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CLONACION Y EXPRESION RECOMBINANTE DEL GEN DE o-GLUCURONIDASA
DEL HONGO GLOEOPHYLLUM TRABEUM EN PICHIA PASTORIS

El contexto actual mundial de cambio climatico, escasez de recursos y exceso de de-
sechos obliga a aprovechar los residuos generados. La biomasa lignocelulésica (BLC)
es un tipo de residuo agricola que abarca una amplia gama de materiales y se com-
pone principalmente de celulosa, lignina y hemicelulosa. Se ha descubierto que a partir
de la hidrdlisis de este ultimo compuesto (conformado en su gran mayoria por xilano de
diversos tipos), se pueden generar xilooligosacéaridos (XOS), prebidticos con importan-
tes beneficios para la salud humana y animal. Uno de los métodos de produccion de
XOS utilizados en la actualidad es la hidrélisis enzimatica del xilano, para lo que, ade-
mas de xilanasa (principal enzima del proceso), se necesita de una serie de enzimas
auxiliares que aumentan el rendimiento del proceso, dentro de las cuales se encuentra la
a-glucuronidasa. Si bien, se han descubierto hongos como Gloeophyllum trabeum, capa-
ces de producir de forma nativa esta enzima, el proceso es complejo y posee una baja
eficiencia, por lo que evaluar su produccion recombinante en un hospedero como Pichia
pastoris resultaria ser una alternativa conveniente en términos econémicos y de mejora
del proceso de produccién de XOS.

Asi, el objetivo general de esta memoria es clonar y expresar en forma recombinante el
gen de a-glucuronidasa de G. trabeum en P, pastoris, y evaluar su actividad enzimatica.
Mientras que los objetivos especificos son: aislar el gen de a-glucuronidasa del hongo
G. trabeum, clonar el gen de a-glucuronidasa de G. trabeum en P. pastoris, y expresar
a-glucuronidasa de forma recombinante en P pastoris y evaluar su producciéon. Dado el
trabajo realizado, fue posible cumplir con todos los objetivos planteados. Se aislé el gen
de a-glucuronidasa de G. trabeumn (GtAGluc), al ser clonado exitosamente en el vector
pGEM-T Easy. Se clond el gen de GtAGluc en el vector pPIC9K, lo que permitié gene-
rar clones recombinantes de P pastoris, resistentes a concentraciones de 0,5 mg/mL y 1
mg/mL del antibiético Geneticina®. Se evalué la produccion recombinante de GtAGluc en
cultivos de P, pastoris, concluyéndose que es muy probable que la enzima de interés se
produzca, pero que esto ocurra en bajas cantidades, dado que los niveles de actividad
enzimatica obtenidos se encontraban bajo el umbral minimo necesario (establecido por
el fabricante del kit utilizado para su medicién), pero al mismo tiempo se logré registrar
la produccion de una proteina cercana al tamano esperado de la a-glucuronidasa (112
kDa). Se especula que este resultado podria atribuirse, principalmente, al tamafo del gen
de GtAGluc (aproximadamente 3 kb). Con lo descrito, se concluy6 que el objetivo general
de esta memoria fue cumplido, al haberse clonado y expresado en forma recombinan-
te el gen de a-glucuronidasa de G. trabeum, para luego haberse evaluado su actividad
enzimatica.
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Capitulo 1

Introduccion

El contexto actual mundial de cambio climatico, escasez de recursos y exceso de dese-
chos producto del aumento de la poblacion, obliga a aprovechar los residuos generados,
apuntando a una economia circular con miras hacia una sociedad cada vez mas sus-
tentable [1]. Es por esto que la explotacién de residuos agricolas ha despertado un gran
interés, considerando tanto su gran disponibilidad a nivel mundial, como el aporte que
implica su uso en la gestion de miles de millones de toneladas de residuos generados
anualmente [2].

Dentro de los residuos agroindustriales, el mas abundante en el mundo es la biomasa
lignocelulésica (BLC), la que corresponde a restos de materia organica de diversa indole
(como mazorcas de maiz, aserrin, bagazo de cana de azucar, maderas duras y blandas,
entre muchas otras) [1] [3]. Se estima que solamente en Chile se generan cerca de 4
millones de toneladas de residuos lignocelulésicos al ano [4] [5], por lo que su valorizacién
aportaria a solucionar la problematica medioambiental actual [3].

La BLC esté constituida principalmente por tres compuestos: celulosa, lignina y hemi-
celulosa. Este ultimo destaca por estar mayormente constituido, a la vez, por cadenas de
xilano sustituidas en diversos grados, el cual puede ser tratado mediante una serie de
métodos para la obtencion de xilooligosacaridos (XOS) [1]. Estos carbohidratos son ca-
denas de entre 2 a 10 unidades de xilosa, que resultan ser prebidticos capaces de aportar
en diversos aspectos tanto de la salud humana como animal [2].

Actualmente existen empresas que producen XOS a nivel industrial, transando la to-
nelada de estos prebidticos por un valor variable entre USD$25.000 y USD$50.000, de-
pendiendo de su nivel de pureza [6]. De hecho, el mercado ha crecido desde 2018, donde
estaba estimado en USD$94 millones [7], proyectandose que hacia 2023 se alcanzara un
valor de USD$7.370 millones [2].

En general, estas empresas utilizan dos métodos principales para producir XOS: auto-
hidrélisis (mediante aplicacién de temperatura) e hidrélisis enzimética, siendo este ultimo
enfoque el mas utilizado [2]. En él, actian como principales enzimas las endo-1,4-5-
xilanasas [1], sin embargo, estas ven afectado su rendimiento por inhibiciones causadas
por los diversos sustituyentes que pueden ser hallados en el xilano, por lo que resulta
beneficioso agregar enzimas auxiliares que faciliten la hidrélisis. Dentro de las menciona-



das enzimas se encuentra la a-1,2-glucuronidasa, que permite remover residuos de acido
glucurénico (y sus derivados) de la cadena de xilano [8].

Por otra parte, se ha descubierto que el hongo Gloeophyllum trabeum, encontrado en
el proceso de degradacion café de la madera, produce una serie de hidrolasas glico-
sidicas que le permiten llevar a cabo la sacarificacién de la madera. Entre todas estas
enzimas, se ha determinado que G. frabeum produce dos «a-1,2-glucuronidasas de la fa-
milia GH115 [9], lo que podria tener importantes aplicaciones biotecnolédgicas dentro del
contexto descrito.

Considerando que la produccién de estas enzimas en su organismo nativo resulta
ser compleja y costosa, en esta memoria se busca expresar una de estas dos a-1,2-
glucuronidasas, de forma recombinante, utilizando la levadura Pichia pastoris. Este mi-
croorganismo ha sido altamente estudiado y suele ser utilizado para la produccion de
proteinas recombinantes, especialmente cuando estas provienen de organismos euca-
riontes, dada su capacidad para desarrollar modificaciones post-traduccionales [10].

1.1. Antecedentes

1.1.1. Prebiodticos

Los prebidticos son carbohidratos de cadena corta que no son digeribles por enzimas
del tracto digestivo de los seres humanos [11], siendo considerados “constituyentes ali-
mentarios no activos”. Si bien, existen mas tipos de carbohidratos no digeribles, para que
uno califique como prebibtico debe cubrir los criterios de: resistencia a la acidez gastri-
ca y a las enzimas de los mamiferos; susceptibilidad a la fermentacion por parte de las
bacterias intestinales; capacidad de aumentar la viabilidad y/o la actividad de los micro-
organismos beneficiosos del sistema digestivo. Todas estas caracteristicas permiten que
los prebidticos sean capaces de llegar hasta el intestino grueso y volverse accesibles pa-
ra las bacterias probibticas para ser fermentados, sin ser utilizados por otras bacterias
intestinales, lo que implica importantes beneficios para el huésped [12].

Algunos prebidticos que se suelen utilizar en la dieta humana son: lactulosa, galac-
tooligosacaridos, fructooligosacaridos, inulina y sus hidrolizados, maltooligosacaridos, y
almiddn resistente. Todos estos oligosacaridos (que corresponden a combinaciones de
azucares con diferentes grados de polimerizacién) suelen fabricarse por tres métodos di-
ferentes: obtencion desde fuentes vegetales, produccion a través de microorganismos, o
mediante degradacion enzimatica [13].

De acuerdo a la bibliografia, en diversos estudios se ha establecido que los prebidticos
son capaces de entregar importantes beneficios sobre la salud de las personas, como
disminucién del riesgo de cancer, mejora de la salud del corazén, mejora del sistema
inmunitario, reduccién de sintomas de menopausia, mejora de la salud gastrointestinal,
aporte en procesos antiinflamatorios, disminucion de la presion arterial, proteccion de la
visién, actividades antibacterianas y antivirales, y disminucion de la osteoporosis [14].



1.1.2. Biomasa lignocelulésica

Los materiales lignocelulésicos constituyen el residuo organico mas abundante del
mundo [1], pudiendo provenir de una amplia gama de biomasas vegetales como made-
ra, bagazo de cafa de azlcar, mazorca de maiz, paja de trigo, entre muchos otros. Su
estructura comun esta constituida por tres principales compuestos: celulosa (un polimero
lineal formado por repeticidn de celobiosa), lignina (un polimero fendlico) y hemicelulosa
(un heteropolisacarido) [3]. Si bien, el porcentaje de composicién de cada uno varia de-
pendiendo del origen de la biomasa, se estima que los rangos se suelen encontrar entre
30-50 % (p/p) de celulosa, 15-25 % (p/p) de lignina y 20-40 % (p/p) de hemicelulosa [15].

La hemicelulosa esta conformada, a su vez, por cadenas de xilano, un heteropolisaca-
rido que abarca entre el 60 % y 90 % de su composicién total [16], y que puede llegar a
conformar el 34 % (p/p) del total de BLC. El xilano cuenta con una serie de sustituyentes
en su estructura central, los cuales permiten clasificarlo bajo distintas denominaciones
[17]:

» Homoxilanos: polisacaridos lineales formados por residuos de D-xilanopiranosilo (Xylp)
unidos por enlaces (5-(1-3), 5-(1-4) y una mezcla de 5-(1-3,1-4).

» Glucoronoxilanos: polisacaridos compuestos por una sola cadena lateral de acido a-
D-glucurénico (GA) y su derivado de 4-O-metilo (MeGA), unidos a Xylp en la posicién
2.

* Arabinoglucuronoxilanos (AGX): polisacaridos similares a los glucoronoxilanos, pero
con un residuo de a-L-arabinofuranosilo (a-Araf) unido al Xylp en la posicién 3.

* Arabinoxilanos (AX): polisacaridos con residuos a-Araf unidos a Xylp en las posicio-
nes2y 3.

* Glucuronoarabinoxilanos (GAX): polisacaridos similares al AGX con sustituyentes de
Araf. Los GAX también pueden estar acetilados y esterificados con acido ferulico.

» Heteroxilanos (HX): polisacaridos sustituidos con diferentes tipos de monosacaridos
y oligosacéridos.

En la Figura 1.1 se muestra una representacién de una estructura estandar de ligno-
celulosa, detallando a qué corresponde cada estructura, y mostrando también algunas
sustituciones de las posibles sustituciones del xilano.
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Figura 1.1: Estructura de BLC, xilano y sus principales sustituyentes: a)
acetilo; b) 4-O-metil-a-D-glucuronopiranosilo; ¢) a-L-arabinoferuloilo; d) a-
L-arabinocumarilo; e) a-L-arabinosa. Adaptacion de Henriquez, C. (2021)
[4]. Obtenido de Santibafez et al., (2021) [10].

1.1.3. Xilooligosacaridos

Los xilooligosacaridos (XOS) son oligdbmeros de azucares compuestos por unidades
de p-D-xilopiranosil, también denominada xilosa, los cuales se encuentran unidos por
enlaces -(1-4)-xilosidicos. Estos azUcares se encuentran presentes de forma natural en
organismos del reino vegetal como bambu, frutas y verduras, y también se producen
industrialmente mediante la hidrélisis del xilano obtenido de BLC [18].

La valorizacion de los residuos de la agroindustria mediante la produccion de XOS ha
sido destacada, considerando que los materiales lignocelulésicos utilizados pueden ser
obtenidos de diversas biomasas forestales y agroindustriales [1] [3]. Sin embargo, dichos
residuos pueden ser mas o menos adecuados para la produccion de XOS dependiendo
de su composicién quimica; de hecho, se ha demostrado que los residuos con mayor
cantidad de xilano y menor cantidad de lignina resultan ser mejores opciones. Dentro de
esta categoria calzan residuos lignocelulésicos como la mazorca de maiz, paja de trigo,
bagazo de cana de azucar y maderas duras [2].

De hecho, en la ultima década, los XOS han ganado valor en el mercado dado que se
ha demostrado su calidad de prebibtico tanto en humanos como animales, en dosis bajas
(1,4 g por dia en adultos) [19], otorgando importantes beneficios, como la reduccion del
colesterol en sangre, el aumento en la absorcién del calcio, antioxidantes, mantenimiento
de la salud gastrointestinal, reduccién del riesgo de cancer de colon, efecto citotoxico
sobre células con leucemia, y mejoras en pacientes afectados por la diabetes mellitus
tipo 2 [20]. Ademas, estos carbohidratos presentan otras caracteristicas que aumentan
su atractivo industrial, entre las que destacan su elevado rango de temperatura (hasta
100 °C) y pH (2,5-8) entre los cuales se mantiene estable [18].

Dado que la produccién de XOS se basa en la hidrdlisis del xilano, se ha observado que
el tipo de sustituyentes que quedan en los polimeros de XOS después de la produccion
influyen en su efecto prebiotico [21]. De hecho, se ha demostrado que XOS no sustituidos
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y los arabino-XOS se fermentan mas rapidamente que estructuras mas complejas, como
XOS acetilados y aquellos XOS que contienen un grupo acido 4-O-metil-glucurénico [22].

1.1.3.1. Procesos de produccion

En la actualidad se utilizan principalmente dos estrategias para la produccién de XOS:
autohidrélisis e hidrolisis enzimatica [10]. Ambos enfoques se detallan a continuacién.

1.1.3.1.1. Autohidrdélisis

Se trata de un tratamiento térmico que utiliza vapor de agua o agua liquida caliente a
altas presiones [23], lo que genera iones hidronio a partir de la autoionizacién del agua.
Estas moléculas desencadenan un efecto de despolimerizacion en la hemicelulosa, pro-
duciendo los XOS buscados [22].

La principal ventaja de este método es su bajo o nulo requerimiento de compuestos
quimicos corrosivos, por lo que se le puede considerar como un proceso respetuoso con
el medio ambiente [15]. Sin embargo, el principal inconveniente de esta estrategia es la
generacion de productos secundarios no deseados en altas concentraciones, los que en
las mezclas de XOS conducen a graves dificultades de purificacidén y, en consecuencia,
a un aumento de los costos de produccion (al tener que aumentar las etapas de purifica-
cidn necesarias para lograr los niveles de pureza deseados) [18], al tiempo que también
reducen significativamente las propiedades prebidticas de los XOS [24].

1.1.3.1.2. Hidroélisis enzimatica

Esta estrategia es llevada a cabo en dos etapas: pretratamiento (térmico, fisico o qui-
mico) e hidrélisis. En la actualidad, se posiciona como la técnica mas utilizada para la
produccion de XOS, ya que es amigable con el medio ambiente y no genera subproduc-
tos no deseados, a pesar de tender a ser mas costosa producto del precio de las enzimas
[25].

En la Figura 1.2 se presenta un diagrama de bloques que representa las etapas del
proceso de produccion de XOS utilizando la presente estrategia; cabe mencionar que
en ella se incorporan las etapas de purificacidn posteriores, llevadas a cabo mediante
tratamientos de separacidon con membranas, necesarias para la obtencién definitiva de
XOS [10].

Xilanasa
Enzimas auxiliares

y

BLC

ke X0Ss
——— | Pretratamiento Hidrélisis

L Ultrafiltracion »| Nanofiltracién|——»
enzimatica

i
A\

—_

Figura 1.2: Diagrama de bloques del proceso de produccion de XOS utili-
zando hidrdlisis enzimatica. Elaboracién propia basada en Santibanez et
al., (2020) [10].



La primera operacion tiene por objetivo liberar la hemicelulosa del resto de la estructura
lignoceluldsica y, como se menciond antes, puede ser realizada considerando 3 enfoques
distintos. El pretratamiento térmico replica el modelo de autohidrélisis descrito [1], pero
en condiciones mas suaves, lo que evita la generaciéon de compuestos no deseados [10].
Para el caso fisico se han estudiado diversas estrategias, de las cuales destaca la utiliza-
cion de ondas de microondas (que evaporan agua, lo que promueve la separacion de la
hemicelulosa de la celulosa al romper los enlaces de hidrégeno presentes) [23] junto con
algun enfoque quimico, lo que ha reportado mejoras en los rendimientos de XOS [10].

El pretratamiento mas destacado es el quimico, donde se ha estudiado, a la vez, la
aplicacién de tres técnicas distintas:

» Pretratamiento oxidativo: se han estudiado diversas sustancias capaces de oxidar
BLC para la liberacion de la hemicelulosa, demostrando resultados positivos el acido
peracético [26] y una mezcla de acido acético con perdxido de hidrégeno [27].

* Pretratamiento 4cido: se logra liberar con facilidad la hemicelulosa, sin embargo, las
condiciones de operacion tienen el mismo efecto negativo que se expuso para la
autohidrdlisis [28].

* Pretratamiento alcalino: permite la solubilizaciéon de la hemicelulosa en solucién al-
calina (de NaOH, KOH, Na;CQ3, Ca(OH), o NH}) [29] a través de la ruptura tanto de
los enlaces de hidrogeno entre la hemicelulosa y la celulosa, como de los enlaces de
éster que unen la hemicelulosa a la lignina [30]. Luego, la hemicelulosa solubilizada
puede separarse y recuperarse por precipitacion con alcohol [31].

Dada su capacidad de separar la hemicelulosa del resto de los componentes lignoce-
lulésicos, el pretratamiento alcalino se ha posicionado como el mejor para llevar a cabo
en esta etapa [29].

Una vez obtenida la hemicelulosa, sigue la hidrélisis del xilano mediante la aplicacion
de enzimas. La cadena central de esta molécula es digerida por las endo-1,4-5-xilanasas,
que catalizan la hidrdlisis de los enlaces de la 1,4-3-xilosa; es decir, la xilanasa rompe los
enlaces glicosidicos internos de la cadena de xilano, produciendo XOS en los primeros
pasos y, posteriormente, moléculas mas pequenas como xilotriosa, xilobiosa y xilosa [10].

Resulta relevante mencionar que, basandose en su secuencia y estructura, las xilana-
sas se organizan en varias familias de glicosil hidrolasas (GH), destacando con una gran
representacion en las familias GH10 y 11. Se ha determinado que las endoxilanasas de
GH11 atacan preferentemente cadenas de xilano mas largas, sin producir xilosa, mien-
tras que aquellas de GH10 son capaces de utilizar sustratos mas pequerios, produciendo
xilosa, y ademas cuentan con una menor cantidad de impedimentos estéricos, lo que les
permite unirse a cadenas de xilano unidas a sustituyentes [32].

Esto ultimo resulta relevante, dado que se ha probado que los sustituyentes en el
xilano inhiben la accion de la xilanasa, reduciendo su rendimiento [8]. Por tanto, para la
produccion de XOS es esencial tener en cuenta la estructura y composicion de la materia
prima, puesto que, como se mencion6 anteriormente, existen diversos tipos de xilano.
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Asi, se logra identificar tanto las mejores xilanasas como las mejores enzimas auxiliares,
necesarias para la eliminacion de los sustituyentes del xilano [10].

Para finalizar el proceso de produccion de XOS, estos pasan a las etapas de puri-
ficacidn, en las cuales se busca eliminar compuestos no deseados y XOS con grados
de polimerizacién menores a 2 y mayores a 6 [10]. Para lograr separar los productos
de interés de los mencionados contaminantes, se aplican operaciones que involucran el
uso de membranas, separando los compuestos por peso molecular. En la ultrafiltracién,
se utilizan membranas con un cut-off de hasta 1 kDa, donde se retienen componentes
de alto peso molecular (incluidas las enzimas utilizadas); mientras que en la etapa de
nanofiltracion se emplean membranas con un cut-off de hasta 250 Da, lo que permite
remover monosacaridos, acido acético, entre otros, y concentrar XOS con el grado de
polimerizacién esperado [7].

1.1.4. o-Glucuronidasa

La a-glucuronidasa es una de las enzimas que deben ser afadidas como auxiliares
en el proceso de degradacién del xilano, de forma de remover sustituyentes que resultan
ser impedimentos estéricos para la xilanasa [10] [33]. Especificamente, los xilanos con
residuos de acido 4-O-metil-glucurdnico (o acido D-glucurénico) como GAX, glucuronoxi-
lano y AGX deben ser sometidos a la accién de a-glucuronidasas para la remocién del
mencionado sustituyente, al romper el enlace glicosidico a-1,2 que lo une a la cadena
central de xilano [8].

La eliminacion de los residuos de &cido D-glucurdnico ha resultado ser un problema es-
pecialmente complejo, dado que hasta hace poco tiempo todas las «-1,2-glucuronidasas
conocidas pertenecian a la familia GH67, las que son activas sélo en oligosacaridos cor-
tos de xilano, que llevan el mencionado residuo en sus extremos no reductores. Sin em-
bargo, se descubri6é una nueva familia de hidrolasas glicosidicas, agrupadas bajo el nom-
bre GH115, capaces de eliminar los residuos de acido D-glucurdnico de las posiciones
no terminales, tanto de los oligosacaridos de xilano como de los xilanos de alto peso
molecular [8].

Cabe mencionar que hasta el ano 2020, s6lo se habian caracterizado 8 de estas a-
glucuronidasas [10] y, hasta el afo 2022, todas las estructuras resueltas provenian de
enzimas de la familia GH115 de origen bacteriano [34], por lo que el conocimiento sobre
las estructuras de GH115 fungicas es limitado, considerando que estas podrian contar
con caracteristicas estructurales y funcionales distintas, dadas las adaptaciones de los
hongos a la vida saprofita [35].

La Figura 1.3 es una representacién de GAX de abeto, que incluye los sitios de accion
de las principales enzimas necesarias para su degradacién y conversién a XOS. Dentro
de ellas, se muestra la enzima Agu115, correspondiente a una a-glucuronidasa del hongo
Schizophyllum commune. Se destaca de esta imagen el cdmo la enzima de interés actua
en el centro de la cadena de xilosa, sobre un residuo de MeGA.
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Figura 1.3: Representacion de estructura de GAX de abeto, incluyendo si-
tios de accidn de enzimas hidroliticas especificas. El GAX de abeto consis-
te en una cadena central compuesta por -1,4-xilosas, con sustituyentes
de a-1,3-Araf y a-1,2-4-O-MeGA. Obtenida de McKee et al., (2016) [8].
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Utilizando la misma enzima Agu115, se demostr6é que al utilizar una a-glucuronidasa
como enzima auxiliar de una xilanasa, se aumenté 5 veces el rendimiento en la produc-
cién de XOS medidos. También se comparé el rendimiento de esta operacion al utilizar
una mezcla enzimatica que contenia Agu115 con otra que no, y se comprob6 que en el
primer caso el resultado fue 25 % superior [8].

1.1.4.1. Produccion recombinante

Se han estudiado diversos microorganismos capaces de producir enzimas lignocelulo-
liticas, las que les permiten utilizar BLC como sustrato. Dentro de ellos, destaca la presen-
cia del reino Fungi, incluyendo especies del filo Ascomycota, Basidiomycota, hongos de
podredumbre blanca y hongos de podredumbre café [36]. Estos ultimos son capaces de
degradar de forma natural sustratos lignocelulésicos (incluso siendo considerados plagas
comunes en madera y bosques), pero sin producir enzimas que degraden lignina, lo que
provoca que se deje un residuo café que permite nombrar a este grupo de organismos.
Su método de descomposicién de BLC consiste en un mecanismo selectivo de carbohi-
dratos, utilizando una combinacién de hidrolasas glicosidicas y de oxidacion de radicales
libres, que busca lograr la sacarificacion del sustrato.

Dentro del grupo de hongos de podredumbre café, se ha comprobado que Gloeophy-
llum trabeum cuenta con una amplia bateria de hidrolasas, entre las que se encuentran
dos a-1,2-glucuronidasas [9]. Sin embargo, la produccién nativa a gran escala de la enzi-
ma es compleja, debido a que es generada en bajas cantidades (en comparacion a otras
enzimas como endoglucanasas y xilanasas) [37], y a que requiere procesos de purifica-
cibn muy complejos que aumentan considerablemente los costos del proceso completo.

Gracias al avance de la biotecnologia, en la actualidad es posible producir proteinas de
forma heter6loga en organismos que facilitan su obtencién mediante cultivos celulares a
diversa escala. Dependiendo del origen de la enzima que se busca producir, tipicamente
se han utilizado tres hospederos de expresion: la bacteria Escherichia coli, la levadura
Pichia pastoris y hongos del género Aspergillus [10]. E. coli presenta muchas ventajas,
como facilidad de crecimiento, escalabilidad, medio de cultivo barato, genética y fisiologia
bien caracterizadas y herramientas eficaces para la manipulacion genética. Sin embargo,
su principal desventaja tiene que ver con su incapacidad para realizar modificaciones
post-traduccionales, como glicosilaciones o formacién de puentes disulfuro.



Teniendo en cuenta lo anterior, en los ultimos afos se han desarrollado sistemas de
produccion de enzimas xilanoliticas recombinantes [10], destacando como hospedero la
mencionada P pastoris, al ser capaz de: crecer a una alta densidad celular [38]; contar
con promotores transcripcionales altamente regulados y eficientes; tener una fuerte ten-
dencia al crecimiento respiratorio en lugar del crecimiento fermentativo [39]; ser un buen
secretor de proteinas al medio extracelular, contribuyendo a disminuir la carga metabdlica
y favoreciendo la solubilidad de las proteinas [40]; ser capaz de generar modificaciones
post-traduccionales, requeridas por varias enzimas xilanoliticas de origen fungico [32]. De
hecho, en el ultimo tiempo se ha logrado producir en esta levadura enzimas xilanoliticas
recombinantes activas y funcionales [38], lo que hace que este microorganismo se con-
vierta en un sistema para la expresion a gran escala de enzimas eucariontes glicosiladas
y/o con puentes disulfuro [10].

Uno de los sistemas para la produccion heteréloga de proteinas en P pastoris, se
basa en utilizar vectores como pPIC3.5K y pPIC9K, capaces de recombinarse con parte
del genoma de la levadura, y que cuentan con el promotor del gen de la alcohol oxidasa
1 (AOX1) (dado que posee un fuerte sistema de regulacién y es inducible por metanol),
reemplazando el gen de esta enzima por aquel de la proteina de interés. La pérdida
del gen AOX1 resulta en la pérdida de gran parte de la actividad alcohol oxidasa, y en
la generacion de células MutS (Methanol utilization slow). Esto quiere decir que se ha
reducido su capacidad de metabolizar metanol, pudiendo crecer muy poco en esta fuente
de carbono, pero que se mantuvieron las caracteristicas del promotor, permitiendo que el
gen de la proteina heterdloga sea expresado si las células son crecidas en presencia de
metanol [41].

La cepa KM71 de P, pastoris complementa el sistema de los mencionados vectores, al
poseer parte del gen his4, que codifica para la enzima histidinol deshidrogenasa, util para
la biosintesis del amino&cido histidina. El resto del gen his4 se encuentra en el vector que
se decida utilizar, permitiendo asi establecer un método de selecciéon de recombinantes
en medios carentes de histidina.

1.2. Motivacion

De forma de poder aumentar la eficiencia del proceso de produccion de XOS mediante
hidrélisis enzimatica, y teniendo en cuenta todos los antecedentes presentados, en este
trabajo de titulo se busca producir de forma recombinante una «a-glucuronidasa funcional
de G. trabeum, en P pastoris. Asi, se podria obtener, a partir de un sistema confiable,
una de las enzimas auxiliares necesarias para facilitar la accién de la xilanasa sobre las
cadenas de xilanos altamente sustituidos.



Capitulo 2
Objetivos

2.1. Objetivo general

Clonar y expresar en forma recombinante el gen de a-glucuronidasa de G. frabeum en
P, pastoris, y evaluar su actividad enzimatica.

2.2. Objetivos especificos
* Aislar el gen de la a-glucuronidasa del hongo G. trabeumn.
e Clonar el gen de la a-glucuronidasa de G. trabeum en P, pastoris.

» Expresar la a-glucuronidasa de G. trabeum de forma recombinante en P, pastoris, y
evaluar su produccion.
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Capitulo 3

Metodologia experimental

3.1. Cultivo de G. trabeum

3.1.1. Cultivo en medio liquido

Con el fin de estudiar la fuente de carbono ideal para inducir la expresion de la a-
glucuronidasa en G. trabeum (desde ahora en adelante GtAGluc), se realizaron 5 cultivos
en paralelo. En los 4 primeros se utilizé una fuente de carbono distinta (glucosa, paja
de trigo, alfalfa o goma arabiga), mientras que en el Gltimo no se adicion6 ninguna, para
utilizarla como control negativo del experimento. En todos sus demas elementos, los 5
cultivos eran idénticos, por lo que en la Tabla 3.1 se detalla la composicion general de
cada uno de ellos.

Cabe mencionar que de las fuentes de carbono utilizadas, la glucosa y la goma arabiga
estaban disponibles en el laboratorio en su formato comercial, mientras que la paja de
trigo usada se mantenia en stock, procedente de un lote pretratado (molido, filtrado en un
tamiz de 500 um y sometido a una solucién de hidréxido de sodio al 0,5 %), y la alfalfa
usada fue previamente molida y luego pasada por un tamiz de 1 mm.

Tabla 3.1: Composicién general de medios de cultivos liquidos de G. tra-

beum.
Componente Concentracion [g/L]
Fuente de Carbono 8,00
Extracto de Levadura 2,00
MgSO, 0,59
KH,PO, 0,46
K,HPO, 1,00

Los componentes de cada medio se dispusieron en 5 matraces de 1 L, y a cada uno
se le agreg6 100 mL de agua destilada, para luego ser esterilizados en autoclave. En
seguida, y bajo condiciones de esterilidad, cada medio fue inoculado con un fragmento
de agar de alrededor de 1 cm?, extraido desde placas de Agar Papa Dextrosa (PDA)
totalmente cubiertas por G. trabeumn, las cuales se mantienen en condiciones adecuadas
en el laboratorio a modo de stock del microorganismo. Los matraces se incubaron por 14
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dias a 30°C, con agitacion de 200 rpm.

Una vez transcurridos los 14 dias, los cultivos se centrifugaron a 10.000 rpm, a tempe-
ratura ambiente, durante 10 min. Los sobrenadantes fueron traspasados a tubos falcon
de 50 mL estériles, para luego ser almacenados a -20°C.

3.1.1.1. Concentracion de proteinas

Con el fin de evaluar la actividad enzimatica en medios con proteinas concentradas,
se utilizaron dispositivos de ultrafiltracion Amicon® Ultra-2, con un corte de 3 kDa. Estos
fueron dejados durante toda la noche con una solucion de Tween 20 al 5% y una vez
transcurrido este tiempo, se desechoé la solucién y se limpiaron los filtros por completo
con agua Milli-Q.

Antes de iniciar la concentracion, se descongelaron los sobrenadantes almacenados
de los cultivos de G. trabeum y se volvieron a centrifugar a 10.000 rpm durante 10 min,
para eliminar sedimentos que pudieran ocluir los filtros del concentrador. En seguida,
se usé una unidad de concentracion para cada sobrenadante y luego se cargd con un
maximo de 2 mL. Luego, las unidades se centrifugaron a 3000 rpm, por 30 min a 4°C.

Terminado el ciclo de centrifugacién, se desechd el filtrado y se recargaron los filtros
con sobrenadante. Esto se repitié hasta haber procesado todo el sobrenadante requerido.
Luego, se agregaron maximo 2 mL del mismo buffer de extraccion utilizado en los ensayos
de actividad (ver Anexo B.3), lo que se repitié hasta que se acumularon 200 pL en el filtro.

Finalmente, el dispositivo de ultrafiltracion fue invertido y centrifugado a 3.000 rpm, por
5 min a 4°C. Los concentrados fueron transferidos a tubos eppendorf de 1,5 mL estériles
y almacenados a -20°C hasta ser ocupados para los ensayos de actividad enzimatica.

3.1.1.2. Ensayo de actividad a-glucuronidasa

Para evaluar la capacidad de cada medio de inducir la produccion de a-glucuronidasa,
se midi6 la actividad enzimatica en los sobrenadantes extraidos y concentrados, utilizan-
do el a-Glucuronidase Assay Kit de Megazyme (ver Anexo B.3).

3.1.2. Cultivo en medio soélido para la expresion de gen de GtAGluc

Para complementar el estudio de la fuente de carbono ideal para inducir la expresion
de GtAGluc, se estudié el crecimiento del hongo en placas cuyos medios se encontra-
ban suplementados con distintas fuentes de carbono. De forma que la comparacion fuera
adecuada, se mantuvieron las mismas 4 fuentes de carbono usadas anteriormente (glu-
cosa, alfalfa, paja de trigo y goma arabiga), ademas del control negativo, al tiempo que el
resto del medio so6lo consideraba como variacion la adicion de agar para la solidificacién
del medio. En la Tabla 3.2 se presentan los componentes generales de los medios y sus
concentraciones.
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Tabla 3.2: Composicién general de medios de cultivos sélidos para G. tra-

beum.

Componente Concentracion [g/L]

Agar 15,000

Fuente de Carbono 8,000

Extracto de Levadura 2,000

MgSO, 0,005

KH,PO, 0,460

KyHPO, 1,000

Luego, se produjeron nuevas placas para crecer G. trabeum, de forma de tener sufi-
ciente biomasa para la extraccion de RNA. La composicion del medio se vari6 respecto a
la ocupada anteriormente dado que, para promover un mayor crecimiento del hongo, se
le adicioné glucosa al 0,1 %, segun se detalla en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3: Composicion de medio sélido inductor de GtAGluc para posterior
extraccién de RNA.

Componente Concentracion [g/L]
Agar 15,000
Paja de trigo 8,000
Glucosa 1,000
Extracto de Levadura 2,000
MgSO, 0,005
KH,PO, 0,460
K;HPO, 1,000

Una vez preparado el medio, se dispuso adecuadamente en las placas petri. Luego que
solidificara, se desplegé por encima una membrana de nitrocelulosa [42] (previamente
esterilizada) de un diametro levemente menor al de la placa, de forma que cubriera casi
la totalidad de su superficie. Para inocular, sobre la membrana se posicion6 un cubo
de agar de alrededor de 1 cm? de superficie, obtenido desde una placa de PDA de G.
trabeum. Las nuevas placas fueron incubadas a 30°C durante 7 dias.

3.2. Extraccion de RNA

Antes de iniciar con el protocolo de extraccién de RNA, es necesario mencionar que
se siguieron las indicaciones expuestas en bibliografia, que consideran la incorporacion
de ciertas modificaciones en el protocolo estandar [42]. Ademas, se debe destacar la
importancia de mantener las medidas necesarias para evitar la degradacion del material
genético por ribonucleasas. Entre ellas se encuentran la utilizacién permanente de guan-
tes, la mantencion de los materiales en hielo (si es que no se indica lo contrario) y la
preparacion de agua con pirocarbonato de dietilo (DEPC).
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Para esto ultimo, se prepararon 600 mL de agua Milli-Q con DEPC al 0,1 %, de los
cuales 100 mL fueron separados para su esterilizacion. Con el volumen restante se dej6o
remojando un mortero durante toda la noche, para luego desechar el liquido, envolver en
aluminio el mortero y asi esterilizarlo.

