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Resumen

La hidrolisis de celulosa a aztcares fermentables es una de las etapas clave que deben ser
optimizadas para disminuir el costo de produccion de bioetanol producido a partir de
lignocelulosa, materia prima abundantemente disponible en Chile en desechos agricolas y
forestales. La hidrolisis de celulosa es catalizada por enzimas celulasas, pertenecientes al

grupo de las glicosil hidrolasas.

Este Trabajo de Memoria de Titulo tiene como objetivo la identificacién y clonacion de glicosil
hidrolasas, con énfasis en enzimas potencialmente utiles en procesos de producciéon de
bioetanol. La estrategia general de trabajo consisti6 en la identificacién y seleccién de cepas
capaces de degradar celulosa cristalina, a las cuales se dirigi6 un método de obtencion de

fragmentos de DNA codificantes de glicosil hidrolasas, enfocado a la actividad exoglucanasa.

Un andlisis in silico de la secuencia de los fragmentos de DNA obtenidos indic6 que se
obtuvieron fragmentos de genes con actividades putativas -1,3(4)-glucanasa y a-glucosidasa
provenientes de cepas de Lentinula edodes y Peniophora gigantea, respectivamente. Estos
resultados poseen altos niveles de confianza (con e-values del orden de 10 y 1039,
respectivamente). El fragmento correspondiente a la 3-1,3(4)-glucanasa contiene el dominio
catalitico conservado caracteristico de este tipo de enzimas. Se estima que los fragmentos

encontrados representan un 38% de una 3-1,3(4)-glucanasa y un 12% de una a-glucosidasa.

El método también produjo la obtencion de fragmentos de DNA que codificarian enzimas con
otras actividades no relacionadas con glicosil hidrolasas, especificamente una transcriptasa

reversa y un transportador de urea.

Las enzimas (3-1,3(4)-glucanasas y a-glucosidasas son potencialmente aplicables en la etapa
de pretratamiento de lignocelulosa en la produccién de bioetanol de segunda generacion y en
la etapa de degradacién de almidén en la produccidén de bioetanol de primera generacidn,

respectivamente, entre otras aplicaciones industriales de menor interés para este trabajo.

En conclusidn, se logré clonar fragmentos de dos glicosil hidrolasas potencialmente aplicables
en un proceso de produccion de bioetanol. La estrategia utilizada debera ser perfeccionada
para hacerla mas especifica, logrando el disefio de partidores degenerados mas especificos o
bien considerando una estrategia global alternativa, tal como utilizar una genoteca de cDNA

como templado del método en lugar de DNA genémico.
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1. Introduccion

1.1 Marco teodrico

1.1.1 Antecedentes generales

Las enzimas catalizan reacciones quimicas con gran especificidad y acrecentamiento de la
velocidad de reaccidn. Estas reacciones son la base del metabolismo de todos los organismos
vivos, y proveen tremendas oportunidades para la industria, de llevar a cabo conversiones
biocataliticas eficientes y econdmicas. En el sentido mas amplio, la tecnologia de enzimas
puede ser vista como la aplicacién de enzimas libres o biocatalizadores celulares en la
produccién de bienes y servicios. Esta es una ciencia interdisciplinaria, reconocida como un
importante componente del desarrollo industrial sustentable. Al mismo tiempo, el rapido
desarrollo de la ingenieria genética, técnicas de screening de alto rendimiento y otras
tecnologias establecidas o emergentes, mejoran la economia de los procesos existentes y

abren nuevos campos de aplicacion [1].

Las enzimas ofrecen ventajas sustanciales por sobre los catalizadores quimicos, en cuanto a
que son derivadas de recursos renovables, son biodegradables, trabajan bajo condiciones
relativamente moderadas de temperatura y pH, y tienden a ofrecer una exquisita selectividad
en la estereoquimica tanto de reactantes como de productos. A medida que las
preocupaciones medioambientales aumentan por presion de la poblacion y la
industrializacion del planeta, la necesidad de encontrar métodos mas benignos de producciéon

de bienes y provision de servicios da lugar a mayor interés en las enzimas [2].

