie (metanol 45 %(viv),
acido acético 10 %(v/v), azul de Coomassie R-250 0,1 %(p/v)) en agitacion suave por
30 min y luego se agregd solucion de destincién (metano! 45 %(v/v), acido acetico 10
%(v/v)) por 30 min.

La tincidn con plata del gel de acrilamida se realiz6 [avando con agua destilada por 1 h
en agitacion suave, se incubd por 30 min con ditiotreitol (DTT) 0,005 mg/ml en
agitacién y se removio esta solucién. Sin enjuagar se afiadid una solucién de AgNO;
0,1 %(p/v) y se incubé por 30 min con agitacién. Se removio la solucién, se agregd
solucién preparada al momento de usar de Na;CO; 3,6 %(p/v) y formaldehido 0,02
%(viv), se verificd la aparicion de bandas y se detuvo la reaccion afiadiendo 5 g de

acido citrico.
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Deteccion de proteinas unidas al epitopo FLAG por western-blot

Se realizaron ensayos de inmunodeteccion de proteinas, mediante western-blot. Se
utilizaron muestras obtenidas desde las fracciones extracelulares a partir de la segunda
induccion de P. pastoris recombinantes realizadas a mayor escala. Ademas, se agregé
una alicuota de fraccién extracelular de induccion de proteinas de Salmonella typhi
STH2370, conteniendo proteina Hemolisina E unida al epitopo FLAG (HIyE-FLAG),
donado por el Dr. Nicolas Villagra, Universidad Andrés Bello. Las proteinas totales de
las fracciones extracelulares se cuantificaron mediante el metodo de Bradford.

Para el western-blot,l se realizd un SDS-PAGE con gel de resolucion de
acrilamida:bisacrilamida (29:1) al 12,5%, se mantuvo un voitaje de 80 V hasta alcanzar
el limite entre gel conce;ntrador vy gel de resolucion y luego se modificé el voltaje a 120
V. Se preparé un gel paralelo al gel de acrilamida utiizado en el western-blot.
Finalizada la electroforesis, se armo el sistema para la electrotransferencia de
protefnas, colocando secuencialmente una almohadilla, papel filtro, el gel, membrana
de nitrocelulosa 0,45 pm, papel filtro y la segunda almohadilla. La transferencia se
realizé con amortiguador de transferencia (glicina 1,44 %(p/p}, Tris 0,3 %(p/p), metanal
20 %(v/v) agregado al momento de utilizar), en frio por 1 h a 100 V constantes. El gel
utilizado en la transferencia se tifi6 con azul de Coomassie y luego se destifio. El gel
paralelo se tifié con azul de Coomassie, se destifi¢ y luego se tifid con nitrato:Eg_fe_hp'E:a;a.
La membrana de nitrocelulosa se bloqued con 100 ml de TBS (Tris 25 mM prB,O,
NaCl 125 mM) con leche descremada 5 %(p/v) (Svelty en polvo) toda la noche en
agitacién suave a temperatura ambiente. Se lavé una vez con TBS por 5 min y luego
se lavo 4 veces por 5 min con TBS-Tween20 (TBS con Tween 20 0,05 %(viv)). Se

incubé con el anticuerpo primaric (Anti-FLAG) diluido 1:5000 en TBS con leche

descremada 1 %(p/v) toda la noche a 4 °C con agitacién suave. Posteriormente, se
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lavd 4 veces por 5 min con TBS-Tween20 y se incubd con el anticuerpo secundario
anti-raton (Anti-lgG) ligado a fosfatasa alcalina, diluido 1:5000 en TBS con leche
descremada 1 %(p/v), por 1 h a temperatura ambiente con agitacién suave. Se lavo 4
veces por 5 min con TBS-Tween20 y luego una vez por 5 min con TBS. A continuacion,
se sumergio la membrana de nitrocelulosa en la solucion reveladora acuosa con BCIP
0,1 %(vA) y NBT 0,1 %(v/v) (Invitrogen), hasta que se observé la aparicion de un
precipitado violeta. El sistema de revelado fue gentiimente donado por el Dr. Nicolas

Villagra, Universidad Andrés Bello.




RESULTADOS
Construccién del fragmento conteniendo secuencias codificantes de xilanasa y
swollenina unidas por la secuencia que codifica el péptido FMDV2A
Con el objetivo de evaluar la co-expresion recombinante en P. pastoris de proteinas
con potencial uso en la degradacion de lignocelulosa, utilizando un péptido 2A, se
generd un fragmento de DNA que contiene las secuencias codificantes de xilanasa y
swollenina unida a FLAG con la secuencia que codifica FMDV2A entre ellas,
denominado fragmento XS. Las secuencias nucleotidicas que codifican la xilanasa
madura de G. frabeum y la swollenina con su péptido sefial nativo de T. reesei, se
amplificaron mediante PCR desde los plasmidos pPICIK-gixy/T vy pPIC3.5K-trswo1
(Tabla 1) con partidores que permitieron generar sitios de restriccion e incorporar al
fragmento final la secuencia 2A y el epltopo FLAG (Figura 2). En la Figura 3 se
muestra el resultado de Ia electroforesis en gel de agarosa, de los fragmentos de ADN
obtenidos en las PCR en que se amplificaron los genes gixyl1 y trswof.
De acuerdo a la migracién de los fragmentos de ADN en el gel de agarosa, el amplicon
obtenido en la PCR realizada utilizando como molde pPIC9K-gixy/7 tuvo un tamafio
aproximado de 1000 pb. Asimismo, el amplicon obtenido en 1a PCR con el molde
pPIC3.5K-trswo? fue de 1500 pb aproximadamente. El control negativo, que no
contenia DNA molde, no presentd estas bandas de amplificado (Figura 3). Los
partidores utilizados tenian més de 50 bases nucleotidicas, lo que podria ser un factor
en la obtencién de bandas de 200 pb por amplificacién inespecifica (Figura 3).
Los amplicones obtenidos desde los genes de xilanasa y swollenina se extrajeron y

purificaron para ser utilizados en la siguiente PCR.
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La PCR por solapamiento, utilizando los amplicones obtenidos anteriormente, se
realizd con partidores externos XS_coexp (Tabla 2), tal como se ilustra en la Figura 2.
Se obtuvieron amplicones con tamarios aproximados de 1500 pb y 2600 pb (Figura 4).
La obtencién de distintas bandas podria deberse a la formacién de homo o
heterodimeros entre los partidores XS_coexp (Tabla 2), a la asociacion inespecifica de
estos partidores con ofras secuencias o a una hibridacién de zonas internas de los
fragmentos utilizados como molde que permitan la accion de la polimerasa, generando
productos de gran tamaiio. El amplicén de tamafio aproximado 2600 pb coincide con el
tamafio esperado para el fragmento XS (unién de las secuencias codificantes de

xilanasa, FMDV2A y swollenina), el cual era de 2583 pb.

1 23 45 6 78 9 10 1112 13 14451617 18 18 20 21 22

1650 pb — |8
<+— 1500 pb

1000 pb —
«+— 1000 ph

500 pb —

Figura 3. Gel de agarosa del producto de PCR en la generacion de la secuencia 2A, Productos
de PCR desde secuencias nucleotidicas que codifican a xilanasa y swollenina, de tamanos
esperados 1080 y 1552 pb respectivamente, con temperatura de alineamiento de partidores de 70
°C. Carriles: 2-10, amplicones obtenidos en PCR con molde pPICOK-gixy/7 y partidores Gtxyl_ext
(Tablas 1 y 2); 11-19, amplicones obtenidos en la PCR con molde pPIC3.5K-{rswoT y partidores
Trswo_ext (Tablas 1 y 2); 21, reaccién con partidores Gixyl_ext (Tabla 2) y sin DNA molde; 22,

reaccion con partidores Trswo_ext (Tabla 2) y sin DNA molde; 1y 20, estandar de tamafio molecular.
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Figura 4. Gel de agarosa con producto de PCR de solapamiento. Amplicones obtenidos en la
PCR utilizando como molde las secuencias que codifican xilanasa y swollenina con la secuencia 2A
afadida, con un tamafio esperado del fragmento de 2583 pb, con partidores XS_coexp (Tabla 2) y
una temperatura de alineamiento de 72°C. Carriles: 3-6, producte de PCR de solapamiento; 2,

reaccion sin DNA molde: 1, estandar de tamafio molecular.

Ligado de la construccién en los vectores pGEM-T Easy y pPIC9K

Las secuencias de DNA obtenidas en la PCR de solapamiento se purificaron, se
sometieron a poliadenilacion y se ligaron al vector pGEM-T Easy, generando el vector
pGEMT-XS (Tabla 1). Tras la transformacién de E. coff TOP10, se obtuvieron colonias
blancas en placas con ampicilina, IPTG y X-gal, clones que se denominaron E. coli
TOP10/pGEMT-XS y se exirajo el DNA plasmidial pGEMT-XS. Con este DNA
plasmidial se realizé una PCR en gradiente de temperatura con partidores externos,
para verificar que el vector de expresion tuviera el fragmento XS. Se obtuvieron
amplicones del tamafio esperado (2600 pb aproximadamente), con temperaturas de
alineamiento entre 53,4 y 72 °C; mientras que el control sin DNA molde no presentd
bandas (Figura 5). En esta PCR solo se obtuvc un amplicén, por lo que los partidores

utilizados hibridan especificamente en la secuencia XS. Enfonces, las diferentes
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bandas obtenidas en la PCR por solapamiento (Figura 4) no estén relacionadas con los
partidores utilizados.

Con el fin de corroborar que los clones de E. coli TOP10/pGEMT-XS contenian el
vector disefiado, el DNA plasmidial de estos clones se digirié con distintas
combinaciones de enzimas de restriccion, comparando las bandas obtenidas en un
ensayo in silico (Figuras 6A, B y C). Al incubar con las enzimas Xhol y Ndel, en el gel
de agarosa se observaron bandas de tamafios aproximados de 2000 pb y 3600 pb
(Figura 6D), tamafios que también se obtuvieron tras las digestiones con las enzimas
Xhol y Sacl (Figura 6E). Estos resuitados indican que efectivamente los clones portan
el vector pGEMT-XS. La insercién del fragmento XS tenia dos posibles orientaciones
luego de la ligacién y este se encontraba en orientacion del promotor SP6 (Figura 6).
Se obtuvo la secuencia nucleotidica del fragmento XS (Figura S2), la que no presento

errores.