Con todos los materiales listos, se dio inicio a la extraccion. Desde las placas con
medio inductor, y utilizando un bisturi, se extrajo todo el micelio posible de las membranas
de nitrocelulosa, al tiempo que se iba depositando sobre el mortero. Una vez extraido el
hongo de todas las membranas, se anadié una cantidad suficiente de nitrégeno liquido
sobre el mortero, de forma de congelar las muestras; luego, estas se pulverizaron hasta
formar una pasta. La operacion fue repetida hasta que la mezcla fuese lo mas homogénea
posible.

A las muestras homogeneizadas se les agregd sobre el mortero un total de 2,5 mL
de TRIzol® Reagent de Invitrogen, y luego se volvié a pulverizar hasta homogeneizar. En
seguida, se traspas6 la mezcla a un tubo estéril y se le afadieron 0,2 mL de cloroformo
por cada mL de TRIzol® usado. Luego, el tubo se agitd en vértex durante 30 s, se mantuvo
a temperatura ambiente por 3 min y se centrifug6 a 12.000 g por 15 min a 4°C. Se extrajo
la fase superior y se traspasé a un nuevo tubo, cuidando el no extraer fragmentos de la
interfase formada; sobre esta nueva solucion se anadieron 0,2 mL de cloroformo por mL
de solucion de fase superior extraida, y luego se repitieron los pasos antes descritos.

A la segunda fase superior extraida se le afadieron 0,5 mL de isopropanol por mL de
fase superior, para que, después de mezclarlo por inversién, se incubara a -20°C durante
2 horas. Transcurrido el tiempo, la solucién se centrifugé a 12.000 g por 10 min a 4 °C, se
le elimind el sobrenadante resultante y al pellet formado se le agregaron 2,5 mL de etanol
al 75 % frio, los cuales fueron mezclados en vortex durante 30 s.

La nueva solucion se centrifugd a 7.500 g por 5 min a 4 °C, para después eliminar el
sobrenadante y secar el pellet por 15 min a temperatura ambiente, asegurandose que
tras haber transcurrido el tiempo, el etanol se haya secado completamente. Finalmente,
el pellet se resuspende en 50 uL de agua con DEPC previamente esterilizada, para ser
alicuotado y almacenado a -80°C.

3.2.1. Verificacion y cuantificacion del RNA extraido

De forma de asegurar la integridad del RNA extraido, se realiz6 una electroforesis en
gel de agarosa al 1 % (ver Anexo B.1). La muestra de RNA se prepar6 agregando 2 uL de
la solucién de extraccién de RNA, 3 uL de agua con DEPC estéril y 1 uL de Purple Dye
6X, para luego ser cargada en un carril del gel y ser corrida a 80 V por aproximadamente
2 horas.

Paralelamente, por medio de espectrofotometria, se evaluo la concentracién de la so-

lucion de RNA extraido, midiendo la absorbancia a 260 nm. Para ello, en el Nanodrop se
carg6 1 L de la muestra, usando como blanco 1 uL de agua con DEPC estéril.
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3.2.2. Purificacion con DNAsa

Para eliminar restos de DNA que puedan haber quedado en la solucién de RNA ex-
traido, y que pudiesen interferir en los siguientes procesos, se llevd a cabo una reaccion
con DNAsa, de forma de degradar el material genético de doble hebra. Los componentes
de la reaccién y los voliumenes afiadidos se detallan en la Tabla 3.4, los cuales fueron
incubados por 10 min a 37°C.

Tabla 3.4: Reactivos y sus volumenes utilizados en reaccién de degrada-
cién de DNA con DNasa para eliminar restos presentes en solucién extrac-

cién de RNA.
Reactivo Volumen [uL]
RNA 400
DNase | 10X Reaction Buffer NEB 50
DNase | (RNase free) NEB 2,5
Agua destilada estéril 47,5

Para inactivar la DNasa, se agregaron 5 uL de EDTA 0,5 M (previamente ajustado a pH
8 y esterilizado) y luego se calenté la solucion a 75°C durante 10 min. Inmediatamente
después, con el fin de remover la DNAsa de la mezcla, se llevé a cabo una extraccion
fenol-cloroformo. Esta inicié agregando a la solucion 55,6 uL de acetato de sodio 3 M
(previamente ajustado a pH 5,2 y esterilizado) y 1 mL de fenol:cloroformo:alcohol isoami-
lico (25:24:1), lo que se agito por vértex durante 30 s y en seguida se centrifugd a 15.000
rpm por 2 min a 4°C. Luego, se traspasoé la fase superior generada a un tubo nuevo y
se volvié a agregar 1 mL de cloroformo, repitiéndose también los pasos de agitacién y
centrifugacion. Se volvio a separar la fase superior en un tubo nuevo y se le agregaron
1,25 mL de etanol 100 %, lo que fue agitado en vértex durante 30 s, para inmediatamente
después guardar la solucion a -20°C durante toda la noche.

Al dia siguiente, la solucién se centrifugd a 15.000 rpm por 10 min a 4°C y en seguida
se removié el etanol, para esta vez lavar el pellet generado con 1 mL de etanol al 70 % frio.
Luego de mezclar bien, se centrifugd a 15.000 rpm por 5 min a 4°C, se elimind el sobre-
nadante y se secé el pellet a temperatura ambiente, de forma de poder ser resuspendido
en 30 uL de agua con DEPC estéril y almacenarlo a -80°C.

Con el fin de verificar que el proceso ocurrié de forma correcta, se midio la absorbancia
de la solucién a 260 nm en el Nanodrop, afiadiendo 1 pL de la solucion en el lector y
usando como blanco 1 pL de agua con DEPC estéril. También se observé que la relacién
de absorbancias a 260 y 280 nm fuera mayor a 1,8, para asi asegurar que la muestra se
encontrara libre de restos de fenol.

3.3. Sintesis de cDNA

Para generar el cDNA desde el RNA extraido, se llevé a cabo un RT-PCR, usando el
kit SuperScript”™ Il Reverse Transcriptase de Invitrogen. Para iniciar la reaccion, en un
tubo se agregaron todos los componentes listados en la Tabla 3.5, en los volumenes alli
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indicados.

Tabla 3.5: Primera parte de componentes de reaccion de RT-PCR, para
generacion de cDNA a partir de RNA extraido de G. trabeum

Reactivo Volumen [uL]

RNA 7,5 (~25 ngQ)
Oligo dTy 50 uM 1,0
dNTP Mix 10 mM 1,0
Agua destilada estéril 1,5

El tubo con la solucién se incubd durante 5 min a 65°C, para luego ser incubado en
hielo durante 5 min. En seguida, se agregaron todos los elementos listados en la Tabla 3.6
y se mezclaron con golpes suaves al tubo; notar que se incorporé la transcriptasa reversa
del kit SuperScript™™ |V Reverse Transcriptase de Invitrogen, con el fin de potenciar la
reaccidn de retrotranscripcion.

Tabla 3.6: Segunda parte de componentes de reaccion de RT-PCR, para
generacion de cDNA a partir de RNA extraido de G. trabeum.

Reactivo Volumen [pL]
5X First-Strand Buffer 4
DTTO0,1 M 1
SuperScript Il RT 2
SuperScript IV RT 2

La mezcla fue incubada durante 60 min a 55°Ce inmediatamente después se inacti-
varon las enzimas calentando la solucién a 70°C por 15 min. Al finalizar este ciclo, los
fragmentos de cDNA quedaron creados.

Paralelamente a la reaccién antes descrita, se llevé a cabo un control de forma idéntica,
en el que Unicamente se reemplazaron las transcriptasas reversas por el mismo volumen
de agua.

3.3.1. Purificacion del cDNA

De forma de eliminar otras moléculas y aislar el cDNA creado, la solucién fue sometida
a una purificacién utilizando el GeneJET Gel Extraction Kit de Thermo Scientific, siguien-
do el protocolo detallado en el Anexo B.4, sin considerar el paso de la muestra por gel
de agarosa; es decir, se utilizd directamente la solucién de cDNA procedente del RT-PCR
realizado.

3.4. Aislamiento del material genético codificante de GtA-
Gluc

Para aislar el gen de GtAGluc desde el cDNA total sintetizado, es necesario llevar
a cabo una amplificacion mediante PCR. Los reactivos y sus volumenes utilizados se
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detallan en la Tabla 3.7. Cabe mencionar que este programa de PCR se aplicé utilizando
como templado, de forma paralela, tanto el el cDNA generado como el control del RT-PCR
(donde se reemplazaron las transcriptasas reversas por agua).

Tabla 3.7: Reactivos de PCR para aislar el gen de GtAGluc de cDNA total

sintetizado.
Reactivo Volumen [uL] | Concentracion Final
5X Phusion HF Buffer 4 1X
dNTPs 4mM 1 200 uM
Partidor Forward 10 uM 1 0,5 uM
Partidor Reverse 10 uM 1 0,5 uM
cDNA 4 -
DNA Polimerasa X7 1 -
Agua destilada estéril 8 -

El programa utilizado en el termociclador consisti6 en:

1. 1 ciclode 30 s a98°C
2. 30 ciclos de:

a) 30 sa98°C.

b) 30 s a 59°C en un gradiente con grads=10, donde se utilizaron las bandas F
(58,2°C), G (60,5°C), H (62,7°C) e | (65°C).

c) 100 sa 72°C.

3. 1 ciclode 5 mina 72°C.

Después de terminado el programa, las muestras pudieron mantenerse a 4°C, para
luego ser almacenadas a -20°C.

Es importante mencionar que los partidores utilizados para esta reaccion se encontra-
ban disponibles en el laboratorio y habian sido previamente disefiados especificamente
para este propésito [35]. Las secuencias nucleotidicas de cada uno se detallan en la Tabla
3.8.

Tabla 3.8: Partidores disefados para amplificar el gen de GtAGluc desde
el cDNA total sintetizado [35].

Nombre del Partidor | Sentido Secuencia 5’-3’
GH115F Forward TACGCGTCTTGGTGCGTC
GH115R Reverse | ACTCTCAGGAGGACCGAGATAG

3.4.1. Verificacion de sintesis de gen de GtAGluc

Para observar que se hubiese amplificado de forma adecuada el gen de la GtAGluc, se
realiza una electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % (ver Anexo B.1), donde se debiera
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observar un fragmento a la altura de los 3 kb. La muestra de DNA se prepar6 agregando 2
uL de la solucién del producto de PCR, 3 uL de agua con DEPC estéril y 1 uL de Blue Dye
6X, para luego ser cargada en un carril del gel y ser corrida a 100 V por aproximadamente
40 min.

3.4.2. A-Tailing

Una vez que se verificd que el fragmento amplificado tenia el tamafo esperado, a la
totalidad del producto de PCR se le realiz6 A-Tailing. Este proceso se refiere al hacer uso
de la propiedad de la Taq Polimerasa de incorporar una adenina libre al extremo 3’ de
la secuencia entregada como templado, y es necesario para la ligacion del fragmento al
vector pGEM-T Easy (ver Anexo A.1).

Por tanto, para completar esta operacion, al mismo tubo que se obtuvo de la amplifi-
cacion por PCR (previo a ser almacenado a -20°C), se anadié 1 uL de Taq Polimerasa de
Invitrogen y se incub6 durante 15 min a 72°C.

3.4.3. Purificacion de gen de GtAGluc sintetizado

Para aislar el fragmento amplificado, se realizé una electroforesis en gel de agarosa
al 0,8 % (ver Anexo B.1), de forma analoga a la descrita anteriormente. En este caso, se
cargo la totalidad del producto de PCR posterior al A-Tailing, agregandose la cantidad
adecuada de Blue Dye 6X para dejarlo a una concentracién 1X.

Posteriormente, se cortd el trozo de gel con el fragmento del tamarfo de esperado y
se inicié con el protocolo descrito en el Anexo B.4, para purificarlo utilizando el GeneJET
Gel Extraction Kit de Thermo Scientific.

3.5. Clonacién del gen de GtAGluc en pGEM-T Easy

De forma de poder aislar adecuadamente el gen de GtAGluc, fue clonado en el vector
pGEM-T Easy de Promega (ver Anexo A.1).

3.5.1. Ligacion del gen a pGEM-T Easy

El gen aislado se unié al vector pGEM-T Easy mediante una reaccion de ligacion,
segun se detalla en la Tabla 3.9, la cual fue incubada por toda la noche a 16°C.

Tabla 3.9: Componentes de reaccién de ligacion de pGEM-T Easy con gen
aislado de G. frabeum.

Reactivo Volumen [uL]
pGEM-T Easy 2 (100 ng)
DNA 10 (~120 ng)
5X Ligase Reaction Buffer 2
Ligasa 1
Agua destilada esteéril 5
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Es importante mencionar que las cantidades agregadas de material genético debieron
ser calculadas de forma de hacer reaccionar el vector y el inserto en, al menos, una
relacion 1:1 de peso molecular y agregando 100 ng de vector. El detalle de este célculo
se presenta en el Anexo A.1.1.

3.5.2. Preparacion de E. coli DH5 o quimiocompetentes

Fue necesario generar células E. coli quimiocompetentes para poder llevar a cabo la
transformacion celular con el producto de ligacion en pGEM-T Easy. Para ello, en un tubo
falcon de 50 mL se inocularon 4 mL de LB (ver Anexo B.2.1) con E. coli DH5 « y se
incub6 a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se midi6 su densidad éptica a 600
nm (ODgg9) en el espectrofotometro y se calcul6 el volumen que se debia agregar a un
matraz de 1 L con 100 mL de LB, de manera que quedase a una ODgy, de 0,05.

El matraz inoculado se incub6 a 37°C y se tomaron muestras cada 1 hora aproxima-
damente, hasta que se alcanz6 una ODgy entre 0,2 y 0,3. Inmediatamente se dispuso
el cultivo en hielo por al menos 20 min, para luego centrifugarlo a 5.000 rpm durante 10
min a 4°C. Se elimin6 el sobrenadante, se resuspendio el pellet en 25 mL de MgCL, 0,1
M (anteriormente preparado y esterilizado) y se dejé en hielo por 5 min, para después
repetir la centrifugacion ya hecha. Tras ello, se elimind nuevamente el sobrenadante y se
resuspendid el pellet en 5 mL de CaCl, 0,1 M (anteriormente preparado y esterilizado) y
se dejo en hielo por 20 min, para que, después de descartar el sobrenadante, se volviera
a centrifugar bajo las mismas condiciones anteriores.

Finalmente, se descarté el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 2 mL de una
solucién 15 % glicerol y 85% v/v de CaCl, 0,1 M, lo que permitié separar las células en
alicuotas de 100 pL y, aquellas que no se usaron de inmediato, se almacenaron a -80°C.

3.5.3. Transformacion de E. coli

De forma de introducir el vector recombinante y generar clones en E. coli con GtA-
Gluc, se llevo a cabo una transformacién quimica con las E. coli DH5a quimiocompe-
tentes preparadas. El procedimiento inicié tomando una alicuota de 100 pL de bacterias
quimiocompetentes y agregandoles 5 pL del producto de ligacion de pGEM-T Easy con
GtAGluc como inserto. La mezcla se dejé 20 min en hielo para luego darle un shock tér-
mico a 42°C, durante exactamente 60 s; inmediatamente después se volvid a hielo y se le
agregaron 900 pL de LB previamente incubado a 37°C. La solucién de transformacion fue
incubada durante 1 hora a 37°C, tras lo cual se centrifugd a 13.000 rpm durante 1 min,
para asi resuspender las células en aproximadamente 200 uL de medio.

El volumen total de la resuspension celular es agregado en una placa de LB Agar
suplementada con ampicilina, X-Gal e IPTG (ver Anexo B.2.3), la que es incubada durante
toda la noche a 37°C.

Es importante mencionar que, en paralelo a la placa descrita, se realizan 2 controles:
un control negativo donde el producto de ligacion es reemplazado por el mismo volumen
de agua; y un control positivo, donde se reemplaza el producto de ligaciéon por 1 pL de
plasmido circular cerrado, previamente producido en el laboratorio. Ambos son incubados
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a 37°C toda la noche.

3.5.4. Seleccion de transformantes

Al dia siguiente de haber dejado incubando las placas de medio selectivo inoculadas
con la solucidon de transformacion, se evalu6 el éxito de la misma observando si habian
crecido colonias de color blanco en la placa (ver Anexo A.1). Aquellas que cumplieran con
estas caracteristicas fueron traspasadas a placas de LB Agar con ampicilina (ver Anexo
B.2.2) e incubadas durante toda la noche a 37°C.

Al dia siguiente, se extrajeron las placas y con una punta de pipeta estéril, bajo condi-
ciones de esterilidad, se extrajo una colonia aislada para inocular 5 mL de LB con ampici-
lina, en un tubo falcon de 50 mL. El cultivo fue incubado toda la noche con una agitacion
de 200 rpm a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo, se extrajeron alicuotas de 750 uL del
cultivo, las cuales fueron mezcladas con 250 uL de glicerol al 80 % (previamente esterili-
zado), para ser almacenados a -80°C a modo de stock. El resto del cultivo es sometido a
extraccion plasmidial a través del GeneJET Plasmid Miniprep Kit, siguiendo el protocolo
descrito en el Anexo B.5. El resultado es separado en alicuotas de 50 L y almacenado a
-20°C.

3.5.5. Secuenciacion

Se extrajo una de las alicuotas de DNA plasmidial extraidas por miniprep desde los
clones transformantes, y se envié para su secuenciacién a Macrogen Korea, utilizando
partidores M13. Los resultados fueron analizados utilizando las herramienta Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) del National Center for Biotechnology Information (NCBI),
Benchling y Clustal Omega.

3.6. Clonacion del gen en pPIC9K

De forma de poder ser almacenado en E. coli y luego expresado en P, pastoris, el gen
de GtAGluc debe ser copiado en el vector pPICI9K (ver Anexo A.2).

3.6.1. Preparacion de inserto

3.6.1.1. Amplificacion desde pGEM-T Easy

A partir de una de las alicuotas de DNA plasmidial extraidas por miniprep desde uno
de los clones transformantes (que se hubiese verificado su correcta clonacién), se llevo
a cabo una amplificacién por PCR para obtener suficientes copias del gen de GtAGluc,
con las que luego se pudiera iniciar su clonacién en el vector pPIC9K. Los reactivos y
volumenes utilizados son listados en la Tabla 3.11; los partidores que se utilizaron fueron
previamente disefiados [35] con el fin de incorporar sitios de restriccion de Avrll y Notl en
los extremos del inserto y su secuencia se presenta en la Tabla 3.10.
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Tabla 3.10: Partidores disenados para amplificar el gen de GtAGluc [35]
desde el plasmido pGEM-T Easy recombinante, para su posterior clona-
cién en pPIC9K.

Nombre del partidor | Sentido Secuencia 5’-3’
Avrll_GH115F Forward | ATTGCACCTAGGATTGGACAGGCGACCTGCG

GCGGGCGGCCGCATGGTGATGGTGATGG

TGACCACCACCTCGTACACCTCCAGTGTC

NotIHIS_ GH115 Reverse

Tabla 3.11: Reactivos de PCR para verificacion de gen de GtAGluc inser-
tado en pGEM-T Easy y clonado en E. coli.

Reactivo Volumen [uL] | Concentracion Final
5X Phusion HF Buffer 8 1X
dNTPs 4mM 2 200 uM
Partidor Forward 10 uM 2 0,5 uM
Partidor Reverse 10 uM 2 0,5 uM
DNA Polimerasa X7 1 -
DNA plasmidial 6 -
Agua destilada estéril 19 -

El programa configurado en el termociclador fue el siguiente:

1. 1 ciclode 30 s a 98°C
2. 2 ciclos de:

a) 30 sa98°C.
b) 30 s a 58°C.
c) 180sa72°C.

3. 28 ciclos de:

a) 30 sa98°C.

b) 30 s a 62°C en un gradiente con grads=5, donde se utilizaron las bandas C
(58,2°C), E (60,4°C), F (61,6°C) y G (62,3°C).

c) 180 s a 72°C.
4. 1 ciclode 5 mina 72°C.

Una vez terminados los ciclos de PCR, se llev6 a cabo una purificacién del fragmento
amplificado, a través de electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % (ver Anexo B.1), corrida
a 100 V durante alrededor de 40 min. Luego, el fragmento de 3 kb, que se debiera obser-
var en el gel, es cortado del gel para purificarlo utilizando el GeneJET Plasmid Miniprep
Kit de Thermo Scientific (ver Anexo B.4).
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3.6.1.2. Digestion del inserto

Ya purificado el fragmento, se procedié a realizar la primera digestion con la enzima de
restriccion Avrll, cuyos reactivos y volimenes agregados se presentan en la Tabla 3.12.
La reaccion se incubé durante toda la noche a 37°C.

Tabla 3.12: Reactivos para digestién de gen de GtAGluc amplificado desde
pGEM-T Easy recombinante, con enzima de restriccion Avrll.

Reactivos Volumen [uL]
CutSmart Buffer 10X 5
DNA 19
Avrll 1
Agua destilada estéril 25

Al dia siguiente se realiz6 una purificacidon del DNA utilizando el GenedET Plasmid
Miniprep Kit de Thermo Scientific, pero sin utilizar gel de agarosa (ver Anexo B.4). Inme-
diatamente después se llevd a cabo la reaccién de digestion con la enzima de restriccion
Notl, la cual fue incubada durante toda la noche a 37°C. El detalle de los reactivos utiliza-
dos se detalla en la Tabla 3.13.

Tabla 3.13: Reactivos para digestion de gen de GtAGluc amplificado desde
pGEM-T Easy recombinante, con enzima de restriccion Notl.

Reactivos Volumen [uL]
r3.1 NEB 10X Buffer 10
DNA 45
Notl 1
Agua destilada estéril 44

Completada la reaccion, se repite el proceso de purificacion mediante el GeneJET
Plasmid Miniprep Kit de Thermo Scientific (ver Anexo B.4), tal como se hizo en la primera
reaccion de digestion.

3.6.2. Preparacion de pPIC9K

Al igual que el fragmento que se busca insertar, el vector debia ser digerido con las
enzimas de restriccion Avrll y Notl. Por tanto, se inicié realizando un cultivo de 10 mL de
LB en un tubo falcon de 50 mL, inoculado con una colonia obtenida desde una placa de
LB Agar con ampicilina, en la que previamente se habia crecido E. coli transformada con
el vector de interés. El cultivo se incub6 toda la noche con agitacion de 200 rpm, a 37°C.
Al dia siguiente, se extrajo el plasmido utilizando el GeneJET Plasmid Miniprep Kit de
Thermo Scientific (ver Anexo B.5).

Una vez purificado el vector, se continud con la digestion mediante Avrll, con los com-
ponentes detallados en la Tabla 3.14, incubando la reaccion durante toda la noche a 37°C.
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Tabla 3.14: Reactivos para digestién de pPIC9K con enzima de restriccion

Avrll.
Reactivos Volumen [uL]
rCutSmart Buffer 10X 25
DNA 100
Avrll 1
Agua destilada estéril 124

Al dia siguiente se realiz6 una purificacién del DNA utilizando el GeneJET Gel Extrac-
tion Kit de Thermo Scientific, pero sin utilizar gel de agarosa (ver Anexo B.4). Inmediata-
mente después se llevd a cabo la reaccidn de digestion con la enzima de restriccion Notl,

la cual fue incubada durante toda la noche a 37°C. El detalle de los reactivos utilizados
se muestra en la Tabla 3.15.

Tabla 3.15: Reactivos para digestion de pPIC9K con enzima de restriccion

Notl.
Reactivos Volumen [uL]
NEBuffer r3.1 10X 20
DNA 100
Notl 1
Agua destilada estéril 79

Terminada la reaccién, se llevd a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %
(ver Anexo B.1), corrida a 40 V por aproximadamente 3,5 horas. Posteriormente, se extra-
jo el fragmento correspondiente al vector digerido (a la altura de los 9 kb) para purificarlo
con el GenedJET Gel Extraction Kit de Thermo Scientific (ver Anexo B.4).

3.6.3. Ligacion del gen a pPIC9K

Una vez digeridos con las mismas enzimas de restriccion y purificadas ambos frag-
mentos, se continud con la ligacion de los mismos. En la Tabla 3.16 se muestran los

reactivos y sus volumenes anadidos en la reaccion, la que fue incubada por 16 horas a
16°C.

Tabla 3.16: Componentes de reaccion de ligacion de pPIC9K con gen de

GtAGiluc.
Reactivos Volumen [uL]
5X DNA Ligase Reaction Buffer 2
pPIC9K 6 (~100 ng)
Inserto 4 (~100 ng)
Ligasa 1
Agua destilada estéril 7

Al igual que en la ligacién anterior, las cantidades agregadas de material genético
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debieron ser calculadas de forma de hacer reaccionar el inserto y el vector en una relacion
3:1 (respectivamente) de peso molecular, considerando que se debian agregar 100 ng de
vector. El detalle de este célculo se presenta en el Anexo A.2.1.

3.6.4. Preperacion de E. coli TOP 10 electrocompetentes

En primer lugar, se dispuso en un tubo falcon de 50 mL, un cultivo de 5 mL de LB
(ver Anexo B.2.1) inoculado con 100 pL de E. coli TOP 10 de stock. Se debié dejar toda
la noche incubando a 37°C, con una agitaciéon de 200 rpm. Al dia siguiente, se midi6
la densidad 6ptica del cultivo a 600 nm (ODgq) y se extrajo la cantidad adecuada para
inocular un matraz de 1 L con 100 mL de LB, de forma que se ajustara a una ODg, entre
0,04y 0,07.

Luego, el cultivo se incub6 a 37°C con agitacion de 200 rpm, y se debi6 extraer una
muestra cada 1 hora (aproximadamente) para monitorear el crecimiento bacteriano, mi-
diendo su densidad optica a 600 nm. Una vez que se alcanz6 una ODgy entre 0,4y 0,6,
el matraz debid ser puesto inmediatamente en hielo por al menos 20 min, para frenar el
crecimiento.

El cultivo fue traspasado a un tubo de centrifuga, de forma de poder centrifugarlo a
6.000 rpm durante 4 min a 4°C. Se removié el sobrenadante y las células iniciaron su
proceso de lavado, agregando 40 mL de glicerol al 10 % frio y siendo agitadas en vortex
para su resuspension. Tras ello, volvieron a ser centrifugadas a 6.000 rpm durante 3,5
min a 4°C, el sobrenadante fue removido y al pellet celular se le volvi6é a anadir el mismo
volumen de glicerol, repitiendo también el resto del proceso un total de 4 veces. Después
del dltimo lavado con glicerol, el pellet se resuspendié en 500 uL de glicerol, para luego
ser almacenado a -80°C en alicuotas de 50 pL.

3.6.5. Electroporacion de E. coli

Las bacterias electrocompetentes preparadas fueron transformadas con el producto de
ligacién entre pPIC9K y el gen de GtAGluc. Para ello, se debieron esterilizar cubetas de
electroporacion, remojandolas con etanol al 70 % durante al menos 10 min. Transcurrido
el tiempo, se deseché el etanol y se secaron al aire, para luego mantenerlas a -20°C por
al menos 20 min antes de ser usadas.

Luego, a una alicuota de 50 uL de E. coli TOP 10 electrocompetentes se le afiadieron 5
uL del producto de la reaccién de ligacion, lo cual fue mezclado mediante golpes al tubo.
La solucion fue mantenida en hielo por aproximadamente 5 min, tras lo cual se traspasé
a una de las cubetas ya esterilizadas y enfriadas, cuidando que toda se fuera hacia el
fondo.

A modo de control de la electroporacion (para evitar un arco eléctrico que dare las
células), se anadié a otra cubeta de electroporacion previamente esterilizada y enfriada,
una alicuota de 50 pL de E. coli TOP 10 electrocompetentes. Sin mezclar con nada mas,
la cubeta se incub6 en hielo por 5 min, se dispuso en el pulsador del electroporador, y
se le aplicd un pulso de 2.500 V. Asegurandose que no hubo arco eléctrico, se cambid la
cubeta (y se descart6 su contenido) por aquella que si contenia la mezcla con producto
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de ligacién y se le aplicé un nuevo pulso a 2.500 V. Inmediatamente después, se le agregd
1 mL de LB (ver Anexo B.2.1) previamente calentado a 37°C y se incubé la cubeta a 37°C
durante 1 h.

Pasado el tiempo, el contenido de la cubeta es traspasado a un tubo estéril de 1,5 mL,
el que en seguida fue centrifugado por 1 min a 13.000 rpm. Se eliminé parte del sobrena-
dante para concentrar el pellet celular en 100 a 200 pL del mismo, el que inmediatamente
fue agregado a placas de LB Agar con ampicilina (ver Anexo B.2.2) y distribuido unifor-
memente en su superficie con rastrillo. Las placas se incubaron durante toda la noche a
37°C.

Paralelo a lo anterior, se realizé 1 control positivo, donde se reemplazé el producto de
ligacion por 1 pL del vector pPIC9K circular cerrado, y se siguieron los mismos pasos
antes descritos, omitiendo unicamente la centrifugacion previa al plagueo de la muestra,
agregandose 200 plL directamente desde el tubo con la solucién total.

3.6.6. Seleccion de transformantes

Al dia siguiente, se observé la placa para evaluar la presencia de colonias. Aquellas
que hubiesen crecido se traspasaron individualmente a placas de LB Agar con ampicili-
na (ver Anexo B.2.2), para ser incubadas durante toda la noche a 37°C. Transcurrido el
tiempo, se tomaron colonias aisladas de las nuevas placas de posibles transformantes, y
cada una se us6 para inocular respectivos 10 mL de LB en un tubo falcon de 50 mL, los
cuales fueron incubados toda la noche con agitacion de 200 rpm, a 37 °C. Posteriormente,
se extrajeron alicuotas de 750 pL de cultivo, las cuales fueron mezcladas adecuadamen-
te con 250 pL de glicerol al 80 % (previamente esterilizado), para luego almacenarlas a
-80°Ca modo de stock de los clones estudiados. El resto del cultivo se utilizé para extraer
el plasmidio del clon, mediante el GeneJET Plasmid Extraction Kit (ver Anexo B.5). La
solucién resultante fue alicuotada y almacenada a -20°C.

3.6.6.1. Verificacion de transformantes

Una muestra de la solucion de DNA resultante fue sometida a una digestion doble
mediante las enzimas de restriccion Avrll y Notl, con el fin de verificar que el plasmido
tuviera el tamano esperado, al estar unido el vector pPIC9K con el gen de GtAGluc. En la
Tabla 3.17 se presentan los reactivos y los volumenes utilizados para la digestion doble.

Tabla 3.17: Reactivos para verificacion mediante digestion doble con Avrll
y Notl, de plasmido extraido de colonias recombinantes de E. coli, trans-
formadas con pPIC9K unido a gen de GtAGluc.

Reactivos Volumen [uL]
r3.1 NEBuffer 5
DNA 2
Avrll 1
Notl 1
Agua destilada estéril 41
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Como método doble de verificacidn, se llevé a cabo una amplificacién mediante PCR,
utilizando los reactivos y volumenes presentados en la Tabla 3.18, donde los partidores
agregados fueron los mostrados en la Tabla 3.10, mientras que el programa ocupado para
el termociclador es el mismo presentado en la Seccion 3.6.1.1.

Tabla 3.18: Reactivos para amplificacién por PCR de plasmido extraido de
E. coli potencialmente recombinantes con pPIC9K unido a gen de GtA-

Gluc.
Reactivos Volumen [uL] | Concentracion final
5X Phusion HF Buffer 4 1X

dNTPs 4 mM 1 200 uM
Partidor Forward 10 microM 1 0,5 uM
Partidor Reverse 10 microM 1 0,5 uM

X7 DNA Polimerasa 1 -

DNA plasmidial 3 -

Agua destilada estéril 9 -

3.6.7. Secuenciacion

De la solucién de DNA plasmidial extraidas por miniprep desde los clones transforman-
tes, se separé una muestra de 30 pL y se envi6 para su secuenciacion a Macrogen Korea,
utilizando partidores AOX1 y 2 partidores adicionales, disefados para lograr secuenciar
el fragmento que, por la naturaleza de la técnica, no se alcanza a incluir utilizando s6-
lo los primeros partidores mencionados. Las secuencias de los partidores disefiados se
presentan en la Tabla 3.19.

Tabla 3.19: Partidores disefiados para lograr secuenciacion completa del
inserto en vector pPIC9K recombinante.

Nombre del Partidor Secuencia nucleotidica 5’-3’
Gluclin1 GGGCTCTGCTGCGACTAACT
Glucln2 CGTTTGGCCCGGCGACA

Los resultados de la secuenciacion fueron analizados utilizando las herramientas BLAST
del NCBI, Benchling y Clustal Omega.
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3.7. Clonacion del gen en P. pastoris

Todo los procedimientos que se describen en esta Seccidén se basan en lo expuesto
en el manual del Multi-Copy Pichia Expression Kit de Invitrogen [41].

3.7.1. Preparacion del DNA
3.7.1.1. Obtencion del DNA

Luego de que se haya logrado verificar que alguno de los clones de E. coli estudiados
haya sido transformado exitosamente con el vector pPIC9K unido al gen de la GtAGluc
(desde ahora en adelante, pPIC9KGluc), se utilizé su stock a -80°C para inocular 150 mL
de TB (ver Anexo B.2.4) en un matraz de 1 L, el que se incub6 durante toda la noche con
una agitacion de 200 rpm a 37°C.

Al dia siguiente, se utiliz6 el GeneJET Plasmid Miniprep Kit de Thermo Scientific para
extraer el vector pPIC9KGluc de las bacterias del cultivo (ver Anexo B.5).

3.7.1.2. Digestion plasmidial

La totalidad del DNA extraido mediante miniprep fue sometido a una digestién con la
enzima de restriccion Sacl, de forma de linealizar los plasmidos para su posterior trans-
formacion en P, pastoris. El detalle de los reactivos y volumenes afadidos se presentan
en la Tabla 3.20. La reaccién fue incubada toda la noche a 37°C.

Tabla 3.20: Reactivos para digestion de pPIC9KGluc mediante Sacl, para
su posterior transformacién en P, pastoris.

Reactivos Volumen [uL]
10X Sacl Buffer 100
DNA plasmidial 549 (~48 ug)
Sacl 10
Agua destilada esteéril 341

3.7.1.2.1. \Verificacion de digestion

La digestiéon con Sacl es verificada mediante una electroforesis en gel de agarosa al
0,8 %, donde se utiliz6 como muestra 2 pL del producto de digestion, la que fue cargada
y corrida a 100 V durante alrededor de 40 min (ver Anexo B.1). Cabe mencionar que, en
otro carril del gel, se agregd una muestra del vector pPIC9KGluc sin digerir, a modo de
control de la reaccion de digestion.