En la industria del alcohol, el uso de enzimas para la produccién de azucares fermentables
desde almidén estd bien establecido. Durante la década pasada, el interés en el alcohol
combustible se ha acrecentado producto de un aumento en las consideraciones
medioambientales, precios mas altos del petréleo crudo y, en mayor medida, la prohibicion en
ciertas regiones del aditivo de gasolina metil terbutil éter (MTBE), el cual puede ser
intercambiado directamente por etanol. Por tanto, se estan llevando a cabo intensos esfuerzos
por desarrollar enzimas mejoradas, que permitan la utilizacién de sustratos mas baratos y
parcialmente utilizados, como lignocelulosa, para hacer del bioetanol un producto
competitivo con los combustibles derivados del petréleo (combustibles fésiles). El costo de las

enzimas requeridas para transformar lignocelulosa en una materia prima adecuada para
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fermentacion es un asunto primordial, y los esfuerzos actuales se focalizan tanto en

desarrollar enzimas con mejor actividad y estabilidad como en su produccion eficiente [3].

1.1.2 Uso del etanol como combustible

El etanol ha sido conocido por largo tiempo, siendo tal vez el producto mas antiguo obtenido a
través de biotecnologia tradicional. Sus aplicaciones actuales incluyen etanol potable, quimico
y combustible. Los automoviles impulsados por etanol ya habian sido ideados en el siglo XIX,
sin embargo, a inicios del siglo XX los combustibles fésiles comenzaron a aparecer y
rapidamente dominaron el mercado. Los bajos precios de éstos persistieron hasta el
advenimiento de la crisis del petréleo en la década de 1970. Esta crisis subray6 la importancia
de fuentes de energia alternativas, entre ellas etanol, dando origen a iniciativas tales como el
Programa Nacional de Alcohol en Brazil y el programa de gasohol en Estados Unidos. A
medida que los precios del petréleo disminuyeron, también disminuyé el interés por etanol
combustible [4]. No obstante, durante las ultimas décadas el excesivo consumo de
combustibles fosiles, particularmente en las grandes &reas urbanas, ha contribuido
enormemente a generar altos niveles de contaminaciéon. Como un paso para resolver este
problema, la adicidn de etanol a la gasolina ha sido ampliamente aplicada en los ultimos afos,
lo cual reduce las emisiones de mondéxido de carbono e hidrocarburos no combustionados que

forman smog [5].

1.1.2.1 Principales ventajas del etanol.
Las principales ventajas del uso del bioetanol por sobre combustibles fésiles se comentan a

continuacion.

Rendimiento. El etanol tiene un mayor octanaje que la gasolina, permitiendo que el motor
funcione a una mayor tasa de compresion y de este modo aumente su rendimiento neto [5].
Adicionalmente, la presion de vapor del alcohol es mayor y su calor de vaporizaciéon es mas
alto que el de la gasolina, lo que es responsable del aumento de potencia al usar alcohol. Sin
embargo, un galén de etanol puro, debido a su contenido de oxigeno, posee 33% menos de

energia que la gasolina [6].

Niveles de contaminacion. La combustién incompleta de combustibles fosiles emite gases
que contribuyen a la formacién de smog. Ademas, la extraccion, procesamiento y combustiéon
de éstos resulta en contaminacién del aire, agua y suelo y son, por lo tanto, peligrosos para el

ambiente y la salud publica. Al utilizar etanol derivado de biomasa, se reducen en forma neta
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los niveles de didxido de carbono (el principal gas invernadero) entre 60-90%, debido a que el
CO; liberado por combustion se reutiliza en la fotosintesis. La combustion de etanol tiene la
desventaja de aumentar la emisién de aldehidos, la cual es entre dos y cuatro veces mas baja

al utilizar gasolina [4].