3000 pb —

2000 pb — 8 «— 2600 pb

1000 pb —

Flgura 5. Gel de agarosa con producto de PCR de fragmento XS en vector de clonaclén a
partir de DNA plasmidial, con gradiente de temperatura. Amplicones obtenidos en PCR del
fragmento XS a partir dei DNA plasmidial purificado desde E. coli TOP10/pGEMT-XS. Se utilizaron
partidores XS_coexp (Tabla 1) y el tamafio esperado era de 2383 pb. Carriles: 2-13, producto de
PCR con temperatura de alineamiento 48, 49,1, 50,8, 534, 56,5, 59, 81,8, 64,5, 67,1,69,5, 71y 72

°C; 14, reaccion sin DNA molde; 1, estandar de tamafio molecular.
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Figura 6. Analisis de restriccion sobre el DNA plasmidial pGEMT-XS. (Descripcion en pagina

siguiente)
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Figura 6. Anlists de restriccién sobre el DNA plasmidial pGEMT-XS. (Figura en pagina anterior)
A y B. Posibles orientaciones de! fragmento XS en el vector pGEM-T Easy: Orientacién en sentido
del promotor T7 (A} y orientacién en sentido del promotor SP6 (B). Se indica los sitios de restriccion
utilizados, en azul la posicién de la secuencia codificante de xilanasa (gixy/7), en verde la posicién de
la secuencia codificante de swollenina (irswo?) y en amarillo, la secuencia que codifica el péptido 2A
(FMDV2A). C.. Ensayo de restriccion in silico. Carriles: 1, estandar de tamafio molecular; 2-6,
orientacién de fragmento en sentido de promotor T7, digestiones en orden Xhol, Ndel, Sacl, Xhol +
Ndel, Xhol + Sacl; 7-11, orientacién de fragmento en sentide de promotor SP8, digestiones en orden
Xhol, Ndel, Sacl, Xhol + Ndel, Xhol + Sacl. D y E. Preductos de digestion experimental con enzimas
de restriccion Xhol + Ndel (D) y Xho! + Sac! (E). Cariles: 2-3, DNA plasmidial de clones de E. coli

TOP10/pGEMT-XS; 1 vy 4, estandar de tamafio molecular.

Por otra parte, el fragmento de DNA XS también se insert6 en el vector de expresién
pPICOK, generando el vector pPICSK-XS. Para ello, pPGEMT-XS y pP|C9K se digirieron
con las enzimas de restriccion Avril y Eagl. Con la ligacion de los productos de la
digestion se transformo E. coff TOP10 y a las colonias resistentes a ampicilina se les
realizé PCR de colonias, de tal modo de seleccionar aquellas que posean el vector de
expresion recombinante (Figura 7). También se transformé E. colf TOP10 con pPICOK
digerido con Avrll y éag! para determinar si la digestion fue completa. Desde esta
transformacién se obtuvieron colonias resistentes a ampicilina, por lo que tendrian el
vector sin digerir, lo que se comprobé mediante PCR de colonias (Figura 7). A partir del
resultado de la PCR de colonias en clones de E. cofi TOP10 transformados con la
ligacion del fragmento al vector de expresion, se concluyé que se obtuvieron cinco
clones que contenfan el producto de fusion de interés, de 3000 pb aproximadamente.
Otros cinco clones presentaron amplicones de 500 pb aproximadas, por lo que tendrian

el vector pPICOK sin inserto. Un clon no present6 producto de PCR (Figura 7).
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Figura 7. Gel de agarosa con producto de PCR de colonias, para confirmar la presencia del
producto de fusién en el vector de expresién. Amplicones obtenidos en PCR del fragmento XS
ligado a pPICOK a partir de colonias transformantes E. coli TOP10, de tamaiio esperado 3057 pb
utilizando partidores AOX1 (Tabla 2). Carriles: 2-12, producto de PCR utilizando como molde
colonias transformadas con ligacién; 14-18, producto de PCR utilizando como molde colonias
transformadas con pPIC9K digerido con Avrdl y Eagl; 17, DNA plasmidial pPICOK-gixyl1, 18, DNA
plasmidial pPICOK sin digerir; 19, reaccidn sin DNA molde; 1, 13 y 20, marcador de tamaiio

molecular.

Los clones transformados con el vector pPICO9K digerido presentaron amplicones de
aproximadamente 500 pb, por lo que este vector no fue digerido totalmente (Figura 7).
Al utilizar el DNA plasmidial del vector pPIC9K-gtxyl? y del vector pPIC9K sin digerir, se
obtuvieron amplicones de tamafios aproximados esperados, 1500 pb y 500 pb,
respectivamente. (Figura 7).

Las cinco colonias de E. coli TOP10 que dieron positivas en la PCR con partidores
AOX1 (amplicones de tamario aproximado de 3000 pb) se denominaron clones E. colf
TOP10/pPICIK-XS, y con ellas se realizo una nueva PCR de colonias con partidores
especificos para amplificar el fragmento XS y evaluarlo mediante electroforesis en gel

(Figura 8).
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Figura 8. Gel de agarosa con producto de PCR de colonias del fragmento XS en el vector de
expreslén. Amplicones obtenidos en PCR del fragmento XS a partir de colonias transformantes E.
coli TOP10/pPICIK-XS, de tamafio esperado 2583 pb utilizando los partidores XS_coexp (Tabla 1).
Carriles: 2-6, producto de PCR de colonias utilizando como molde colanias E. colf TOP10/pPICOK-
XS; 7, DNA plasmidial pGEMT-XS; 8, DNA plasmidial pPICSK; 9, reaccion sin DNA molde; 1 y 10,

marcador de tamafio molecular.

Tras la PCR de colonias para amplificar el fragmento XS, se obtuvo para las cinco
colonias transformantes un amplicén de tamario aproximado de 2600 pb; por lo tanto,
. estos clones contenian el vector pPICOK-XS, correspondiente al vector de expresion
igado al producto de fusién de gixy/1 y frswof. Un producto de PCR de identico
tamafio se obtuvo al amplificar la secuencia del fragmento XS desde pGEMT-XS. En
las PCR con el vector pPIC9K y en ausencia de DNA, no se observaron bandas como
era esperado (Figura 8).

Los clones de E. coli TOP10/pPICOK-XS se crecieron toda la noche y con el DNA
plasmidial purificado se realizaron ensayos de digestion y se compararon con las
digestiones in silico para determinar fa correcta insercion del fragmento XS en el vector

de expresion (Figura 9A). De los plasmidos de los cinco clones analizados, cuatro
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presentaron bandas de 2900 pb y 9000 pb, aproximadamente, al realizar la digestioén
con la enzima Ncol, mientras que en una muestra se obtuvieron bandas de tamafio
aproximado de 550 pb, 2300 pb y 9000 pb con la misma enzima, plasmido que se
descarté para los siguientes analisis (Figura 9B). Luego de la digestion con enzimas
Avrll y Eagl, todas las muestras presentaron las bandas esperadas de 2600 pb y 9000

pb aproximadamente (Figura 9C).
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3000 ph el N b <+ 2300 pb

2000 pb —— [P -

Figura 9. Analisis de restriccion sobre el DNA plasmidial pPICSK-XS. A. Ensayo de restriccidn in
silico. Carriles: 2 digestion con Neol; 3, digestién con Avril + Eagl; 1, estindar de tamano molecular.
B. Gel de agarosa con fragmentos de restriccion tras digestién con Ncol a partir del vector de
expresion ligado al fragmento XS. C. Gel de agarosa con fragmentos de restriccion tras digestidn con
Avrll y Eagl a partir del vector de expresion ligado al fragmento XS. Carriles: 2-8, DNA plasmidial de

clones E. coli TOP10/pPIC3K-XS; 1, estandar de peso molecular.
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El inserto del plasmido pPIC9K-XS se secuencié completamente, incluyendo la
secuencia que codifica el péptido sefial del factor a de S. cerevisiae contenida en el
vector pPIC9K (Figura 10 y Figura S3). Los resultados de la secuenciacion indicaron
que el inserto correspondia al fragmento disefiado y este no presentaba errores de

secuencia.

...5'-ACGGAATTGTTGCTGGCTGGCAG
ATGGCTGGTAAGCTTATCCTCGT-3'...

Figura 10. Extracto de la secuenciacion de pPIC9K-XS. El vector de expresion recombinante se
secuencio, obteniendo la secuencia nucleotidica que codifica a la xilanasa (azul) unida en el mismo
marco de lectura abierto a la secuencia que codifica al péptido FMDV2A (amarillo) y a swollenina

(verde), cuyo péptido sefial comienza con el codén de inicio de la traduccion ATG.

Seleccion de clones de P. pastoris recombinantes

El vector de expresion pPIC9K y el vector pPIC9K-XS se purificaron y linealizaron. Con
ellos se electrotransformé P. pastoris KM71. Se realizé la seleccion de colonias
recombinantes en medios de crecimiento sin histidina y posteriormente con el
antibiético geneticina. Colonias de P. pastoris KM71/pPICOK-XS y KM71/pPICOK,
utilizados como control respecto a la expresion recombinante, se obtuvieron en placas
con medio YPD-agar suplementado con geneticina en concentraciones de 0,25, 0,5, 1
y 2 mg/ml.

Para determinar la insercion en el genoma de estos vectores, se realizé una PCR de
colonias con arranque en caliente, de modo de evitar una amplificacion inespecifica, de
colonias individuales de P. pastoris KM71/pPIC9K-XS, resisteﬁtes a025 05 1y2
mg/ml de geneticina y de colonias de P. pastoris KM71/pPICO9K como control,

resistentes a 0,25 y 2 mg/ml de geneticina (Figura 11).
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Figura 11. Gel de agarosa con producto de PCR de colonias, con arranque en callente, desde
P. pastoris transformantes. Amplicones obtenidos en PCR del fragmento XS, a partir de colonias
de P. pastoris resistentes a geneticina. Se utilizaron los partidores AOX1, los tamafios esperados
correspondian a 493 pb utilizando como molde P. pastoris KM71/pPICOK y 3057 pb con el molde F.
pastoris KM71/pPIC9K-XS, Carriles: 2-5, clones de P. pastoris KM71/pPICOK como molde,
seleccionados con geneticina en concentraciones 0,25 mg/ml (carriles 2y 3) y 2 mg/ml (carriles 4 y
5); 6-15 y 17-28, clones de P. pastoris KM71/pPICIK-XS seleccionados con geneticina 0,25 mg/ml
(carriles 6-10 y 22-24), 0,5 mg/ml (carriles 25-26) y 1 mg/ml (carriles 27-28) y 2 mg/ml (carriles 11-15
y 17-21); 29, DNA plasmidial pPIC9K; 30, DNA plasmidial pPICOK-XS; 31, DNA plasmidial pPICOK-

gixyl1; 32, reaccion sin DNA molde; 1, 16 y 33, estandar de peso molecular.