3.7.1.3. Purificacion del DNA

Tras haberse verificado la correcta digestidn del plasmido, se purificd y se resuspendid
el DNA en un volumen adecuado para la transformacion, mediante una precipitacién con
etanol. Para ello, se agregd acetato de sodio 3 M en un volumen equivalente a 1/10 del
volumen total del producto de digestion. Luego de revolver golpeando el tubo con el dedo,
se afadieron 2 volumenes (respecto al volumen total de solucién) de etanol al 100 % frio,
lo que se mezcld por inversion; después de esto, el tubo fue guardado a -20°Cdurante
toda la noche.
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Al dia siguiente, la solucién se centrifug6é a 12.000 rpm durante 10 min, de forma de
poder eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet de DNA en 1 mL de etanol al 70 %
a temperatura ambiente. Luego de mezclar por inversion, la solucién fue mantenida a -
20°C durante al menos 20 min; transcurrido este tiempo, se repitié la centrifugacidén bajo
las mismas condiciones anteriores, se elimind el sobrenadante y se seco el pellet a 37°C
durante 10 min. Tras asegurarse que se hubiese eliminado todo el etanol presente en
el tubo, se resuspendié el pellet en 10 uL de Buffer TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8)
previamente esterilizado, cuidando de arrastrar repetidamente el buffer por todas aquellas
secciones del tubo donde puede haberse depositado el pellet, ya que este puede no ser
visible. Terminada la resuspension, se cuantificé el DNA presente en la solucién mediante
espectrofotometria, quedando listo para su transformacion en P, pastoris.

3.7.2. Preparacion de P. pastoris electrocompetentes

Para poder generar P pastoris electrocompetentes, se requiere preparar medios de
cultivo y soluciones, y que todos los materiales a usar se encuentren estériles y frios.
También se debe tener en cuenta que no se recomienda congelar estas células, por lo
que su transformacion se llevé a cabo en cuanto se concluyd con su preparacion. Dado
lo anterior, todos los preparativos de este protocolo se debieron realizar con al menos un
dia de anticipacion.

Para iniciar, se prepararon placas de RDB Agar, en las que se inocularian las células
una vez transformadas; el protocolo seguido se detalla en el Anexo B.2.7. Luego, se
prepard y esterilizé:

* 1 L de YPD, segun se indica en el Anexo B.2.5.

* 100 mL de Sorbitol 1 M, almacenado a 4°C durante toda la noche.
» 2 L de agua destilada , almacenada a 4°C durante toda la noche.
» Tubos de centrifuga, almacenados a 4°C durante toda la noche.

Con todo alistado y transcurrido el tiempo, se dio inicié a la preparacién de P pastoris
electrocompetentes. En primer lugar, se llevé a cabo un preinéculo en un tubo falcon de
50 mL, en el cual se agregaron 5 mL de YPD y se inocularon P. pastoris KM71. El cultivo
se incub6 durante toda la noche con una agitaciéon de 200 rpm, a 30°C. Al dia siguiente,
se dispusieron 500 mL de YPD en un matraz de 2 L, y se les agregé la cantidad suficiente
de preindculo, de manera que la ODyg final fuese aproximadamente 0,05. Asi, el cultivo
se incubd con las mismas condiciones anteriores, hasta que alcanzd una ODgq entre 1,3
y 1,5 (aproximadamente 18 h).

A penas se alcanzé la OD deseada, el cultivo se dispuso en hielo por al menos 20 min,
para frenar el crecimiento celular. Luego, se transfirié al tubo de centrifuga estéril y frio,
para someterlo durante 5 min a un ciclo de centrifugacion de 1.500 g a 4°C, tras lo cual
se descart6 el sobrenadante y se resuspendieron las células en 500 mL de agua estéril
fria. El procedimiento se repite en tres ocasiones, resuspendiendo las células en 250 mL
de agua estéril fria, y luego en 20 mL y 1 mL de Sorbitol 1 M frio, respectivamente. Final-
mente, las células fueron separadas en alicuotas de 80 pL, para luego ser mantenidas en
hielo hasta su uso.
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3.7.3. Electroporacion de P. pastoris

Se tomo6 una alicuota de 80 L de P, pastoris electrocompetentes y se agregd al tubo
qgue contenia 10 uL de DNA purificado, lo que debia ser equivalente a una masa de entre
5y 20 ug de DNA. Luego de mezclar mediante golpes en el tubo, se transfirié la mezcla
a una cubeta para electroporacion (previamente esterilizada con etanol al 70 % vy fria),
la que después se incubd en hielo por al menos 5 min. Pasado el tiempo, la cubeta se
dispuso en el pulsador del electroporador y se le aplicd un pulso eléctrico de 1.500 V, tras
lo cual se agregd inmediatamente 1 mL de Sorbitol 1 M frio y se mezclé adecuadamente.
En seguida, la mezcla fue transferida a un tubo eppendorf estéril de 1,5 mL y se incubd
durante 2 horas a 30°C.

Una vez cumplido el plazo, se transfirieron 100 uL de la solucién a una placa de RDB,
y se distribuyé de forma homogénea utilizando un rastrillo, hasta que el liquido se ab-
sorbiera en el agar. La solucion restante fue centrifugada a 8.000 rpm durante 5 min, de
forma de poder eliminar parte del sobrenadante y resuspender las células en 100 a 200
uL del mismo. La resuspension se transfirié a otra placa de RDB, repitiendo el mismo
procedimiento anterior. Una vez inoculadas las placas, se incubaron durante al menos 2
dias a 30°C, hasta que se observaran colonias listas para ser seleccionadas.

3.7.4. Seleccion de transformantes en Geneticina®

Para poder corroborar que las colonias obtenidas en RDB son efectivamente recom-
binantes, estas deben ser replagueadas en medio YPD Agar suplementado con el anti-
bidtico Geneticina®. Con este fin, en 18 mL de agua destilada estéril se afadieron 0,9 g
de Geneticina® (50 mg/mL), la que luego de ser adecuadamente mezclada, se esterilizd
mediante filtracidén en jeringa. Ademas, se prepararon 750 mL de YPD Agar (ver Anexo
B.2.6), los cuales, luego de ser esterilizados por autoclave, se separaron en 3 frascos con
250 mL cada uno y, bajo una temperatura apropiada del medio, se les agregaron distintas
cantidades de Geneticina®, de forma de contar con placas con distintas concentraciones
de antibidtico. Las cantidades afadidas se presentan en la Tabla 3.21, donde también se
expone la concentracion final presente en las placas preparadas.

Tabla 3.21: Volumen de Geneticina® 50 mg/mL agregados a 250 mL de
YPD agar, junto con las concentraciones finales alcanzadas en cada caso.

Volumen de Geneticina® Concentracion final
50 mg/mL agregado [mL] | de Geneticina® [mg/mL]
2,5 0,5
5,0 1,0
15 3,0

Teniendo las placas listas, se puede iniciar el proceso para su inoculacion. A una de
las placas de RDB con colonias, se le agregdé 2 mL de agua destilada estéril y con un
rastrillo se resuspendieron, cuidando no romper el agar. Luego, con ayuda de una pipeta,
se transfirié la solucion a la siguiente placa de RDB y se repitié el proceso; con todas las
colonias resuspendidas, se transfirié la solucion a un tubo estéril de 1,5 mL y se midié su
absorbancia a 600 nm en un espectrofotometro.
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Con el valor anterior, y considerando que 1 ODgy, es equivalente 5 - 107 células/mL,
se calcul6 la cantidad de células resuspendidas que se debian agregar a cada placa de
YPD Agar con Geneticina®, de forma de plaquear 10° células. Con este valor, se agregd
el volumen necesario a cada una de las tres placas con distintas concentraciones del
antibidtico, y luego se distribuyd con ayuda de un rastrillo hasta que el liquido estuviese
completamente absorbido en cada placa. El volumen de células resuspendidas que no
se agreg6 en placas fue mezclado con glicerol de manera de alcanzar una concentracion
final del 15 %, y se almacenaron a modo de stock a -80°C.

Todas las placas se incubaron por al menos 3 dias a 30°C, hasta que se observaran
colonias de un tamano apropiado. Una vez ocurrido esto, se eligieron tres colonias y cada
una se aislé en una placa de YPD Agar (ver Anexo B.2.6), las cuales fueron incubadas al
menos 2 dias a 30°C, hasta que las colonias alcanzaron un tamafno adecuado.

3.8. Produccion recombinante de a-glucuronidasa

Para poder evaluar la produccién de la a-glucuronidasa recombinante en P pastoris,
se deben preparar los medios BMGY y BMMY; en el primero se genera una cantidad de
suficiente de biomasa, que luego es traspasada al segundo, donde se induce la expre-
sién de la enzima mediante metanol. Asi, se prepar6 1 L de BMGY (ver Anexo B.2.8) para
luego separarlo en 4 matraces de 1 L, con 250 mL cada uno, y cada matraz se inoculé
con 1 clon distinto de P pastoris recombinante, desde una colonia aislada obtenida de
las placas de YPD Agar antes generadas. Se debe mencionar que uno de estos clones
s6lo contenia el vector pPIC9K no recombinante, y fue utilizado como control de la pro-
duccién enzimatica. Todos los cultivos fueron incubados por aproximadamente 24 h con
una agitacion de 200 rpm a 30°C, hasta que alcanzaran una ODg cercana a 6,0.

Una vez alcanzada la OD, los cultivos se pusieron en hielo durante 20 min para frenar
el crecimiento, y luego fueron centrifugados a 3.000 g durante 5 min, a temperatura am-
biente. Se descarté el sobrenadante y cada pellet se resuspendié en 50 ml de BMMY (ver
Anexo B.2.8), para luego ser dispuestos en matraces de 250 mL con bafles (previamente
esterilizados) y cubiertos Unicamente con gaza estéril. Previo a su incubacién, de cada
uno se extrajo una muestra de 1 ml, que se dispuso en un tubo estéril de 1,5 mL y se
centrifugaron a 15.000 rpm durante 3 min, a temperatura ambiente. Cada sobrenadante
se transfirié a un nuevo tubo y se almacenaron a -20°C, hasta ser utilizado para el analisis
de los cultivos. En seguida, los cultivos fueron incubados por 24 h, con agitacion de 220
rpm a 30°C.

Transcurridas las 24 h, a cada cultivo se le extrajo 1 mly se repitié la operacidén anterior
para almacenar el sobrenadante. Inmediatamente después, se les agregd 1 ml de metanol
al 0,5 %, con el objetivo de mantener la induccién enzimatica, y se volvieron a incubar los
cultivos bajo las mismas condiciones anteriores. Todo este procedimiento se repitié cada
24 horas durante un total de 4 dias desde que se inici6 la induccion.
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3.8.1. Ensayos de actividad a-glucuronidasa

Utilizando las muestras de todos los sobrenadantes extraidos durante los 5 dias de
cultivo (incluyendo el dia 0), se llevdé a cabo un ensayo de actividad enzimatica de a-
glucuronidasa utilizando el a-Glucuronidase Assay Kit de Megazyme (ver Anexo B.3).

3.8.2. Concentracion de proteinas

Para cargar muestras con concentraciones fijas de proteinas, se concentraron las pro-
teinas de parte de los sobrenadantes de los cultivos, utilizando dispositivos de ultrafiltra-
cion Amicon® Ultra-2, con corte de 3 kDa. Estos se dejaron durante toda la noche con
una solucién de Tween 20 al 5% y, transcurrido este tiempo, se desechd la solucién y se
limpiaron los filtros por completo con agua Milli-Q.

Antes de iniciar la concentracion, se descongelaron los sobrenadantes almacenados
de los cultivos de P pastoris y se volvieron a centrifugar a 10.000 rpm durante 10 min,
para eliminar sedimentos que pudieran ocluir los filiros del concentrador. En seguida, se
cargd el sobrenadante en su correspondiente filtro y se centrifugaron a 5.000 rpm, a 4°C,
durante el tiempo necesario para acumular un volumen comprendido entre 100 y 200 uL
de cada muestra.

Terminado el ciclo de centrifugacion, se desechd el filtrado y el dispositivo de ultra-
filtracion fue invertido y centrifugado a 5.000 rpm, por 30 min a 4°C, desde donde se
obtuvieron los concentrados. Estos fueron traspasados a tubos eppendorf de 1,5 mL es-
tériles y almacenados a 4 °C, hasta que fueron ocupados para la electroforesis en geles
de poliacrilamida.

3.8.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Para verificar que efectivamente se esté produciendo a-glucuronidasa, se realizd una
electroforesis en gel de poliacrilamida. Asi, se prepard un gel de poliacrilamida al 12,5 %
para todas las muestras de cada uno de los 5 dias en que fueron obtenidas de los so-
brenadantes de los cultivos inducidos. Dado que cada gel esta compuesto, a su vez, por
dos geles de distintas composiciones, en la Tabla 3.22 se presentan los reactivos y sus
volumenes para el gel de resolucidén, mientras que la Tabla 3.23 es analoga para el gel
concentrador.

Tabla 3.22: Reactivos y sus volumenes para gel de resolucion de gel de
poliacrilamida al 12,5 %.

Reactivo Volumen [uL]
Acrilamida-bisacrilamida 29:1 1.580
Buffer Tris 1,5 M + 0.4 % DSD pH 8,8 950
Agua destilada 1.370
PSA 10% 20
TEMED 2
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Tabla 3.23: Reactivos y sus volumenes para gel concentrador de gel de
poliacrilamida al 12,5 %.

Reactivo Volumen [uL]
Acrilamida-bisacrilamida 29:1 168
Buffer Tris 0,5 M + 0.4 % DSD pH 6,8 250
Agua destilada 575
PSA 10% 7,50
TEMED 1,25

Se carg6 la cantidad adecuada de gel de resolucién entre los vidrios de 0,75 mm mon-
tados en el soporte correspondiente, e inmediatamente se vertié un volumen pequeno de
butanol sobre el gel, de forma de evitar que este ultimo reaccione con el aire. Una vez
gelificado, se descart6 el butanol y se agreg6 la cantidad suficiente de gel concentrador
sobre el gel de resolucién, para que justo después se dispusiera en su lugar una peine-
ta de 10 o 15 pocillos. Mientras los geles se solidificaban, se prepararon las muestras a
cargar. En cada una se mezclaron 40 L del sobrenadante correspondiente con 10 pL de
Buffer de Carga 5X para SDS-PAGE, tras lo cual se incubaron durante 10 min a 100°C.

Una vez los geles hubiesen estado sélidos, se dispusieron en la camara de electrofo-
resis, se retiraron las peinetas y se lleno la camara con el Buffer de Corrida (Tris-Glicina-
SDS). Inmediatamente después, se cargaron 20 uL de cada muestra en los carriles co-
rrespondientes, mientras que en el primer carril se cargaron 3 uL de ladder Prestained
Protein Molecular Weight Marker de Thermo Scientific. Con las muestras listas, se aplicé
el Programa 1 de la fuente de poder (185 V durante 45 min).

Terminada la electroforesis, cada gel se tiné en una solucion de azul de Coomasie
0,25 % con agitacién orbital suave, durante toda la noche. Al dia siguiente, se trasladé a
una solucién de destincion (45 % metanol, 10 % acido acético) y se mantuvo la agitacién
por 20 min; luego, se removid la solucion y se le volvié agregar solucidon de destincién
fresca, manteniendo la agitacién por 20 min més. Este procedimiento se repitié un total
de 3 veces. Finalmente, cada gel se fotodocumenté por medio del software Image Lab.

3.8.4. Cuantificaciéon de proteinas por Método de Bradford

La estimacidén de proteinas totales se realizd por triplicado, a través del método de
Bradford. Se mezclaron 200 uL de reactivo de Bradford de Merck (listo para su uso), con
10 uL de muestra de sobrenadantes de cada uno de los cultivos realizados, en micropla-
cas de 96 pocillos. Se incubd la mezcla por 10 min a temperatura ambiente y se registro la
absorbancia a 595 nm. El blanco de reaccion correspondié a 200 uL del reactivo de Brad-
fordy 10 uL de agua Milli-Q. La cuantificacion se realizé en Microsoft Excel, por medio una
curva de calibracién de albumina de suero bovino (BSA), la cual relaciona de forma lineal
la concentracién de proteinas totales con la absorbancia medida a 595 nm, en un rango
de concentracién de proteinas comprendido entre 0 y 0,5 mg/ml, aproximadamente.

Para generar la mencionada curva de calibracion, se mezclaron 10 yL de una concen-
tracion conocida de BSA, con 200 pL de reactivo de Bradford, se esperd durante 5 min
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y se midi6 la absorbancia a 595 nm; este procedimiento se repitié para distintas concen-
traciones de BSA. Una vez que se terminaron las mediciones, se grafico la absorbancia
a 595 nm en funcién de la concentracién de BSA, se evalué su comportamiento y, con-
siderando sélo el rango lineal de la curva, se agregd una linea de tendencia lineal y se
determino la ecuacion de la curva de calibracion.
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Capitulo 4

Resultados y discusion

4.1. Aislamiento del gen de GtAGluc

Para desarrollar el primer objetivo especifico de esta memoria, que consistia en aislar
el gen de a-glucuronidasa del hongo G. trabeum (GtAGluc), se debié separar el trabajo
en distintas etapas. Primero, se identificd la fuente de carbono que representara un mejor
inductor de la expresidén de la enzima de interés, y que a la vez permitiera el desarrollo
de suficiente biomasa. Con esto, se desarrollaron las condiciones para llevar a cabo un
cultivo del hongo en el medio identificado y asi extraer su RNA total, que debia contener
el mRNA de GtAGluc, el cual se pudo aislar a través de amplificacion por RT-PCR y PCR
con partidores especificos. Teniendo este resultado, se pudo clonar el gen de interés en el
vector pGEM-T Easy y transformar con él bacterias E. coli DH5«, para finalmente clonar
el mencionado gen en el vector de expresion pPIC9K, formando el vector recombinante
pPIC9KGiluc, el que fue transformado en E. coli TOP10 para su almacenamiento y repli-
cacion in vivo. A continuacidén se detallan los resultados obtenidos en cada una de las
etapas descritas.

4.1.1. Identificacion de medio de cultivo inductor de GtAGluc

4.1.1.1. Produccion de GtAGluc en cultivos de G. trabeum en presencia de distin-
tas fuentes de carbono

La expresion de enzimas lignoceluloliticas en los hongos de la pudricion café es re-
gulada a nivel de la transcripcién, mediante vias metabdlicas inducidas por la presencia
del sustrato que buscan degradar en el medio [9]. Ademas, el aislar el gen se facilita en
un contexto de induccion, dado que existe alto nimero de mRNAs transcritos desde el
gen de interés, comparado al caso en que se quisiera aislar la secuencia génica desde el
genoma del organismo, donde existe una unica copia de la misma.

Asi, para poder identificar qué fuente de carbono inducia la producciéon de una mayor
cantidad de GtAGluc, se crecié G. trabeum en 5 medios liquidos que variaban Unica-
mente la fuente de carbono disponible, para luego poder realizar ensayos de actividad
a-glucuronidasa sobre muestras de los sobrenadantes de los medios.

Se decidi6é evaluar fuentes de carbono que habian sido documentadas como Uutiles
para la induccién de enzimas degradadoras de BLC en G. trabeun, como lo son la paja
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de trigo [43], la alfalfa [35] y la goma arabiga [44]. Dentro de este mismo contexto, se
decidio evaluar la expresién del gen en presencia de glucosa, al ser la fuente de carbono
estandar de cultivos celulares [8], y teniendo en cuenta que se ha comprobado que inhibe
la expresiéon de genes relacionados con la degradacién de polisacaridos mas complejos
[35]. El quinto cultivo se utilizé como control negativo del crecimiento del microorganismo,
al no agregarsele ninguna fuente de carbono.

En la Figura 4.1 se presentan imagenes de la parte inferior de cada matraz en que
se llevo a cabo un cultivo de G. trabeum en medio liquido; de izquierda a derecha, se
muestran los medios cuya fuente de carbono fue: ninguna, glucosa, paja de trigo, alfalfa
y goma arabiga.

Figura 4.1: Parte inferior de matraces con cultivo liquido de G. trabeum.
De izquierda a derecha se muestran los medios cuya fuente de carbono
fue: ninguna, glucosa, trigo, alfalfa y goma arabiga.

En la figura anterior, se puede observar que en el control sin fuente de carbono, el cubo
de agar inoculado tuvo un crecimiento muy reducido en comparacién a los otros 4 cultivos,
lo que indica que el hongo logré mantener su crecimiento con los nutrientes otorgados
por el agar de PDA, y luego se detuvo por la ausencia de fuente de carbono. En el otro
extremo se encuentra el medio suplementado con glucosa, donde el hongo pudo crecer
mas que en los otros 3 medios con fuente de carbono, dado que este carbohidrato es
mas facilmente metabolizable por el microorganismo, agilizando los procesos necesarios
para la obtencién de energia [8].

En cuanto a los medios suplementados con trigo y alfalfa, es complicado establecer
una comparacion respecto al crecimiento de G. trabeum, ya que la misma fuente de car-
bono suspendida en el medio impide observar con mayor claridad el nivel de crecimiento
del in6culo. Sin embargo, en términos generales, si se observa cémo el tamano del cubo
de agar es similar en los 3 medios de cultivo alternativos.

Luego, se extrajo el sobrenadante de cada uno de los cultivos para realizar ensayos de
actividad a-glucuronidasa en cada uno. Esto permitiria conocer qué medio inducia una
mayor produccidén de la mencionada enzima, entendiendo que debe haber una relacién
directa entre la cantidad de enzima presente en la muestra y el nivel de actividad que
muestre en el ensayo [45].

Para obtener resultados consistentes en el ensayo de actividad, se decidié primero

concentrar las proteinas de las sobrenadantes, pero sin considerar el cultivo sin fuente
de carbono. Luego, con las muestras resultantes, se procedié a realizar el ensayo de
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actividad enzimatica a-glucuronidasa.

En la Tabla C.1 del Anexo C.1 se presentan los resultados de actividad enzimatica pro-
medio de cada ensayo. Estos resultados se resumen en la Figura 4.2, donde se presenta
de forma gréfica los valores de actividad enzimatica registrada (en unidades de actividad
enzimatica por litro de cultivo) en cada una de las muestras estudiadas, segun la fuente
de carbono contenida en los medios de cultivo.
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0,000 L

Goma Glucosa Trigo Alfalfa

Actividad a-glucuronidasa [U/L]

Fuente de carbono del medio

Figura 4.2: Grafico comparativo de actividad enzimatica de a-
glucuronidasa en sobrenadantes concentrados en columnas Amicon®
Ultra-2, de cultivos liquidos de G. trabeum con distintas fuentes de car-
bono.

Se puede observar que los valores de actividad glucuronidasa obtenidos a partir de las
muestras de sobrenadantes con goma arabiga, glucosa y alfalfa son similares (conside-
rando el error reportado en la Tabla C.1 del Anexo C.1). Sin embargo, se puede apreciar
gue el medio con glucosa es el segundo con mayor actividad enzimatica, lo que contradice
lo esperado, puesto que, como se menciond anteriormente, se asumia que la glucosa ac-
tuaria como un inhibidor en la expresion de enzimas utilizadas por el microorganismo para
la degradacién de fuentes de carbono complejas, al contar en el medio con una fuente de
energia de facil disponibilidad. De esta forma, se deduce que seria posible suplementar
los medios inductores con glucosa, de forma de obtener una mayor cantidad de biomasa,
lo que facilitaria los procesos rio abajo a los que se deba someter al microorganismo.

La Figura 4.2 también muestra que el medio que contenia paja de trigo fue el que logré
inducir la mayor actividad enzimatica (dentro de los medios estudiados). Ademas, puede
ser relevante mencionar que, segun indica el proveedor del kit, para que los valores de
actividad enzimatica sean significativos, se debe cumplir que el valor de AAbs calculado
sea mayor a 0,1 (ver Anexo B.3) [45], lo que se obtuvo Unicamente en el caso del medio
con paja de trigo. Esta informacién se traduce en que los valores de actividad de este ul-
timo resultan confiables, al tiempo que indica que aquellos de los demas medios resultan
imprecisas. En consecuencia, se evidencia que la cantidad de enzima disponible en el
medio que uso paja de trigo como fuente de carbono, es superior y significativa, respecto
a aquella de los otros 3 medios.
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4.1.1.2. Comparacion de crecimiento de G. trabeum en placas con distintas fuen-
tes de carbono

Se quiso evaluar el nivel de produccion de biomasa de G. tfrabeum en medio sélido,
utilizando las mismas fuentes de carbono inductoras de la expresion de GtAGluc (paja de
trigo, alfalfa y goma arabiga), con el fin de poder comparar el crecimiento del hongo en
cada medio, y asi poder contrastar este resultado con el obtenido mediante los ensayos
de actividad a-glucuronidasa. Con estos resultados, se podria elegir la fuente de carbono
que indujera suficiente expresion de la enzima de interés y que, a la vez, permitiera la
generacion de suficiente biomasa para la posterior extraccion de RNA.

En la Figura 4.3 se presentan las placas inoculadas con G. frabeum, cada una suple-
mentada con una de las tres fuentes de carbono antes mencionadas.

Figura 4.3: Placas con medio sélido inductor con distintas fuentes de car-
bono, inoculadas con un cubo de agar con G. trabeum. De izquierda a
derecha, las fuentes de carbono de cada placa son: paja de trigo, alfalfa 'y
goma arabiga.

En la figura anterior, es posible apreciar que en el medio con alfalfa (placa central)
el hongo presentdé mayor crecimiento vertical del micelio, a diferencia de las otras dos
placas, en donde existi6 mayor crecimiento radial del microorganismo (observable en
las zonas mas opacas de cada placa). Con esto, se puede establecer que en la placa
gue contenia alfalfa se desarroll6 en menor medida el hongo, mientras que las placas
suplementadas con paja de trigo y goma arabiga exhibieron un crecimiento similar de G.
trabeum.

Teniendo en cuenta estos resultados y aquellos procedentes de los ensayos de ac-
tividad a-glucuronidasa, se tiene que la paja de trigo seria la mejor fuente de carbono
estudiada, al ser capaz tanto de generar crecimiento como de inducir la produccién de
suficiente GtAGluc en el microorganismo de interés.

4.1.1.3. Obtencion de biomasa para la extraccion de RNA

Como se mencion6 anteriormente, se buscaba encontrar la fuente de carbono ideal
para el crecimiento de G. frabeum en medio sélido (y sobre membranas de nitrocelulosa),
de forma de poder obtener una cantidad de biomasa y asi aumentar la cantidad de mRNA
del gen de a-glucuronidasa que se esperaba inducir.

Teniendo en cuenta el resultado obtenido de los experimentos anteriores, se decidid
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crecer el hongo en placas petri con membranas de nitrocelulosa sobre un medio sélido
suplementado con paja de trigo al 0,8 % como principal fuente de carbono, y con glucosa
al 0,1 % como complemento de lo anterior. Esto Ultimo considerando que se comprobd6
que la glucosa no actuaba como inhibidor de la expresion de la enzima de interés y que,
al estar presente, se facilita la obtencién de una mayor cantidad de biomasa, al ser un
carbohidrato mas sencillo de metabolizar que la fuente de carbono inductora. Ademas,
para contar con una cantidad de biomasa total que permitiera obtener suficiente RNA,
se prepararon 4 placas idénticas, las cuales se presentan en la Figura 4.4. En ellas, es
posible observar los sectores en los que se logré desarrollar el micelio del hongo, sobre
la membrana de cada placa.

Figura 4.4: Placas petri con membrana de nitrocelulosa sobre medio in-
ductor de la expresion de a-glucuronidasa en G. trabeum, inoculado con
un cubo de agar de PDA donde se habia crecido previamente el hongo.

4.1.2. Aislamiento del gen de GtAGluc desde cultivos en condicio-
nes de induccion

La forma de comprobar que la extraccion de RNA desde la biomasa de un organismo
eucarionte fue exitosa, es que en el gel de agarosa (que se someti6 a electroforesis con
una muestra de la extraccién) se observen 2 bandas correspondientes a las subunidades
28S y 18S del RNA ribosomal (rRNA). De observarse estas bandas, es posible deducir
que no hubo degradacién de estos acidos nucleicos en el proceso de su aislacién, espe-
cialmente si la banda del rRNA 28S se ve el doble de intensa que aquella correspondiente
a la subunidad 18S [46].

En la Figura 4.5 se muestra: a la izquierda, una imagen del gel de agarosa en el que se
llevé a cabo la electroforesis de una muestra del RNA aislado; a la derecha, una imagen
de otro gel de agarosa, en el que se cargaron muestras del RNA aislado, pero luego de
haber sido tratado con DNAsa. En ambos casos se encerraron las 2 bandas que debieran
corresponder a las mencionadas subunidades de rRNA de G. trabeum.
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Ladder RNA -DNAsa Ladder RNA +DNAsa

Figura 4.5: Geles de agarosa al 1% de electroforesis con muestras de
RNA extraido desde biomasa crecida en placas de G. trabeum crecido en
medio con paja de trigo como inductor. A la izquierda, se presenta una
muestra previo a la aplicacion de DNAsa, y a la derecha una muestra pos-
terior al tratamiento con dicha enzima. En los recuadros de cada imagen
se encierran las bandas de rRNA 28S y 18S.

En la imagen de la izquierda de la figura anterior, se observa claramente que en las
bandas de rRNA son poco intensas, lo que podria indicar que existié degradacién del
RNA extraido. Ademas, se puede apreciar que la muestra contiene otros acidos nucleicos
que generan otras bandas en el carril; de hecho, se observa una banda intensa de apro-
ximadamente 10 kb, y otra por sobre esta altura, las que podrian corresponder a DNA
gendmico del microorganismo. También se debe tener en cuenta que probablemente la
muestra contenia un exceso de RNA, al observarse fluorescencia a lo largo de los bordes
del carril.

Como consecuencia de lo descrito, es que se justificd la aplicacion de DNAsa, para asi
aislar el RNA extraido, separandolo del material genético del hongo, el cual podria haber
interferido en las operaciones rio abajo del proceso. Asi, en laimagen de la izquierda de la
Figura 4.5, es posible observar que existe una menor concentracion de acidos nucleicos,
dado que disminuyé la difuminacién de la fluorescencia a lo largo del carril; tampoco se
observan las bandas de mayor tamafo presentes en la imagen de la derecha, lo que
evidencia que la DNAsa logr6é degradar el material genético que estaba contenido en la
muestra.

Si bien, posterior a la aplicacion de DNAsa es posible observar con mayor claridad las
bandas de rRNA (encerradas en un recuadro blanco), se debe tener en cuenta que las
bandas siguen sin ser intensas, y tampoco cumplen la relacién de intensidad esperada
entre ellas. Por tanto, se infiere que si existi6é algun grado de degradacion en el proceso
de extraccion del RNA, sin embargo, esto se considera usual cuando se utiliza el método
aplicado, considerando la estructura del RNA y su estabilidad [47].
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En consecuencia, el RNA extraido y purificado mediante DNAsa pudo ser utilizado
como templado para la sintesis de cDNA mediante RT-PCR, usando partidores poliT. Co-
mo dentro de la totalidad del cDNA producido se debe encontrar aquel correspondiente al
gen de GtAGluc, este fue utilizado como templado para la amplificacion del gen de interés
a través de PCR. Dado que no se conocia con certeza la temperatura de apareamiento
ideal para el mencionado gen, el programa utilizado en termociclador consideraba un gra-
diente para dicha temperatura, del cual se utilizaron 4 distintas. Asi, cuando se observara
el resultado, se podria evaluar aquella que entregara la mejor banda a la altura de los 3
kb, dado que el gen de interés tiene un largo de aproximadamente 3.030 pb [35].

En la Figura 4.6 se presenta el resultado de la amplificacién por PCR del gen de GtA-
Gluc, observado a través del gel de agarosa al 0,8 % en el que se corrié una muestra del
producto de la reaccion. En la parte inferior de la misma imagen se muestra el control
realizado, donde se usé como templado el resultado de la reacciéon de RT-PCR en la que
se reemplazoé la transcriptasa reversa por agua.

Ladder

Figura 4.6: Gel de agarosa al 0,8 % corrido en electroforesis con muestra
de PCR de amplificacion del gen de GtAGluc, con partidores GH115_F
y GH115_R y evaluando distintas temperaturas de apareamiento. En los
carriles de la mitad superior se cargo el resultado de las reacciones que
usaban como templado el cDNA creado; las temperaturas de annealing
fueron: 58,2°C en Ay E, 60,5°C en By F, 62,7°C en C y G, y 65°C en
D y H. Los recuadros de C y D encierran las bandas correspondientes
a los productos de PCR obtenidos. En los carriles de la mitad inferior se
presenta el resultado del control, donde se usé como templado el producto
de RT-PCR en que se reemplazé la transcriptasa reversa por agua.

De la Figura 4.6, se extrae que el control utilizado no generd ninguna amplificacion por

PCR (carriles E, F, G y H), utilizando los partidores GH115_F y GH115_R. Esto coincide
con lo esperado, dado que en ausencia de transcriptasa reversa, no se debiera haber
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generado cDNA vy, por tanto, la PCR no cuenta con un templado para amplificar. De esta
forma se comprueba que en la muestra de RNA no existian fragmentos DNA que pudieran
ser utilizados como templados en la reaccién, y que pudieran interferir en el resultado de
la amplificacidén de las muestras de interés.

De hecho, en los carriles A 'y B (con muestras del producto de PCR con los partidores
mencionados partidores, que usaba como templado el cDNA creado), tampoco se obser-
va ninguna amplificacion. Sin embargo, en los carriles C y D se observan 2 bandas a la
altura de los 3 kb, las cuales son poco intensas y mas anchas de lo usual. Lo primero
podria deberse a algun problema en la tincion ocupada para preparar las muestras (lo
gue explicaria que en ambas haya ocurrido lo mismo), mientras que lo segundo podria
significar que la concentracion de DNA era demasiado alta, lo que habria generado que
la banda resultante se difuminara y se viera mas hacia los bordes del carril.

A pesar de los problemas descritos, dado el resultado obtenido, es posible considerar
gue el gen de GtAGluc se logré amplificar adecuadamente, y que seria util para continuar
con las siguientes operaciones.

4.1.3. Clonacidn del gen de GtAGluc en pGEM-T Easy

El gen ya amplificado por PCR, se ligd al vector pGEM-T Easy de Promega, para luego
realizar una transformacion quimica en E. coli DH5«. El producto de la transformacion fue
adecuadamente plaqueado en medio selectivo con ampicilina, de forma de poder iden-
tificar clones que hayan logrado incorporar el vector. Segun lo descrito en el Anexo A.1,
aquellas bacterias que hayan logrado ser transformadas exitosamente con el producto de
la ligacién, debieran verse de color blanco, mientras que aquellas que hayan transforma-
do con un vector carente de inserto (que haya sido capaz de autoligarse), seran de color
azul.

De esta forma, en la Figura 4.7 se presentan 2 placas resultantes de la transformacion
realizada. Ademas, como forma de control del método, se llevaron a cabo 2 transforma-
ciones mas; a modo de control negativo, se reemplazé el producto de ligacion por agua, y
como control positivo, dicho producto se reemplazé por un vector circular cerrado (pGEM-
T Easy ligado al gen de la xilanasa GtXyn10A, disponible en el laboratorio). Ambas placas
se presentan en la Figura 4.8.
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Figura 4.7: Placas resultantes de la transformacion quimica de E. coli con
producto de la ligacién del inserto con el gen de GtAGluc, al vector pGEM-
T Easy. En circulos negros se encierran colonias de color blanco.

Figura 4.8: Placas controles de la transformacion quimica de E. coli con
producto de ligacién de pGEM-T Easy con gen de GtAGluc. A la izquierda,
el control negativo, donde se cambi6 el producto de ligacién por agua. A
la derecha, el control positivo, donde el mismo producto fue cambiado por
un vector circular cerrado.