Agotamiento del petréleo. El agotamiento de los combustibles fésiles genera serias
preocupaciones acerca de las fuentes de energia, y el Instituto de Petrdleo Americano ha
estimado que el suministro de petréleo se agotara en algiin punto del siglo XXI (atin cuando

nuevos pozos siguen siendo encontrados) [4].

Costos. Los costos directos de produccién de bioetanol son mayores que los costos de
produccion de gasolina. Sin embargo, los costos indirectos de combustibles derivados del
petréleo han sido subestimados, ya que entre ellos se cuentan los costos asociados a la
gasolina como contaminante del aire (que pueden ascender a US$45 por barril) y la defensa

de los pozos de petréleo en Medio Oriente [4].

1.1.3 Materia prima para producir bioetanol

Las tecnologias mejor desarrolladas para la produccion de etanol son basadas en cultivos,
utilizando sustratos tales como cafia de azicar y almidén de maiz. El etanol obtenido a partir
de este tipo de materias primas recibe el nombre de bioetanol de primera generacion. Dado
que los costos de las materias primas pueden ascender a un 40% del costo total, surgié como
alternativa el llamado bioetanol de segunda generacidn, el cual corresponde a etanol
producido a partir de residuos lignocelulésicos. La lignocelulosa es un polimero natural,
abundante y potencialmente econémico, que se encuentra en los desechos agricolas (paja de
trigo, tallos de maiz, residuos de soya, bagazo de cafia de aztcar, etc.), desechos industriales
(industria de papel y pulpa), residuos forestales, desechos sélidos municipales, etc. Se ha
estimado que la lignocelulosa da cuenta de aproximadamente un 50% de la biomasa del

planeta (10-50 billones de toneladas) [4].

En Chile, aiin no existe consenso respecto a los volimenes y ubicacion de la biomasa residual
producida. Las estimaciones sobre la disponibilidad de residuos generados por la industria
del aserrado, asociada a las plantaciones de pino solamente, son de 1,4 millones de metros
cubicos. A esto se debe sumar el volumen correspondiente a los desechos producidos en el
manejo de los bosques nativos productivos los cuales se estiman, conservadoramente, en

alrededor de 7 millones de toneladas al ano. Toda esta biomasa podria abastecer una
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industria de bioetanol y biodiesel de segunda generacidn, el cual es uno de los objetivos
sefialados claramente por las autoridades nacionales a través de la Comisiéon Nacional de
Energia y que recientemente enfatiza la prioridad que Chile dard a este tipo de

biocombustibles [7].

1.1.3.1 Caracterizacién del material lignoceluldsico

En contraste con los cultivos que contienen azucares, la utilizaciéon de lignocelulosa como
sustrato para la producciéon de etanol presenta la barrera de su compleja estructura, la cual es
resistente a la degradacion. La lignocelulosa estd compuesta por tres fracciones principales:
celulosa, hemicelulosa y lignina, las cuales corresponden aproximadamente al 45, 30 y 25%
del peso seco de la lignocelulosa, respectivamente [4]. La celulosa y hemicelulosa son
polisacaridos que pueden ser hidrolizados a azlcares y eventualmente fermentados a etanol.
La lignina no puede ser utilizada para la producciéon de etanol [8]. A continuacién se

caracterizan las fracciones de la lignocelulosa.

Celulosa. Es el polimero mas abundante en la Tierra, compuesta por miles de moléculas de
anhidroglucosa unidas por enlaces (-1,4 glicosidicos. La unidad basica repetitiva es la
celobiosa disacarido. La conformacién secundaria y terciaria de la celulosa, asi como su
estrecha asociacion con lignina, hemicelulosa, almidon y elementos proteicos y minerales,
convierten a la celulosa en una molécula resistente a la hidrdlisis. El producto de ésta es

glucosa, un monosacarido de seis carbonos (hexosa) [4] [8].