A partir de la PCR de colonias utilizando como molde P. pastoris transformada con
PICIK-XS digerido y la pareja de partidores AOX1 (Tabla 2), se obtuvieron bandas
definidas de 3000 pb aproximadamente, en diecisiete muestras de colonias resistentes
a las distintas concentraciones de ger_leticina, mientras que dos muestras presentaron
una banda tenue con el mismo tamario (Figura 11, carriles 18 y 28). Los amplicones
obtenidos en tres PCR de colonias utilizando como molde P. pasforis transformada con
pPICOK digerido presentaron un tamafio aproximado de 500 pb, al igual que con el
DNA plasmidial purificado pPICOK sin digerir utilizado como control (Figura 11, carriles
2, 3 y 4); mientras que una muestra presento una banda de aproximadamente 400 pb,

la que se descarté para posteriores analisis (Figura 11, carril 5). Los controles
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positivos, vectores de expresion recombinantes pPICIK-XS y pPICOK-gixy!1,
presentaron amplicones de tamafios aproximados esperados, 3000 pb y 1500 pb,
respectivamente (Figura 11).

Para la evaluacion de produccion de proteinas de recombinantes, desde las colonias
positivas para la PCR con partidores AOX1, se seleccionaron y crecieron seis clones
de P. pastoris KM71/pPIC9K-XS, resistentes a geneticina en concentraciones de 0,25
mg/ml (clones R1y R4), 0,5 mg/ml (clon R5), 1 mg/mi (clon R6) y 2 mg/ml (clones RZ y
R3). Ademas, se seleccionaron dos clones de P. pastoris KM71/pPIC9K como control,

resistentes a 0,25 mg/m! de geneticina (clon C1) y a 2 mg/ml de geneticina (clon C2).

Andlisis de la produccion de las proteinas recombinantes GtXyl1 y TrSwo1 en P.
pastoris

Los clones recombinantes de P. pastoris, que adquirieron el vector de expresion
llevando el fragmento XS mediante integracion gendmica (clones R1-R8), se cultivaron
en medio BMGY y luego se trataron con metanol al 0,5 %(viv) para inducir la
produccién de las proteinas xilanasa (GtXyl1) y swollenina (TrSwo1). Ambas proteinas
se producirian de manera independiente, debido a la incorporacién de la secuencia que
codifica el péptido FMDV2A entre las secuencias nucleotidicas que codifican a xilanasa
y swollenina, permitiendo la co-expresion policistronica. Adicionaimente, en paralelo se
sometio al mismo tratamiento a los clones de P. pastoris transformados con el vector
pPICOK sin inserto (clones C1y C2) como control negativo de induccion.

La induccién se llevo a cabo por 120 h, y durante el transcurso se tomaron alicuotas
para analizar la produccién secretada de proteinas recombinantes. Cada 24 h desde el
inicio de la induccion se midié la actividad xilanasa y celulasa en una muestra de medio

en cultivos de todos los clones. La actividad xilanasa se midié para determinar la
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presencia de GtXyl1 y la actividad celulasa se midi6 para determinar la presencia de
TrSwo1, debido a la posible actividad endoglucanasa que tendria eéta proteina.

En la Figura 12 se muestra la actividad xilanasa obtenida para las diferentes
inducciones de clones recombinantes, medida sobre el sustrato xilano de abedul.

Con los distintos tiempos de induccion y clones de P. pastoris KM71/pPICIK-XS
analizados se obtuvieron valores de actividad enzimatica diversos, influyendo ambas
variables en estas mediciones (ANOVA de dos vias, p<0,01}. No obstante, al realizar
multiples comparaciones por cada par de muestras, no se obtuvo una diferencia
significativa entre los valores de actividad (Post-prueba de Tukey, p=0,05).

Los valores promedios mas altos se obtuvieron a partir de la fraccion extracelular de
los cultivos de los clones R1 entre las 48 y 96 h de induccion, y R3 a las 72 h de
i.nduccic'm (Figura 12).

La actividad celulasa desde alicuotas de las fracciones extracelulares de los cultivos de
P. pastoris fue medida de manera idéntica a la actividad xilanasa, utilizando
carboximetilcelulosa como sustrato. En este ensayo, no se obtuvo actividad celulasa
(datos no mostrados).

Luego de 48 h de induccién de P. pastoris con metanol se analizaron las proteinas de

la fraccion exiracelular de los cultivos mediante SDS-PAGE (Figura 13).
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Figura 12. Actividad xilanasa en sobrenadantes de cultivo de fos clones recombinantes de P.
pastoris. Los azucares reductores liberados en el ensayo de actividad hidrolitica con los clones
controles {C1 y C2) se descontaron en el ensayo con clones recombinantes {R1-R6), en las distintas
horas de inducclan. El promedio de actividad xilanasa con barras de desviacion estandar se muestra

en unidades enzimaticas por litro de cultivo, n=2. (p>0,05).
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Figura 13. Anélisis electroforético de fas proteinas de [a fraccién extracelular del cultivo de
clones de P. pastoris. SDS-PAGE realizado con las alicuotas obtenidas a [as 48 h luego de iniciada
la Induccion con metano! al 0,5 %(v/v) de clones de P. pastoris recombinantes y no recombinante. El
gel se tifié con solucién de azul de Coomassie. Carriles: 2, P. pastoris KM71 no recombinante; 3-4,

sobrenadante de cultivos de P. pastoris clones C1-C2; 5-10, sobrenadante de cultivos de P. pastoris

clones R1-R86; 1, estandar de peso molecular.
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El patrén de proteinas observado tras el SDS-PAGE difiere entre los clones de P.
pastoris recombinantes y no recombinante. En los clones R1 a R6 se observé una
banda correspondiente a un tamafio de proteina de 45 kDa, que es cercano al tamario
esperado para la xilanasa y para la swollenina recombinantes (Figura 13). En los
clones C1 y C2 no.se observaron bandas luego de [a tincion con azul de Coomassie
(Figura 13). P. pastoris KM71 no recombinante presenté un patron de bandas distinto a
los clones recién descritos {Figura 13).

La fraccién extracelular del cultivo del clon R1, inducido con metanol a distintos
tiempos, se utilizo para observar los cambios cualitativos en la produccién de las

proteinas recombinantes (Figura 14).

120 kDa
90 kDa

50 kDa
- 45 kDa

34 kDa

26 kDa

Figura 14. Analisis electroforético temporal de las proteinas de la fraccion extracelular del
cultivo de un clon de Pichia pastoris recombinante. SDS-PAGE realizado con alicuotas de la
induccién con metanol al 0,5 %(v/v) del clon de P. pastoris R1 a los distintos tiempos de inducci6n. E!
gel se 1ifid con solucion de azul de Coomassie. Carriles: 1, estandar de pesc molecular; 2-7, fraccién

extracelular a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 h de induccion.
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En el tiempo 0 h, no se observaron bandas para la fraccién extracelular del cultivo del
clon R1. En los tiempos de induccién entre 24 y 120 h se obtuvo la banda de 45 kDa
observada anteriormente (Figura 13), la cual aumenté su intensidad en los
sobrenadantes de los cultivos a mayor tiempo de induccion (Figura 14). Esta proteina
presentd un tamario cercano al esperado para xilanasa y swollenina recombinantes.
Con el fin de identificar la proteina visualizada en los geles de acrilamida a partir de la
induccion recombinante de P. pastoris, se realizd un zimograma para revelar [a
actividad xilanasa. Para este ensayo se utilizd la fraccion extracelular desde las
inducciones de clones C1, R1, R3 y R6. Ademas, se utiliz6 xilanasa pura, cuya
secuencia codificante se utilizé como molde para generar el fragmento XS (Figura 15).
A partir del zimograma, en las muestras provenientes de la fraccion extracelular de la
induccion de los clones R1, R3 y R6 (Figura 15B) se observé la banda de actividad de
45 kDa, coincidente en movilidad con la banda observada en el SDS PAGE (Figura
15A), y cercana al tamafio de 40 kDa de la banda de la xilanasa pura. El clon C1 no
presentd bandas de actividad en este ensayo (Figura 15B), indicando que las proteinas
extracelulares del clon control no poseen actividad xilanasa detectable, Esto sugiere
que la banda de 45 kDa observada en el caso de R1, R3 y R6 corresponde a la
xilanasa proveniente de la construccion recombinante y no a una xilanasa enddgena de
P. pastoris. En el zimograma, también se detecto actividad xilanasa en una banda de
un tamafio superior a los 120 kDa, respecto al estandar de peso molecular, en los
clones R1, R3 y R6 (Figura 15B). Esta proteina podria corresponder a una banda de
menor grosor observada en el gel de acrilamida en los carriles de los clones R1, R3 y
RB, de tamario mayor a 120 kDa (Figura 15A). Esta banda no se observé en el carril
del clon C1 (Figura 15), por lo que esta proteina podria corresponder a la proteina de

fusién entre xilanasa y swollenina, con el péptido FMDV2A entre ellas.
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Figura 15. Actividad xllanasa revelada mediante zimograma, a partir de la fraccién extracelular
de la induccién de clones recombinantes de P. pastoris. A. PAGE en condiciones
semidesnaturantes con alicuotas de la induccion a 120 h de clones control y recombinantes de F.
pastoris y con xilanasa pura. Este gel se tifié¢ con nitrato de plata. B. Estas muestras se utilizaron
también en un PAGE en condiciones semidesnaturantes para revelar la aclividad xilanasa. El
zimograma se tifié con rojo congo 0,1 %(p/v} y luego con acido acético 10 %(v/v). Carriles: 2-5,

clones C1, R1, R3y R8; 6, xilanasa pura; 1, estandar de peso molecular.