Del resultado de los controles, se puede deducir que la técnica se desarroll6é de forma
correcta y que las células eran efectivamente competentes, puesto que existié un alto nu-
mero de clones en todo el area de la placa del control con DNA circular cerrado, mientras
que no se aprecia ninguna colonia en el control sin DNA. De esto ultimo también se infiere
que no existia DNA contaminando las células y que estas eran sensibles al antibiético.

Enla Figura 4.7 se observa que la placa de la izquierda presenta un total de 6 colonias,
de las cuales 5 son azules y 1 blanca (en adelante denominada clon PGGH-0); la placa
de la derecha presenta alrededor de 13 colonias, de las cuales sélo 3 son de color blanco
(en adelante denominadas clones PGGH-1, PGGH-2 y PGGH-3, respectivamente). Todas
las colonias blancas se encuentran encerradas en circulos negros.
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4.1.4. Analisis de las secuencias de los fragmentos clonados en
pGEM-T Easy

Para poder corroborar que las clones obtenidos fuesen efectivamente transformantes,
se envié a secuenciar muestras de plasmidos producidos por cada uno de ellos. Los
resultados de la secuenciacién completa de cada clon se presentan en el Anexo C.2.1.

De forma de tener una base tedrica que permitiera establecer un punto de comparacion
con la secuencia entregada, usando el sitio Benchling se realizé una ligacion teérica del
gen de GtAGluc (identificado en el Joint Genome Institute para la cepa de Gloeophyllum
trabeum ATCC 11539, bajo el cédigo de identificacion de transcripcion 121439 [48]), con
pGEM-T Easy (PG-GtAGluc). Utilizando la plataforma BLAST del NCBI, se realizaron
alineamientos de cada secuenciacion con el plasmido teorico resultante. Los resultados
y analisis para cada uno de los clones se presentan en el Anexo C.2.1.

Con toda esta informacion, se tiene que, de los 4 clones aislados, unicamente PGGH-0
es recombinante y tendria incorporado el gen de la enzima de interés de forma adecuada.
Por esta razén, se decidi6 preservar este clon para continuar con el proceso de expresion
recombinante de a-glucuronidasa.

4.1.5. Clonacidn del gen de GtAGluc en pPIC9K

El vector pPIC9K posee un mecanismo de expresion que permite la produccion de
proteinas recombinantes en P, pastoris (ver Anexo A.2), por lo que para lograr el objetivo
general de esta memoria, el gen de GtAGluc debio ser clonado en pPIC9K.

En orden de poder llevar a cabo la clonacién, primero se deben generar suficientes
copias del gen que sera utilizado como inserto, las cuales deben poder ser digeridas con 2
de las 4 posibles enzimas listadas en el Anexo A.2. Por tanto, se amplificé por PCR el gen
de GtAGluc clonado en PGGH-0, usando los partidores Avrll_GH115F y NotIHIS_GH115,
que afnadian los sitios de restriccidén para la enzimas Avrll en el extremo 5, y Notl en el
extremo 3’ del gen, respectivamente. De ocurrir esta reaccidon de manera exitosa, en el
gel de agarosa correspondiente se debiera observar una banda a la altura de los 3 kb, al
ser este el tamano aproximado del gen de interés [35].

En la Figura 4.9 se presenta la imagen tomada al gel de agarosa al 0,8 % donde se
corrieron las muestras resultantes de la amplificacion por PCR, en donde se utilizé un
gradiente de temperaturas para la temperatura de apareamiento, de las cuales se utiliza-
ron 4 distintas. Se observa que la reaccién fue exitosa para las 4 temperaturas utilizadas,
dado que en todos los carriles usados se aprecian bandas intensas a la altura esperada
(encerradas en un recuadro); por tanto, el gen se logré amplificar y en él se debiera haber
incorporado los sitios de restriccion correspondientes.
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Ladder

Figura 4.9: Gel de agarosa al 0,8 % corrido en electroforesis con muestra
de amplificacién de gen de GtAGluc clonado en PGGH-0, usando parti-
dores Avrll_GH115F y NotIHIS_GH115. En cada uno de los carriles indi-
cados, se corrieron muestras del producto de PCR generado con distin-
tas temperaturas de annealing: 58,2°C en A, 60,4°C en B, 61,6°CenCy

62,3°C en D. El recuadro de la figura encierra los productos de PCR de
interés obtenidos.

A pesar de que la reaccion haya sido exitosa, en la Figura 4.9 se observan mas ban-
das a la altura de los 10, 6 y 4 kb, asi como también desde los 0,5 kb hacia abajo. Las
bandas de mayor tamafno podrian ser producto de amplificaciones inespecificas genera-
das durante la PCR, como consecuencia de un exceso de DNA templado en la reaccion.
En el caso de las bandas de menor tamafo, si bien algunas podrian ser atribuidas a la
misma razén antes descrita, también pueden corresponder a los partidores usados, los
gue también pueden haber estado en una concentracién mayor a la necesaria.

De todas maneras, como fue posible amplificar el gen de GtAGluc y crear el inserto
para el vector, se continu6é con su purificacién desde gel, lo que permitié remover otros
fragmentos de DNA que se hubiesen generado, para asi evitar posibles interferencias
en las operaciones rio abajo (por ejemplo, clonamientos indeseados en pPIC9K). Luego,
el inserto fue digerido con las enzimas de restriccion Avrll y Notl, segun se describio
anteriormente. No fue posible verificar mediante electroforesis este procedimiento, ya que
los fragmentos removidos no superaban los 10 pb, y estos son imperceptibles en un gel
de agarosa.

Como se detallé en el Anexo A.2, tanto el inserto como el vector pPIC9K deben ser
digeridos con las mismas enzimas de restriccion, para asi generar extremos cohesivos
que faciliten su ligacion. Por tanto, se llevo a cabo la digestion del mencionado vector
con las enzimas Avrll y Notl, lo que fue verificado mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 0,8 %, en el cual se debia observar una unica banda entre los 10 y 8 kb, dado
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que el vector en cuestién tiene un largo de 9,3 kb [41]. En la Figura 4.10 se presenta el
resultado capturado desde el gel corrido; en el carril A se cargé como control una muestra
de pPIC9K sin digerir, y en el carril B se cargd una muestra del producto de la digestion
con mencionadas enzimas.
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Figura 4.10: Gel de agarosa al 0,8 % corrido en electroforesis con muestra
de pPIC9K digerido con Avrll y Notl (carril B), junto con muestra de pPIC9K
sin digerir (carril A), como control de las digestiones.

En el carril A de la Figura 4.10 se observan 3 bandas, una por sobre los 10 kb, otra a
la altura de los 10 kb y la ultima, mucho mas intensa, a la altura de los 5 kb. Esto se debe
a que al tratarse de un vector circular cerrado, el DNA tiende a generar estructuras ter-
ciarias, enrollandose sobre si mismo; debido a la variedad de estructuras que se pueden
generar en estas cadena de DNA, es usual que dentro de una electroforesis se observe
mas de una banda para la misma secuencia [49].

La mencionada caracteristica resulta Gtil para comparar con la muestra digerida, dado
gue en el carril B se aprecia una unica e intensa banda a la altura de los 10 kb, aproxima-
damente. Esto indica, por un lado, que el vector se digirié adecuadamente por al menos
una de las dos enzimas utilizadas; no es posible asegurar mediante este gel que la di-
gestién doble haya ocurrido, puesto que la diferencia seria menor a 10 pb (dado que los
sitios de restriccion de ambas enzimas se encuentran 1 pb de distancia). Por otro lado,
se tiene que la intensidad de la banda puede ser consecuencia de haber cargado un ex-
ceso de DNA en la muestra, lo que ocasionaria que se observara mas fluorescencia en
la banda vy, a la vez, su posicion fuera menos precisa, en cuanto a la determinacion de
su tamafno mediante el ladder. De igual forma, el resultado se considera como suficiente
para asegurar la digestion del vector.

Teniendo el inserto del gen de GtAGluc y el vector pPIC9K digeridos con las mismas
enzimas de restriccion, se pudo llevar a cabo su ligacién y posterior transformacion por
electroporacion en E. coli TOP10. La solucién de células transformadas con el producto
de ligacion de pPIC9K con el gen de GtAGluc, fue separada en partes iguales y dispuesta
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en 2 placas de LB con ampicilina, las cuales se presentan en la Figura 4.11. En la misma
Figura, se incluye la imagen de la placa utilizada como control positivo de la transforma-
cidn, en la que se reemplazé el producto de ligacion por el vector pPIC9K circular cerrado
no recombinante.

Figura 4.11: Placas de LB con ampicilina inoculadas con E. coli transfor-
madas por electroporacion. La placa de la izquierda es un control trans-
formado con pPIC9K circular cerrado, mientras que las otras dos pla-
cas fueron inoculadas con células de la transformacién con producto de
ligacion entre pPIC9K y el gen de GtAGluc amplificado con partidores
Avrll_GH115F y NotIHIS_GH115.

Es posible observar que las células del control positivo fueron transformadas adecua-
damente, creciendo colonias de forma abundante en la placa, lo que indicaria que el
método funcion6 adecuadamente; la distribucion de dichas colonias (concentrada en un
sector de la placa) dice relacién con que la técnica utilizada para la dispersion de las cé-
lulas en el agar no fue la ideal, provocando que no se encuentren distribuidas de forma
uniforme en todo el radio del medio.

Ademas, en la placa central de la Figura 4.11 se aprecian al menos 10 colonias po-
tencialmente portadoras del plasmido de interés, mientras que en la placa del extremo
derecho se observan 2 colonias de las mismas caracteristicas. Del total, se extrajeron 3
colonias para ser aisladas en sus propias placas de LB con ampicilina (desde ahora en
adelante, llamadas Clon 1, Clon 2 y Clon 3), para posteriormente extraer sus plasmidos y
verificar que fueran transformantes. Para ello, en primer lugar se llevé a cabo una ampli-
ficacion del gen mediante PCR, en el cual se debia ver una banda clara a la altura de los
3 kb.

En la Figura 4.12 se presenta el resultado de la mencionada reaccion, corrida en una

electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %; en el carril A se corri6 el producto de PCR para
el Clon 1, en el carril B aquel del Clon 2, y el carril C es analogo para el Clon 3.
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Figura 4.12: Gel de agarosa al 0,8 % de electroforesis con muestras de
PCRs de amplificacion de gen de GtAGluc, utilizando como templado los
plasmidos extraidos desde colonias potencialmente transformantes. Cada
carril corresponde al producto de PCR de: Clon 1 en A, Clon 2 en B y Clon
3enC.
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En el carril A se observa que el Clon 1 produjo una banda clara e intensa a la altura de
los 3 kb, sin embargo, también se observan otras bandas a distintas alturas del gel. Esto
podria deberse a que se cargé como templado de la reaccidn una cantidad excesiva de
DNA, lo que habria generado amplificaciones inespecificas durante la PCR; también se
debe tener en cuenta que la concentracién de DNA probablemente era alta en la muestra
corrida, lo que explicaria la intensidad de la banda de 3 kb y que exista fluorescencia en
los bordes del carril.

Junto a lo anterior, en el carril B también se aprecia una banda a la altura de 3 kb, apro-
ximadamente. No obstante, la banda es menos intensa que aquella del carril A y también
se observan varias bandas de distintos tamaros a lo largo de este carril, lo que podria
deberse a las mismas razones expuestas anteriormente. En el caso del carril C, no existe
ninguna banda con DNA del tamafno esperado, pero se mantienen las amplificaciones
inespecificas observadas en sus pares.

De forma de poder ratificar la informacion obtenida con la amplificacion por PCR, se
llevé a cabo una digestion del plasmido contenido en cada uno de los clones estudiados,
utilizando las enzimas de restriccion Avrll y Notl. De estas reacciones, se espera que
al menos el DNA procedente de los Clones 1 y 2 sea digerido apropiadamente, lo que
implicaria observar bandas, en un gel de agarosa, a altura de los 9 y 3 kb; el fragmento
de 9 kb corresponderia al vector pPIC9K por si sélo [41], mientras que aquel de 3 kb

47



seria el gen de GtAGluc [35]. En la Figura 4.13 se presenta la imagen tomada del gel de

agarosa al 0,8 % de la electroforesis de las muestras de las 3 digestiones hechas (Clon 1

en carril B, Clon 2 en carril C y Clon 3 en carril D), junto con dos controles: en el carril A

se cargo el vector pPIC9K circular cerrado y en el carril E se carg6 el gen de GtAGluc.
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Figura 4.13: Gel de agarosa al 0,8 % de electroforesis con muestras de
digestiones con las enzimas de restriccion Avrll y Notl, de plasmidos ex-
traidos desde Clon 1 (carril B), Clon 2 (carril C) y Clon 3 (carril D). Ademas,
a modo de control, se cargé el vector pPIC9K circular cerrado en el carril
Ay el gen de GtAGluc en el carril E.
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De la figura anterior se desprende que el unico clon que cumple con el resultado espe-
rado es el 1, ya que en el carril B se observa una banda ubicada entre los 10 y 8 kb, junto
con otra banda de 3 kb. En ninguna de las otras muestras se aprecia el mismo comporta-
miento, dado que en ambas existe un unico fragmento de aproximadamente 9 kb, lo que
indicaria que los clones 2 y 3 no son recombinantes, sino que habrian sido transformados
con vectores pPIC9K autoligados. Esto se puede asegurar considerando tanto el tama-
fio de la banda observada, como la ausencia de un fragmento de algun otro tamafo, el
cual podria haberse insertado en lugar del gen de interés. Cabe mencionar que, a priori,
se consideraba que la probabilidad de que un evento de autoligacidén ocurriera era bajo,
considerando que el vector habia sido digerido con dos enzimas de restriccion distintas,
y que los extremos que estas generaban no eran cohesivos entre si. Por tanto, se asu-
me que la reaccién con alguna de las 2 enzimas no logré6 digerir la totalidad de pPIC9K
anadido; es decir, habrian vectores digeridos con una Unica enzima de restriccion, lo que
dejaria extremos cohesivos que impedirian la ligacién del inserto de interés y, a la vez,
facilitaria la autoligacion del vector.

Considerando el resultado obtenido y analizado, se considera que el Clon 1 debiera ser
recombinante y contener el vector pPIC9KGluc. Por esta razén, se envié una muestra de
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los plasmidos obtenidos desde este clon para ser secuenciados y confirmar el resultado
obtenido mediante los métodos expuestos.

4.1.6. Analisis de la secuencia del fragmento clonado en pPIC9K

El vector recombinante se envié a Macrogen Korea para ser secuenciado utilizando
partidores AOX1 (Forward y Reverse) y los 2 partidores disefiados (Glucin1 y GlucIn2).
Estos ultimos son necesarios para obtener la secuencia de aproximadamente 1000 pb,
pertenecientes a la parte central del gen de GtAGluc, dado que por su longitud y las
limitaciones de la técnica, no es posible obtener dicha secuencia utilizando Unicamente
los partidores AOX1. El detalle de las secuencias obtenidas en cada caso se presenta en
las Tablas C.10, C.11, C.12 y C.13 del Anexo C.3.1.

Para el andlisis de las secuencias, se llevo a cabo una ligacién tedrica entre pPIC9K y
el gen de GtAGluc obtenido desde JGI, segun se mencion6 anteriormente, entregando el
vector pPIC9KGluc que se presenta en la Figura C.15 del Anexo C.3.1.

Utilizando Clustal Omega, se realizaron alineamientos entre cada secuencia obtenida
y la secuencia tedrica de pPIC9KGluc, los cuales se presentan en las Figuras C.16, C.17,
C.18 y C.19 del Anexo C.3.1. En ellas, se observa que todas las secuencias coinciden
con la secuencia tedérica de pPIC9KGluc, lo que indicaria, a priori, que el Clon 1 posee el
plasmido recombinante con el gen de GtAGluc adecuado.

Con el resultado obtenido, se intentd configurar la secuencia experimental del vector
recombinante, la cual se presenta en detalle en la Figura C.20 del Anexo C.3.1. Durante
este analisis, se pudo extraer que existe un gap de 20 nucledtidos entre la secuencia
entregada por AOX1 Forward y Glucln1, respecto a la obtenida de forma teédrica. Ade-
mas, se observd que la secuencia entregada por el partidor GlucIn2 se sobrepone con
aquella entregada por el partidor AOX1 Reverse, lo que indicaria que fue disefiado con la
orientacién errénea; es decir, en lugar de aportar para lograr completar la secuencia del
gen de insertado en el vector, amplificé en la direccidn contraria, entregando una secuen-
cia ya conocida mediante el partidor AOX1 Reverse. Como consecuencia de este error
de diseno, se tiene otro gap en la secuencia experimental de pPIC9KGluc (respecto a la
secuencia tedrica), de una longitud de 243 nucleétidos.

Luego, la secuencia experimental de pPIC9KGluc fue traducida a su secuencia ami-
noacidica correspondiente, utilizando la herramienta en Expasy, omitiendo los gaps pre-
sentes en ella. Es decir, se tradujo por separado cada segmento y se eligid, en cada caso,
el marco de lectura con la mayor cantidad de aminoacidos y la menor cantidad de espa-
cios entre ellos. Con esta secuencia aminoacidica, se realizé un alineamiento en Clustal
Omega con la secuencia teérica de GtAGluc (obtenida desde el Joint Genome Insitute
para la cepa de Gloeophyllum trabeum ATCC 11539, bajo el cédigo de identificacién de
proteina 121308 [48]), cuyo resultado se presenta en la Figura 4.14.
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Figura 4.14: Alineamiento de secuencia aminoacidica tedrica (obtenida
desde el Joint Genome Insitute, con el codigo de identificacion de pro-
teina 121308) y experimental de GtAGluc, realizado en Clustal Omega.

En la figura anterior, se observa que existen sélo 3 zonas donde no existe completa
identidad entre ambas secuencias. La primera de ellas corresponde a, aproximadamen-
te, los primeros 150 aminoacidos de la proteina teérica; esto coincide con lo esperado,
ya que esta zona no estaba considerada dentro del fragmento de nucleétidos que se
buscaba amplificar con los partidores GH115_F y GH115_R. La segunda zona esta com-
prendida por un total de 7 aminoacidos en los que no hubo identidad, los cuales podrian
corresponder a aquellos codificados por los 20 nucleétidos del primer gap de la secuen-
cia experimental de pPIC9KGluc, dada la similaridad numérica existente entre ambos. La
ultima zona sin identidad entre ambas secuencias de aminoacidos, esta constituida por
un total de 82 aminoacidos, los cuales, al igual que en el caso anterior, podrian ser codi-
ficados por los 243 nucleétidos del segundo gap de la secuencia experimental del gen de
GtAGluc.

La misma secuencia aminoacidica experimental de GtAGluc, se introdujo en la plata-
forma Interpro, en la cual la proteina fue reconocida con los dominios necesarios para ser
parte de la familia de enzimas GH115 [50]. Con esta informacién, y teniendo en cuenta
todo lo anteriormente expuesto, se puede asegurar que el Clon 1 es recombinante, que
ha logrado incorporar exitosamente el plasmido pPIC9KGluc, y que este es contiene el
gen capaz de codificar la enzima GtAGluc. En consecuencia, el Clon 1 es util para conti-
nuar con los operaciones siguientes, cumpliendo asi el primer objetivo especifico de esta
memoria, al haber aislado apropiadamente el gen de GtAGluc de forma exitosa.

4.2. Clonacion del gen de GtAGluc en P. pastoris

Con el fin de desarrollar el segundo objetivo especifico de esta memoria, que consiste
en clonar el gen de GtAGluc en la levadura P, pastoris, el trabajo debié ser dividido en
etapas, al igual que en el caso del primer objetivo abordado. En primer lugar, se debi6
obtener suficientes copias del vector pPIC9KGluc transformado en E. coli TOP10, para
que este pudiera ser digerido, y asi transformado en P, pastoris con pPIC9KGluc. Con

50



esto, se seleccionaron clones en Geneticina®, de forma de poder aislar aquellos que
resulten ser recombinantes. A continuacion, se detallan los resultados obtenidos en cada
una de las etapas descritas.

4.2.1. Incorporacion de pPIC9KGluc al genoma de P. pastoris

Una vez el vector pPIC9KGluc se hubo construido y verificado, se encontraba en con-
diciones de ser clonado en P, pastoris. Para ello, desde el Clon 1 de E. coli, se extrajo el
pPIC9KGluc y se digirio utilizando la enzima de restriccion Sacl, para ser linealizdo, de-
bido al funcionamiento de la transformacién por recombinacion homéloga en P. pastoris
(ver Anexo A.2).

En el gel de agarosa en que se carguen muestras del producto de la digestion se de-
biera observar una Unica banda por sobre los 10 kb (fragmento de mayor tamano repre-
sentado en ladder), dado que el vector en cuestidn tiene un tamarfo de aproximadamente
12,3 kb (ver Figura A.3). En la Figura 4.15 se presenta la imagen tomada al gel de aga-
rosa al 0,8 % de la electroforesis en que se corrid la muestra del producto de la digestidn
con Sacl (carril B), junto con el mismo vector sin ser digerido (carril A), a modo de control.
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Figura 4.15: Gel de agarosa al 0,8 % corrido en electroforesis con muestra
de pPIC9Kgluc digerido con Sacl (carril B), junto con el mismo vector sin
digerir como control (carril A).

En el carril A de la Figura 4.15 se pueden ver 3 bandas, correspondientes a fragmentos
de distintos tamanos; al igual que en el caso del control de la Figura 4.10, esto se debe al
sobrenrollamiento que ocurre en el DNA circular cerrado, lo que ocasiona que el mismo
plasmido migre a distancias distintas en el gel. Mientras tanto, en el carril B también se
observan 3 bandas, sin embargo estas difieren de las presentes en el carril A, puesto que
la banda que se encuentra justo sobre los 10 kb es mas intensa que las otras dos del
mismo carril, y que aquella del mismo tamafno ubicada en el carril A. Como consecuencia
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de esto, y considerando el tamano del fragmento esperado, se asume que la digestidon
ocurrid, sin embargo, no lo hizo de forma completa. Esto explicaria la presencia de una
banda mas intensa a la altura esperada (DNA digerido), y dos bandas de DNA no digerido,
analogas a las presentes en el control.

El problema suscitado en este caso, podria ser producto de la gran cantidad de DNA
agregado a la reaccion (aproximadamente 48 ug) y que este se trate de un plasmido
circular cerrado; a pesar de haberse anadido un volumen de Sacl tal, que en la reaccion
hubiese al menos 2 unidades de enzima por ug de DNA (el doble de lo necesario en una
digestidn estandar), el manual del fabricante indica que para este tipo de DNA puede ser
necesario incluir hasta 5 veces mas enzima de la requerida usualmente, dependiendo
del sobrenrollamiento que el plasmido presente [51]. Asi, de haber querido asegurar la
digestion completa, se debiera haber agregado 50 uL de enzima a la reaccién, lo que no
se llevé a cabo teniendo en cuenta la disponibilidad de los recursos en el laboratorio.

Luego, como los resultados indican que si se logré digerir pPIC9KGluc con la enzima
Sacl, el producto de la digestidon se sometié a una precipitacion con etanol, de forma de
lograr concentrar el DNA para la electroporacion de P pastoris. Como resultado de esta
operacion, se obtuvo un total de 20 ug de pPIC9KGluc linealizado, lo que implicaria un
rendimiento de aproximadamente 42 % en el proceso de preparacion del DNA, teniendo
en cuenta que la digestion se inicié con 48 ug de DNA plasmidial.

Algunos de los factores que pueden haber influido en la pérdida de material genético
son: la digestién incompleta del vector; que durante la purificacién, el etanol no logre
hacer precipitar la totalidad del DNA presente en la solucién; o bien, que se pierda DNA
en la resuspensién en buffer TE, considerando que el volumen utilizado es pequefio (10
uL) comparado con aquel del tubo en que se realiza el procedimiento (1,5 mL). A pesar de
lo expuesto, se debe tener en cuenta que para conseguir que este procedimiento fuera
exitoso, se debid llevar a cabo en repetidas ocasiones, y el rendimiento obtenido en la
operacion aqui descrita se constituye como el mas alto registrado.

Teniendo el vector pPIC9KGIuc en las condiciones deseadas, fue mezclado con P
pastoris electrocompetentes y se llevé a cabo la transformacién de las células por elec-
troporacién. Para poder seleccionar en primera instancia aquellas que hubiesen logrado
incorporar en su genoma el vector en cuestion, las mencionadas células deben ser pla-
gueadas en medio un medio carente de histidina, dadas las caracteristicas del vector y
la cepa celular utilizada (ver Anexo A.2). Por tanto, el producto de transformacion de P
pastoris con pPIC9KGluc se dispuso en placas de RDB.

En la Figura 4.16 se presentan las mencionadas placas; a la izquierda se muestra
la placa inoculada con células extraidas directamente de la solucién incubada tras la
electroporacion, mientras que a la derecha se encuentra la placa inoculada con la solucion
de células concentradas.
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Figura 4.16: Placas de RDB inoculadas con P, pastoris transformadas con
pPIC9KGluc. A la izquierda se muestra la placa inoculada directamente
con las células electroporadas, mientras que a la derecha se encuentra la
placa inoculada con la solucién concentrada de las células.

Si bien en ambas placas se observan colonias, es claro que en la placa de la derecha
el numero de colonias es mayor. Este resultado coincide con lo esperado, ya que se
inocularon todas las células que quedaban en el tubo, en contraste con la placa de la
izquierda, en la que sélo se agregaron 100 uL de la solucién sin concentrar, donde se
espera que exista un menor numero de células y, por tanto, un menor nimero de células
recombinantes.

Luego, las células fueron resuspendidas en agua y traspasadas a placas de YPD con
Geneticina® en tres concentraciones distintas (0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 3 mg/mL), de for-
ma de asegurar que las colonias crecidas fueran transformantes al evaluar su resisten-
cia al antibiotico. Ademas, al existir una relacion directa entre el nivel de resistencia a
Geneticina® y la cantidad de copias del vector que la levadura haya logrado incorporar
en su genoma (ver Anexo A.2), se espera que la cantidad de colonias sea decreciente a
medida que aumenta la concentracion de antibidtico. Es decir, se espera que exista un
mayor nimero de colonias en la placa de YPD con Geneticina® 0,5 mg/mL, seguida por
aquella con 1 mg/mL del antibiético y, finalmente, aquella con 3 mg/mL del mismo. De he-
cho, se considera improbable que se observen colonias bajo esta ultima concentracion,
dado que no suele ser comun que se desarrollen clones resistentes a concentraciones de
Geneticina® que superen los 2 mg/mL [41].

En la Figura 4.17 se presentan las placas de YPD con Geneticina® en las que crecieron
colonias, las cuales se encierran en circulos blancos. A la izquierda se encuentra aquella
suplementada con 0,5 mg/mL del antibiotico, y a la derecha se encuentra la placa con
Geneticina® 1 mg/mL. Se omitié la imagen de la placa con 3 mg/mL del antibidtico, dado
que, tal como se esperaba, no crecid ninguna colonia en ella.
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Figura 4.17: Placas de YPD con Geneticina® inoculadas con colonias re-
combinantes de P pastoris crecidas en placas de RDB; a la izquierda se
encuentra la placa suplementada con 0,5 mg/mL del antibiético, y a la
derecha aquella con 1 mg/mL del mismo antibiético. En cada una se en-
cierran en circulos blancos las colonias que lograron crecer.

Tal como se esperaba, la cantidad de colonias fue decreciente respecto a la concen-
tracion de Geneticina® en el medio, al tiempo que no crecieron colonias en la placa con
3 mg/mL de antibiético. Antes de continuar con el proceso, la placa con 1 mg/mL de
Geneticina® se incubd por 1 dia mas, de forma que las colonias tuvieran un tamafo ade-
cuado para poder ser aisladas en placas de YPD propias.

Con ambas placas listas, se seleccioné una colonia de manera aleatoria de la placa
de la izquierda (cuyo clon desde ahora en adelante se nombrara como Clon 0,5), y en
seguida, de la misma manera, se seleccionaron 2 colonias de la placa de la derecha
(cuyos clones en adelante se aludiran como Clon 1y Clon 2). Cada una de estas colonias
fue dispuesta en una placa de YPD propia, las que resultaron analogas a la presentada
en la Figura 4.18, correspondiente al Clon 2.

Figura 4.18: Placa de YPD en la que se aisl6 Clon 2 de P, pastoris trans-
formada con pPIC9KGluc, proveniente de placa de YPD con Geneticina®
1 mg/mL.

Teniendo colonias aisladas como las observadas en la placa de la figura anterior, se
pudo completar el segundo objetivo especifico de esta memoria, puesto que se logrd
clonar el gen de GtAGluc en el genoma de P, pastoris, aislando 3 clones transformados.
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4.3. Produccion recombinante de GtAGluc en P. pasto-
ris

4.3.1. Cinética de producciéon de GtAGluc recombinante en cultivos
de P. pastoris

De forma de poder completar el ultimo objetivo especifico de esta memoria, relaciona-
do a la expresion de GtAGluc en forma recombinante en P, pastoris y la evaluacion de su
produccion, se llevaron a cabo 4 cultivos celulares en paralelo, siguiendo los pasos del
sistema de induccién por metanol para la produccion de proteinas recombinantes en P,
pastoris (para detalles del funcionamiento del sistema, ver Anexo A.2).

De los mencionados cultivos, uno fue inoculado con P pastoris transformada con
pPIC9K no recombinante, para ser utilizado como control de la expresiéon de GtAGluc.
Cada uno de los cultivos restantes, fue inoculado con uno de los clones recombinantes
anteriormente aislados (Clon 0,5, Clon 1 y Clon 2). Desde los 4 cultivos, se extrajo una
muestra diaria de sobrenadante, durante un total de 4 dias desde iniciada la induccion,
de forma de poder evaluar la evolucién en la produccién de la enzima de interés.

Las muestras extraidas fueron sometidas a ensayos de actividad «a-glucuronidasa, de
forma de poder cuantificar la cantidad de GtAGluc generada en cada cultivo, ya que (tal
como se menciond en la discusion de los ensayos de actividad a-glucuronidasa presen-
tados anteriormente) existe una relacién directa entre la concentracion de enzima en el
medio y el nivel de actividad enzimatica registrado [45]. Ademas, para complementar este
resultado, se llevo a cabo una medicion de la concentracién de proteinas en cada sobre-
nadante, mediante el Método de Bradford. Estos valores permiten obtener la actividad
enzimatica respecto a la cantidad de proteinas totales en el medio, pudiendo asi inferir
cuantas de las proteinas presentes podrian corresponder a GtAGluc.

En el Anexo C.4.1 se presentan las Tablas C.14 (que contiene de forma detallada el
valor de cada AAbs calculado) y C.15 (con los valores respectivos de actividad enzima-
tica, obtenidos desde los AAbs respectivos). Ademas, en el Anexo C.4.2 se presenta la
Figura C.21, con la curva de calibracion de BSA construida y su respectiva ecuacion de la
recta, y la Tablas C.19, C.20, C.21 y C.22, que muestran los valores de absorbancia a 595
nm medidos mediante la aplicacion del Método de Bradford, en los sobrenadantes del
control, Clon 0,5, Clon 1 y Clon 2, respectivamente. Con todos los datos mencionados, se
pudo construir la Tabla C.23, también presentada en el Anexo C.4.2, donde se muestra la
concentracién de proteinas totales en cada sobrenadante evaluado.

Para resumir todos los resultados antes mencionados, en la Tabla C.16 se presenta
el valor de la actividad enzimatica obtenida para cada clon, en cada uno de los dias en
que fue evaluada. Con el objetivo de establecer una comparacién clara de los valores
de actividad enzimatica obtenidos, en la Figura 4.19 se presenta un grafico de barras
con la actividad enzimética diaria (en unidades de actividad enzimatica por litro de cul-
tivo) de cada uno de los clones estudiados, incluyendo también el control de P pastoris
transformada con pPIC9K no recombinante.
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Figura 4.19: Grafico de barras de cinética de produccién enzimatica de
GtAGluc en cultivos de clones recombinantes de P pastoris. Se incluye
control de P, pastoris transformada con pPIC9KGluc no recombinante.

En la figura anterior se observa que, contrario a lo esperado, el control present6 activi-
dad enziméatica por sobre la unidad en 3 de los 4 dias evaluados, lo que permite establecer
gue la medicidn realizada no resulta ser lo suficientemente precisa. De igual manera, se
puede apreciar que de todos los clones estudiados, el Clon 1 es el que logra presentar la
mayor actividad a-glucuronidasa en los dias 2 y 3, presentando ademas una tendencia en
la actividad registrada. De hecho, si se compara los valores de actividad enzimatica logra-
dos por este clon, estos son superiores a los obtenidos desde los cultivos de G. trabeum,
donde se produjo la proteina de forma nativa; el valor de actividad mas alto producido por
el Clon 1 de P, pastoris es 40,98 U/L, mientras que el simil en G. trabeum es de 17,37 U/L.
Con esto, se podria establecer que fue posible producir una mayor cantidad de GtAGluc
de forma recombinante, que de forma nativa. En otras palabras, el sistema de produccion
heter6loga de a-glucuronidasa seria capaz de producir la enzima de interés e incluso,
una mayor cantidad que en su organismo nativo.

A pesar de lo anterior, se debe tener en cuenta que el manual del kit utilizado para
el ensayo de actividad a-glucuronidasa, establece que para que los valores de actividad
obtenidos sean significativos, deben ser calculados a partir de un valor de AAbs mayor
o igual a 0,1 (ver detalle de estos términos en Anexo B.3). Como se observa en la Tabla
C.14 del Anexo C.4.1, en practicamente ningun caso fue posible obtener valores que cum-
plieran con este requisito, lo que inmediatamente indicaria que los valores de actividad
enzimatica obtenidos no se calculan a partir de un valor lo suficientemente confiable.

También se puede extraer de la Figura 4.19 que el Clon 0,5 si bien se mantiene re-
lativamente estable durante los 3 primeros dias, cuenta con un peak de actividad en el
dia 4. Sin embargo, ese mismo dia se presenta un peak de actividad en el control, o que
podria indicar que la actividad medida podria ser menor a la actividad efectiva. También
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se puede destacar que el Clon 2 presenta valores bajos de actividad y sin una tendencia
clara.

4.3.2. Identificacion de GtAGluc recombinante en cultivos de P. pas-
toris

Para poder asegurar que la actividad enzimatica registrada proviene de GtAGluc, se
debe poder asegurar que la proteina esta siendo secretada al medio de cultivo, como se
espera que ocurra. Con este fin, se llevaron a cabo electroforesis en geles de poliacri-
lamida al 12,5 %, con muestras del sobrenadante del cultivo de cada clon (incluyendo el
control transformado con pPIC9K no recombinante), en cada uno de los dias estudiados.
En estos geles se debiera observar una banda a la altura de los 120 kDa, dado que se
estima que la GtAGluc tiene un peso molecular de aproximadamente 112 kDa [52].

En la Figura 4.20 se muestra la imagen del gel de poliacrilamida para las muestras del
dia 1. En el carril del Clon 1, se puede apreciar claramente la existencia de una banda
intensa, de un tamafno comprendido entre 120 y 85 kDa vy, paralelamente, se observan
bandas menos definidas tanto sobre como bajo la mencionada banda. Considerando
que, como se mencion6 anteriormente, el tamano de GtAGluc es de aproximadamente
112 kDa, es posible que al menos una de estas bandas representen la presencia de a-
glucuronidasa en el medio. Sin embargo, los resultados del ensayo de actividad para la
enzima indican que no hubo actividad en el sobrenadante extraido para este dia, lo que
contradice lo antes expuesto.

Control Clon 0,5 Clon 1 Clon 2

Figura 4.20: Gel de poliacrilamida al 12,5%, en el que se llevé a cabo la
electroforesis de muestras de sobrenadante de cultivos en medio inductor
del dia 1, tanto del control como de cada uno de los clones estudiados.
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En la Figura 4.21 se muestra la imagen del gel de poliacrilamida para las muestras del
dia 2. Se observa que, en comparacién al dia anterior, aparecen una serie de bandas en
el carril del Clon 0,5, dentro de las cuales se puede destacar una banda tenue ubicada
entre los 120 y 85 kDa, que podria corresponder a la enzima de interés. Esto coincide
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con un leve aumento en el valor de la actividad enzimatica del clon, respecto del valor
registrado para el dia 1. En cuanto a las proteinas producidas por el Clon 1, se siguen
observando bandas del tamano esperado de la enzima, pero con menor intensidad que
el dia anterior.

Control Clon 0.5 Clon 1 Clon 2
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Figura 4.21: Gel de poliacrilamida al 12,5 %, en el que se llev6 a cabo la
electroforesis de muestras de sobrenadante de cultivos en medio inductor
del dia 2, tanto del control como de cada uno de los clones estudiados.
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En la Figura 4.22 se muestra la imagen del gel de poliacrilamida para las muestras del
dia 3. En el carril del Clon 0,5 se sigue observando una banda tenue a la altura esperada
para la a-glucuronidasa, lo que podria significar que la enzima esta siendo secreta por el
clon, aunque en bajas concentraciones; pero, nuevamente se contradice con lo observado
en el ensayo de actividad, puesto que el valor obtenido es igual al del dia 1, donde no
existian bandas del tamano esperado en el carril de este Clon.

Respecto al Clon 1, se observan las mismas bandas que el dia anterior, pero aun
mas tenues. Esto permitiria establecer, por una parte, que la produccién de la proteinas
secretadas se detuvo o se redujo considerablemente y, por otro lado, que dichas proteinas
no serian estables en el medio de cultivo, porque si lo fueran no se debiera observar una
disminucién gradual de su concentracién en el medio. A pesar de esta disminucién en la
intensidad de las bandas, el ensayo de actividad registr6 el segundo peak de actividad
del Clon 1 en este dia.
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Figura 4.22: Gel de poliacrilamida al 12,5 %, en el que se llevo a cabo la
electroforesis de muestras de sobrenadante de cultivos en medio inductor
del dia 3, tanto del control como de cada uno de los clones estudiados.
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Finalmente, en la Figura 4.23 se muestra la imagen del gel de poliacrilamida para
las muestras del dia 4. En el carril del Clon 0,5 se aprecia cémo se difuminaron las
bandas observadas el dia anterior y se puede observar una banda del tamafno esperado
para GtAGluc, pero muy delgada y tenue; esta informacién se debe complementar con
lo obtenido en el ensayo de actividad, dado que el dia 4 fue el peak de actividad para el
Clon 0,5.

El comportamiento del Clon 1 fue analogo al del dia 3, y las mismas bandas de los
dias anteriores se encuentran muy poco intensas, lo que podria confirmar la hipotesis
planteada anteriormente, respecto al nivel de produccion y la posible degradacién de las
proteinas en el medio. En este caso, la informacioén entregada por el ensayo de actividad
coincide con lo observado en el gel, dado que no se report6 actividad ni presencia de una
banda del tamafio esperado.

Por ultimo, el Clon 2 mantuvo la banda por sobre los 120 kDa, la cual incluso se puede
ver mas intensa que los dias anteriores. Ademas, mientras que este fue el clon que produ-
jo una mayor concentracion de la proteina de aproximadamente 70 kDa, no se registro la
presencia de ninguna proteina del tamafo esperado para la a-glucuronidasa. Este hecho
podria indicar que el Clon 2 no es recombinante; si bien puede que haya logrado incorpo-
rar exitosamente el pPIC9KGluc en su genoma (lo que le permitié crecer en la placa de
YPD con Geneticina® 1 mg/mL), es posible que en las replicaciones posteriores algunos
clones hayan perdido la secuencia recombinante y uno de esos clones haya sido utilizado
para inocular el medio en el que se estudié la expresidn de la enzima.
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Figura 4.23: Gel de poliacrilamida al 12,5 %, en el que se llevo a cabo la
electroforesis de muestras de sobrenadante de cultivos en medio inductor
del dia 4, tanto del control como de cada uno de los clones estudiados.
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Para complementar la informacién expuesta anteriormente, se llevé a cabo un nuevo
gel de poliacrilamida al 12,5 %, en el cual se quisieron observar Unicamente las muestras
del control (en los dias 0 al 4) y del Clon 1 (en los dias 1 a 4), teniendo en cuenta que
este clon fue el que registr6 mayor actividad enzimatica y, ademas, mostr6 bandas de
proteinas en el rango del tamario esperado para GtAGIluc.

Es importante mencionar que las muestras usadas fueron obtenidas desde un concen-
trado de proteinas de los mencionados sobrenadantes, obtenidos a través de dispositivos
de ultrafiltracion Amicon® Ultra-2 con corte de 3 kDa. De esta forma, y habiendo, medido
la concentracion de proteinas totales en cada concentrado, en cada carril se cargd un
total de 4 ug de proteina, lo que permite que la comparacion de las intensidades de las
bandas que se presenten en el gel sea mas certera. Asi, en la Figura 4.24 se muestra el
gel de poliacrilamida con 4 ug de proteina cargados en cada muestra del control, en los
carriles A, B, C, D y E para los dias 0, 1, 2, 3 y 4, respectivamente. Mientras que cada
muestra de 4 pg del Clon 1, fue cargada en los carriles F, G, He |, para los dias 1, 2, 3 y
4, respectivamente.
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Figura 4.24: Gel de poliacrilamida al 12,5%, en el que se llev6 a cabo
la electroforesis de muestras de 4 ug de proteina, tanto del control como
del Clon 1. Las muestras del control corresponden a los carriles A (dia
0), B (dia 1), C (dia 2), D (dia 3) y E (dia 4). Las muestras del Clon 1
corresponden a F (dia 1), G (dia 2), H (dia 3) e | (dia 4).

En la figura anterior se puede observar con claridad la misma banda ubicada entre 120
y 85 kDa, y producida por el Clon 1, que se observo en la Figura 4.20. Esto implicaria que,
en comparacion a las demas proteinas, esta se encuentra en una mayor concentracion.
Nuevamente, dado su tamafo y el nivel de expresion, se podria atribuir esta banda a
GtAGluc, a pesar de que el resultado se contradiga con aquel del ensayo de actividad
enzimatica.

Si se debe destacar que en los dias 0 y 1 del control se observan bandas tenues, de
una altura similar a la esperada para GtAGluc. Sin embargo, este resultado no permite
conducir a hipotesis concluyentes respecto a la produccién recombinante de la enzima
de interés.

Finalmente, con toda la informacién expuesta y habiendo sido contrastada entre si, se
puede establecer que es probable que GtAGluc si se produzca de forma recombinante,
al menos en el Clon 1, pero que las cantidades producidas de enzima son bajas. Esto se
desprende de la existencia de bandas que podrian representar a GtAGluc en el gel de
poliacrilamida, pero contrastando el resultado del ensayo de actividad a-glucuronidasa,
donde los resultados obtenidos no fueron concluyentes.

Una de las razones que podrian explicar los resultados obtenidos, dice relacion con el
tamano del gen de GtAGluc y, por tanto, de la proteina codificada. Esto implica que, al
transcribirse el gen, los mMRNA sean menos estables y puedan degradarse en su transito
del nacleo al citoplasma. También tiene que ver con que, una vez formada la proteina,
para la célula sea mas complejo realizar su correcto plegamiento y las modificaciones
post-traduccionales necesarias, de forma que se produzcan proteinas funcionales.

Otra posible explicacién radica en la naturaleza del ensayo enzimatico del kit utiliza-
do. Segun indica el fabricante [45], el ensayo esta disefado para a-glucuronidasas de
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la familia GH67; si bien, se indica que este si puede ser efectivo en enzimas de la fa-
milia GH115, la eficiencia se veria disminuida respecto a sus pares de la otra familia.
Teniendo esto en cuenta y, ademas, que probablemente las concentraciones de GtAGluc
secretadas a los medios de cultivo son bajas, el obtener valores de actividad enzimatica
significativos resulta aun mas complejo.

Una ultima razén puede estar relacionada a los aminoacidos que componen a GtA-
Gluc. Si bien, G. trabeum y P. pastoris son eucariontes del reino fungi, puede que los
aminodcidos que se usan con mayor frecuencia en uno, sean distintos a los del otro. Esto
repercutiria en que, al intentar expresar GtAGluc en P, pastoris, la célula careceria de los
suficientes tRNAs para la sintesis de eficaz de la cadena aminoacidica de la proteina, pro-
vocando que la velocidad de expresidn se viera reducida y que, por tanto, se produjeran
bajas cantidades de enzima recombinante.

Con todo lo anteriormente expuesto, es posible establecer que se logré cumplir con el

tercer objetivo especifico de este trabajo de titulo, al haber evaluado la produccién recom-
binante de GtAGluc en P, pastoris, aunque haya resultado en niveles bajos de expresion.
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Capitulo 5

Conclusiones

Al estudiar el medio inductor ideal para la expresion de GtAGluc en G. trabeum, me-
diante la medicion de actividad enzimatica en los cultivos liquidos del hongo, y observan-
do la cantidad de biomasa generada en cada caso, se establece que, de las alternativas
estudiadas, la mejor fuente de carbono es la paja de trigo pretratada con NaOH al 0,5 %.
Con esta fuente de carbono, es posible obtener una actividad enzimatica de 17,37 U/L de
GtAGluc, de lo que ademas se extrae que el gen de interés es efectivamente funcional,
puesto que no se encontraron registros previos que documenten la expresion de GtAGluc
de G. trabeum.

Dentro de este contexto, también se determina que, contrario a lo esperado, utilizar una
concentracién del 0,1 % de glucosa no inhibe totalmente la producciéon de GtAGluc. Por
tanto, para inducir la expresion de GtAGluc en G. trabeumn, es posible utilizar un medio
inductor suplementado con paja de trigo pretratada al 0,8 % y glucosa al 0,1 % como
fuentes de carbono. Asi, se genera el material genético adecuado para lograr la clonacion
del gen de GtAGluc en el vector pGEM-T Easy y, mediante andlisis de los resultados de
la secuenciacién del plasmido producido, determinar que el clon se transforma con la
secuencia esperada de forma tedrica.

Con lo anterior, se logra clonar el gen de interés en el vector pPIC9K (pPIC9KGluc) vy,
mediante analisis de los resultados de la secuenciacidén del plasmido, se determina que
el gen se incorpora de forma adecuada en el vector, ya que la secuencia de aminoacidos
codificados coinciden con aquellos de la secuencia teérica de GtAGluc. Con todo esto, se
cumple el primer objetivo especifico de este trabajo de titulo, al aislar adecuadamente el
gen de GtAGluc de G. trabeum.

Teniendo el gen aislado, es posible generar clones recombinantes de P pastoris, de
los que se obtuvieron clones resistentes a concentraciones de 0,5 mg/mL y 1 mg/mL de
Geneticina®. A partir de este resultado, se puede establecer que la metodologia aplicada
para la generacion de los clones recombinantes fue adecuada, lo que permite completar
el segundo objetivo especifico planteado, al clonar el gen de GtAGluc en P, pastoris de
forma exitosa.

El tercer objetivo especifico se completa al evaluar la producciéon recombinante de
GtAGluc en cultivos de P, pastoris, de lo cual se concluye que es muy probable que la en-
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zima de interés se produzca, pero que esto ocurra en bajas cantidades, haciéndola una
proteina de dificil expresion. Lo anterior, se desprende de que en los geles de poliacrila-
mida realizados, se observa una proteina de un tamano aproximado cercano a aquel de
la a-glucuronidasa (112 kDa), pero en la mayoria de los casos en que se observa dicha
banda, los niveles de actividad a-glucuronidasa registrados no respaldan dicha observa-
cién. Se postula que esta situacion puede deberse, por un lado, a que el gen de GtAGluc
es de gran longitud (alrededor de 3 kb), lo que hace susceptible al transcrito de mRNA
a la degradacién en su transito desde el nucleo al citoplasma, en el interior de la célula.
También se cree que producto de la longitud del gen en cuestidn, puede ser posible que
la proteina codificada tenga problemas para su correcta formacién, al contar con mas de
1000 aminoacidos en su estructura.

Finalmente, se concluye que el objetivo general de esta memoria es cumplido, al clo-

narse y expresarse en forma recombinante el gen de a-glucuronidasa de G. trabeum,
para luego evaluar su actividad enzimatica.
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Capitulo 6

Proyecciones futuras

Se espera que en el futuro se pueda optimizar la produccién recombinante de a-
glucuronidasa en P, pastoris. Para ello, se recomienda evaluar un nuevo método de en-
sayo de actividad enzimatica, de forma de poder obtener valores mas certeros de este
parametro. También se recomienda estudiar la composicion aminoacidica de GtAGluc, de
forma de poder verificar que sus aminoacidos no sean de baja frecuencia de uso en P,
pastoris, lo que permitiria descartar una hipétesis respecto a los resultados obtenidos.

Ademas de lo anterior, se espera que se puedan establecer métodos eficientes de
purificacion de la enzima desde los cultivos celulares en que se produzca, para luego
realizar su caracterizacién completa a nivel de su actividad y parametros cinéticos.

De forma adicional, y considerando el propoésito inicial de la produccién recombinante
de esta enzima, que dice relacidén con su utilizacion como enzima auxiliar en la produccion
de XOS desde BLC, se espera que se pueda evaluar el rendimiento de GtAGluc en esta
operacion, comparando el rendimiento del proceso antes y después de su incorporacion
en él.

65



Bibliografia

[1] Carvalho, A. F. A., de Oliva Neto, P, da Silva, D. F., y Pastore, G. M., “Xylo-
oligosaccharides from lignocellulosic materials: Chemical structure, health benefits
and production by chemical and enzymatic hydrolysis,” Food Research International,
vol. 51, pp. 75-85, 2013, doi:10.1016/j.foodres.2012.11.021.

[2] Amorim, C., Silvério, S. C., Pratherb, K. L., y Rodrigues, L. R., “From lignocellulosic
residues to market: Production and commercial potential of xylooligosaccharides,”
Biotechnology Advances, vol. 9, 2019, doi:10.1016/j.biotechadv.2019.05.008.

[3] Poletto, P, Pereira, G. N., Monteiro, C. R., Pereira, M. A. F.,, Bordignon, S. E., y de Oli-
veira, D., “Xylooligosaccharides: Transforming the lignocellulosic biomasses into va-
luable 5-carbon sugar prebiotics,” Process Biochemistry, 2020, doi:10.1016/j.procbi
0.2020.01.005.

[4] Henriquez, C., “Caracterizacidén de la hidrdlisis enzimatica de xilano mediante he-
rramientas experimantales y modelacion en el marco de la producciéon de Xxilo-
oligosacaridos,” Memoria para optar al Titulo de Ingeniera Civil en Biotecnologia e
Ingeniera Civil Quimica, Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas, Universidad de
Chile, 2021.

[5] Ruiz, C., RASTROJOS DE CULTIVOS Y RESIDUOS FORESTALES. Boletin INIA
N°308, 2015.

[6] Han, J., Cao, R., Zhou, X., y Xu, Y., “An integrated biorefinery process for adding
values to corncob in coproduction of xylooligosaccharides and glucose starting from
pretreatment with gluconic acid,” Bioresource Technology, vol. 307, 2020, doi:10.1
016/j.biortech.2020.123200.

[7] Singh, R. S., Singhania, R. R., Pandey, A., Larroche, C., Biomass, Biofuels, Bioche-
micals: Advances in Enzyme Technology. Elsevier, 2019.

[8] McKee, L. S., Sunner, H., Anasontzis, G. E., Toriz, G., Gatenhol, P., Bulone, V., Vi-
laplana, F., y Olsson, L., “A GH115 «-glucuronidase from Schizophyllum commune
contributes to the synergistic enzymatic deconstruction of softwood glucuronoarabi-
noxylan,” Biotechnology for Biofuels, 2016, doi:10.1186/s13068-015-0417-6.

[9] Presley, G. N. y Schilling, J. S., “Distinct Growth and Secretome Strategies for Two
Taxonomically Divergent Brown Rot Fungi,” Applied and Enviromental Microbiology,
2017, doi:10.1128/AEM.02987-16.

[10] Santibanez, L., Henriquez, C., Corro-Tejeda, R., Bernal, S., Armijo, B., y Salazar, O.,
“Xylooligosaccharides from lignocellulosic biomass: a comprehensive review,” Car-
bohydrate Polymers, vol. 251, 2021, doi:10.1016/j.carbpol.2020.117118.

66


https://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2012.11.021
https://dx.doi.org/10.1016/j.biotechadv.2019.05.003
https://dx.doi.org/10.1016/j.procbio.2020.01.005
https://dx.doi.org/10.1016/j.procbio.2020.01.005
https://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2020.123200
https://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2020.123200
https://dx.doi.org/10.1186/s13068-015-0417-6
https://dx.doi.org/10.1128/AEM.02987-16
https://dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2020.117118

[11] Quigley, M. E., Hudson, G. J., y Englyst, H. N., “Determination of resistant short-chain
carbohydrates (non-digestible oligosaccharides) using gas—liquid chromatography,”
Food Chemistry, vol. 65, 1999, doi:10.1016/S0308-8146(98)00178-2.

[12] Gibson, G.R. y Rastall, R. A., Prebiotics: Development Application. John Wiley
Sons Ltd., 2006.

[13] Crittenden, R. y Playne, M., “Production, properties and applications of food-grade
oligosaccharides,” Trends in Food Science Technology, vol. 7, 1996, doi:10.1016/S0
924-2244(96)10038-8.

[14] Shahidi, F., “Functional Foods: Their Role in Health Promotion and Disease Preven-
tion,” Journal of Food Science, vol. 69, 2004, doi:10.1111/j.1365-2621.2004.tb107
27 X.

[15] Otieno, D. O. y Ahring, B. K., “A thermochemical pretreatment process to produ-
ce xylooligosaccharides (XOS), arabinooligosaccharides (AOS) and mannooligosac-
charides (MOS) from lignocellulosic biomasses,” Bioresource Technology, vol. 112,
pp. 285-292, 2012, doi:10.1016/j.biortech.2012.01.162.

[16] “Hemicelluloses,” en Encyclopedia of Food Sciences and Nutrition (Holtzapple, M.,
ed.), pp. 3060-3071, Academic Press, 2004, doi:10.1016/B0-12-227055-X/00589-7.

[17] Ebringerova, A., “Structural Diversity and Application Potential of Hemicelluloses,’
Macromolecular Symposia, vol. 232, pp. 1-12, 2006, doi:10.1002/masy.200551401.

[18] Vazquez, M., Alonso, J., Dom:nguez, H., y Parajé, J., “Xylooligosaccharides: manu-
facture and applications,” Trends in Food Science Technology, vol. 11, pp. 387—-393,
2000, doi:10.1016/S0924-2244(01)00031-0.

[19] Na M.H. y Kim W.K., “Effects of Xylooligosaccharide Intake on Fecal Bifidobacteria,
Lactic acid and Lipid Metabolism in Korean Young Women,” Korean Journal of Nutri-
tion, vol. 40, pp. 154-161, 2007, https://www.koreamed.org/SearchBasic.php?RID=2
078411.

[20] Akpinar, O., Erdogan, K., y Bostanci, S., “Production of xylooligosaccharides by con-
trolled acid hydrolysis of lignocellulosic materials,” Carbohydrate Research, vol. 344,
pp. 660—-666, 2009, https://doi.org/10.1016/j.carres.2009.01.015.

[21] Gullén, B., Yanez, R., Alonso, J., y Parajo, J., “Production of oligosaccharides and su-
gars from rye straw: A kinetic approach,” Bioresource Technology, vol. 101, pp. 6676—
6684, 2010, https://doi.org/10.1016/].biortech.2010.03.080.

[22] Kabel, M. A., Kortenoeven, L., Schols, H. A., y Voragen, A. G. J., “In Vitro Fermen-
tability of Differently Substituted Xylo-oligosaccharides,” Journal of Agricultural and
Food Chemistry, vol. 50, pp. 6205-6210, 2002, https://doi.org/10.1021/jf020220r.

[23] Kumar, V. y Satyanarayana, T., “Generation of xylooligosaccharides from microwave
irradiated agroresidues using recombinant thermo-alkali-stable endoxylanase of the
polyextremophilic bacterium Bacillus halodurans expressed in Pichia pastoris,” Bio-
resource Technology, vol. 179, pp. 382-389, 2015, https://doi.org/10.1016/].biortech
.2014.12.049.

[24] Hong, C., Corbett, D., Venditti, R., Jameel, H., y Park, S., “Xylooligosaccharides as
prebiotics from biomass autohydrolyzate,” LWT, vol. 111, pp. 703-710, 2019, https:
//doi.org/10.1016/j.lwt.2019.05.098.

67


https://dx.doi.org/10.1016/S0308-8146(98)00178-2
https://dx.doi.org/10.1016/S0924-2244(96)10038-8
https://dx.doi.org/10.1016/S0924-2244(96)10038-8
https://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2621.2004.tb10727.x
https://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2621.2004.tb10727.x
https://dx.doi.org/10.1016/j.biortech.2012.01.162
https://dx.doi.org/10.1016/B0-12-227055-X/00589-7
https://dx.doi.org/10.1002/masy.200551401
https://dx.doi.org/10.1016/S0924-2244(01)00031-0
https://www.koreamed.org/SearchBasic.php?RID=2078411
https://www.koreamed.org/SearchBasic.php?RID=2078411
https://doi.org/10.1016/j.carres.2009.01.015
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2010.03.080
https://doi.org/10.1021/jf020220r
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.12.049
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2014.12.049
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2019.05.098
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2019.05.098

[25] Aachary, A. A. y Prapulla, S. G., “Xylooligosaccharides (XOS) as an Emerging Pre-
biotic: Microbial Synthesis, Utilization, Structural Characterization, Bioactive Proper-
ties, and Applications,” Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety,
vol. 10, pp. 2-16, 2010, https://doi.org/10.1111/j.1541-4337.2010.00135.x.

[26] Kucharska, K., Rybarczyk, P., Hotowacz, |., Lukajtis, R., Glinka, M., Kaminski, M.,
“Pretreatment of Lignocellulosic Materials as Substrates for Fermentation Processes,”
Molecules, vol. 23, pp. 2—16, 2018, https://doi.org/10.3390/molecules23112937.

[27] Bragatto, J., Segato, F., Squina, F. M, “Production of xylooligosaccharides (XOS) from
delignified sugarcane bagasse by peroxide-HAc process using recombinant xylanase
from Bacillus subtilis,” Industrial Crops and Products, vol. 51, p. 123-129, 2013,
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2013.08.062.

[28] Chen, H., Liu, J., Chang, X., Chen, D., Xue, Y., Liu, P, Lin, H., Han, S., “A review on
the pretreatment of lignocellulose for high-value chemicals,” Fuel Processing Tech-
nology, vol. 160, p. 196—206, 2017, https://doi.org/10.1016/j.fuproc.2016.12.007.

[29] Kim, J. S., Lee, Y. Y., Kim, T. H., “A review on alkaline pretreatment technology for
bioconversion of lignocellulosic biomass,” Bioresource Technology, vol. 199, p. 42—
48.

[30] de Freitas, C., Carmona, E., Brienzo, M., “Xylooligosaccharides production process
from lignocellulosic biomass and bioactive effects,” Bioactive Carbohydrates and Die-
tary Fibre, vol. 18.

[31] Samanta, A. K., Senani, S., Kolte, A. P, Sridhar, M., Sampath, K. T., Jayapal, N.,
Devi, A., “Production and in vitro evaluation of xylooligosaccharides generated from
corn cobs,” Food and Bioproducts Processing, vol. 90, p. 466—474, 2012, https:
//doi.org/10.1016/j.fbp.2011.11.001.

[32] Juturu, V. y Wu, J. C., “Microbial xylanases: Engineering, production and industrial
applications,” In Biotechnology Advances, vol. 30, p. 1219-1227, 2012, https://doi.or
g/10.1016/j.biotechadv.2011.11.006.

[33] Alokika y Singh, B., “Production, characteristics, and biotechnological applications of
microbial xylanases,” Applied Microbiology and Biotechnology, vol. 103, p. 8763—
8784, 2019, https://doi.org/10.1007/s00253-019-10108-6.

[34] Drula, E., Garron, M.-L., Dogan, S., Lombard, V., Henrissat, B., y Terrapon, N., “The
carbohydrate-active enzyme database: functions and literature,” Nucleic Acids Re-
search, vol. 50, p. 571-577, 2022, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34850161/.

[35] Francis Schell, J. A., “Andlisis tedrico-bioinformatico de una enzima con potencial
actividad a-glucuronidasa del hongo Gloeophyllum trabeum y clonamiento del gen,”
Seminario de Titulo para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile, 2022.

[36] Salinas, A., Vega, M., Lienqueo, M. E., Garcia, A., Carmona, R., y Salazar, O., “Clo-
ning of novel cellulases from cellulolytic fungi: Heterologous expression of a family 5
glycoside hydrolase from Trametes versicolor in Pichia pastoris,” Enzyme and Micro-
bial Technology, vol. 49, pp. 485-491, 2011, doi:10.1016/j.enzmictec.2011.10.003.

[37] Umezawa, K., Niikura, M., Kojima, Y., Goodell, B., y Yoshida, M., “Transcriptome
analysis of the brown rot fungus Gloeophyllum trabeum during lignocellulose degra-

68


https://doi.org/10.1111/j.1541-4337.2010.00135.x
https://doi.org/10.3390/molecules23112937
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2013.08.062
https://doi.org/10.1016/j.fuproc.2016.12.007
https://doi.org/10.1016/j.fbp.2011.11.001
https://doi.org/10.1016/j.fbp.2011.11.001
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2011.11.006
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2011.11.006
https://doi.org/10.1007/s00253-019-10108-6
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34850161/
https://dx.doi.org/10.1016/j.enzmictec.2011.10.003

dation,” Plos One, vol. 15.

[38] Rosa, L., Ravanal, M. C., Mardones, W., y Eyzaguirre, J., “Characterization of a re-
combinant a-glucuronidase from Aspergillus fumigatus,” Fungal Biology, vol. 117,
p. 380—-387, 2013, https://doi.org/10.1016/j.funbio.2013.04.002.

[39] Cregg, J. M., Tolstorukov, ., Kusari, A., Sunga, J., Madden, K., y Chappell, T., “Chap-
ter 13: Expression in the Yeast Pichia pastoris,” Guide to Protein Purification. 2da
Edicién, 2009, doi:10.1016/s0076-6879(09)63013-5.

[40] Yang, S., Kuang, Y., Li, H., Liu, Y., Hui, X,, Li, P, Jiang, Z., Zhou, Y., Wang, Y., Xu, A.,
Li, S., Liu, P., y Wu, D., “Enhanced Production of Recombinant Secretory Proteins in
Pichia pastoris by Optimizing Kex2 P1’ site,” Plos One, 2013, doi:10.1371/journal.po
ne.0075347.

[41] Invitrogen, “Multi-Copy Pichia Expression Kit,” 2010, https://tools.thermofisher.com/
content/sfs/manuals/pichmulti_man.pdf. [consulta: 02 marzo 2023].

[42] Schumann, U., Smith, N. A., y Wang, M.-B., “A fast and efficient method for prepa-
ration of highquality RNA from fungal mycelia,” BMC Research Notes, vol. 6, 2013,
doi:10.1186/1756-0500-6-71.

[43] Carvajal Loren, G. N., “Busqueda de enzimas LPMO de hongos para la produccion
de bioetanol a partir de material lignocelulésico,” Master’s thesis, Facultad de Cien-
cias Fisicas y Mateméticas, Universidad de Chile.

[44] Chouiter, R., Roy, I., y Bucke, C., “Optimisation of g-glucuronidase production from a
newly isolated Ganoderma applanatum,” Journal of Molecular Catalysis B: Enzyma-
tic, vol. 50, pp. 114—120, 2008, doi:10.1016/j.molcatb.2007.09.015.

[45] Megazyme, “a-GLUCURONIDASE ASSAY PROCEDURE FOR THE MEASURE-
MENT OF a-GLUCURONIDASE, 2019, https://www.megazyme.com/documents
/Assay_Protocol/K-AGLUA_DATA.pdf. [consulta: 02 marzo 2023].

[46] Thermo Fisher Scientific, “Is Your RNA Intact? Methods to Check RNA Integrity,”
2022, t.ly/N4DGf. [consulta: 02 marzo 2023].

[47] Life in the Lab Staff, “14 Tips for a Successful RNA Extraction,” 2021, https://www.ther
mofisher.com/blog/life-in-the-lab/14-tips-for-a-successful-rna-extraction/. [consulta:
02 marzo 2023].

[48] DOE Joint Genome Institute JGI Mycocosm, “Browse Gloeophyllum trabeum v1.0,”
MycoCosm: the fungal genomic resource, 2023, https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-b
in/dispGeneModel?db=Glotr1_1&id=121307. [consulta: 02 marzo 2023].

[49] Cebrian, J., Kadomatsu-Hermosa, M., Castan, A., Martinez, V., Parra, C., Fernandez-
Nestosa, M. J., Schaerer, C., Martinez-Robles, M.-L., Hernandez, P., Krimer, D. B.,
Stasiak, A., y Schvartzman, J. B., “Electrophoretic mobility of supercoiled, catenated
and knotted dna molecules,” Nucleic Acid Research, vol. 43, 2015, doi:https://doi.or
9/10.1093\%2Fnan%2Fgku1255.

[50] InterPro, “InterProScan Search Result,” Classification of protein families.

[51] Thermo Fisher Scientific, “Product information: Sacl, ER1135,” 2012, t.ly/8e5m. [con-
sulta: 02 marzo 2023].

[52] UniProt, “S7Q7H4 S7Q7H4_GLOTA,” 2023, https://www.uniprot.org/uniprotkb/S7Q7

69


https://doi.org/10.1016/j.funbio.2013.04.002
https://dx.doi.org/10.1016/s0076-6879(09)63013-5
https://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0075347
https://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0075347
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/pichmulti_man.pdf
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/pichmulti_man.pdf
https://dx.doi.org/10.1186/1756-0500-6-71
https://dx.doi.org/10.1016/j.molcatb.2007.09.015
https://www.megazyme.com/documents/Assay_Protocol/K-AGLUA_DATA.pdf
https://www.megazyme.com/documents/Assay_Protocol/K-AGLUA_DATA.pdf
https://www.thermofisher.com/blog/life-in-the-lab/14-tips-for-a-successful-rna-extraction/
https://www.thermofisher.com/blog/life-in-the-lab/14-tips-for-a-successful-rna-extraction/
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Glotr1_1&id=121307
https://mycocosm.jgi.doe.gov/cgi-bin/dispGeneModel?db=Glotr1_1&id=121307
https://dx.doi.org/https://doi.org/10.1093%2Fnar%2Fgku1255
https://dx.doi.org/https://doi.org/10.1093%2Fnar%2Fgku1255
https://www.uniprot.org/uniprotkb/S7Q7H4/entry

H4/entry. [consulta: 02 marzo 2023].

[53] Promega, “PCR Cloning with Blue/White Selection and Easy Insert Excision,” pGEM-
T Easy Vector Systems.

[54] Merck, “Blue-White Screening Protocols for Colony Selection,” Cloning Expression.

[55] Soto-Aguilar Tamm, J. I., “Evaluacié del efecto de la mezcla de proteinas con activi-
dad tipo expansina y xilanasas sobre la accion hidrolitica de celulasas en residuos
lignocelulésicos,” Tesis presentada para optar al grado de Magister en Bioquimica
area de Especializacién Ambiental y Memoria para optar al Titulo de Bioquimica,
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, 2016.

[56] Thermo Fisher Scientific, “Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kit,” 2015, http
s://lwww.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https:
/lassets.thermofisher.com/TFS-Assets\%2FLSG\%2Fmanuals\%2FMAN0012661
GeneJET_Gel_Extraction_UG.pdf. [consulta: 02 marzo 2023].

[57] Thermo Fisher Scientific, “Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit,” 2014,
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0012655 GeneJET_Plasm
id_Miniprep_UG.pdf. [consulta: 02 marzo 2023].

[58] Floudas, D., et al., “The paleozoic origin of enzymatic lignin decomposition recons-
tructed from 31 fungal genomes,” Science, vol. 336, 2012, doi:10.1126/science.12
21748. [consulta: 02 marzo 2023].

70


https://www.uniprot.org/uniprotkb/S7Q7H4/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/S7Q7H4/entry
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets%2FLSG%2Fmanuals%2FMAN0012661_GeneJET_Gel_Extraction_UG.pdf
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets%2FLSG%2Fmanuals%2FMAN0012661_GeneJET_Gel_Extraction_UG.pdf
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets%2FLSG%2Fmanuals%2FMAN0012661_GeneJET_Gel_Extraction_UG.pdf
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets%2FLSG%2Fmanuals%2FMAN0012661_GeneJET_Gel_Extraction_UG.pdf
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0012655_GeneJET_Plasmid_Miniprep_UG.pdf
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0012655_GeneJET_Plasmid_Miniprep_UG.pdf
https://dx.doi.org/10.1126/science.1221748
https://dx.doi.org/10.1126/science.1221748

Anexos

Anexo A. Vectores génicos utilizados
A.1. pGEM-T Easy

El vector de clonacion pGEM-T Easy de Promega es utilizado para clonar productos
de PCR de forma exitosa. Este vector tiene la particularidad de poseer una timina no
apareada en los dos extremos 3’ del sitio de clonacién, los cuales facilitan la ligacion de
fragmentos amplificados usando la Tag Polimerasa, dada su capacidad de afadir una
adenina no apareada en el extremo 3’ del amplificado [53].

Ademas, el vector posee los promotores T7 y SP6 de RNA polimerasas flanqueando
su Sitio de Clonamiento Multiple (MCS), el que, a la vez, se encuentra dentro de la regién
codificante del péptido o de la -galactosidasa. Esto permite que, de insertarse el gen de
interés en el MCS, se puedan aislar colonias mediante Blue-White Screening [53].

Este sistema de screening se basa en que la presencia de lactosa en el medio en que
se crece E. coli gatilla el funcionamiento del operdn lacZ, y su actividad resulta en la pro-
duccion de p-galactosidasa. El vector pPGEM-T Easy (al igual que otros vectores) posee
un fragmento de la secuencia de la mencionada enzima, mientras que la cepa bacteriana
debe contar con el resto de la secuencia; asi, cuando el vector es transformado en ella,
la enzima funcional es producida. Por tanto, si es que la secuencia de la 3-galactosidasa
es interrumpida en el vector transformado, producto de la insercién de un gen, la enzima
no se producira de forma funcional [54].

Dado lo anterior, para un screening exitoso, en la placa de agar se debe anadir X-gal e
IPTG. El primero es un sustrato cromogénico que al ser hidrolizado produce un pigmento
azul, mientras que el segundo es un analogo no metabolizable de la galactosidasa, capaz
de inducir al operdn lacZ. Al estar ambos en la placa, si la colonia de células transforma-
das contiene el vector recombinante, la colonia sera blanca (no se metabolizarg X-gal por
ausencia de g-galactosidasa funcional); mientras que, si las células fueron transformadas
por un vector sin inserto, la colonia sera azul [54].