Con el fin de determinar si en las bandas de tamarios 45 kDa y mayor a 120 kDa
observadas en los PAGE en condiciones semidesnaturantes y zimograma también esta
presente swollenina, se realizé6 la deteccion del epitopo FLAG unido al extremo

carboxilo terminal de la secuencia aminoacidica de la swollenina, mediante western-
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blot. En la membrana de nitrocelulosa se observd la presencia de este epitopo
mediante la aparicidn de un precipitado coloreado, al incubar con la solucion NBT-BCIP
permitiendo la reaccion de la fosfatasa alcalina ligada al anticuerpo secundario (Figura

18). -

A

120 kDa
90 kDa

50 kDa

34 kDa
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B
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Figura 16. Inmunodeteccion de proteinas que poseen el epitopo FLAG. A, SDS-PAGE de la
fraccion extracelular a 72 h post-induccién de P, pastoris recombinantes. Tincion con.nitrato de plata.
B. Membrana de nitrocelulosa posterior a la inmunodeteccién sobre proteinas de la fraccion
extracelular a 72 h post-induccién de P. pastoris recombinantes. Carriles: 2, xilanasa pura (4 pg de
proteina total); 3, clon C1 (2,7 ug de proteina total); 4, clon R1 {15 pg de proteina total); 5, clon R3
(15 ug de proteina total); 6, fraccion extracelular de cultivo de S. typhi conteniendo proteina HIyE-

FLAG (10 pg de proteina total); 1, estandar de peso molecular.
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Se utilizaron fracciones extracelulares desde la induccion de los clones de P. pastoris
C1, R1y R3, y se agregé xilanasa pura y proteina recombinante HIyE-FLAG obtenida
desde la fraccién extracelular del cultivo de Salmonella typhi, en carriles distintos.
Mediante inmunodeteccion se obtuvieron bandas que poseen el epitopo FLAG en los
carriles de los clones R1 y R3 (Figura 16B). Estas bandas corresponden a proteinas
con tamarfio mayor a 120 kDa (Figura 16), tal como las obtenidas en el zimograma
(Figura 15B). La proteina HlyE-FLAG se observé en la membrana de nitrocelulosa con
un tamafio de 34 kDa (Figura 16B). Para la xilanasa pura y el sobrenadante del cultivo
del clon C1 no se observaron bandas de proteinas que poseen el epitopo FLAG
(Figura 16B). Esto indica que la swollenina se produce solo como una proteina de
fusion y no es secretada como una proteina individual.

Los resultados obtenidos sugieren que la enzima xilanasa (GtXyl1) es activa y se
produce y secreta al medio extracelular de manera independiente en Pichia pastoris
recombinante, mientras que la proteina swollenina (TrSwo1) solo esta presente en la

proteina de fusién que contiene xilanasa y swollenina unidas por el péptido FMDV2A.




DISCUSION Y PROYECCIONES

la obtencion de biocombustibles a partir de residuos lignocelulésicos requiere la
produccion de enzimas y proteinas que participen en su degradacion. Ei efecto
sinérgico en la accién de estas proteinas puede estudiarse mediante [a co-expresion
heterdloga de varios productos génicos. El objetivo de este estudio fue implementar un
sistema de co-expresion policistrénica en Pichia pastoris, en el que a partir de un
marco de lectura abierto se producen varias protefnas, mediante el uso de un péptido
viral 2A. Las proteinas de interés fueron xilanasa de G. trabeum (GtXyl1) y swollenina
de T. reesei (TrSwo1), y el péptido viral fue el del virus de la fiebre aftosa del ganado
(FMDV2A).

Las secuencias nucleotidicas que codifican la xilanasa madura de G. frabeum y la
swollenina con su péptido sefial nativo de T. reesei, el cual es funcional en P. pastoris
(Soto-Aguilar, 2016), se obtuvieron previo a este trabajo, a partir del cDNA generado
desde el RNA mensajero de estas especies. Estas secuencias codificantes se
insertaron en vectores de clonacién y de expresion para P. pastoris, y con estos
recursos se generd el fragmento XS para evaluar la co-expresion paolicistrénica, vale
decir, varias proteinas sintetizadas a partir de un RNA mensajero. Se utilizd el péptido
FMDV2A, puesto que se ha probado con éxito en la co-expresion de proteinas
intracelulares y de proteinas secretadas al medio extracelular en Pichia pastoris (Wang
y col., 2007; Roongsawang y col., 2010; Geier y col., 20185).

Desde la amplificacion de los genes gixyf7 y trswo? se obtuvieron los fragmentos con

el tamario esperado de 1080 pb y 1552 pb, respectivamente (Figura 3).
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Tras la PCR de solapamiento, se obtuvo un amplicon de'2583 pb, tamafio esperado
para la amplificacion de! fragmento XS (Figura 4). Este fragmento de DNA se purificd y
se ulilizo para el clonamiento en el vector pGEM-T Easy y luego en el vector de
expresion pPICOK. ‘

En una solucién alternativa para [a fusion de las secuencias de xilanasa y swollenina
podrian haberse generado sitios de restriccion que coincidieran con los extremos de la
secuencia del péptido 2A, como lo descrito por Roongsawang y cal., 2010 para otras
proteinas. Sin embargo, este método limita la combinacion de bases posibles de usary
no se podria adecuar la secuencia respecto al uso de codones de la especle utilizada o
reproducir las secuencias publicadas en articulos previos.

Diversos autores han utilizado la estrategia de la PCR por solapamiento, en la que se
evita el trabajo con enzimas de restriccion, disminuyendo el tiempo destinado al
clonamiento de los fragmentos de interés (Heckman & Pease, 2007; Bryksin &
Matsumura, 2010; Zuo & Rabie, 2010). Mediante PCR por solapamiento no existe la
limitante de generar sitios de restriccidn especificos y es posible utilizar secuencias de
nucledtidos que se adecuen al uso de codones de la especie a transformar para la
produccion recombinante de proteinas, en este caso, Pichia pastoris.

Luego de la transformacion de P. pastoris KM71 con los plasmidos pPICOK y pPICOK-
XS linealizados, se realizé una doble seleccion en medios de cultivo. En primer lugar,
en el medio RDB sin histidina solo pueden crecer las colonias que han integrado el
vector en su genoma, pues P. pastoris KM71 es auxdtrofa para este aminodcido (his4)
y solo al integrar el vector produce la enzima histidinol hidrogenasa que participa en [a
via de biosintesis de la histidina. Las colonias transformantes que integraron el vector
en esta etapa, sintetizaron y acumularon diversos productos génicos, entre ellos el

producto génico que oforga la resistencia a geneticina. En la segunda etapa de
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seleccién, se agregaron distintas cantidades de este antibiotico al medio de crecimiento
YPD. Se ha reportado que a bajas concentraciones de este agente de seleccion (0,25
mg/ml final) es posible el crecimiento de clones de P. pastoris que no poseen el gen de
resistencia, lo que provoca la seleccién de falsos positivos (Scorer y cal., 1994). Por
tanto, los clones resistentes se analizaron ademas mediante PCR de colonias.

Se procuro realizar los anlisis de produccion de proteinas recombinantes en clones
que fueran resistentes a distintas concentraciones de geneticina, pues se ha
establecido una correlacién entre la cantidad de copias del vector que se integran en el
genoma de P. pastoris respecto a la resistencia a este agente de seleccion. Debido a '
posibles recombinacienes homélogas miiltiples in vivo, P. pastoris contendria en el
genoma mayor cantidad de secuencias del vector y, por tanto, expresarfa en mayor
medida los genes contenidos. Entonces, estas colonias producirian mayor cantidad de
proteinas recombinantes y de producio génico relacionado a la resistencia con
geneticina, pudiendo crecer con concentraciones finales de entre 2 y 4 mg/ml {Scorer y
col., 1994; Braun & Suske, 1989).

La induccién de proteinas recombinantes se realizé afiadiendo metanol al medio
inoculado con P. pastoris transformantes. El promotor bajo el cual se clond el
fragmento XS corresponde al promotor AOX1, el cual es regulado a nivel
transcripcional y la expresion del gen rio abajo se induce con metanol. P. pasforis
KM71 posee un fenotipo Mut® (methanol utilization slow) pues no posee el producto
génico AOX1 (alcohol oxidasa 1). Esta cepa puede crecer en medio con metanol a
partir del producto génico AOX2, pero como el promotor AQX2 es débil, el crecimiento
no es eficiente, ya que no se produce suficiente enzima para oxidar el metanol {Cregg

y col., 1989).
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Se han revisado de manera extensa las condiciones 6ptimas para crecer e inducir £.
pastoris recombinantes. Los factores que influyen en la produccion de proteinas
recombinantes corresponden al medio de induccién del inéculo, temperatura de
induccién, pH del medio, concentracion de metanol, tiempo de induccion y oxigenacién
del medio (Daly & Hearn, 2005; Krainer y col., 2012; Charoenrat y col., 2013; Li y col.,
2013; Byme, 2015; Looser y col., 2015). Para estas inducciones, se siguieron las
indicaciones de induccion de P. pastoris recombinantes entregadas en el Manual de
Expresion MultiCopia en Pichia (Invitrogen), que fueron inducir en medio BMMY, a
30°C y 250 rpm, con metanol 0,5 %(v/v) por 120 h de tiempo total. E! pH del medio. no
se ajusto.

A partir de la induccién, se evalud la existencia de actividad xilanasa en la fraccién
extracelular para determinar si los clones escogidos producian enzimas con esta
actividad, la que esta codificada en la secuencia del vector pPICIK-XS. En todos los
clones recombinantes de P. pastoris (R1-R6) se obtuvo actividad xilanasa durante la
induccion (Figura 12), lo que sug:lere que en todos los casos se estd secretando al
medio una enzima capaz de degradar el xilano. Los valores promedios de actividad
silanasa mas altos fueron 5,95, 5,73 y 5,73 U/l en la fraccion extracelular de la
induccién del clon R1, a 48, 72 y 96 h, respectivamente; y 4,75 U/l en el sobrenadante
de la induccién a 72 h del clon R3 (Figura 12).