Ademas de todo lo descrito, el vector pGEM-T Easy posee el gen de resistencia a la
ampicilina, permitiendo asi realizar la seleccion de recombinantes mediante este antibio-
tico, posterior al screening de colonias segun sus colores. En la Figura A.1 se presenta
la secuencia del MCS del vector, mientras que en la Figura A.2 se muestra el mapa del
vector.
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Figura A.1: Secuencia y detalle del MCS del vector pGEM-T Easy de Pro-
mega. Se detallan los sitios de restriccion y promotores del vector [53].
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Figura A.2: Mapa del vector pGEM-T Easy de Promega. Se detallan los
sitios de restriccion de todo el vector incluyendo el MCS y el origen de
replicacion. También se muestran el gen de resistencia a la ampicilina y el
operén lacZ [53].

A.1.1. Ligacion a pGEM-T Easy

Para que una ligacién a este vector sea exitosa, se deben agregar 100 ng de inserto, y
una cantidad proporcional en peso molecular en relacién 1:1 con el inserto que se quiere
ligar. Esto quiere decir que:

nguvector  nginserto

kb vector  kbinserto
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100ng  nginserto
3kb  kbinserto

Dado que en el caso estudiado, el inserto tiene un largo de aproximadamente 3.030
pb, se tenia que:

100ng  nginserto
3kb — 3kb

Por tanto, se debieron agregar al menos 100 ng de inserto. Dado que se tenia una
concentracion de 12 ng/puL, se agregaron 10 uL de DNA, de forma de incluir un exceso de
inserto y mejorar la probabilidad de que ocurriera la ligacion.

A.2. pPICIK

El vector pPIC9K contenido en el Multicopy Pichia Expression Kit de Invitrogen, cuenta
con el mecanismo de expresion que utiliza el promotor de la alcohol oxidasa 1 para gene-
rar un alto nivel de produccion de proteinas recombinantes, detallado en la Seccion ??.
Este vector cuenta, dentro de su estructura, con la secuencia del factor «, la que permite
la secrecion al medio extracelular de la proteina recombinante, si es que el gen se copia
en el marco de lectura correspondiente. Para lograr esto, tanto el vector como el inserto
deben ser digeridos con las enzimas SnaBl, EcoRI, Avrll y/o Not I, las cuales cuentan con
sitios de restriccion unicos, disefiados para este fin. Al estar ambas secuencias digeridas
con las mismas enzimas, se generan extremos cohesivos, lo que facilita su ligacidén para
la generacién de un plasmido recombinante [41]. En la Figura A.3 se presenta el mapa
del vector pPIC9K.

Figura A.3: Mapa del vector pPIC9K de Invitrogen. Se detallan los sitios
de restriccién de todo el vector, las secuencias de partidores, los genes de
resistencia a antibiéticos y el gen HIS4 [41].

Ademas, el vector cuenta con 2 sistemas que permiten llevar a cabo la seleccién de
P. pastoris transformantes. El primero tiene que ver con que la insercion del vector en
las células se lleva a cabo mediante recombinacion homdéloga, la cual se ve facilitada al
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contar con un vector linealizado. Para ser linealizado, la secuencia del vector cuenta con
sitios de restriccion que permiten el alineamiento de la secuencia en distintas zonas del
genoma de la levadura. En el caso de utilizar la cepa KM71 de P, pastoris, el vector puede
ser digerido con las enzimas Sacl y Sall; la primera permite la insercién del vector en el
sitio de AOX1, mientras que la segunda lo hace en el sitio his4. En cualquiera de los dos
casos, se generan cepas que producen histidina (a diferencia de las cepas sin el vector),
lo que permite su seleccion en medios carentes de histidina [41].

El segundo sistema de seleccion dice relacidén con la presencia en el vector del gen de
kanamicina bacteriana, que en P. pastoris otorga resistencia al antibiético Geneticina®.
El nivel de resistencia a este antibiético depende del numero de genes de kanamicina
integrados; esto se explica teniendo en cuenta que el vector se integra al genoma por
recombinacion homaéloga, evento que puede repetirse mas de una vez, tal como se ilustra
en la Figura A .4.

5 _A0X1 or a0x1:ARG TT 3 m::m:mmm}m
Cassette de expresion 1
do - v
2 evento de insercién
Cassette de
5 AOX1oraoxi::ARG4 TT 3 " 5' PaoxigBOn GoInteres TT ; Kan | HIS4 }m—
expresion 1

Cassette de expresion 2
L
@ 3 evento de insercion

Figura A.4: Representacion de eventos de insercion multiple del cassette
de expresién en el genoma de P, pastoris. El cassette incluye al promotor
del gen AOX1, al gen de interés, la resistencia a geneticina (Kan) y el gen
de histidinol deshidrogenasa (HIS4). Adaptacién de Soto-Aguilar, J. (2016)
[55] [41].

Asi, una sola copia de pPIC9K integrada en el genoma de P pastoris confiere resis-
tencia a Geneticina® hasta un nivel de cercano a 0,25 mg/ml, y con mas copias se puede
aumentar el nivel de resistencia en un rango entre 0,5 mg/ml y 4 mg/ml. Luego, se puede
inferir que mientras mayor sea la resistencia al antibiético en cuestion, mayor sera el nu-
mero de copias del vector que tiene el clon, lo que, al mismo tiempo, indicaria una mayor
expresion de la proteina recombinante, cuya secuencia fue integrada en el vector [41].

A.2.1. Ligacion a pPIC9K

Para que una ligacién a este vector sea exitosa, se deben agregar 100 ng de inserto, y
una cantidad proporcional en peso molecular en relacion 3:1 con el inserto que se quiere
ligar. Esto quiere decir que:

ngvector  nginserto

" kbuvector  kbinserto
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100ng  nginserto
9kb  kbinserto

Dado que en el caso estudiado, el inserto tiene un largo de aproximadamente 3.030
pb, se tenia que:

100ng  nginserto
3kb — 3kb

Por tanto, se debieron agregar al menos 100 ng de inserto. Dado que se tenia una con-
centracién de 25 ng/uL, se agregaron 4 L de inserto para completar la masa necesaria.
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Anexo B. Metodologias experimentales

B.1. Electroforesis en gel de agarosa

En términos generales, el protocolo que se llevé a cabo en las electroforesis en gel
de agarosa fue el mismo. Este consistié en disolver en 100 ml de buffer Tris-Acetato-
EDTA (TAE) 1X (disponible en el laboratorio) la cantidad correspondiente de agarosa,
dependiendo del porcentaje p/v necesario; luego la solucion se calienta en microondas
hasta que se vuelva transparente, y después de unos minutos se le anadieron 5 pL de
tincion GelRed. En seguida, la solucién es vertida en una cubeta con una peineta y se
deja secar hasta que gelifique. Una vez gelificado, la cubeta se dispone en una camara
de electroforesis y el gel se cubre con buffer TAE 1X, para luego ser cargado con 2 pL
del Ladder DNA 1 kb de Invitrogen y con todas las muestras adecuadamente preparadas
con la tincién correspondiente (Blue Dye o Purple Dye). En estas condiciones, el gel es
sometido a una corriente determinada por un tiempo establecido.

B.2. Medios de cultivo estandares

B.2.1. LB

En la Tabla B.1 se presenta la composicion para un medio liquido de 100 ml de LB, el
que debe ser esterilizado una vez agregados todos sus componentes.

Tabla B.1: Composicion para 100 ml de medio LB liquido.

Componente Masa [g]
Peptona 1
Extracto de levadura 0,5
Cloruro de Sodio 1
Agua destilada 100

En caso de ser necesario, también puede agregar ampicilina al cultivo. Para ello, se
disuelven 100 mg de ampicilina en 1 ml de agua destilada estéril, lo que luego es filtrado
mediante jeringa para su esterilizacion. En estas condiciones, se debe agregar 1 pL de
ampicilina por cada 1 ml de cultivo, luego que el cultivo ha sido esterilizado y enfriado.

B.2.2. LB Agar

Para la generacion de LB sélido, se agregan los mismos componentes presentes en la
Tabla B.1, adicionandose 1,5 g de agar a la mezcla, para luego ser esterilizada. En caso
de requerirse la adicién de ampicilina, se lleva a cabo de forma andloga a la descrita para
el caso de LB liquido, sin embargo, se debe cuidar el agregar el antibiético cuando el me-
dio se encuentre a una temperatura tal que no degrade el antibidtico y que no solidifique
el agar. Luego de su adicion, el medio debe ser vertido inmediatamente en placas petri.

B.2.3. LB para seleccion de colonias

En aquellos casos en que se necesito realizar seleccidn de colonias transformantes,
se debi6 generar placas de LB Agar con ampicilina, X-Gal e IPTG. El segundo reactivo se
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prepar6 disolviendo 20 mg de X-Gal en 1 ml de dimetilformamida, cuidando de envolver
en aluminio el tubo de la solucién. Mientras tanto, 0,024 g de IPTG se disolvieron en 1 ml
de agua destilada estéril (solucién 100 mM), para luego ser filtrado con jeringa para su
esterilizacion.

Una vez que se prepar6 el LB Agar segun se describié en B.2.2, se le anadi6 am-
picilina, X-Gal e IPTG al mismo tiempo y bajo las condiciones antes descritas para el
antibiético.

B.24. TB

En la Tabla B.2 se presenta la composicién para un medio liquido de 1 L de TB, el que
debe ser esterilizado una vez agregados todos sus componentes.

Tabla B.2: Composicién para 1 L de medio TB.

Componente Cantidad
Triptona 12 g
Extracto de levadura 249
Glicerol 4 mi
Agua destilada 896 ml
Solucién estéril 0,17 M KH2PO4; 0,72 M K2HPO4 100 mi

En caso de ser necesario, también se puede agregar ampicilina al cultivo, de forma
analoga a lo descrito en el Anexo B.2.1.

B.2.5. YPD

En la Tabla B.3 se presenta la composicion para un medio liquido de 1 L de YPD.
Es importante destacar que, previamente, se debe preparar una solucién de 100 ml de
dextrosa al 20 % (10X), la cual es esterilizada por filtracion con jeringa. Para completar el
medio, esta solucion se agrega al cultivo una vez que los demas componentes han sido
esterilizados por autoclave.

Tabla B.3: Composicién para 1 L de medio YPD liquido.

Componente Cantidad
Extracto de Levadura 10 g
Peptona 209
Dextrosa 10X 100 ml
Agua destilada esteéril 900 ml

B.2.6. YPD Agar

Para la preparacién de YPD sdélido, a la mezcla sin dextrosa, descrita en el Anexo
B.2.5, se agregan 20 g de agar, para luego ser esterilizada, y eventualmente adicionarle
la cantidad correspondiente de Dextrosa 10X. Luego de su adicion, el medio debe ser
vertido inmediatamente en placas petri, de forma de evitar su solidificacion.
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B.2.7. RDB Agar

Las placas de RDB Agar contienen un medio carente de histidina que permite el cre-
cimiento de colonias P, pastoris en las que la transformacion con pPIC9K recombinante
haya sido exitosa. Para su preparacion, primero se debieron alistar todas las soluciones
previamente requeridas, cuya composicion se detalla en la Tabla B.4. Todas fueron filtra-
das con jeringa para su esterilizacion y luego almacenadas a 4°C.

Tabla B.4: Soluciones requeridas para preparacion de placas de RDB Agar,
con el detalle de su composicion.

Solucion Componente Cantidad
10X D Glucosg 20 g
Agua destilada 100 ml
10X YNB Yeast Nltroggn Base 13,49
Agua destilada 100 ml
Biotina 20 mg
500X B
Agua destilada 100 ml
L-acido glutamico 500 mg
L-metionina 500 mg
100X AA L—I|S|r.1a 500 mg
L-leucina 500 mg
L-isoleucina 500 mg
Agua destilada 100 ml

Luego, en 700 ml de agua destilada se disolvieron 186 g de Sorbitol y 20 g de agar,
para ser esterilizados por autoclave. Tras esto, se mantuvo la solucién a una temperatura
de alrededor de 60°C, de forma de poder completarla con las soluciones previamente pre-
paradas, segun se detalla en la Tabla B.5. Inmediatamente después, y bajo condiciones
de esterilidad, se vertié la solucion completa en placas petri, para que luego de haber
gelificado, se almacenaran a 4°C hasta ser usadas.

Tabla B.5: Composicion de solucion de 1 L para placas de RDB.

Componente Cantidad
Sorbitol 186 g
Agar 2049
Agua destilada 700 ml
10X D 100 ml
10X YNB 100 ml
500X B 2ml
100X AA 10 ml
Agua destilada esteéril 88 ml
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B.2.8. BMGY/BMMY

Ambos medios se preparan de forma practicamente analoga, variando Unicamente la
fuente de carbono agregada: mientras que BMGY utiliza glicerol (G), BMMY usa metanol
(M). Para completar ambos medios, se necesita preparar con antelacion las soluciones
presentadas en la Tabla B.6, las cuales una vez terminadas fueron filtradas con jeringa
para su esterilizacion y almacenadas a 4°C. Cabe mencionar que para ajustar el pH del
Buffer Fosfatos de Potasio se utilizé hidréxido de potasio (KOH) 5 M.

Tabla B.6: Soluciones requeridas para preparacién de medios BMGY y
BMMY, con el detalle de su composicion.

Solucion Componente Cantidad
10X YNB Yeast Nltroggn Base 13,4 ¢
Agua destilada 100 mi
Biotina 20 mg
500X B
Agua destilada 100 mi
, KoHPO, 1 M 132 ml
Buffer Fosfatos de Potasio 1 M pH 6.0
Hiet o 1MP KH,PO, 1 M 868 ml
Glicerol 100 % 100
10X GY
Agua destilada 900
Metanol 5 mi
10X M
Agua destilada 95 ml

Luego, en 700 mL de agua destilada se disolvieron 10 g de Extracto de Levaduray 20 g
de Peptona, para luego esterilizarlos por autoclave. Posteriormente, y una vez enfriado, se
agregaron las soluciones antes preparadas, segun se detalla en la Tabla B.7. Se destaca
que se listan de forma intercambiable el glicerol y el metanol, considerando que se usa la
misma cantidad de cada uno, dependiendo si se trata de BMGY o BMMY.

Tabla B.7: Soluciones requeridas para preparacion de 1 L de BMGY o
BMMY, dependiendo de la fuente de carbono incorporada.

Componente Cantidad

Extracto de Levadura 10 g
Peptona 209

Agua destilada 700 mL

Buffer Fosfatos de Potasio 1 M pH 6 100 mL

10X YNB 100 mL
500X B 2 mL

10X GY /10X M 100 mL

B.3. Ensayos de actividad enzimatica a-glucuronidasa

Para evaluar la produccién de a-glucuronidasa en los sobrenadantes de los medios
estudiados, se midi6 la actividad enzimatica en los sobrenadantes extraidos utilizando el
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«a-Glucuronidase Assay Kit de Megazyme, siguiendo las instrucciones del manual [45].
Ademas de los reactivos incluidos dentro del kit, se debi6 preparar un buffer de extraccion
adecuado al pH de la enzima estudiada, cuya composicion se detalla en la Tabla B.8. Es
importante mencionar que el pH del buffer debe ser ajustado a un valor comprendido entre
5,5y 6,7 luego de haber agregado el primer componente de la tabla, utilizando hidréxido
de sodio 1 M (NaOH). Por tanto, para preparar 50 mL de buffer, primero se afiadieron 25
mL de agua destilada, se ajust6 el pH y, luego de agregar los demas componentes, se
anadieron 20 mL de agua destilada, se comprobé nuevamente el pH y finalmente se afor6
con el volumen de agua destilada necesario para completar los 50 mL totales.

Tabla B.8: Composicién buffer de extraccion para ensayos de actividad
enzimatica utilizando el alpha-Glucuronidase Assay Kit de Megazyme.

Componente | Concentracion [g/L]
MES 21,3
BSA 0,5

Azida de Sodio 0,2

Los ensayos de actividad se realizaron, al menos, por duplicado, utilizando una placa
de 96 pocillos. En ellos se considerd cada muestra y su blanco, ademas de un estandar y
su blanco, segun se detalla a continuacién:

1. A cada pocillo se le agregaron 25 pL de la solucién de acido aldotetraurénico (so-
lucion 1) del kit, y luego 125 uL del buffer de extracciéon preparado, mezclando por
aspiracion con pipeta.

2. Sélo a los pocillos que actuaron de blanco, se agregaron 125 pL del buffer de stop
(solucién 3) del kit, mezclando apropiadamente.

3. La placa se incubd a 40°C por 5 minutos.

4. A las placas del estandar, se agregaron 25 puL de «a-glucuronidasa (solucion 2) del
kit y, paralelamente y segun correspondiera, se agregaron 25 uL de sobrenadante a
cada muestra y su blanco. Se mezclé todo cuidadosamente.

5. Se incubd la reaccidn enzimatica a 40°C durante 10 minutos.

6. Se detuvieron las reacciones anadiendo a cada muestra 125 uL del buffer de stop
(no a los blancos, dado que ya se les habia agregado en el paso 2) y mezclando
adecuadamente.

7. La placa se dejé enfriar a temperatura ambiente por 10 minutos.

8. A todos los pocillos en estudio se les agregaron 50 uL de NAD™ (solucion 4) del kit,
mezclando adecuadamente.

9. Luego de 3 minutos, se mide la absorbancia (A1) a 340 nm de todos los pocillos.
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10. La segunda reaccién enzimatica se inicia afadiendo 5 uL a todos los pocillos en
estudio, de la suspensién de uronato deshidrogenasa (UDH, solucién 5) del kit, y se
dejé incubar por 10 minutos.

11. Se midi6 la absorbancia (A2) a 340 nm.

Para obtener el valor de la actividad enzimatica tanto del estandar como de los so-
brenadantes de cada medio, se debe restar A2 menos A1; con estos nuevos valores se
realiza una resta de cada muestra menos su blanco, obteniéndose AA,,,. La actividad
enzimatica, medida en [U/mL] se obtiene sun la siguiente ecuacion:

AAqps(muestra)
AAups(estandar)
Donde [U/mL] estandar corresponde 0,17 U/mL, segun indica el fabricante del kit, y F

corresponde al factor de diluciéon que se pueda haber aplicado en la muestra enziméatica
agregada.

Actividad[U/mL] =

-[U/mL]estandar - F

B.4. Purificacion de DNA por geles de agarosa

El GeneJET Gel Extraction Kit de Thermo Scientific cuenta con un protocolo detallado
dentro de su manual de usuario [56], sin embargo, para este trabajo de titulo se usé de
forma consistente el protocolo estdndar entregado por el fabricante, pero implementando
algunas modificaciones. Este inicia observando el gel en un transiluminador UV, de forma
de identificar adecuadamente la banda correspondiente al fragmento de interés, para
luego proceder a cortarla utilizando un bisturi y cuidando de no exponer el gel a la luz UV
por tiempos prolongados, y asi evitar la degradacion del material genético.

Luego de haber extraido el trozo de gel de agarosa, este se dispone en un tubo ade-
cuado, donde debe ser masado. Segun el resultado, se le anade un volumen de Binding
Buffer 1:1; es decir, por cada 1 g de gel se aflade 1 ml del mencionado buffer. La mez-
cla es calentada durante 20 min a 60°Cy luego es agitada en vortex durante 20 s. En
seguida se transfiere la solucién a una columna de purificacion GeneJET y se centrifuga
a 14.000 rpm durante 1 min; se descarta el liquido pasado, se devuelve la columna al
tubo colector y se agregan 700 uL de Wash Buffer. Se repite la centrifugacion bajo las
mismas condiciones anteriores, volviéndose a descartar lo que traspasé la columna, para
inmediatamente volver a centrifugar a 14.000 rpm, pero esta vez durante 2 min y sin afia-
dir ningun reactivo. Sigue traspasar la columna a un tubo de 1,5 ml nuevo y adicionarle
50 uL de Elution Buffer, para luego centrifugar bajo las mismas condiciones iniciales, y
finalmente descartar la columna. El material genético purificado puede ser almacenado a
-20°Chasta que se vaya a utilizar.

Cabe mencionar que también se utilizé este kit para purificar material genético sin ne-
cesidad de haber llevado a cabo previamente una electroforesis en gel de agarosa. Para
ello, se anade directamente la solucion de DNA a un tubo y se le agrega Binding Buffer en
relacién 1:1 en volumen; dada la ausencia de gel, también se puede omitir la incubacion
a 60°C, y continuar con el resto del protocolo tal como se describié anteriormente.

Otra variacién que también se aplicd en ciertas ocasiones tenia relacion con el vo-
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lumen de Elution Buffer utilizado, dado que se utilizaron variaciones entre 20 y 50 pL,
dependiendo de los procesos rio abajo a los que se debiera someter el material genético.

B.5. Extraccion de DNA plasmidial por miniprep

Para obtener DNA plasmidial de las bacterias transformadas, se realiz6 un cultivo en
LB o TB (dependiendo de la cantidad de DNA que se necesitara para las etapas rio
abajo del proceso), inoculado ya sea mediante stock glicerol o desde una placa adecua-
da, suplementado con ampicilina (ver Anexo B.2.1 o0 B.2.4) e incubado toda la noche a
37°Ccon agitacion de 200 rpm. Una vez listo el cultivo celular, se centrifuga a 8.000 rpm
por 5 minutos y se descarta el sobrenadante. En seguida, se contindia con el Protocolo A
del manual del GeneJET Plasmid Miniprep Kit de Thermo Scientific [57], el cual permite
purificar hasta 10 mL de cultivo por columna.

Asi, al pellet celular se anadieron 250 uL de Resuspention Solution, tras lo cual las
células fueron resuspendidas mediante agitacion por vértex. Luego, se agregaron 250 L
de Lysis Solution y se mezclé completamente invirtiendo el tubo entre 8 a 10 veces, hasta
gue la solucién estuviese viscosa y clara. Siguié agregar 350 puL de Neutralization Solu-
tion para inmediatamente después mezclar invirtiendo el tubo entre 8 a 10 veces, hasta
observar la formacion de un pellet blanco. Esta solucién se centrifugd por 10 minutos a
14.000 rpm para hacer precipitar adecuadamente el pellet formado.

De la centrifugacién, se transfirié el sobrenadante a una columna GeneJET Spin del
kit, la cual se centrifugd a 14.000 rpm por 1 minuto, para luego descartar la solucion
gue pasd la columna. Después, se agregaron 500 uL de Wash Solution y se centrifug6
a 14.000 rpm por 1 minuto, tras lo cual se descarté la solucién que pasé la columna y
se repitié el lavado, para que posterior a él se realizara una centrifugacién sin agregar
ningun reactivo, a 14.000 rpm durante 3 min. Finalmente, se descart6 el tubo colector y
se transfirié la columna a un tubo eppendorf de 1,5 mL, donde se le agregaron 50 L de
Elution Buffer, se incubd la columna por 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé
a 14.000 rpm por 2 minutos.

Cabe mencionar que, al igual que en el protocolo del Anexo B.4, se utilizaron variacio-

nes entre 20 y 50 L, dependiendo de los procesos rio abajo a los que se debiera someter
el material genético.
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Anexo C. Resultados y Discusion

C.1. Ensayos de actividad a-glucuronidasa en cultivos liquidos de
G. trabeum

En la Tabla C.1 se presentan los resultados de actividad enzimdtica en cultivos liquidos
de G. trabeum, junto a su desviacion estandar y el coeficiente de variacion correspondien-
te.

Tabla C.1: Produccion de GtAGluc en cultivos de G. trabeum en presencia
de distintas fuentes de carbono en una concentracion de 8 g/L, evaluada
mediante ensayos de actividad enzimatica de proteinas concentradas des-
de sobrenadantes de los cultivos.

Fuente de carbono Actividad Actividad Desviacion estandar oV [%]
del medio enzimatica [U/ml] | enzimatica [U/L de cultivo] | actividad enzimatica
Glucosa 0,003 3,109 0,004 123,17
Paja de trigo 0,017 17,373 0,004 21,04
Alfalfa 0,000 0,244 0,000 141,42
Goma arabiga 0,001 1,092 0,000 43,29

C.2. Clonacion del gen en pGEM-T Easy

C.2.1. Analisis de secuencias de fragmentos clonados en pGEM-T Easy

En la Figura C.1 se presenta el diagrama del plasmido resultante de la ligacion teérica
hecha en Benchling, para el gen de a-glucuronidasa de G. trabeum y el vector pGEM-T
Easy.

pGEM-T Easy ligado a gen de glucuronidasa

6047 bp

Figura C.1: Diagrama de plasmido resultante de ligacion teérica hecha en
Benchling, para GtAGluc y el vector pGEM-T Easy (PG-GtAGluc).

En las Tablas C.2, C.3, C.4, C.5, C.6, C.7, C.8 y C.9 se presentan las secuencias nu-
cleotidicas, en orientacién 5’-3’, obtenidas a partir de partidores M13 de plasmido extraido
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de cada clon proveniente de una colonia blanca transformada con producto de ligacion
de pGEM-T Easy con el gen de a-glucuronidasa de G. trabeum.

Tabla C.2: Secuencia nucleotidica con orientacién 5’-3’ de clon PGGH-0,
obtenida utilizando partidor M13F.

Clon

Secuencia nucleotidica 5°-3° M13F
AGGTTGAATCCTATAGGGGCGGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGC
CGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTACTCTCAGGAGGACCGAGATAGC

TCGGTCGTACACCTCCAGTGTCGATTACAATCTTTTGGACCACAACTGCA
GGCTCGATCATCCAGATCTTCAGCGTATGCGCACCAGGTGCGATCGTGAA
GTTCGTCGGCACCGAAATAATTGCATCCGCTACCCAGCCGCCGACGCCGT
CCCATTGCGGCGGTAGCTGGCCTGGCGTCGCGTACGGGACGAAGTACTCC
GACTGAGGTGTGGCGTCGTCTATACCGATGGCGAAGCCCAGCGGTCGGTC
GTCGCCGTTCGCGTTCAGCGAGGGCGAGACGTACGTCGTCACAGTGACGT
TCCCGGCTTGGCCGATGGTGTTGAAGTTGTAGAAGTCATACTCGATGCTG
GGGCCAGTGCCAGCGGTGAAGTTGCCGCCGTTGTCGCCCGTGCGCGGCCA
PGGH-0 AGGAGTGACGCCCGAGACGGTCTTGCCGTAGTTCGGGATCTCCGTCCAGG
TGATGCCCGCGACAGACGTGTTCCGAGAGGTATGAGCTGCTTCGATCGAT
ATGCCTCCGTCCCCCTCTACGAACCCTGAGAACCCAGACGTTGGCGAAGT
GTTATTGGCCATGAAGTACACCGGCTGGGATAGCACGGTCTGTCCCGGGG
TGGGCGGATTTGGTGTCGTTGCATTGAACGTTACCATCCCGTATTCGAGC
CCGCTGACTTGGCTCCAATCCGCGGTGATATATACGCGCGTCTCCAAGTT
ATTGCTGTCGATATATCCCGATGTGGTGCTCACATTGAGCCATGATACAT
TTGTGCTAGCTGTCCAGCTGAACGGCGCTGGGCCACCCGCGCCAATGTCG
ATGTACCGGTTTCCGACCGGGATGTACGGATCCAGGGTCATGGTCGGGTT
GGGGCAGCTGTAACCCTGAGCACAGTTGTATTGGTTGTCGCCGGGCCAAA
CGCCCAAGGTCCCTTCTGGAACAACGCGCATCACGCCGGCGATATTCTGC
TTTTTAGTTTGCAT
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Tabla C.3: Secuencia nucleotidica con orientacién 5’-3’ de clon PGGH-O0,
obtenida utilizando partidor M13R.

Clon

Secuencia nucleotidica 5’-3° M13R

PGGH-0

TAGATGTCCCACTCGACGGGGGTGGAGCGCGTCATTGGTTCTTCGTGACT
AGTTCCCATCACAATGCCGTACAGGTCGGCATAGTACGGGTTAAGAGGAT
CGTCAACGTAGAATGCGCTGCTCCACATTGCAGGCCACAAATAATTCGCC
TTCAGTCTGAGCAGCAACTCAAACAAGCCTGTATAATAGGGTGACTGCAG
GGGCGAGTTAGTCGCAGCAGAGCCCGTTCCATTGGTATATTTCTCCATAG
CCCAGTTCATCAGTGCTGGGGCCTCGTCATTGAGGAAGATACCGCGGTAC
TTGACTGTCGGTGCGCCATGCTGGCAGCCAGAGGAGGCGAAGTATATTTC
CGAGTTGCGCGTGGTAGGTACGTCCGCCCACCAGTACCAGGGAGAAACGC
CCATCTGCTCAGAGTGATCGTACAACGCGTAAATAGTCCCCCTCTTGTCC
GCGCCGATCATCACATACGCGCTGGAGATACCAGGAAGCGGGTTCTGCAC
CTCCCTCGTCAAGAACGCCTCCCACTGTCCCTCAATCGAGGATACGTCCA
GTCCGGTATTATTCACAACCTGTGCGATCAGCGAAGACTGGCCCAGAGTT
CCGACTATGATGGGTGCAAGCGCACTGCTCCCACTACCGCTCCCTGAGCC
AGAGGCAGACGTGAAGTTGGCTAGGGTAGGCAATATACCAGTTACGCGCT
GGACGTCCGCCGCAAAGTCGCCCGCGGCACGTTGGACGCCCGGCCATTCA
TCAGACGAGAGCAGGAGGGGTGCAGCGCGGCCACTGCTGACGACCGCAAA
CGACGTCACTCCGGAAGACGCTGAGGATGGCGAGAACGAGACGCAGGTCG
CCTGTCCAATCGCACGAACGGCGGGGGTGAGCAGGGTGAGCAGGACGCAC
CAAGACGCGTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATA
TGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGT
CACCTAAATAGCTTGGCGTAATTCATGTTCAATTTCTT

Tabla C.4: Secuencia nucleotidica con orientacién 5°-3’ de clon PGGH-1,
obtenida utilizando partidor M13F.

Clon

Secuencia nucleotidica 5’-3’ M13F

PGGH-1

AGCGTCCCTATATACGGCGATGGGCCCGACGTCGCAGCTCCCGGCCGCCA
TGGCGGCCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGC
GTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCG
TAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAAT
TCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCT
AATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTC
CAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGC
GGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTG
ACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCA
AAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAA
CATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGT
TGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAAT
CGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCA
GGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGC
CGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTT
TCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTC
CAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCT
TATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCG
CCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAACGAGGTATGTAGG
CGGTGCTACAGAGTTCTTGAAATGGTGGGCCTAACTACCGGCTACACTAG
AAAGAAAAAGTATTTGGGATTCTGCGCCTCTGCTGAAGACCCGTTACCTT
TTGGAAAAAAAAATT
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Tabla C.5: Secuencia nucleotidica con orientacién 5°-3’ de clon PGGH-1,
obtenida utilizando partidor M13R.

Clon Secuencia nucleotidica 5’-3’ M13R

CCTTCTTTTATCTTCCCCAGGTTTTTGGGGGGAGACAAAACACGGGAAGG
ACAAAATCCCCAAAAAAAGGGAAATAGGGGCGCCCGGAAAATGTTGAATA
CTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTG
TCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAG
GGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGATGCGGTGTGAAAT
ACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGAAATTGTAAGCGT
TAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTT
TTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAG
ACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATT
AAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCG
ATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGG

PGGH-1 TGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGC
TTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGA
AAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTA
ACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCATTCG
CCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTC
GCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTT
GGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT
GAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGC
TCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAG
AGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTA
AATAGCTGGCGTAATCAGTCAATGCGG

Tabla C.6: Secuencia nucleotidica con orientacién 5’-3’ de clon PGGH-2,
obtenida utilizando partidor M13F.

Clon Secuencia nucleotidica 5°-3°' M13F

AGGATGACTATATACGGCGATGGGCCCGACGTCGCAGCTCCCGGCCGCCA
TGGCGGCCGCGGGAATTCGATTACTCTCAGGAGGACCGAGATAGCTGTAC
CGCAGTCCTCCAGTATTAATGACAATCTTTTGGACCACGACGGCGGGCTC
GATCATCCAAATCTGCACCGGTAAAGGAAATCAGTAATCAATGGCTATCA
ACAGGCAACGCTCTACCGAACTGACCTTCAGAGTATGGGCACCAGGTGCG
ATCGTGAAGGTCGTCGCCACCGGAATGATCGCGTCCGCTACCCAGCCGCC
GAGGCCGTCCCATTGAGGCGGCAGCTGCCCTGGCGTCGCATATGGGACAA
AGTACTCCGACTGCACCGTCCCATTGTCTATACCGATGGCAAAACCCAGC
GGGCGATCGTCGCCGTTCGCGTTCAGTGATGGCGAGACGTACGTCGTCAC
AGTGACACGTCCGGTTTGGCTGATGGTATTGAAGTTATAGAAGTCATACT
CACTGAAGATAGCGACGAACGATTAGCGAGCCCAACTCACGATATGCAAT
PGGH-2 | GCAGTTCCCGCAGTGCTTAGACTCACATGCTGGGCCCAGTGCCTGCGGTG
AAGTTACCGCCGTTGTCGCCGGTACGCGGCCAAGGGGTCACGCCCGAGAT
GGTCCTGCCGTAGTTCGGAATCTCCTTCCAGGTGATGCCTGCTACGGACG
TGTTCCGGGACGTATGAGCTGCTTCGATAGAGATGCCTCCGTCTCCCTCC
ACGAACCCTACAGCCAATCACTGAGGTCAGTCTACCTCCCATATCTGCGA
AGAAAAGGGCGGTCGCCAACCTGAGAACCCGGCGGCAGGTGAAGTGTTAT
TAGCGACGAAGTACACCGATTGAGATAGCACAGTCTGTCCCGGGTTGGGT
GGATTGGGCGTCGTCGCCCTGAAAGTGACCGCGCCGTACTGGACCCCGCT
GACCTGGCTCCAGTTGGCGCTGACATACACGCGTGTCTCCGAGTTGTTCG
TGTCGATAGACCCCGACGTGGTGCTCACGTTGAGCCCGGATGCATTCTTG
GTGGGCCCCCAGCTGAAAAGTGGCCGGGCCGCCCGCGCCCATG
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Tabla C.7: Secuencia nucleotidica con orientacién 5’-3’ de clon PGGH-2,

obtenida ut

ilizando partidor M13R.