La produccién secretada de proteinas se comprobé al comparar el patrén de proteinas
obtenidas desde la fraccién extracelular de las inducciones de P. pastoris
KM71/pPICOK-XS (R1-R6), KM71/pPICIK como control (C1-C2) y P. pastoris KM71 no
recombinante (sin transformar) (Figura 13). En el gel de acrilamida se distingue que
hay una proteina predominante en el sobrenadante de las inducciones de clones

recombinantes, mientras que en los controles no se evidenci6 esta banda. Ademas, las
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bandas observadas para la induccién con un indculo de P. pastoris KM71 no
recombinante son distintas a las de los clones utilizados en la transformacion, dando
cuenta de la redireccion del metabolismo hacia la produccion de las proteinas
recombinantes (Figura 13).

Esta proteina recombinante tiene un tamafio de 45 kDa, que es cercano al tamario de
protelnas de 38,8 kDa y 50,1 kDa, comrespondientes a xilanasa y swollenina,
respectivamente (Martinez y col., 2008; Sydenham y col., 2014). Esto podria deberse a
que ambas proteinas migran de manera equivalente en un SDS-PAGE, por su tamafio
similar (Figura S5) (Soto-Aguilar, 2016).

También podria deberse a que solo una de las proteinas se esta produciendo o
secretando. En caso de tratarse de xilanasa, la diferencia de tamario de la proteina
respecto al valor tedrico estarfa relacionado con las modificaciones post-traduccionales
que se producen en Pichia pastoris, especificamente glicosilaciones, que ai afiadir
cadenas de azlcares modifican propiedades como el tamafio de la proteina y su punto
isoeléctrico (Macauley-Patrick y col., 2005; Guo y col., 2007). No es posible diferenciar
ambas proteinas en base a su punto isoeléctrico, puesto que las predicciones sugieren
que son similares.

La proteina de 45 kDa es efectivamente un producto de la induccion con metanol, ya
que a distintos tiempos de induccion la intensidad de ta banda varia, comenzando a
tiempo 0 h de induccién sin la aparicion de esta. A mayores tiempos de induccion, la
mayor intensidad y grosor de la banda observada en el gel de acrilamida tefiido con
azul de Coomassie evidencia que aumenta la cantidad de proteina recombinante en la
fraccién extracelular (Figura 14).

Para determinar si la banda de 45 kDa corresponde a una proteina que presenta

actividad xilanasa, se realizé un zimograma con proteinas cargadas en un PAGE en
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condiciones semi-desnaturantes. En esa posicién relativa en el gel, se obtuvo una
banda trasiticida que sugiere la existencia de actividad xilanasa por la degradacion del
xilano presente en el gel de acrilamida (Figura 15B). En el control positivo (xilanasa
pura) se observo el mismo efecto, mieniras que no se obtuvo este resultado al cargar
la fraccién extracelular del clon centrol C1 de P. pastoris (Figura 158}.

Ademds de la banda con un tamario de 45 kDa, en el zimograma se observd una zona
de actividad correspondiente a una protefna con migracién relativa de tamafio mayor a
120 kDa (Figura 15B). No se observo una banda de este tamario al tefiir los geles de
acrilamida con azul de Coomassie (Figuras 13 y 14), pero al analizar el gel con una
técnica de mayor sensibilidad, como es la tincion con nitrato de plata, se observo una
banda de este tamafio desde la induccién de clones recombinantes (Figura 15A). Esta
banda de gran tamafio podria corresponder a la proteina de fusion proveniente del
fragmento XS. En la Figura $6 se muestran los posibles resultados de la co-expresion
de genes de xilanasa y swollenina con la secuencia que codifica el péptido 2A. La
secuencia carboxilo-terminal del péptido 2A (-NPGP-) al ser traducida, adquiere una
conformacién de hélice a que esta limitada estéricamente en el ceniro peptidil
transferasa del ribosoma, previo a la adicion de la prolina. Esto impide el ataque
nucleofilico del prolil-tRNA sobre el enlace éster del glici-tRNA unido al péptido 2A, en
el sitio A del ribosoma (Luke, 2012). No obstante, esta secuencia de aminoacidos
podria no tener un efecto de detencién de la traduccién, generando la proteina de
fusion.

Con el fin de determinar si alguna de las proteinas observadas en los geles de
acrilamida corresponde a swollenina, se realizd un western-blot contra el epitopo FLAG
que se encuentra en el extremo carboxilo terminal de esta proteina. En [a

inmunodeteccion, se obtuvo a partir de las fracciones extracelulares de la induccion de
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clones recombinantes de P. pastoris KM71/pPICIK-XS una banda de una proteina con
peso mayor a 120 kDa (Figura 16B). El peso de la swollenina con el epitopo FLAG
calculado es de 50,1 kDa y el de la proteina de fusién que pudiese producirse es de 90
kDa. Al considerar las posibles glicosilaciones de las proteinas, las migraciones se ven
afectadas por los aztcares afiadidos pues se aumenta el peso molecular. Por lo tanto,
la banda de més de 120 kDa podria ser la proteina de fusion, en la que se deteclto el
epitopo FLAG en el extremo carboxilo terminal. Esto explicaria la actividad xilanasa
observada en el zimograma realizado, correspondiente a una proteina de ese tamafio
(Figura 15B). Desde l[a fraccion extracelular de la induccion con el clon C1 y con
xilanasa pura no se visualizd reaccién en el ensayo (Figura 16B), mientras que el
contro! positivo si evidenci6 un precipitado (Figura 16B).

Asi, se estaria produciendo una proteina xilanasa-swollenina, con un péptido 2A entre
estas y manteniendo el péptido sefial nativo de la swollenina. Dado que esta proteina
se encuentra en el medio de induccién, esta siendo secretada, por lo que el péptido
senal del factor o de S. cerevisiae presente en la proteina xilanasa precursora, fue
reconocido y procesado. Ademas, los resultados descritos sugieren que el plegamiento
de la proteina de fusion y su conformacion tridimensional permiten la actividad de la
enzima xilanasa (Figura 17B).

Estudios previos, en los que se utiliz6 el método de péptidos 2A para la co-expresion
recombinante de proteinas en P. pastoris, mostraron la produccién de manera
independiente de las protelnas de interés (Wang y col., 2007; Roongsawang y col.,
2010; Sun y col., 2012; de Amorim Aradjo y col., 2015; Geier y col., 2015). Con esta
metodologia, estos autores lograron co-expresar dos proteinas recombinantes en P.
pastoris dirigidos tanto al medio intracelular como a la membrana y al medio

extracelular, e incluso co-expresaron cinco proteinas pertenecientes a una misma via
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metabolica. En esos estudios se obfuvieron proteinas recombinantes independientes
en algunos clones, mientras que en otros se producian las proteinas independientes
junto a la proteina de fusion o solo esta (ltima (Geier y col. 2015).

Como fue revisado por Luke, 2012, el ribosoma que traduce el RNA conteniendo los
codones para el péptido 2A, al llegar a los codones correspondientes a los
aminoacidos glicina y prolina en el extremo carboxilo-terminal del péptido, puede
terminar la traduccion en ese punto, o puede continuar con la sintesis de la siguiente
proteina de manera independiente o fusionada a la cadena anterior. Los resultados
obtenidos en la presente investigacion concuerdan con lo recogido en los reportes
mencionados, pues se obtuvo una proteina de fusion en menor cantidad, mientras qgue
se produjo solo una protelna independiente, correspondiente a la xilanasa. No
obstante, es posible que la swollenina se esté produciendo de manera independiente,
pero el péptido sefial no esté siendo reconocido y procesado, por lo que quedaria esta
proteina en la fraccién intracelular de los clones de P. pastoris KM71/pPICOK-XS,
fraccion que no fue analizada en este trabajo.

Dado que existe la posibilidad de obtener clones recombinantes de P. pastoris gue co-
expresan una o varias proteinas independientes y/o la proteina de fusion, es
recomendable analizar un mayor nimero de colonias para aumentar la probabilidad de
seleccionar clones que produzcan las proteinas recombinantes de manera individual,
utilizar otro medio de induccién o modificar la concentracion del inductor {metanol).
Esta variabilidad podria estar relacionada con el contexto de produccién de proteinas
heterdlogas, es decir, con las condiciones de cultivo e induccion de P. pastoris
recombinantes, aunque estudios previos sefalan que podria ser un efecto estocastico
(de Felipe y col., 2006; Wang y col., 2007; Luke, 2012; Geier y col., 2015). Asimismo, Ia

utilizacién de péptidos 2A con secuencia diferente podria promover el salto en la
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lectura de codones por parte del ribosoma, o incluso modificando el extremo amino
terminal de este péptido se puede obtener un incremento en el nimero de clones que
sinteticen ambas proteinas por separado (de Amorim Aratijo y col., 2015; Wang y col.,
2015). Este sistema de co-expresion policistronica posee ventajas respecto a la co-
expresion monocistronica en que cada gen posee un promotor asociado, puesto que
en este Ultimo podria existir interferencia transcripcional, supresién entre los
promotores o rearreglos gendmicos en caso de utilizar secuencias nucleotidicas
idénticas (Luke, 2012).

Por ofra parte, para implementar esta metodologfa de co-expresion, podria realizarse
en primera instancia con dos o mas enzimas distintas, cuya actividad sea faciimente
evaluable. También, se debe considerar sus tamarios, los que han de ser distintos para
detectar las diferentes proteinas de manera sencilla.

En cuanto a la optimizacién en la produccién recombinante de proteinas en P. pastoris,
se puede evaluar el uso de matraces con deflectores que mejoren la distribucion de
oxigeno durante las etapas de crecimiento € induccion.

Al incubar las proteinas producidas en la induccion con deglicosilasas, la posible
variacion en el tamafio de la proteina indicaria una adicién de cadenas de azlcares en
esta y se obtendria el peso molecular sin estas modificaciones post-traduccionales.
Ofras formas de co-expresién también deben ser evaluadas para comparar la eficiencia
en produccion recombinante de enzimas, como por ejemplo, utilizar el dominio dual-
intelna entre dos proteinas, el que libera las protelnas aledarfias mediante una ruptura
autocatalitica (Zhang y col., 2015).

Mediante la co-expresién de xilanasa de G. trabeum y swollenina de T. reesei se busca
evaluar el posible efecto sinérgico de estas proteinas en la degradacion de

hemicelulosa, principalmente en el residuo lignocelulésico de paja de trigo. En la
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produccion de ambas proteinas desde la misma plataforma biolégica, surge la
posibilidad de utilizar la fraccién extracelular de las inducciones recombinantes
directamente sobre estos residuos agricolas. Esto supone una ventaja respecto al
método en que se afiade un coctel enzimatico con concentraciones y proporciones de
enzimas definidas, puesto que al utilizar la fraccion extracelular se evitan las etapas de

separacion y purificacion de proteinas.




CONCLUSIONES

En este estudio se evalué el uso de un sistema de co-expresion de proteinas
recombinantes en Pichia pastoris, basado en un péptido 2A, con [a finalidad de obtener
distintas proteinas degradadoras de lignocelulosa a partir del mismo microorganismo,
cumpliendo el objetivo general planteado. La xilanasa recombinante se produjo de
manera independiente y la proteina de fusion xilanasa-swollenina se produjo en menor
cantidad; sin embargo, no se encontraron ambos polipéptidos independientes en el
medio extracelular, por lo que el péptido FMDV2A no fue eficiente en la produccién y

secrecién de estos en este caso. De este modo, la hipétesis planteada fue refutada.
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ANEXO

Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas

A

Secuencia nucleotidica xy/1 de G. trabeum

[}_\TGATTTCTAAGACCTTCACCGTI’CTCCTTGCCTTGCTGCCCCTI'GTGCAATGCpCACCTCCTACTCCCGCCGCCTC'ITCGGCTT

TGCCGACTGGTACATCTACCGTCGCCCTCAATACTGCGGCGAAGGCGGCAGGGAAACTGTACATGGGTACTGCCACGGACAAC

GGGGAGCTTACTGACACCGCTI’ACACCACTATCCTGGACAACAATGCAAACTTTGGCCAGATCACCCCTGCGAACGCCATGAAAT
GGGAAAATACAGAGCCGGAGCAGGGAACATGGACCTGGACGMCGCTGACCAGATCGCGAACGTCGCGMGACCAATGGCCAG
CTCCTGAGAGGCCACAACTGTGTCTGGTACAACCAGCTCCCCAGCTGGGTGACCTCCGGGTC'ITGGACCAATGCCACACTTACT
GCAGTAGT!’CAGGACCATACTACGGAMTGGTTAGCCGCTATAAGGGACAAGT'!TATGCGTGGGATGTMTCAATGAGCCCTTCA
ATGACGACGGTACTI'ACCGCTCGGATGTCTTCTACAACACCATCGGCCCAGCATACATTCCCATCGCCCTGCGCGCAGCCAGAG
CCGCCGACCCTAATGCCAAGCTCTACATCAACGAGTACMCATTGAGTACACGGGTTGCAAGGCGACAGCTATGCTGAACCTCG

TGGAGAGTCTTAAGGCAGAGGGCGTTCCCATCGACGGCGTI'GGTCTGCAGTCCCAC'ITCATCGTCGGGGAAGTCCCCACCTCG

CTTCAGTCCATCATGGAGGAGTTCACCGCGCTCGGCGTCGAGGTCGCCATCACCGAGTTGGACATCCGCATGACCCTCCCCGAA
ACTGCTGCCCTCCTGGAGCAGCAGAAGACCGA‘ITACGACACTGTCATCTCTGCATGCAGGGCCGTCTCCGGCTGCGTTGGCGT

GACCGTGTGGGAGTTCACTGACAAGTACTCTTGGGTACCGAGCACGTTCTCCGGTCAGGGTGCCGCGACACCTTACGACTCGAA
CCTTGTGAAGAAGCCTGCCTACGACGGAATTGTTGCTGGCTGGCAGTAA

Secuencia aminoacidica Xyl1 de G. trabeum

W(TFTVLLALLPLVQC!APPTPAASSALPTGTSTVALNTAAKAAGKLYMGTATDNGELTDTAYTF[LDNNANFGQITF‘ANAMKWENTEF'
EQGTWTWTNADQIANLAKTNGQLLRGHNCVWYNQLPSWVTSGSWTNATLTAWQDHTTELVSRYKGQWAWDVINEPFNDDGTYRS
DVFYNTIGPAYIP IALRAARAADPNAKLYINEYNIEYTGSKATAMLNL‘J’ESLKAEGVPIDGVGLQSHFIVGEVPTSLQSIMEQFTALGVEVAI
TELDIRMTLPETAALLEQQKTDYDT\IISAGRAVSGCVGWVWDFTDKYSWVPSTFSGQGAATFYDSNLVKKPAYDGIVAGWQ

B

Secuencia nucleotidica swo? de T. reesei

[&TGGCTGGTAAGCTTATCCTCGTGGCTGTAGCAAGCCTTGTATCACTCTCTATTCAGCAGAA'ITGCGCAGCA TTATTTGGCCAAT

GTGGAGGCATAGGGTGGTCCGGCACCACATGTI’GCGTTGCTGGCGCCCAGTGCAGTTI’TGTCAATGACTGGTACTCCCAGTGCC
TTGCGTCAACGGGCGGAAACCCCCCAAACGGAACAACTTCCTCTAGCTTGGTFTCACGGACGTCGTGAGCATCCTCATCCGTCG
GCTCGTC'ITCACCCGGCGGCAACTCACCAAGTGGCAGTGCTTCCACCTACACAACCACAGATACAGCTACCGTGGCTCCTCATT
CGCAGTCTCCTTACCCCAGCATTGCCGCATGCAG'ITGCGGATCGTGGACCCTCGTGGATAATG'ITTGCTGCCCATCATMTGTGC
TAATGATGACACATCCGAGTCATGCTCAGGCTGCGGTACCTGCACTACGCCGCCCTCE GCGGACTGCAAATCCGGAACCATGTA
TCCAGAGGTCCATCACGTATCCAGCAACGAGAGCTGGCACTACAGTAGATCMCCCACTTTGGCCTAACGAGGGGCGGGGCCT
GTGGC‘!TTGGCCTGTACGGTCTCTGCACAAAGGGCAGTGTTACAGCCAGCTGGACGGATCCCATGCTTGGCGCGACGTGTGAC
GCTTFTTGTACAGCGTATCCCCTGCTTTGCAAAGACCCTACCGGCACTACCCTTCGTGGCAACTTCGCAGCTCCAAACGGCGATT
ACTACACCCAATTCTGGTCCTCGTTGCCAGGAGCCGTCGATAACTACCTGTCCTGCGGCGAGTGCA'ITGAGCTGATACAAACAAA
GCCCGATGGGACCGATTATGCTGTCGGAGMGCCGGCTACACGGATCCAATTACTCTCGAGATTGTGGACAGCTGCCCGTGCA
GCGCGAACTCCAAGTGGTGCTGTGGTCCGGGCGCCGATCATTGCGGAGAGATCGACTTCAAATACGGCTGTCCTCTTCCTGCTG
ACAGCATTCATCTCGACCTGTCAGACATTGCCATGGGCCGTTTGCAGGGCAATGGATCACTAACCAATGGCGTCATCCCGAGTC
GATATAGAAGAGTCCAATGCCCCAAAGTTGGGAACGCCTACATTTGGC'ITCGAAATGGCGGAGGGCCTTACTATTFTGCTCTCAC
GGCAGTCAACACCAACGGACCGGGCTCAGTCACCAAAATCGAGATCAAGGGCGCAGACACCGACAACTGGGTTGCCTTGGTCC
ATGAGCCAAACTATACGAGTAGCCGCCCACAAGAACGCTATGGCAGTTGGGTAATCCCACAGGGATCAGGGCCCTTTAACTTGC
CTGTTGGAATTCGTCTGACTAGCCCAACGGGGGAACAGATTGTGAATGAACAGGCCATCAAGACATI’CACTCCTCCGGCCACAG
GTGACCCCAATTTTTACTACATTGACATTGGTGTGCAGTTTAGCCAGAATIGA

Secuencia aminoacidica Swo1 de T, reesei

MAGKLILVALASLVSLS IQQNCE]LFGQCGGlGWSGTTCGVAGAQCSFVNDWYSQCLASTGGNPPNGTTSSSLVSRTSSASSSVGSS
SPGGNSPTGSASTY T IDTATVAPHSQSPYPSIAASSCGSWTLVDONVCGPSYCANDDTS ESCSGCGTCTIPPSADCKSGTMYPEVHH
VSSNESWHYSRSTHFGLTSGGACGFGLYGLCTKGSVTASWTDPMLGATCDAFCTAYPLLCKDPTGTTLRGNFAAPNGDYYTQFWSS
LF’GALDNYLSCGECIELIQTKPDGTDYAVGEAGYTDPlTLEIVDSCF‘CSANSKWCCGF’GADHCGEEDFKYGCPLPADSIHLDLSD IAMGR
LQGNGSLTNGVIPTRYRRVQCPKVGNAYIW!.RNGGGPYYFALTAVNTNGPGSVTK[EIKGADTDNVW‘ALVHDPNYTSSRPQERYGSW
VIPQGSGPFNLPVGIRLTSPTGEQIVNEQAIKTFTPPATGDPNFY YIDIGVQFSAN

Figura $1. Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas utilizadas. {Descripcidn en pagina siguients)
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C

Secuencia nucleotidica FMDV2A (Geier y col., 2015)
CAATTGCTTAACTTCGACTTATTGAAGCTTGCTGGTGACGTTGAGTCTAACCCAGGTCCA

Secuencia aminoacidica FMDV2A (Geier y col., 2015)
QULNFDLLKLAGDVESNPGP

D

Secuencia nucleotidica FLAG
GATTACAAGGATGACGACGATAAG
Secuencia aminoacidica FLAG

DYKDDDDK

Figura 51. Secuencias nucleotidicas y aminoacidicas utilizadas. Las secuencias de nucledtidos y
aminoacidos de (A) xlanasa, (B) swollenina, (C) péptido FMDV2A y (D) FLAG fueron obtenidos con
anterioridad en los laboratorios del CeBiB (Soto-Aguilar, 2016} o fueron extraidos desde las referencias
indicadas. Secuencias de péptido sefial se marcaron con bordes y el coddn de término de [a traduccién
esta subrayado.

Detalles de secuenciacion

Tabla S1. Partidores utilizados en la secuenciacién de pGEMT-XS.