Clon

Secuencia nucleotidica 5’-3° M13R

ACTCCACTGGCGGGGCCCCAGTCCTTGCGGGGAAAGTTACCCCCCGTTGT
TCGCCGGTACGCGGCCCAAGGGGTCACGCCCGAGATGGTCCTGCCGTAGT
TTGGAATCTCCTTCCAGGTGATGCCTGCTACGGACGTGTTCCGGGACGTA
TGAGCTGCTTCGATAGAGATGCCTCCGTCTCCCTCCACGAACCCTACAGC
CAATCACTGAGGTCAGTCTACCTCCCATATCTGCGAAGAAAAGGGCGGTC
GCCAACCTGAGAACCCGGCGGCAGGTGAAGTGTTATTAGCGACGAAGTAC
ACCGATTGAGATAGCACAGTCTGTCCCGGGTTGGGTGGATTGGGCGTCGT
CGCCCTGAAAGTGACCGCGCCGTACTGGACCCCGCTGACCTGGCTCCAGT
TGGCGCTGACATACACGCGTGTCTCCGAGTTGTTCGTGTCGATAGACCCC
GACGTGGTGCTCACGTTGAGCCAGGATGCATTCGTGCTGGCCCTCCAGCT
GAACGGTGCCGGGCCGCCTGCGCCAATGTCGACGTACCGGTTCCCGAACG
GCATGTACGGATCTAGGGTTATAGGGCAGTTGGCGCAATTGTATTTGTTA
TCGCCAGGCCTGTGCACCAGCGCGTTAAAAGGTAGATCCTCCGGGAGGAT
ATTGAGTAATCGTACCACGCGCCCATGGTGCCTTCTGGCACAATACGCAT
TACACCGGCAATATTCTCCTTTCTGGCCTGCATACGAGTTATCATGGGCA
TGCTAAGATTATGCGGTTAGTCATGCTGTAAGTCGTGACCCTGCTAGACA
CACTTGTTGGTCGTTGGCTGGTCCCAGAAGACGTATCCGACATGCGTTTG
ATCCATCATGCTACATAGGGGTCTTGTAGATGTGTCCAGGCCATCACAGC
AGCACTCACTGATCCCATTTCCCTGTGAGATTTCCCGCCAGATTAACCCA
ATACGTGATTGTGTGGCACCGGAGACGCACCAAGACGCGTAATCACTAGT
GAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGT
TGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTGGCGTAT
CATTTCCGTGCGG

Tabla C.8

: Secuencia nucleotidica con orientacién 5’-3’ de clon PGGH-3,

obtenida utilizando partidor M13F.

Clon

Secuencia nucleotidica 5’-3’ M13F

PGGH-3

TGGCGGCCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGC
GTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCG
TAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAAT

TCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCT
AATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTC
CAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGC
GGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTG
ACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCA
AAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAA
CATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGT
TGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAAT
CGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCA
GGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGC
CGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTT
TCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTC
CAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCT
TATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCG
CCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGG

CGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAA
GAAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAACCAGTTACCTTCGGAAA
AAAGAGTTGGTAGCTCTTTGATTCCGGGAAACAAAACCCCCGCTGGTAAC
GTGGGCCCCCAGCTGAAAAGTGGCCGGGCCGCCCGCGCCCATG
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Tabla C.9: Secuencia nucleotidica con orientacién 5°-3’ de clon PGGH-3,
obtenida utilizando partidor M13R.

Clon Secuencia nucleotidica 5’-3’ M13R
TTTTAAGCTTTTTTTTATTTTCACCAGGTTTTTTGGGGAGAGCAAAAACA
GGAAGGCAAAATCCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTG
AATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTT
ATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAA
ATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGATGCGGTGTG
AAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGAAATTGTAA
GCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCA
TTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGA
ATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCAC
TATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAG
GGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTC
PGGH-3 GAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTA
GAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAA
GCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCG
CGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCA
TTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCT
CTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTA
AGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGC
CAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGC
ATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATG
GGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCA
CCTAAATAGCTTGGCGTAATCAGTCATGGCCG

Utilizando la plataforma BLAST del NCBI, se realizaron alineamientos de cada secuen-
ciacion con el plasmido teorico resultante. Para las secuencia de PGGH-0 obtenida con
el partidor M13F, se encontré identidad en 990 nucleétidos (74-1064), de un total de 1064
presentes en la secuencia, mientras que para el mismo clon, utilizando el partidor M13R,
existié una coincidencia en 912 nucledétidos (1-912) de un total de 1038 de la secuencia.
En ambos casos, se not6 que el alineamiento generado se hacia en orientaciones opues-
tas; es decir, la secuencia principal se orientaba en sentido 5’-3’, mientras que la secuen-
cia consultada lo hacia en sentido 3’-5’. Teniendo esto como antecedente, se realizé un
alineamiento en Clustal Omega con las mismas secuencias, cuyo resultado se presenta
en las Figuras C.2 y C.3 para la secuencia obtenida con M13F y M13R, respectivamente.
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CACTATTTACGCGTTGTACGATCACTCTGAGCAGATGEGCATTTCTCCCTGOTACTEETS

GGCGGACGTACC To-C CACGCGCAACTCGGAAATATACTTCGCCTCCTCTGGLTGCCAGCA
ACTTCGCCTCCTCTGGCTGCCAGCA

TEGCGCACCGACAGT CAAGT ACCGCGGTATC TTCCTCAATGACGAGGCCCCAGCACTGAT
TEGCGCACCGACAGT CAAGT ACCGLGETATCTTCCTCAATGACGAGGCCCCAGCACTGAT

GAACTGGECTATGGAGAAAT ATACCAATGOAACGGGCTCTGCTGCGACTAALTCGCLCCT
CAACTOOGCTATGOACAAATATACCAATGOARCGEGCTCTOCTGCGACTAACTCGCCCCT

GOAGTCACCCTATTATACAGGLT TGTTTGAGTTGL TGCTCACALTGAAGGCGAATTATTT
GCAGTCACCCTATTATACAGGLTTGTTTGAGTTGC TG TCAGACTGAAGGCGAATTATTT

GTGGCCTGCARTGTGOAGCAGCGCATTCTACGT TGACGATCCTCTTAACCCGTACTATGE
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CGTCGAGTGGOACATC TACGOGAC TGO CCATGGGACTACAGLGTCAAC CAGCAGGLGAT
COTCGAGTGOGACAT TA = sssssmscsssesssscsasnssansssnssnsnnsnns

Figura C.2: Alineamiento realizado en Clustal Omega, entre la secuen-
cia de PG-GtAGluc y la secuencia entregada por el partidor M13F para

PGGH-0.

CCGGATGCAAACT AAARAGCAGAATATCOLCOGOGTGATGCGCGT TATTCCAGAAGGGAL
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TCCGCCCACCCCGORACAGACCGTECTATCCCAGCCGETATACTTCATGGCCAATAACAL
TCCGCCCACCCCGORACAGACCATECTATCCCAGCCGETATACTTCATGGCCAATAACAL

TTCGCCAACGTCTOGGT TCTCAGGATTCOTACAGGOOCALGOAGOCATATCGATCOAAGE
TTCGCCAACGTCTGGAT TCTCAGGETTCOTAGAGGOOCACGOAGECATATCGATCOAAGL
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Figura C.3: Alineamiento realizado en Clustal Omega, entre la secuen-
cia de PG-GtAGluc y la secuencia entregada por el partidor M13R para

PGGH-0.
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De las estos alineamientos, se extrae que ambas secuencias coinciden practicamen-
te en su totalidad con la secuencia tedrica y que, dada la posicion de los alineamientos

(considerando lo presentado en el mapa del plasmido de la Figura C.1),

corresponden

a la secuencia del gen de GtAGluc. Cabe mencionar que, por el tamafo del gen y las
limitaciones de la técnica, no se logré secuenciar la parte central del gen insertado; sin
embargo, esta evidencia se considera suficiente para asegurar que el clon PGGH-0 es
recombinante y contiene el gen de interés, pero clonado en el sentido contrario al espe-
rado. Esto ultimo no resulta ser un problema para el uso futuro de este clon, dado que la
correcta amplificacién del fragmento no se afectada por este hecho.
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Para ambas secuencias de PGGH-1 se repitié la operacion anterior; en el caso de
aquella entregada usando M13F, existieron 988 identidades entre los nucleétidos 58 al
1059 de la secuencia, mientras que con la secuencia obtenida con M13R, hubo 903
identidades entre los nucleotidos 4 a 923. De los alineamientos con el plasmido tedrico,
gue se muestran en las Figuras C.4 y C.5, se puede extraer que el clon en realidad fue
transformado con un vector pPGEM-T Easy autoligado, dado que, a diferencia del plasmido
de PGGH-0, la secuencias resultantes se alinean con los segmentos aledanos al sitio de
insercién del gen (ver Figura C.1 para comparar posiciones de cada fragmento). Asi, se
puede confirmar que el clon PGGH-1 no es recombinante y, por tanto, se debe descartar
para operaciones rio abajo del proceso.

PG-GEAGIUC ACGACCGAGCTATCTCGGTCCTCCTGAGAGTTATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGEA 3120 PG-GtAGluc  GCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACARAAATCGACGE TCARG 3660
PGGM-1_F ACG- - GOGATGEGCCCGACGTOGCAGCTCCCGECCGCCATEECEECCGIGECCGICTGNA 7 PGGH-1_F GLTEGCETTTTTCCATAGGLTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACCLTCALS 611
PG-GLAGluc 3180 PG-GLAGluc  TCAGAGETGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGEAAGCTC 3720
PGGH-1_F 131 PoGH-1_F TCAGAGGTGGCGARACCCGACAGRAC TATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGRAAGCTC 671
PG-GtAGLuc ACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGARATTGTTATCC 3240 PG-GLAGluC  CCTCGTGUGCTCTCCTETTCCGACCCTGCCGCTTACCOEATACCTGTCCGCCTTTCTCCC 3780
PGGH-1_F A TAATCATGGTCATAGCT AMATTGTTA 191 PGGH-1_F CCTCGTGLEC TCTCLTETTCCOACCCTELCOC TTACCGATACCTGTCLGCCTTTCTCLL 731
PG-GtAGLuc 3300 PG-GtAGluc  TTCGGGAMGCGTGGLGCTTTCTCATAGC TCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGET 3343
PGGH-1_F 251 PGGH-1_F TTCE6GAAGCGTGECGLTTTCTCATAGC TCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGT 791
PG-GtAGLuc 3360 PG-GEAGLUC  CGTTCOCTCCAMGCTGEGCTGTGTECACGAACCCCCCTTCAGCCCGACCELTGLGLCTT 3902
PGGH-1_F 311 PGGH-1_F CGTTCGCTCCAR CTGTGTGCACGAMCCCCCCETTCA ACCGCTGOGCCTT 851

PG-GEAGLUE CCTGTCBTGCCAGCTGOATTAATGAATCOGCCAACGLGCOGEGAGAGEIGETTTGCGTAT 3820 PG-GTAGLUC  ATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAMGACACGAC TTATCGCCAC TGGCAGT 3968
PGGH-1_F CCTETCOTGCCAGCTGCAT TAATGAATCGECCAAC GCGCGGGEAGAGGIGGTT TGLG 7 PGGH-1_F ATCCGGTAACTATCGTCTTGAGT CCAACCOGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGL 911
PG-GtAGluc TEGECGCTCTTCCGCTTCCTCOC TCACTGAL TCGC TGCGC TCEETCETTCGGC TECRGCGE 3480 PG-GLAGLUC AGCCACTGGOT AACAGGAT TAGCAGAGCGAGG TATGTAGGCGETGE TACAGAGT TCTTGAA 4020
POGH-1_F TEGGCGCTCTTCCGCTTCCTCOE TCACTGAC TCAE TEEGETE TTCGGCTGOG6LG 431 PGGH-1_F AGCCACTGOT AACAGGATTAGLAGAACGAGE TATGTAGGLGOTGC TACAGAGTTCTTGAA 871

PG-GLAGLUC  AGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGT TATCCACAGAATCAGGRRATAACEL 3548 PG-GtAGluc  GTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGT - - - -ATTTGGTAT - -CTGCGCTCT 074
POGH-1_F AGCGGETATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGT TATCCACAGAATCAGGGRATAMCGL 291 PGGH-1_F ATGETGEECCTAACTACCGECTACACTAGAAAGAAARAGTAT TTGGGATTCTGLGCCTCT 1031
PG-GEAGLUC AGGAAAGAACATOTOAGCAAMAGOLCAGCAAAAGOCCAGGAAC COTAMMANGACCACETT 3600 PG-GEAGLUC  GCTGAAGCCA-GTTACCTTCGOAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGOCARACARACCA 4133
PGGH-1_F AGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAMGGC CAGGAACCGTAAMAAGGCCGLGTT 551 PGGH-1_F GCTGAAGACCCGTTACCTTTTOGAAAAAAAAATT - == assmcscnocsnsscaaccaaas 1865

Figura C.4: Alineamiento realizado en Clustal Omega, entre la secuen-
cia de PG-GtAGluc y la secuencia entregada por el partidor M13F para
PGGH-1.

PG-GEAGLUC AGCAA--AAACAGGAAGG- - CAAMATGCCGCAMMAAAGGEAAT AGGGCGACACGGAAT 5216 PG-GtAGluc  GTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTARATCGGA 5696
PGGH-1_R AGACAARACACH AL AMAATCE CCAAAAAAAGGOAAATAGGGGCGE CCGRARAAT 852 PGGH-1_R GTGAACCATCACCCTAATCAAGT TTTTTGGEGTCGAGGTGCCGTAAAGCAC TAAATCGGA 572
- b & s Sebans She  be whaks b Ghus bwes & @ hew
PG-GtAGlUC  PG-GLAGluc ATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGETTATTGTC 5276 PG-GTAGLUC  ACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAMGCCGGCGAACGTEECEAGAA 5756
PGGH-1_R Ql10AR 1AL ILATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTC 152 PGGH-1_R ACCCTAAAGGGAGCCCCOGATTTAGAGL TTGACGGGEARAGLCGELGAACGTGGLGAGAA 632
PG-GEAGLUC  TCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAAT AAACARAT AGGGGTTCCGLAEA 5336 PG-GLAGLUC  AGGAMGGGAMGAAAGCHAAAGEAGCGEGCGCTAGGACGCTAECAAGTATAGCAATCACGE 5816
BGGH-1_R TCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATASACAAAT AGGGGTTCCGEGEA 212 PGGH-1_R AGGAAGOGAAGAAAGCGAAAGGAGCO6GCGC TAGGGCGC TEECAMGTGTAGEGETCACE 692
e bbb it St S et bt
PG-GEAGLUC  CATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGEGTAAGGAGA 5396 PG-GtAGluc  TGUGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGEGCGCGTCCATTCGEC 5876
PGGH-1_R CATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTEATGCGGTGTGARATACCGCACAGATGCGTAAGGAGA 72 PGGH-1_R TGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCELT TAATGCGCCGCTACAGBGECECGTCCATTCREC 752
PG-GEAGLUC  AAATACCGLATCAGGARATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTT 54565 PG-GLAGLUC  ATTCAGGCTGCGCAACTGTTGAGAAGGGCGATCGGTGCGGECCTCTTCGCTATTACGLCA 5936
PGGH-1_R AAATACCGCATCAGGAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGT TAAAATTCGCGTTAAATTTTT 332 PGGH-1_R ATTCAGGCTGCGCAACTGTTGOGAAGGGCGATCGETGLGGECCTCTTCGCTATTACGCCA 812
Seessssasusssssssssssssssussasasssssssusssssusssssuasssssass  SeSSKESEEESEEASENSEISENINAEEESSEsNENIENISIsRNRERIENRSSnY
PG-GTAGLUC  GTTARATCAGCTCATTTTTTAMCCAATAGGCCGAAATCGECARAATCECTTATARATCAA 5516 PG-GtAGlUC  GCTGGCGAANGGGGGATGTGC TECAAGGCEATTAAGTTGEGTAACGCCAGGETTTTCLCA 5996
PGGH-1_R GTTARATCAGCTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAARATCCCTTATARATCAA 392 PGGH-1_R GCTGOCGAAAGGGEGATETG TOCAMGGCGATT AAGTTGEGTAMCGECAGGETTTTECCA 872
PG-GLAGLUC  WAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAL 5576 PG-GTAGlUC  GTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATA- -~ -- -~ 6647
PGGH-1_R AAGAATAGACCGAGATAGGGT TGAGTGTTGT TCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAA 452 PGGH-1_R GTCACGACGTTGTAMMACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCAC TATAGEGCGAATT 932
PG-GEAGLUC  AGAACTGGACTCCAACGTCAAAGBGCAAAAAACCETCTATCAGGECEATEGCCCACTAL 5638
PGGH-1_R AGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGELGAARAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTAL 512

B e T

Figura C.5: Alineamiento realizado en Clustal Omega, entre la secuen-
cia de PG-GtAGluc y la secuencia entregada por el partidor M13R para
PGGH-1.
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Para las secuencias de PGGH-2 obtenida con el partidor M13F, se obtuvo identidad
en sblo 57 nucleétidos (entre las posiciones 16 y 72 de la secuencia), mientras que pa-
ra su par con M13R la identidad ocurrié en 114 pb entre las posiciones 989 y 1103 de
la secuencia. A pesar de esto, al realizar los alineamientos en Clustal Omega, en ambos
casos se observa un mayor numero de coincidencias, o que podria deberse a las diferen-
cias de ambos programas para considerar identidades entre las secuencias comparadas
(en Clustal se agregan mas espacios entre las secuencias, de forma de lograr un mayor
cantidad de identidades). El resultado de estos alineamientos se presenta en las Figuras
CeyC.7

PG-GTAGLuC GTGOCAACTTCAACAGCTCTTCAGAT TACTGGTATCATOGGGAAC TACACGAGGATGAS 1680 PG ‘r”'“ uE 221%
PGGH-2_F u\.«n,r,‘cr, CAGCTATTTAGGTGAC -~~~ 8 POGH-2_ 539
PG GraGluc 1740 PG-GEAGLuc CCATGACCCTGRATCCGTA 2288
PGGH-2 F T POGH-2_F CTATAACCCTAGATCCGTA €99
PG GEAGL e 1794 PG GLAGLuc 2345
PGGH-2_F 116 POGH-2_F 659
PG-GLAGLuc ATACAATTCGCTCCCGECCECATATCAGCCCGCGTTCTALGA ". -'. :":-'.... 1850 PG-GUAGLuE Efas
POGH- 2_F AGTGATTACGCATCTTGATACATCTCCOATGOCACACAA 176 PoaH-2_F e
PG-GLAGLuc G0 GCTAMC CTCAACGCBATGTGEATC TACGCTGEAGT 1309 PG-GRAGIUC  GCCAMGTCAGCGOGCTCAAATACGGEATGATAMCGTTCAATECA (c 2465
PGGH-2_F Tcr c,- AGGAAAATGAGATCAGT GAGT L TG TATAATEGCCT 3% POGH=2_F GCCAGGTCAGCOAGAT CCAGTACGGCOCO0TCACTTTCAGGECAMCE ATCCAL 779
PG-GEAGLUC ABACCTTGTGCAAGAGCTGTTC 1969 PG-GtAGLuc 525
PGGH~2_F CATGTCOAATACGTCTTCTES %0 POGM-2_F 839
G- GG e 2023 PG GLAGLuc 2881
PGGH-2_F T POGH-2_F 899
PG-GEAGlUC  GATCACATOATOOATCAAACACACGTTGTATACGTCTATTOOCAAGAGCCAACOACCAAL 2083 PG GLAGLue . - GAGGOGGAL GAAGGCATATCG 2582
PGGH- 2_F “ CAGCATGACTAACCGCATARTCTT 89 PGGH-2_F ..c TCAGTGATT e‘.c (,r..r«. Te ,rc.c,m:,.:: 959
PG-GRAGLUC  ACGATGCCCATGAT TATCGLCGGCATGATGCGE 2143 PG-GEAGluc CTCATACCTCTCAGAACACGTCTGTCOCOOGCATCACCTGAAL G 2842
PGGH-2_F AGCATGECCATG T ‘ 419 PGGH-2_F cr GAACACGTCCOTAGCAGICATCACC TOGAAG 1019
PG-GeAGlue  GTTOTTCCAGAAGGAACCTTOAACATTTOACCCO0 s e rrs s snnnnnnnnnnn nre PG-GLAGLuC GCAMGACCGTCTCGEGCGTCAL B6CCOCOCALGEGORACAMGEOGGEA - - - - AL 2698
PGGH-2_F ATTGTEECAGS SCGTGOTACGAT TAC TCAATATCCTCCCGGAGGATC a9 PGGH-2_F GCA € CGCGTACCOOCGAMCALCGOGGGGTAALT 1079
............................................. . . . as

Figura C.6: Alineamiento realizado en Clustal Omega, entre la secuen-
cia de PG-GtAGluc y la secuencia entregada por el partidor M13F para
PGGH-2.
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5216 PG-GTAGLuc CTCAACCATCACCCTAATCAAG TTGGCETCGA CCG CTAAATCGGA 5696
92 PGGH-1_R GTGAACCATCACCCT, GITTTT GGA 572

PG-GtAGluc
PGGH-1 R

PG-GtAGlUC  PG-GrAGluc ATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTC 5276 PG-GtAGluc  accc GCCCCCGAT TG {dc GGCGAGAA 5756
PGGH-1_R 41 16AA 1AL ILATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCAT TTATCAGGGTTATTGTC 152 PGGH-1_R AC GAA

PG-GLAGLuC 5336 PG-GtAGluc

PGGH-1_R PGGH-1_R
PG-GtAGLuc 5396 PG-GtAGluc 587
PGGH-1_R 272 PGGH-1_R 752
PG-GtAGLuc 5455 PG-GtAGluc 5335
PGGH-1_R 332 PGGH-1 R 812
PG-GtAGluc 5516 PG-GtAGLuc 59
PGGH-1_R 392 PGGH-1_R 872
PG-GTAGLluc 5576 PG-GTAGLuC 6847
PGGH-1_R 452 PGGH-1_R 932
PG-GtAGLuc 5636

PGAH-1_R 512

Figura C.7: Alineamiento realizado en Clustal Omega, entre la secuen-
cia de PG-GtAGluc y la secuencia entregada por el partidor M13R para
PGGH-2.

Ahora bien, si s6lo se consideran los alineamientos entregados en BLAST, se puede
observar que los fragmentos que logran ser alineados con el vector se encuentran justo
previo al inicio de cada extremo del gen, lo que podria indicar que, en la misma posicion,
se insertd una secuencia de DNA distinta a la correspondiente a la enzima de interés. Si
esto se integra con los resultados de las Figuras C.6 y C.7, se tiene que este nuevo gen
insertado debiera tener una gran cantidad de similitudes con el gen de GtAGluc.

Para intentar descubrir si existe alguna proteina de G. trabeum cuya secuencia nu-
cleotidica coincida en algun nivel con el resultado de la secuenciacion de PGGH-2, cada
secuencia se analizé en BLAST restringiendo la busqueda al genoma del hongo en cues-
tion. De esta busqueda resulté que, ambas secuencias, coincidian en mas de 200 pb
con una proteina hipotética de G. trabeum, detectada en un estudio donde se analizé
el mMRNA de este microorganismo [58]. El alineamiento de nucle6tidos se presenta en
las Figuras C.8 y C.9. También mediante BLAST, se analizé la secuencia completa de
aminodcidos de esta proteina hipotética, comparandola con la secuencia aminoacidica
de la otra potencial enzima de G. trabeum que también perteneceria la familia GH115
(GH115_2) [48], resultando que se trataba de la misma enzima.
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Gloeophyllum trabeum ATCC 11539 hypothetical protein partial mMRNA
Sequence ID: XM_007867776.1 Length: 3234 Number of Matches: 4

Range 1: 2613 to 2892 GenBank Graphics ¥ Next Match
.Score Expect Identities Gaps Strand
512 bits(277) 8e-145 279/280(99%) 0/280(0%) Plus/Minus

Query 226  CTTCAGAGTATGGGCACCAGGTGCGATCGTGAAGGTCGTCGCCACCGGAATGATCGCGTC 285

CLLCRLELELLR LR EE L EEE LR E LR ELEEL T

Sbjct 2892 CTTCAGAGTATGGGCACCAGGTGCGATCGTGAAGGTCGTCGCCACCGGAATGATCGCGTC 2833

Query 286  CGCTACCCAGCCGCCGAGGCCGTCCCATTGAGGCGGCAGCTGCCCTGGCGTCGCATATGG 345
COLLCEECEEEELELEEEL et C e L e LELELEL e L L

Sbjct 2832 CGCTACCCAGCCGCCGAGGCCGTCCCATTGAGGCGGCAGCTGCCCTGGCGTCGCATATGE 2773
Query 346  GACAAAGTACTCCGACTGCACCGTCCCATTGTCTATACCGATGGCAAAACCCAGCGGGCG 4@5

JIIIIHIIIIIIIIIJI|I|IIIIIIIIII|\IHI[IIIIIIIIII[IIIIIIIIIII

Sbjct 2772 GACAAAGTACTCCGACTGCACCGTCCCATTGTCTATACCGATGGCAAAACCCAGCGGGCG 2713

Query 406  ATCGTCGCCGTTCGCGTTCAGTGATGGCGAGACGTACGTCGTCACAGTGACACGTCCGGT 465
[LLLCLELEEEE Tt e e e e EEE LT EELEET ]

Sbjct 2712 ATCGTCGCCGTTCGCGTTCAGTGATGGCGAGACGTACGTCGTCACAGTGACACGTCCGGT 2853

Query 466  TTGGCTGATGGTATTGAAGTTATAGAAGTCATACTCACTG 5@5

LLLLLLETLELLLELEL LT LELE L LLT 1]
Sbjct 2652 TTGGCTGATGGTATTGAAGTTATAGAAGTCATACTCAATG 2613

Figura C.8: Alineamiento de secuencia de PGGH-2, obtenida utilizando
partidor M13F, con la secuencia nucleotidica de una potencial enzima de
la familia GH115 producida por G. trabeum

Gloeophyllum trabeum ATCC 11539 hypothetical protein partial mMRNA
Sequence ID: XM_007867776.1 Length: 3234 Number of Matches: 4

Range 1: 2081 to 2435 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
656 bits(355) 0.0 355/355(100%) 0/355(0%) Plus/Minus

Query 256  CCTGAGAACCCGGCGGCAGGTGAAGTGTTATTAGCGACGAAGTACACCGATTGAGATAGC 315

CELERLEEEEEEE LR e et e eee e e e e et e e ey
Sbjct 2435 CCTGAGAACCCGGCGGCAGGTGAAGTGTTATTAGCGACGAAGTACACCGATTGAGATAGC 2376

Query 316  ACAGTCTGTCCCGGGTTGGGTGGATTGGGCGTCGTCGCCCTGAAAGTGACCGCGCCGTAC 375

[LLLLLLLLEEEEEEEEE LR L LR LR LT
Sbjct 2375 ACAGTCTGTCCCGGETTGGGTGEATTGGGCGTCGTCGCCCTGAAAGTGACCGLGCCGTAC 2316

Query 376  TGGACCCCGCTGACCTGGCTCCAGTTGGCGCTGACATACACGCGTGTCTCCGAGTTGTTC 435
CELECLELEEEEEEEREer e e ee e e e et ey ee e rny

Sbjct 2315 TGEGACCCCGCTGACCTGGCTCCAGTTGGCGCTGACATACACGCGTGTCTCCGAGTTGTTC 2256

Query 436  GTGTCGATAGACCCCGACGTGGTGCTCACGTTGAGCCAGGATGCATTCGTGCTGGCCCTC 495

CELREEELEEE L e et b e e e e et e e ey
Sbjct 2255 GTGTCGATAGACCCCGACGTGGTGCTCACGTTGAGCCAGGATGCATTCGTGCTEGCCCTC 2196

Query 496  CAGCTGAACGGTGLCGGGCCGCCTGCGCCAATGTCGACGTACCGGTTCCCGAACGGCATG 555

CECELLERLEELEEEEEE e e e e e e e e e e e e e rry
Sbjct 2195 CAGCTGAACGGTGCCGGGCCGCCTGCGCCAATGTCGACGTACCGGTTCCCGAACGGCATG 2136

Query 556 TACGGATCTAGGGTTATAGGGCAGTTGGCGCAATTGTATTTGTTATCGCCAGGCC  61@

COLEULELERCEEEE L PR LI
Sbjct 2135 TACGGATCTAGGGTTATAGGGCAGTTGGCGCAATTGTATTTGTTATCGCCAGGCC 2081

Figura C.9: Alineamiento de secuencia de PGGH-2, obtenida utilizando
partidor M13R, con la secuencia nucleotidica de una potencial enzima de
la familia GH115 producida por G. trabeum
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Al evaluar si los partidores GH115_F y GH116_R (usados en la amplificaciéon por PCR
del gen, que usé como templado el cDNA producto del RT-PCR realizado) eran capaces
de amplificar el gen de esta enzima hipotética, resulté que GH115_F es complementario
a una secuencia de la parte inicial de la secuencia de esta nueva proteina, mientras que
el partidor GH115_R era complementario a 13 nucleotidos de la segunda mitad de la
mencionada secuencia. Ambos alineamientos se presentan en la Figura C.10.

GH115_R ne e eemeeme e eeeeem e e a
GH115_2 ATGTGGGAGCGTACGCGTCGTGRAGCGTCCTGCTCACCCTGT TCACCCCGECGETGLGE
GH115_F ~  ===emeeem--- TACGCGTCTTOATGLRT === ===sccnacccmcenacsanacannmnn

GH115_R e
GH115_2 120
GH115_F 18
GH115_R a
GH115_2 180
GH115_F 18
GH115_R ]
GH115_2 1860
GH115_F 18
GH115_R eesmemassssscssccssecccsonooanos - AGGACCGAGATAG----- ===~ 22
GH115_2 CTT e GGAACAACTGT TTAACAGCACTACGATTACGAGGATCAATATCATACACTATTG
L - T 18
GH115_R B e 22
GH115_2 GATGGEAAATGGEATCACATGATGEATCAAMCGLATGTCGEATACGTCTTCTGEGACCAG 1988
GH115_F e ——— 18

Figura C.10: Alineamiento realizado en Clustal Omega, entre la secuencia
nucleotidica teérica de la enzima GH115_2, y los partidores GH115_F y
GH115_R.

Con lo anterior, se podria explicar por qué parte de la secuencia logrd ser amplificada y
luego insertada en el vector. Para poder comparar el nivel de alineamiento de las secuen-
cias de PGGH-2 con la secuencia nucleotidica de GH115_2, se realizaron alineamientos
de las secuencias en Clustal Omega, los que se presentan en las Figuras C.11y C.12.
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GH115_2_Gt
PGGH-2_R

GH115_2_Gt
PGGH-2_R

GH115_2_Gt
PGGH-2_R
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CT‘ T ECC(CCC CCG iGCCAGCACGARATGC

[ sannnn

wuERanaEn

ke
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GH115_2_Gt
PGGH-2_F

GH115_2_Gt
PGGH-2_F
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GH115_2_Gt
PGGH-2_F

CAGGGCGACGACGCCCAATCCACCCAACCCGGRACAGACTGTGCTATCTCAATCGETGTA
CAGGGCGACGACGCCCAATCCACCCAACCCGGGACAGACTGTGCTATCTCAATCGGTGTA

CTTCGTCGCTAATAACACT TCACCTGLCGCCGGGTTCTCAGGG= === === mm=n=n
CTTCGT CCCTAAT—-AEACT TCACC TGCCCCCC\GGTYCT‘.—\GC\TTCGC(-C CGCCLTTITC

.............................................. TTCGTGGAGGGAGA
TTCGCAGATATGGGAGGTAGAC TGACCTCAGTGATTGEC TGTAGEGT TCGTGGAGGGAGA

sesANNRERERE RS

CGGAGGCATCTCTATCGAAGCAGCTCATACGT CCCGGAACACGTCCGTAGCAGGCATCAC
CCCHCCCNT(TCTHT ﬁCA}-C(AGC TCATACGT C CCG-«CACCT(CCT AGCAGGCATCAC

CTGEAAGGAGATTCCGAACTACGGCAGGACCATCTCGEECGTGACCCCTTGECCGCETAC
CTGGAAGGAGATTCCAAACTACGGCAGGACCATCTCGEGCGTGACCCCTTGGGCCGLGTA

CGGLGACAACGGCGGTA- - - -ACTTCACCGCAGGCACTGGGCCCAGCATTGAGTATGACT
CCCCCC»{»\CCCCGCGT»\C T TTCLC(G(AAGL«(TGCGC{ECCC[ CAGTGGAGT -

Figura C.11: Alineamiento realizado en Clustal Omega, entre la secuencia
tedrica del gen de GH115_2 y la secuencia entregada por el partidor M13F

para PGGH-2.

CAAATACAATTGCECCAACTGCCCTATAACCCTAGATCCGTACATGCCGTTCGGGAALCG
-ACAGGTATCCG

#% = e
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hn we -
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Figura C.12: Alineamiento realizado en Clustal Omega, entre la secuencia
teorica del gen de GH115_2 y la secuencia entregada por el partidor M13R

para PGGH-2.
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Si bien en la Figura C.11 se observa un nivel de coincidencia mucho mayor, existiendo
alrededor de 300 pb en que la identidad se logra sin espacios intermedios, en la Figura
C.12 se mantiene un nivel de alineamiento con identidades poco continuas, similar a lo
ocurrido con la secuencia nucleotidica tedrica de GtGlucA. Esto podria indicar que este
gen analizado puede haber sido mutado o, incluso, podria tratarse de una secuencia
distinta, con la que existe una alta coincidencia de pares de bases.

Por altimo, se repitié el mismo procedimiento de andlisis para las secuencias de PGGH-
3; con aquella obtenida con el partidor M13F, se obtuvo identidad en 1033 nucledtidos,
entre las posiciones 58 y 1098 de la secuencia, mientras que para su par con M13R la
identidad ocurrié en 908 pb, ubicadas entre las posiciones 13 y 927 de la secuencia.
En las Figura C.13 y C.14 se presenta el alineamiento de ambas secuencias con PG-
GtAGiluc.
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PG-GRAGlUC  ACGACCGAGCTATCTCGGTCCTCCTGAGASTTATCACTAGTGAATTCGCGGCCGECTGEA 3120 PO-GtAGluc  TCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATARAGATACCAGGLGTTTCCCCCTEGARGETC a0

PGGH-3_F TAGGGCGATTGGGCCCGACGTCCAGCTCCCOOCC BCATORGGCCGLGECCGECTACA n PGGH-3_F rc,a,ﬁetsscea,atccsazaaaacrnt.aacgr;ccasscsrrr:ccccrscg.actc 671
PG-GtAGluc  GGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGLGTTORATECATAGCTTGAGTATTCTATAGTS 3180 PG-GTAGlUC  CCTOGTGCGCTCTOCTGTTCCGACCCTGLCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCC 3780
BGGH-3_F GETCGACC A TAT GOGAGAGL TO CAAC GO TTGEATGCATAGC TTEAGTATTCTATASTS 131 POGH-3_F CCTOGTGCGCTCTOCTETTCOGACCCTGLCGLTTACCOGATACCTGTCCGCCTTTCTCCC 3
PG-GtAGluc  TCACCTAAATAGCTTEGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCC 1240 PG-GtAGluC  TTCGGGAAGCOTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGETGTAGET 3840
PGGH-3_F TCACCTARATAGC TTOOCGT AATCATGATCATAGC TETTTCCTATGTRASATTGTTATCE 191 PGGH-3_F TTCB6GAAGGTGOCGCTTTC TEATAGC TCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGATETAGET 7l
PG-GLAGLuC KT&MIICGGMTKMCGGA—G(-\TM‘I’GTM(CTGGGG‘I’G((T-\ 3300 PG-GUAGluc OB TG AMGLTOEGCTETETGCACGAALCCCCCETTCAGCOLRACCALTGLELCTT 3500
POGH-3_F ACA 251 PGGH-3_F COTTCBCTCCAMGETGE6E T6TETGCAL GAALCCCOOETTEAGCCOGACCECTREGLETT 851
PG-GtAGLuc 1368 PG-GtAGluc  ATCOOGTAACTATCOTCTTGAGTCCAACCCOGTAAGACACBACTTATCGCCACTGOCABE 3860
PGEH-3_F 3 POOH=3_F ATCOGGTAACTATCOTCTTGAGTCCAAC CCOOTAAGACACBACTTATCGCCAC TOOCAGE 11
PG-GLAGIUC  CCTGTCOTGCCAGCTBCATTAATGAATCOGCCAAL GCOCGBOGAGAGOCGATTTGCATAT 3420 PG-GLAGIUC AGCCACTOOTAMCABGATTAGCAGAGCGAGGTATET AGGCOGTOL TACAGAGTTCTTGAA 4028
PGOH-3_F CCTGTCATGCCAGCTOCAT TAATGAATCOBCC AAL GCOCOGGAAGAGECGATTTACATAT 71 PGGH-3_F AGLCACTGOT AMCAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCOTGE TACAGAGTTCTTGAA 971
e A At sssssasnss ssssnsnssasssnnss ssaussa sesssssssssssenasssases ik
PG-GLAGluC  TEGGCGCTCTTCCACTTCLTCOCTCACTEACTCAL TCCTCAATCATTCAGCTACEACE 3480 PG-GLAGIUE  GTGETHECCTAM TACGEETACAL TAGAAGAL-CAGTATTTGETATCTGEECTCTELTEA 20879
PGEH-3_F TEGECGETCTTCLACTTCCTCALTCACTRACTCGL TECCTCAATLATTCAGCTECEELG [ PGGH-3_F GTGGTGECCTAM TACGGL TACAC T AGANGAAACAGTATTTGGTATCTGCGETCTELTGA 1031
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PG-GtaGluc  GCTGGLGTTTTTCCATAGECTCLGLCCOCCTEACGAGCATCACAMARTCEACGETCAAG 3660
PGGH-3_F GCTGGCGTTTTTCCATAGEC TCCGCCCCCC TRACGARCATCACAMARTCRACELTCAMG 611
Figura C.13: Alineamiento realizado en Clustal Omega, entre la secuen-
cia de PG-GtAGluc y la secuencia entregada por el partidor M13F para
PG-GtAGLuc ACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCAT -CT-TTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGE  PG-GrAGluc AACGTGGACTCCAACGTCAAMGGGCGAAAMACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGT 5638
PGGH-3_R  seseecsssssscssseceees TTTTAAGCTTTTTTTTATTTTCACCAGGTTTTTITGE66  PGGH-3_R AACGTGGAL TCCAACGTCAMGGGC GARMAACCGTCTATCAGGGCGATGECCCACTACGT 518
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PGGH-3_R TGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTC  POGH-3R CCTAAAGGGAGCCCLCGATTTAGAGCT TGACGGGGAAGTCGECGAACGTGGIGAGAAAG 638
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Figura C.14: Alineamiento realizado en Clustal Omega, entre la secuen-
cia de PG-GtAGluc y la secuencia entregada por el partidor M13R para
PGGH-3.