Parametro Detalle
Partidores universales M13/pUC Forward 8 - GTTTTCCCAGTCACGAC - 3'
M13/pUC Reverse 5' - CAGGAAACAGCTATGAC - 3’
Partidores interncs 2A Forward 5 - TACCGCAGCCTGAGCATGAC - ¥
2A Reverse 5' - GCCCAGCATACATTICCCATCG -3

Tabla S2. Partidores utilizados en Ia secuenciacién de pPICIK-XS,

Parametro Detalle
Parlidores universales AOX1 Forward £ - GACTGGTTCCAATTGACAAGC - 3
AOX1 Reverse 5 - GCAAATGGCATTCTGACATCC - 3
Partidores internos 2A Forward 5' - GCCCAGCATACATTCCCATCG -3

2A Reverse 5' - TACCGCAGCCTGAGCATGAC - 3
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Resultados de secuenciacion

Secuencia nucleotidica (5’ > 3')
CCTAGGGCACCTCCTACTCCCGCCGCCTCTTCGGCTTTGCCGACTGGTACATCTACCGTCGCCCTCAATACTGCGGCGAAG
GCGGCAGGGAAACTGTACATGGGTACTGCCACCGACAACGGGGAGCTTACTGACACCGCTTACACCACTATCCTGGACAAC
AATGCAAACTTTGGCCAGATCACCCCTGCGAACGCCATGAAATGGGAAAATACAGAGCCGGAGCAGGGAACATGGACCTG
GACGAACGCTGACCAGATCGCCAACCTCGCGAAGACCAATGGCCAGCTCCTGAGAGGCCACAACTGTGTCTGGTACAACC
AGCTCCCCAGCTGGGTGACCTCCGGGTCTTGGACCAATGCCACACTTACTGCAGTAGTTCAGGACCATACTACGGAATTGG
TTAGCCGCTATAAGGGACAAGTTTATGCCTGGGATGTAATCAATGAGCCCTTCAATGACGACGGTACTTACCGCTCGGATGT
CTTCTACAACACCATCGGCCCAGCATACATTCCCATCGCCCTGCGCGCAGCCAGAGCCGCCGACCCTAATGCCAAGCTCTA
CATCAACGAGTACAACATTGAGTACACGGGTTCCAAGGCGACAGCTATGCTGAACCTCGTGGAGAGTCTTAAGGCAGAGGG
CGTTCCCATCGACGGCGTTGGTCTGCAGTCCCACTTCATCGTCGGCGAAGTCCCCACCTCGCTTCAGTCCATCATGGAGCA
GTTCACCGCGCTCGGCGTCGAGGTCGCCATCACCGAGTTGGACATCCGCATGACCCTCCCCGAAACTGCTGCCCTCCTGG
AGCAGCAGAAGACCGATTACGACACTGTCATCTCTGCATGCAGGGCCGTCTCCGGCTGCGTTGGCGTCACCGTGTGGGAC
TTCACTGACAAGTACTCTTGGGTACCGAGCACCTTCTCCGGTCAGGGTGCCGCGACACCTTACGACTCGAACCﬂGTGAAG
AAGCCTGCCTACGACGGAATTGTTGCTGGCTGGCAGw AATTGCTTAACTTCGACTTATTGAAGH T GTTGAGT
ATGGCTGGTAAGCTTATCCTCGTGGCTCTAGCAAGCCTTGTATCACTCTCTATI’CAGCAGAATTGCGC
AGCATTA‘I’I'TGGCCAATGTGGAGGCATAGGGTGGTCCGGCACCACATGTTGCGTTGCTGGCGCCCAGTGCAGTTTTGTCAA
TGACTGGTACTCCCAGTGCCTTGCGTCAACCGGCGGAAACCCCCCAAACGGAACAACTTCCTCTAGCTTGGTTTCACGGAC
GTCGTCAGCATCCTCATCCGTCGGCTCGTCTTCACCCGGCGGCAACTCACCAACTGGCAGTGCTTCCACCTACACAACCAC
AGATACAGCTACCGTGGCTCCTCATTCGCAGTCTCCTTACCCCAGCATTGCCGCATCCAGTTGCGGATCGTGGACCCTCGT
GGATAATGTTTGCTGCCCATCATATTGTGCTAATGATGACACATCCGAGTCATGCTCAGGCTGCGGTACCTGCACTACGCCG
CCCTCGGCGGACTGCAAATCCGGAACCATGTATCCAGAGGTCCATCACGTATCCAGCAACGAGAGCTGGCACTACAGTAGA
TCAACCCACTTTGGCCTAACGAGCGGCGGBGGCCTGTGGCTTTGGCCTGTACGGTCTCTGCACAAAGGGCAGTGTTACAGC
CAGCTGGACGGATCCCATGCTTGGCGCGACGTGTGACGCTTTTTGTACAGCGTATCCCCTGCTTTGCAAAGACCCTACCGG
CACTACCCTTCGTGGCAACTTCGCAGCTCCAAACGGCGATTACTACACCCAATTCTGGTCCTCGTTGCCAGGAGCCCTCGA
TAACTACCTGTCCTGCGGCGAGTGCATTGAGCTGATACAAACAAAGCCCGATGGGACCGATTATGCTGTCGGAGAAGCCGG
CTACACGGATCCAATTACTCTCGAGATTGTGGACAGCTGCCCGTGCAGCGCGAACTCCAAGTGGTGCTGTGGTCCGGGCG
CCGATCATTGCGGAGAGATCGACTTCAAATACGGCTGTCCTCTTCCTGCTGACAGCATTCATCTCGACCTGTCAGACATTGE
CATGGGCCGTTTGCAGGGCAATGGATCACTAACCAATGGCGTCATCCCGACTCGATATAGAAGAGTCCAATGCCCCAAAGT
TGGGAACGCCTACATTTGGCTTCGAAATGGCGGAGGGCCTTACTATTTTGCTCTCACGGCAGTCAACACCAACGGACCGGG
CTCAGTCACCAAAATCGAGATCAAGGGCGCAGACACCGACAACTGGGTTGCCTTGGTCCATGACCCAAACTATACGAGTAG
CCGCCCACAAGAACGCTATGGCAGTTGGGTAATCCCACAGGGATCAGGGCCCTTTAACTTGCCTGTTGGAATTCGTCTGAC
TAGCCCAACGGGGGAACAGATTGTGAATGAACAGGCCATCAAGACA'!TCACTCCTCCGGCCACAGGTGACCCCAATTI‘ITA
CTACATTGACATTGGTGTGCAGTTTAGCCAGAAT! ACAA | TGACGGCCG

Secuencia aminoacidica (N-terminal = C-terminal)
PRAPPTPAASSALPTGTSTVALNTAAKAAGKLYMGTATDNGELTDTAYTTILDNNANFGQITPANAMKWENTEPEQG TWTWTNA
DQIANLAKTNGQLLRGHNCVWYNQLPSWVTSGSWTNATLTAVVQDHTTELVSRYKGQVYAWDVINEPFNDDGTYRSDVFYNTIG
PAYIPIALRAARAADPNAKLYINEYNIEYTGSKATAMLNLVESLKAEGVPIDGVGLQSHFIVGEVPTSLQSIMEQFTALGVEVAITELDI
RMTLPETAALLEQQKTDYDTVISACRAVSGCVGVTVWDFTDKYSWVPSTFSGQGAATPYDSNLVKKPAYDGNAGWQ LNFDL
DVESNF MAGKLILVALASLVSLSIQQNCAALFGQCGGIGWSGTTCCVAGAQCSFVNDWYSQCLASTGGNPPNGTTSS
SLVSRTSSASSSVGSSSPGGNSPTGSASTYT‘I‘I'DTATVAPHSOSPYPSIAASSCGSVWLVDNVCCPSYCANDDTSESCSGCGTC
TTPPSADCKSGTMYPEVHHVSSNESWHYSRSTHFGLTSGGACGFGLYGLCTKGSVTASWTDPMLGATCDAFCTAYPLLCKDPT
GTTLRGNFAAPNGDYY TQFWSSLPGALDNYLSCGECIELIQTKPDGTDYAVGEAGY TDPITLEIVDSCPCSANSKWCCGPGADHC
GEIDFKYGCPLPADSIHLDLSDIAMGRLQGNGSLTNGVIPTRYRRVQCPKVGNAYIWLRNGGGPYYFALTAVNTNGPGSVTKIEIK
GADTDNWVALVHDPNY TSSRPQERYGSWVIPQGSGPFNLPVGIRLTSPTGEQIVNEQAIKTFTPPATGDPNFYYIDIGVQFSQNL

Leyenda:
B Xilanasa (G. trabeum) " FLAG
~ Péptido 2A (FMDV2A) Bl Codon STOP
B swollenina (T. reesei) Hl sitios de restriccion

Figura S2. Secuenciacion de pGEMT-XS. Secuencia nucleotidica obtenida para el fragmento XS ligado
en el vector de clonacién. La secuencia aminoacidica se obtuvo por traduccién in silico.
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Secuencia nucleotidica (5° = 3')
[ATQAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCAGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGA
TGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTT
CCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAG
AAAAGAGAGGCTGAAGCTTACGTAGAATTCCCTAGGGCACCTCCTACTCCCGCCGCCTCTTCGGCTTTGCCGACTGGTACA
TCTACCGTCGCCCTCAATACTGCGGCGAAGGCGGCAGGGAAACTGTACATGGGTACTGCCACCGACAACGGGGAGCTTAC
TGACACCGCTTACACCACTATCCTGGACAACAATGCAAACTTTGGCCAGATCACCCCTGCGAACGCCATGAAATGGGAAAAT
ACAGAGCCGGAGCAGGGAACATGGACCTGGACGAACGCTGACCAGATCGCCAACCTCGCGAAGACCAATGGCCAGCTCCT
GAGAGGCCACAACTGTGTCTGGTACAACCAGCTCCCCAGCTGGGTGACCTCCGGGTCTTGGACCAATGCCACACTTACTGE
AGTAGTTCAGGACCATACTACGGAATTGGTTAGCCGCTATAAGGGACAAGTTTATGCCTGGGATGTAATCAATGAGCCCTTC
AATGACGACGGTACTTACCGCTCGGATGTCTTCTACAACACCATCGGCCCAGCATACATTCCCATCGCCCTGCGCGCAGCC
AGAGCCGCCGACCCTAATGCCAAGCTCTACATCAACGAGTACAACAT TGAGTACACGGGTTCCAAGGCGACAGCTATGCTG
AACCTCGTGGAGAGTCTTAAGGCAGAGGGCGTTCCCATCGACGGCGTTGGTCTGCAGTCCCACTTCATCGTCGGCGAAGT
CCCCACCTCGCTTCAGTCCATCATGGAGCAGTTCACCGCGCTCGGCGTCGAGGTCGCCATCACCGAGTTGGACATCCGCA
TGACCCTCCCCGAAACTGCTGCCCTCCTGGAGCAGCAGAAGACCGATTACGACACTGTCATCTCTGCATGCAGGGCCGTCT
CCGGCTGCGTTGGCGTCACCGTGTGGGACTTCACTGACAAGTACTCTTGGGTACCGAGCACCTTCTCCGGTCAGGGTGCC
GCGACACCTTACGACTCGAACCTTGTGAAGAAGCCTGCCTACGACGGAATTGTTGCTGGCTGGCAG /- TTAACTTC