De forma anéloga a lo ocurrido en el caso del clon PGGH-1, se observa que las se-
cuencias se alinearon con los sitios aledafos a los extremos del gen en PG-GtAGluc,
por lo que también se trata de un vector autoligado (donde no se anadié ningun inserto)
que, por tanto, se debe descartar como candidato para continuar con los procesos de
clonamiento del gen de GtAGluc.

C.3. Clonacion del gen en pPIC9K
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C.3.1. Analsis de secuencia de fragmento clonado en pPIC9K

En la Figura C.15 se presenta el mapa del vector pPIC9KGluc ligado teéricamente a
través de la plataforma Benchling.

pPIC9k unido a gen de glucuronidasa

12255 bp

Figura C.15: Diagrama de plasmido resultante de ligacion tedrica hecha en
Benchling, para gen de GtAGluc y el vector pPIC9K (pPIC9KGluc).

En las Tablas C.10, C.11, C.12 y C.13 se presentan las secuencias nucleotidicas, en
orientacion 5’-3’, de plasmido extraido del Clon 1 de E. coli transformada con pPIC9KGiluc,
obtenidas a partir de los partidores AOX1, GlucIn1 y GlucIn2.
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Tabla C.10: Secuencia nucleotidica con orientacion 5-3’ de Clon 1, obte-
nida utilizando partidor AOX1 Forward.

Secuencia nucleotidica 5°’-3’ con AOX1 Forward

TGGAAACGACTTACGACACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCG
AAGGATCCAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCAGTTTTATTCG
CAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAACAGAAGATGAA
ACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGG
GGATTTCGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGT
TATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGG
GTATCTCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTTACGTAGAATTCCCTAGGAT
TGGACAGGCGACCTGCGTCTCGTTCTCGCCATCCTCAGCGTCTTCCGGAG
TGACGTCGTTTGCGGTCGTCAGCAGTGGCCGCGCTGCACCCCTCCTGCTC
TCGTCTGATGAATGGCCGGGCGTCCAACGTGCCGCGGGCGACTTTGCGGC
GGACGTCCAGCGCGTAACTGGTATATTGCCTACCCTAGCCAACTTCACGT
CTGCCTCTGGCTCAGGGAGCGGTAGTGGGAGCAGTGCGCTTGCACCCATC
ATAGTCGGAACTCTGGGCCAGTCTTCGCTGATCGCACAGGTTGTGAATAA
TACCGGACTGGACGTATCCTCGATTGAGGGACAGTGGGAGGCGTTCTTGA
CGAGGGAGGTGCAGAACCCGCTTCCTGGTATCTCCAGCGCGTATGTGATG
ATCGGCGCGGACAAGAGGGGGACTATTTACGCGTTGTACGATCACTCTGA
GCAGATGGGCGTTTCTCCCTGGTACTGGTGGGCGGACGTACCTACCACGC
GCAACTCGGAAATATACTTCGCCTCCTCTGGCTGCCAGCATGGCGCACCG
ACAGTCAAGTACCGCGGTATCTTCCTCAATGACGAGGCCCCAGCACTGAT
GAACTGGGCTATGGAGAAATATACCAATGGAACGGGCTCTGCTGCGACTA
AATCGCCCCTGCAGTCACCCTATTATACAGGCTTGTTTGAATTGCTGCTC
AGACGGAAGGGGAAATTATTTGTGGGCCTGCAATGTGGAACAACCGCATT
CTACTTTGACAATCCTCTTAACCCGTACTATGCCGACCTGTACCGGCTTT
GTGATGGGGAACTATTCCCCAAGAAAACAATGAAGGGGTTCCACCCCCGTG

98




Tabla C.11: Secuencia nucleotidica con orientacion 5-3’ de Clon 1, obte-
nida utilizando partidor AOX1 Reverse.

Secuencia nucleotidica 5°-3° con AOX1 Reverse
GCCAACTTAAAAAGCCGAAAATTTGCCGGGCGTGATGCGCGTTGTTCCAG
AAGGGACCTTGGGCGTTTGGCCCGGCGACAACCAATACAACTGTGCTCAG
GGTTACAGCTGCCCCAACCCGACCATGACCCTGGATCCGTACATCCCGGT

CGGAAACCGGTACATCGACATTGGCGCGGGTGGCCCAGCGCCGTTCAGCT
GGACAGCTAGCACAAATGTATCATGGCTCAATGTGAGCACCACATCGGGA
TATATCGACAGCAATAACTTGGAGACGCGCGTATATATCACCGCGGATTG
GAGCCAAGTCAGCGGGCTCGAATACGGGATGGTAACGTTCAATGCAACGA
CACCAAATCCGCCCACCCCGGGACAGACCGTGCTATCCCAGCCGGTGTAC
TTCATGGCCAATAACACTTCGCCAACGTCTGGGTTCTCAGGGTTCGTAGA
GGGGGACGGAGGCATATCGATCGAAGCAGCTCATACCTCTCGGAACACGT
CTGTCGCGGGCATCACCTGGACGGAGATCCCGAACTACGGCAAGACCGTC
TCGGGCGTCACTCCTTGGCCGCGCACGGGCGACAACGGCGGCAACTTCAC
CGCTGGCACTGGCCCCAGCATCGAGTATGACTTCTACAACTTCAACACCA
TCGGCCAAGCCGGGAACGTCACTGTGACGACGTACGTCTCGCCCTCGCTG
AACGCGAACGGCGACGACCGACCGCTGGGCTTCGCCATCGGTATAGACGA
CGCCACACCTCAGTCGGAGTACTTCGTCCCGTACGCGACGCCAGGCCAGC
TACCGCCGCAATGGGACGGCGTCGGCGGCTGGGTAGCGGATGCAATTATT
TCGGTGCCGACGAACTTCACGATCGCACCTGGTGCGCATACGCTGAAGAT
CTGGATGATCGAGCCTGCAGTTGTGGTCCAAAAGATTGTAATCGACACTG
GAGGTGTACGAGGTGGTGGTCACCATCACCATCACCATGCGGCCGCGAAT
TAATTCGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGA
GAAGACCGTCTGCTAGTTCACCGGG
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Tabla C.12: Secuencia nucleotidica con orientacion 5-3’ de Clon 1, obte-
nida utilizando partidor Glucin1.

Secuencia nucleotidica 5°-3’ con Glucin1

TGCTAATATATTATACAGGCTTGTTTGAGTTGCTGCTCAGACTGAAGGCG
AATTATTTGTGGCCTGCAATGTGGAGCAGCGCATTCTACGTTGACGATCC
TCTTAACCCGTACTATGCCGACCTGTACGGCATTGTGATGGGAACTAGTC

ACGAAGAACCAATGACGCGCTCCACCCCCGTCGAGTGGGACATCTACGGG
ACTGGCCCATGGGACTACAGCGTCAACCAGCAGGCGATATACAATTTCTG
GGTGCAAGGCGCTGAGAGGTCAAGAAACTACGAGACGTTGTACACCGTTG
GCATGCGAGGCGCTGGTGACTTGCCTTTGGCGGAAGGACAAAACATTCAG
CTATTGGAGCAAGTTGTCTCGGATCAGAGGGGCATTCTGGAGAACGTGTT
CAACGGAACTGGGAAGACCATCACAGAAATTCCGCAAATGTGGTGCTTAT
ACAAAGAAGTCCAAGGATACTACGAAGACGGCATGACTGTCCCTGACGAT
ATCACGCTAATGTGGACCGACGACAATTGGGGAAATATCCGGCGTTTCCC

TTTATCTAGTGAGATGAACAGGACTGGCGGTGCTGGTGTCTACTATCACT

TTGACTATGTTGGAGACCCCCGTAACTTCAAGTGGATAACGACTACGCAA
ATAGCTAAGACCTACGAAGAAATGTCCCTGGCCGTGGACCGTGAAGCCAC
CCGTATTTGGATTGTCAACGTCGGCGACATGAAGCCCTACGAGATGGATA
TCGAGTTCTTCATTACCCTCGGCTGGAACTCGTCCGTGTGGAACCTTGAT
AATCTGGACAGCTTCGTGACGAGCTGGGCTGAGCGGGAGTTCGACGTGCC
AACTTCAACAGCTCTTCAGATTACTGGTATCATCGGGAACTACACGAGGA
TGAACGCGAGAAGGACGCCGGAGTTGATGAACTCCACGGTGTATACACTG
ACTGACTACCGGGAGGCCGATACGGTGTTGTCTGAGTGGCAAAGCCTTGT
CCAACAGTCGACACAGATATACAATTCGCTCCCGGCCGCATATCAGCCCG
CGTTCTACGAGCTTGTGCATCACACGGTCCTCGCTAGCGCTAACCTCAAC
GCGATGTGGATTTTCCGCTGGAGTCAACAACCCGGAGGGGGTCCCAAGGGG
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Tabla C.13: Secuencia nucleotidica con orientacion 5-3’ de Clon 1, obte-
nida utilizando partidor GlucIn2.

Secuencia nucleotidica 5°-3’ con GlucIn2
CCAAAACCCCTTACCACAAGAATTTTCTTCAGGTGCGAAGATGGGCTTAA
TCAGGACCAAGTTTGTACGAGAAGAAACAAAATGACAAAAAAAATTCCTT

ATACTATATGGGTTACAAATAAAAAAGTATCAAAAATGAAGCCTGCATCT
CTCAGGCAAATGGCATTCTGACATCCTCTTGATTAGAATCTAGCAAGACC
GGTCTTCTCGTAAGTGCCCAACTTGAACTGAGGAACAGTCATGTCTAAGG
CGAATTAATTCGCGGCCGCATGGTGATGGTGATGGTGACCACCACCTCGT
ACACCTCCAGTGTCGATTACAATCTTTTGGACCACAACTGCAGGCTCGAT
CATCCAGATCTTCAGCGTATGCGCACCAGGTGCGATCGTGAAGTTCGTCG
GCACCGAAATAATTGCATCCGCTACCCAGCCGCCGACGCCGTCCCATTGC
GGCGGTAGCTGGCCTGGCGTCGCGTACGGGACGAAGTACTCCGACTGAGG
TGTGGCGTCGTCTATACCGATGGCGAAGCCCAGCGGTCGGTCGTCGCCGT
TCGCGTTCAGCGAGGGCGAGACGTACGTCGTCACAGTGACGTTCCCGGCT
TGGCCGATGGTGTTGAAGTTGTAGAAGTCATACTCGATGCTGGGGCCAGT
GCCAGCGGTGAAGTTGCCGCCGTTGTCGCCCGTGCGCGGCCAAGGAGTGA
CGCCCGAGACGGTCTTGCCGTAGTTCGGGATCTCCGTCCAGGTGATGCCC
GCGACAGACGTGTTCCGAGAGGTATGAGCTGCTTCGATCGATATGCCTCC
GTCCCCCTCTACGAACCCTGAGAACCCAGACGTTGGCGAAGTGTTATTGG
CCATGAAGTACACCGGCTGGGATAGCACGGTCTGTCCCGGGGTGGGCGGA
TTTGGTGTCGTTGCATTGAACGTTACCATCCCGTATTCGAGCCCGCTGAC
TTGGCTCCAATCCGCGGTGATATATACGCGCGTCTCCAAGTTATTGCTGT
CGATATATCCCGATGTGGTGCTCACATTGAGCCATGATACATTTGTGCTA
GCTGTCCAGCTGAACGGCGCTGGGCCACCCGCGCCAAGTCGATGTACCGG
TTTCCGACCGGGATGTACGGATCCAGGGTCATGGTCGGGTGGGCAGCTTAC
TAGTCGACCGC

En las Figuras C.16, C.17, C.18 y C.19 se presentan los alineamientos de la secuencia
tedrica de pPIC9KGIuc con las secuencias obtenidas a partir de los partidores AOX1
Forward, AOX1 Reverse, Glucin1 y Glucln2, respectivamente.
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TCGCCATCCTCAGCGTCTTCCGEAGTGACGTCGTTTGCGGTCGTCAGCAGTGGCCGCELT
TCGLCATCCTCAGCGTCTTCCGEAGTGACGTCGT TTGCGETCETCAGCAGTGECLGLELT

LT eamenn

GCACCCCTCCTGLTCTCGTC TGATGAATGECLGGEGCGTCCAACGTGLCGCGGELGACTTT
GCACCCCTCCTGCTCTCGTCTGATGAATGELCGEGCGTCCAACGTGLCGLGGELGACTTT

T

GLGGLGGACGTCCAGLGLGTAACTGETATATTGCCTACCCTAGCCAACTTCACGTCTGLC
GCGGLGGACGTCCAGCGLGTAACTGETATATTGCCTACCCTAGCCAACTTCACGTCTGLC

75

1eze
135

1e88
195

1140
255

1268
315

1268
375

1320
435

1380
485

1442
555

pPICIKGLuc
AOX1_Forward

pPICIKGLuc
AQX1_Forward

pPICOKGLuc
AQX1_Forward

pPICIKGLuc
AOX1_Forward

PPICOKGLUC
AOX1_Forward

pPICIKGLuc
ADX1_Forward

pPICOKGLuc
ADX1_Forward

pPICIKGluc
AQX1_Forward

pPICIKGLuc
ADX1_Forward

TCTGGC TCAGGGAGC GG TAGTGGGAGCAGTGLGC T TGCACCCATCATAGTCGGAACTCTG
TCTGGCTCAGGGAGCGETAGTGEGAGCAGTGLGCTTGCACCCATCATAGTCGGAACTCTG

GGCCAGTCTTCGCTGATCGCACAGGT TGTGAATAATACCGGACTGGACGTATCCTCGATT
GGCCAGTCTTCGCTGATCGCACAGGT TGTGAATAATACCGGAL TGGACGTATCCTCGATT

B P T T

GAGGGACAGTGGGAGGCGT TCTTGACGAGGGAGGTGCAGAACCCGCTTCCTGGTATCTCC
GAGGGACAGTGGGAGGCGT TCTTGACGAGGGAGGTGCAGAACCCGLTTCCTGGTATCTCC

AGCGCGTATGTGATGATCGGCGCGGACAAGAGGGGGACTATTTACGCGTTGTACGATCAC
AGCGCGTATGTGATGATCGECGCGEACAMGAGGEGEACTATTTACGCGTTGTACGATCAC

P RN RSN SEES R N R

TCTGAGCAGATGGGCGTTTCTCCCTGGTACT GGTGEGCGEACGTACCTACCACGCGCAAML
TCTGAGCAGATGOGCGTTTCTCCCTGATACT GOTGEGCGEACGTACCTACCACGLGCAAL

TCGGARATATACTTCGCCTCCTCTGGCTGLCAGCATGGLGCACCGACAGT CAAGTACCGL
TCGEAAATATACTTCGCCTCCTCTGOCTGCCAGCATOGLGCACCGACAGTCAAGTACCEL

ey B R

GGTATCTTCCTCAATGACGAGGCCCCAGCACTGATGAAC TGGGCTATGRAGRAATATACC
GGTATCTTCCTCAATGACGAGGCCCCAGCACTEATGAACTGGGCTATGEAGAAATATAC
e

EemEaEnEEE RN R EemEEE s

AATGEAACGGGCTCTGCTGCEACTAACTCGCCCCTGCAGTCACCCTATTATACAGGCTTG
AATGGAACGGGCTCTGCTGCGACTARATCGCCCCTGCAGTCACCCTATTATACAGGCTTG

R R

TTTGAGTTGCTGCTCAGACTGAAGGLGAATTATTTGTGGCC - - - TGCAATGTGGAGCAGL
GACGGAAGGGGAMATTAT TTGTGGGCCTGCAATGTGGAACAAC

Figura C.16: Alineamiento realizado en Clustal Omega, entre la secuen-
cia de PG-GtAGluc y la secuencia entregada por el partidor M13R para

PGGH-3.
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ACGACGTACGTCTCGCCCTCGCTGAACGCGAACGOCGACGACCEACCGLTOGGCTTCGCC
ACGACGTACGTCTCOCCCTCGCTEAAL GCOAALGOCGACGACCEACCOLTOAELTTCRCC

ATCGGTATAGACGACGCCACACCTCAGTCGRAGTACTTCOTCCCGTACGCGAC GCCAGGL
ATCGETATAGACGACGCCACACCTCAGTCGRAGTACTTCGTCCCETACGCEACGLCAGES

CAGCTACCGCCGCAATGOGACGGCGTCGGLGGCTGOGTAGCGGATGCAATTATTTCGETG
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CCGACGAACTTCACGATCGCACCTGGTGCGCATACGCTGAAGATCTGEATBATCGAGCCT
CCGACGAACTTCACGATIGCACC TOGTGCGCATACGC TAAMGATC TEOATGATCGAGCCT

GCAGTTGTGGTCCAAAAGATTGTAATCGACAL TGOAGGT GTACGAGGTGATGGTCACCAT
GLAGTTGTGGETCCAAAAGAT TGTAATCGACAC TGRAGGTGTACGAGETGGTGGT CACCAT

CACCATCACCATGCGGCCGCGAATTAATTCGCCTTAGACATRACTGTTCCTCAGTTCAMG
CACCATCACCATGCGOCCGCGAATTAATTCGCCTTAGACATRACTGTTCCTCAGTTCAMS

TTGGGCAL TTACGAGAAGACCGOTCTTGC TAGAT TCT AATCAAGAGGATGTCAGAATECC
TTGGECACTTACGAGAAGACCETCTGCTAGTTCALCGEG =< = ssmsssnssecannaen

Figura C.17: Alineamiento realizado en Clustal Omega, entre la secuen-
cia de PG-GtAGluc y la secuencia entregada por el partidor M13R para

PGGH-3.
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Figura C.19: Alineamiento realizado en Clustal Omega, entre la secuen-
cia de PG-GtAGluc y la secuencia entregada por el partidor M13R para

PGGH-3.
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En la Figura C.20 se presenta la secuencia nucleotidica experimental de pPIC9KGluc,
obtenida a partir de las secuencias entregadas por partidores AOX1, Glucin1 y GluclIn2.
Los gaps respecto a la secuencia tedrica fueron rellenados con la letra N.
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C.4.
C.4.1.

»pPIC9KGluc Experimental

TACGTAGAATTCCCTAG GATTGGACAGGCGACCTGCGTCTCGTTCTCGCCATCCTCAGCGTCTTCCGGAGTGACGTCGTTTGCGGTCGTCAGCAGTGGLC
GCECTGCACCCCTCCTRCTCTCATCTGATGAATGGCCGEGLGTCCAACGTGLCGCGGGECEACTTTGCGGLGGACGTCCAGCGCGTAACTGGTATATTGLC
TACCCTAGCCAACTTCACGTCTGCCTCTGGCTCAGGEAGCGGTAGTGGGAGCAGTGCGCTTGCACCCATCATAGTCGGAACTCTGGGCCAGTCTTCGLTG
ATCGCACAGGTTGTGAATAATACCGGACTGGACGTATCCTCGATTGAGGGACAGTGGGAGELGTTCTTGACGAGGGAGGTGCAGAACCCGCTTCCTGGTA
TCTCCAGCGCGTATGTGATGATCGGCGCGGACAAGAGGGGGACTATTTACGCGTTGTACGATCACTCTGAGCAGATGGGCGTTTCTCCCTGGTACTGGTG
GGLGGACGTACCTACCACGCGCAACTCGGAAATATACTTCGCCTCCTCTGLCTGCCAGCATGGCGCACCGACAGT CAAGTACCGCGGTATCTTCCTCAAT
GACGAGGCCCCAGCACTGATGRAACTGGGECTATGGAGALATATACCAATGGAACGGGCTCTGCTGCGACTAANNNNNNMNNNNNNNNMNNNNNNTATTATACA
GGCTTGTTTGAGTTGCTGCTCAGACTGAAGGLGAATTATTTGTGGCCTGCAATGTGGAGCAGCGCATTCTACGTTGACGATCCTCTTAACCCGTACTATG
CCGACCTGTACGGCATTGTGATGGGAACTAGTCACGAAGAACCAATGACGCGCTCCACCCCCGTCGAGTGGGACATCTACGGGACTGGCCCATGGGACTA
CAGCGTCAACCAGCAGGCGATATACAATTTCTGGGTGCAAGGCGCTGAGAGGTCAAGAAACTACGAGACGTTGTACACCATTGGCATGLGAGGCGCTGET
GACTTGCCTTTGGLGGAAGGACAAAACATTCAGCTATTGGAGCAAGTTGTCTCGGATCAGAGGGGCATTCTGGAGAACGTGTTCAACGGAACTGGGAAGA
CCATCACAGAAATTCCGCAAATGTGGTGCTTATACAAAGAAGT CCAAGGATACTACGAAGACGGCATGACTGTCCCTGACGATATCACGCTAATGTGGAC
CGACGACAATTGGGEGAAATATCCGGCGTTTCCCTTTATCTAGTGAGATGAACAGGACTGGLGGTGCTGGTGTCTACTATCACTTTGACTATGT TGGAGAC
COCCGTAACTTCAAGTGGATAACGACTACGCAAATAGCTAAGACCTACGAAGAAATGTCCCTGGCCGTGGACCGTGAAGCCACCCGTATTTGGATTGTCA
ACGTCGGCGACATGAAGCCCTACGAGATGGATATCGAGTTCTTCATTACCCTCGGCTGEAACTCGTCCGTGTGGAACCTTGATAATCTGGACAGCTTCGT
GACGAGCTGGGCTGAGCGGGAGTTCGACGTGCCAACTTCAACAGCTCTTCAGATTACTGGTATCATCGGGAACTACACGAGGATGAACGCGAGAAGGALG
CCGGAGTTGATGAACTCCACGGTGTATACACTGACTGACTACCGGGAGGCCGATACGGRTGTTGTCTGAGTGGCAAAGCCTTGTCCAACAGTCGACACAGA
TATACAATTCGCTCCCGGCCGCATATCAGCCCRCGTTCTACGAGCTTGTGCATCACACGETCCTCGCTAGCGCTAACCTCAACGCGATGTGGATNMNNNN
NINNANNNNNNNNNNNNNNNNSNNN NN NNNSNNNNNNNNSNNN NN NNNNNNNNNN NN NNNNNNNNNNNN NSNS NNNNNNN NN NN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNSNNN NN NN NNNNN NN NNNNNNNN NN NN NN NNNNNNN NN NNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGCG TGATGCGCGTTGTTCCAGAAGGGACCTTGGGCGTTTGGCCCGGCGACAACCAATACAAC
TETGCTCAGGGTTACAGCTGCCCCAACCCGACCATGACCCTGEATCCGTACATCCCGGTCGGAAACCGGTACATCGACATTGGCGCGGETGGCCCAGLGL
CGTTCAGCTGGACAGCTAGCACAAATGTATCATGGCTCAATGTGAGCACCACATCGGGATATATCGACAGCAATAACTTGGAGACGCGCGTATATATCAC
CGCGGATTGGAGCCAAGTCAGCGGGC TCGAATACGGGATGGTAACGTTCAATGCAACGACACCAMTCCGCCCACCCCGGRACAGACCGTGCTATCCCAG
CCOGTGTACTTCATGGCCAATAACACTTCGCCAACGTCTGGETTCTCAGGGTTCGTAGAGGGGGACGGAGGCATATCGATCGAAGCAGCTCATACCTCTC
GGAACACGTCTGTCGCGGGCATCACCTGEACGLAGATCCCGAACTACGGCAAGACCGTCTCGGGCGTCACTCCTTGGCCGLGCACGLGLGACAACGGLGG
CAACTTCACCGCTGRCACTGGCCCCAGCATCGAGTATGACTTCTACAACTTCAACACCATCGGCCAAGCCGGGAACGTCACTGTGACGACGTACGTCTCG
CCCTCGCTGAACGLGAACGGCGACGACCGACCELTGGGCTTCGCCATCGGTATAGACGACGCCACACCTCAGTCGRAGTACTTCGTCCCGTACGCGACGC
CAGGCCAGCTACCGCCGCAATGGGACGGCGTCGGCGGCTGGGTAGCGGATGCAATTATTTCGGTGCCGACGAACTTCACGATCGCACCTGGTGCGCATAC
GCTGAAGATCTGGATGATCGAGCCTGCAGTTGTGGTCCAARAGATTGTAATCGACACTGGAGGTGTACGAGGTGGTGGTCACCATCACCATCACCATGELG
GCCGCGAATTAA

Figura C.20: Secuencia experimental de pPIC9KGluc obtenida a partir de
las secuencias entregadas por partidores AOX1, Glucin1 y GlucIn2.Los
gaps respecto a la secuencia tedrica fueron rellenados con la letra N.

Produccion recombinante de a-glucuronidasa

Ensayos de actividad enzimatica de clones

Tabla C.14: AAbs calculada para cada uno de los clones estudiados, du-
rante los 5 dias en que se tomaron muestras.

Dia | Control | Clon 0,5 | Clon1 | Clon 2
0 0,001 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,026

1 0,000 0,031 0,000 0,026
0,023 0,000 0,000 0,028

5 0,000 0,029 0,044 0,036
0,000 0,015 0,078 0,000

3 0,008 0,012 0,114 0,000
0,000 0,019 0,000 0,009

4 0,051 0,034 0,003 0,020
0,000 0,061 0,000 0,024
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Tabla C.15: Actividad enzimatica (U/mL) calculada para cada uno de los
clones estudiados, durante los 5 dias en que se tomaron muestras.

Dia | Control | Clon 0,5 | Clon1 | Clon 2
0 0,001 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,017

1 0,000 0,021 0,000 0,017
0,015 0,000 0,000 0,019

5 0,000 0,019 0,030 0,024
0,000 0,010 0,052 0,000

3 0,005 0,008 0,077 0,000
0,000 0,013 0,000 0,006

4 0,034 0,023 0,002 0,013
0,000 0,041 0,000 0,016

Para resumir todos los resultados antes presentados, en la Tabla C.16 se presenta
el valor de la actividad enzimatica obtenida para cada clon, en cada uno de los dias en
que fue evaluada, medida en términos de unidades de enzima por litro de cultivo, y de
unidades de enzima por mg de proteina.

Tabla C.16: Cinética de produccion enzimatica de GtAGluc en cultivos
de clones recombinantes de P pastoris. Se incluye control de P pasto-
ris transformada con pPIC9KGluc no recombinante.

Control Clon 0,5 Clon 1 Clon 2
Actividad Actividad Actividad Actividad Actividad Actividad Actividad Actividad
Dia enzimatica enzimati imati enzimati enzimati imati enzimati enzimatica
[U/L de cultivo] [U/mg de proteina] | [U/L de cultivo] | [U/mg de proteina] | [U/L de cultivo] | [U/mg de proteina] [U/L de cultivo] [U/mg de proteina]

0 0,336 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 12,353 0,083
1 7,727 0,066 10,415 0,087 0,000 0,000 18,142 0,155
2 0,000 0,000 14,783 0,061 40,988 0,182 12,095 0,118
3 2,688 0,033 10,415 0,028 38,300 0,188 3,024 0,025
4 17,134 0,175 31,917 0,089 1,008 0,006 14,783 0,115

C.4.2. Cuantificacion de proteinas por Método de Bradford

Para obtener una curva de calibraciéon de este método, se midié por triplicado la ab-
sorbancia a 595 nm de distintas concentraciones de BSA, mezcladas (segun se detall
en Metodologia) con el reactivo de Bradford. Los resultados obtenidos se presentan en la
Tabla C.17.

Tabla C.17: Datos de absorbancia a 595 nm (Abs 595 nm) medidos desde
Método de Bradford aplicado a distintas concentraciones de BSA, para
construccién de curva de calibracion del método.

BSA [mg/mL] Abs 595 nm Abs 595 nm promedio  Abs 595 nm corregida | Desv. Estandar Abs 595 nm CV (%)
1,000 1,003 | 1,126 | 1,105 1,078 0,705 0,066 6,10
0,500 0,854 | 0,904 | 0,896 0,885 0,512 0,027 3,04
0,250 0,677 | 0,674 | 0,653 0,668 0,295 0,013 1,96
0,125 0,507 | 0,55 | 0,556 0,538 0,165 0,027 4,97
0,000 0,366 | 0,358 | 0,395 0,373 0,000 0,019 5,22

A partir de los datos anteriores, se construy6 la curva de calibracion de la Figura C.21,
en la cual también se presenta tanto la ecuacion de la recta obtenida como el R? del
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modelo. Se debe hacer notar que se elimind la concentracion de 1 mg/mL, dado que la
curva presenta una tendencia lineal hasta una concentracion de proteina cercana a 0,5

mg/mL.

Absorbancia ajustada a 595 nm
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Figura C.21: Curva de calibracién de BSA para Método de Bradford.

Luego, en las Tablas C.18 ,C.19, C.20, C.21 y C.22 se presentan valores analogos a
aquellos de la Tabla C.17, pero para el blanco del método y las muestras de cultivos de P,
pastoris en los que se evalud la producciéon de GtAGluc (Control, Clon 0,5, Clon 1 y Clon
2), respectivamente.

Tabla C.18: Datos de absorbancia a 595 nm (Abs 595 nm) para blanco de
Método de Bradford aplicado a muestras sobrenadantes de cultivos de P
pastoris recombinantes, en los que se evalud la produccién de GtAGluc.

Muestra Abs 595 nm Abs 595 nm promedio | Abs 595 nm corregida | Desv. Estandar Abs 595 nm | CV (%)
Blanco | 0,401 [ 0,417 [ 0,383 0,400 0,000 0,017 4,25
Tabla C.19: Datos de absorbancia a 595 nm (Abs 595 nm) de Método de
Bradford aplicado a muestras sobrenadantes de cultivos de control de P

pastoris recombinantes, en los que se evalud la produccion de GtAGluc.

Dia Abs 595 nm Abs 595 nm promedio | Abs 595 nm corregida | Desv. Estandar Abs 595 nm | CV (%)
0 | 051 | 0,501 0,506 0,105 0,006 1,26
1 | 0,509 | 0,543 0,526 0,126 0,024 4,57
2 | 0501 | 0,564 0,533 0,132 0,045 8,37
3 | 0458 | 0,516 0,487 0,087 0,041 8,42
4 | 0501 | 0,509 0,505 0,105 0,006 1,12
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Tabla C.20: Datos de absorbancia a 595 nm (Abs 595 nm) de Método de
Bradford aplicado a muestras sobrenadantes de cultivos de Clon 0,5 de P
pastoris, en los que se evalud la producciéon de GtAGluc.

Dia Abs 595 nm Abs 595 nm promedio | Abs 595 nm corregida | Desv. Estandar Abs 595 nm | CV (%)
0 0,478 | 0,51 0,494 0,094 0,023 4,58
1 0,529 | 0,526 0,528 0,127 0,002 0,40
2 0,68 | 0,634 0,657 0,257 0,033 4,95
3 0,708 | 0,874 0,791 0,391 0,117 14,84
4 0,726 | 0,837 0,782 0,381 0,078 10,04

Tabla C.21: Datos de absorbancia a 595 nm (Abs 595 nm) de Método de
Bradford aplicado a muestras sobrenadantes de cultivos de Clon 1 de P
pastoris, en los que se evalud la produccién de GtAGluc.

Dia Abs 595 nm Abs 595 nm promedio | Abs 595 nm corregida | Desv. Estandar Abs 595 nm | CV (%)
0 0,492 | 0,522 0,507 0,107 0,021 4,18
1 0,666 | 0,622 0,644 0,244 0,031 4,83
2 0,605 | 0,676 0,641 0,240 0,050 7,84
3 0,62 0,615 0,618 0,217 0,004 0,57
4 0,551 0,621 0,586 0,186 0,049 8,45

Tabla C.22: Datos de absorbancia a 595 nm (Abs 595 nm) de Método de
Bradford aplicado a muestras sobrenadantes de cultivos de Clon 2 de P
pastoris, en los que se evalud la produccién de GtAGluc.

Dia Abs 595 nm Abs 595 nm promedio | Abs 595 nm corregida | Desv. Estandar Abs 595 nm | CV (%)
0 0,493 | 0,533 0,513 0,113 0,028 5,51
1 0,52 0,53 0,525 0,125 0,007 1,35
2 0,497 | 0,523 0,510 0,110 0,018 3,60
3 0,532 | 0,527 0,530 0,129 0,004 0,67
4 0,538 | 0,536 0,537 0,137 0,001 0,26

Con los datos anteriores, se pudo construir la Tabla C.23, donde se muestra la con-
centracion de proteinas totales en cada sobrenadante evaluado.

Tabla C.23: Concentracién de proteinas totales en sobrenadantes de cada
uno de los cultivos de P pastoris recombinantes, en los que se evalud la
produccién de GtAGluc.

Concentracion total de proteinas [ug/mL]
Dia/Clon | Control 0,5 1 2

0 98,54 87,77 99,95 | 105,57
1 117,75 | 119,16 | 228,32 | 116,82
2 123,84 240,50 | 225,04 | 102,76
3 81,21 366,07 | 203,49 | 121,03
4 98,08 357,17 | 173,98 | 128,06
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