T CTGGTAAGCTTATCCTCGTGGCTCTAGCAAGC
CTTGTATCACTCTCTATTCAGCAGAATTGCGCAGCATTATTTGGCCAAT GTGGAGGCATAGGGTGGTCCGGCACCACATGTT
GCGTTGCTGGCGCCCAGTGCAGTTTTGTCAATGACTGGTACTCCCAGTGCCTTGCGTCAACCGGCGGAAACCCCCCAAACG
GAACAACTTCCTCTAGCTTGGTTTCACGGACGTCGTCAGCATCCTCATCCGTCGGCTCGTCTTCACCCGGCGGCAACTCAC
CAACTGGCAGTGCTTCCACCTACACAACCACAGATACAGCTACCGTGGCTCCTCATTCGCAGTCTCCTTACCCCAGCATTGE
CGCATCCAGTTGCGGATCGTGGACCCTCGTGGATAATGTTTGCTGCCCATCATATTGTGCTAATGATGACACATCCGAGTCA
TGCTCAGGCTGCGGTACCTGCACTACGCCGCCCTCGGCGGACTGCAAATCCGGAACCATGTATCCAGAGGTCCATCACGT
ATCCAGCAACGAGAGCTGGCACTACAGTAGATCAACCCACTTTGGCCTAACGAGCGGCGGGGCCTGTGGCTTTGGCCTGT
ACGGTCTCTGCACAAAGGGCAGTGTTACAGCCAGCTGGACGGATCCCATGCTTGGCGCGACGTGTGACGCTTTTTGTACAG
CGTATCCCCTGCTTTGCAAAGACCCTACCGGCACTACCCTTCGTGGCAACTTCGCAGCTCCAAACGGCGATTACTACACCE
AATTCTGGTCCTCGTTGCCAGGAGCCCTCGATAACTACCTGTCCTGCGGCGAGTGCATTGAGCTGATACAAACAAAGCCCG
ATGGGACCGATTATGCTGTCGGAGAAGCCGGCTACACGGATCCAATTACTCTCGAGATTGTGGACAGCTGCCCGTGCAGCG
CGAACTCCAAGTGGTGCTGTGGTCCGGGCGCCGATCATTGCGGAGAGATCGACTTCAAATACGGCTGTCCTCTTCCTGCTG
ACAGCATTCATCTCGACCTGTCAGACATTGCCATGGGCCGTTTGCAGGGCAATGGATCACTAACCAATGGCGTCATCCCGA
CTCGATATAGAAGAGTCCAATGCCCCAAAGTTGGGAACGCCTACATTTGGCTTCGAAATGGCGGAGGGCCTTACTATTTTGC
TCTCACGGCAGTCAACACCAACGGACCGGGCTCAGTCACCAAAATCGAGATCAAGGGCGCAGACACCGACAACTGGGTTG
CCTTGGTCCATGACCCAAACTATACGAG TAGCCGCCCACAAGAACGCTATGGCAGT TGGGTAATCCCACAGGGATCAGGGE
CCTTTAACTTGCCTGTTGGAATTCGTCTGACTAGCCCAACGGGGGAACAGATI’GTGAATGAACAGGCCATCAAGACAWCAC
TCCTCCGGCCACAGGTGACCCCAATTTTTACTACATTGACATTGGTGTGCAGTTTAGCCAGAAT AAGGATGACGAC

TGACGGCCG

Secuencia aminoacidica (N-terminal 2 C-terminal)
MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNNGLLFINTTIASIAAKEEGVSLEKREAEA
YVEFPRAPPTPAASSALPTGTSTVALNTAAKAAGKLYMGTATDNGELTDTAY TTILDNNANFGQITPANAMKWENTEPEQGTWT
WTNADQIANLAKTNGQLLRGHNCVWYNQLPSWVTSGSWTNATLTAVVQDHTTELVSRYKGQVYAWDVINEPFNDDGTYRSDVF
YNTIGPAYIPIALRAARAADPNAKLYINEYNIEYTGSKATAMLNLVESLKAEGVPIDGVGLQSHFIVGEVPTSLQSIMEQFTALGVEVA
ITELDIRMTLPETAALLEQQKTDYDTVISACRAVSGCVGVTVWDFTDKYSVWPSTFSGQGAATPYDSNLVKKPAYDGIVAGWQ )

[0 MAGKLILVALASLVSLSIQQNCAALFGQCGGIGWSGTTCCVAGAQGSFVNDWYSQCLASTGGNPPN
GTTSSSLVSRTSSASSSVGSSSPGGNSPTGSASTYTTTDTATVAPHSQSPYPSIAASSCGSWTLVDNVCCPSYCANDDTSESCS
GCGTCTTPPSADCKSGTMYPEVHHVSSNESWHYSRSTHFGLTSGGACGFGLYGLCTKGSVTASWTDPMLGATCDAFCTAYPLL
CKDPTGTTLRGNFAAPNGDYYTQFWSSLPGALDNYLSCGECIELIQTKPDGTDYAVGEAGYTDPITLEIVDSCPCSANSKWCCGP
GADHCGEIDFKYGCPLPADSIHLDLSDIAMGRLQGNGSLTNGVIPTRYRRVQCPKVGNAYIWLRNGGGPY YFALTAVNTNGPGSV
TKIEIKGADTDNWVALVHDPNY TSSRPQERYGSWVIPQGSGPFNLPVGIRLTSPTGEQIVNEQAIKTFTPPATGDPNFYYIDIGVQF
SQNDYKDDDDK®

Leyenda:
[ Codén inicio de traduccion Bl Secuencia del sitio de maltiple clonamiento
I Péptido senal factor a (S. cerevisiae) | FLAG
Bl Xilanasa (G. trabeum) B Codoén STOP
_ Péptido 2A (FMDV2A) Hl sitios de restriccion

I swollenina (T. reesei)

Figura 3. Secuenciacién de pPIC9K-XS. Secuencia nucleotidica obtenida para el fragmento XS ligado
en el vector de expresion. La secuencia aminoacidica se obtuvo por traduccion in sifico.




Curva de calibracion para determinar actividad enzimatica
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Figura S4. Curva de calibracién de concentracién de glucosa en ensayo de azticares reductores
con DNS. La absorbancia a 550 nm del producto de reaccién -de DNS con los azicares reductores
liberados se muestra en un rango lineal. La concentracion de aziicares reductores equivalentes se obtiene
al interpolar los valores de absorbancia en la curva. Gentilmente cedido por la Dra, Oriana Salazar, CeBiB.

SDS-PAGE de proteinas GtXyl1 y TrSwo1 recombinantes puras

120 kDa
90 kDa

50 kDa ']
«— 45 kDa

-+ 40 kDa
34 kDa

26 kDa

20 kba

Figura $5. Andlisis electroforético de proteinas recombinantes GtXyll y TrSwo1 purificadas,
obtenidas en P. pastoris. SDS-PAGE realizado cargando 3 pg de proteina total pura, a paitir de la
induccién de proteinas recombinantes xilanasa y swollenina, en clones distintos de Pichia pastoris. El gel-
se tifié con solucién de azul de Coomassie. Carriles: 1, estandar de pesc molecular; 2, xilanasa purificada

(GtXyH); 3, swollenina purificada (TrSwo1). Modificado de Soto-Aguilar, 2018,
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Co-expresion recombinante mediada por el péptido FMDV2A

A Genoma P. pastoris KM71

sse Avrl ghxylt ese
lTranscnpum
RNA mensajero
CAP gheyl! Al
N P G P
[-{
5
@
) >
[
i‘rr:du:cion
Proteinas
PSa NE Gtxyl1 2A PG
+ Modficaciones post-traduccionales
lSeaecton
NE Gtxyi1 2A PG TrSwo1 FLAG
Genoma P. pastoris KMT71
B ss e Avril gixylt se e

Ribosoma

l‘rradu:dm

PSa NE GtXyl1 2A PG

Proteina

+ Modificaciones post-traduccionales
Secrecion

NE Gtxyh FTRNPG

Figura S6. Esquema de la co-expresién recombinante en P. pastoris con el péptido FMDV2A.
(Descripcion en pagina siguiente).
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C  cenoma P pastoris kKM71

Ribosoma

FLAG

de fusion

Figura $6. Esquema de la co-expresion recombinante en P. pastoris con el péptido FMDV2A. A partir
de la insercién genémica del vector pPICIK-XS, se genera un Unico RNA mensajero policistronico. (A)
Este RNA mensajero posee los codones de asparagina (N), prolina (P), glicina (G) y prolina (P), secuencia
que al ser reconocida por un ribosoma provoca que se libere la cadena polipeptidica luego de la glicina y
comienza la traduccion de la siguiente proteina con una prolina inicial. (B) El ribosoma, luego de liberar la
primera proteina puede abortar el proceso y liberar al RNA mensajero no traducido. (C) El ribosoma, por
otra parte, puede continuar la traduccién del RNA mensajero sin realizar una detencién entre la glicinay la
prolina generando una proteina de fusién. Nomenclatura: gtxyl1/GtXyl1, xilanasa; trswo1/TrSwo1,
swollenina; PSN, péptido sefal nativo; Avrl y Eagl, sitios de restriccion: 2A, péptido FMDV2A; FLAG,
epitopo para inmunodeteccion; STOP, codén de término de la traduccion; PSa, péptido senal del factor a
de Saccharomyces cerevisiae; NE, amino4cidos no esenciales.