Hemicelulosa. Es un heteropolimero altamente ramificado, que contiene residuos de
azucares tales como hexosas (D-galactosa, L-galactosa, D-manosa, L-fucosa), pentosas (D-
xilosa, L-arabinosa) y acidos urdnicos (acido D-glucurénico), aunque su composicion depende

de la fuente de origen. La hemicelulosa es mas facilmente hidrolizada que la celulosa [4].

Lignina. Es el polimero aromatico mas abundante en la naturaleza. De caracter fendlico, es el
producto de deshidratacidon de tres alcoholes monoméricos (lignoles) derivados del acido p-
cinamico, que se encuentra incrustada en las paredes celulares y mantiene las células unidas.
Toda la biomasa lignocelulésica posee lignina por lo que siempre serd un desecho de los

procesos de produccion de etanol [4] [8].

En la Tabla 1.1 se presenta el contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina en residuos

agricolas y desechos tipicos [9].
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Tabla 1.1. Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina en residuos agricolas y desechos.

Material lignocelulésico Celulosa [%] Hemicelulosa [%]  Lignina [%]
Tallos de madera dura 40-55 24-40 18-25
Tallos de madera blanda 45-50 25-35 25-35
Céascaras de nueces 25-30 25-30 30-40
Mazorcas de maiz 45 35 15
Pastos 25-40 35-50 10-30
Papel 85-99 0 0-15
Paja de trigo 30 50 15
Hojas 15-20 20 20
Papel de diario 40-55 25-40 18-30
Papel de desecho de pulpas quimicas 60-70 10-20 5-10
Sélidos primarios de aguas de desecho | 8-15 N/A 24-29
Desechos de puercos 6 28 N/A
Estiércol sélido de ganado 1,6-4,7 1,4-3,3 2,7-5,7

1.1.4 Produccion de bioetanol a partir de lignocelulosa [9].

La conversion de lignocelulosa a etanol involucra dos procesos:

1. La hidrélisis de la celulosa en el material lignoceluldsico para convertirla en azticares
fermentables.

2. Lafermentacion de los azacares a etanol.

En la Figura 1.1 se presenta la obtencién de azicares fermentables a partir de distintas
fuentes [4]. La hidrolisis es usualmente catalizada por enzimas celulasas, y la fermentacion es
llevada a cabo por levaduras o bacterias. Los factores que afectan la hidrdlisis de celulosa
identificados hasta ahora incluyen la porosidad (area superficial accesible) de los materiales
de desecho, la cristalinidad de las fibras de celulosa y el contenido de lignina y hemicelulosa.
La presencia de lignina y hemicelulosa dificulta el acceso de las celulasas a la celulosa,
reduciendo de este modo la eficiencia de la hidroélisis. La remociéon de la lignina y la
hemicelulosa, la reduccién de la cristalinidad y el aumento de la porosidad en procesos de

pretratamiento de la materia prima puede mejorar significativamente la hidrolisis.

El programa Domeyko, en el cual se incluye esta memoria, contempla la realizaciéon de un
proyecto de optimizacién del proceso de tratamiento de lignocelulosas para la produccién de
bioetanol, enfocandose en (i) los procesos de pretratamiento de lignocelulosa y (ii) la

hidrolisis de celulosa. Estos procesos se describen con mayor detalle a continuacién.
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Figura 1.1. Fuentes de aziicares para produccidn de etanol.
1 Cultivos; 2 Lignocelulosa. Las flechas representan hidrélisis (s6lo los monémeros generados por
hidrolisis representada por flechas negras pueden ser fermentados). G glucosa, Gal galactosa, F
fructosa, Man manosa, X xilosa, Ara arabinosa, Otro L-ramnosa, L-fucosa, acidos urdnicos.

1.1.4.1 Procesos de pretratamiento [4]
Existen distintos tipos de pretratamientos del material lignocelulésico, los cuales se

mencionan a continuacion.
Pretratamiento fisico. Pulverizacion mecanica, pirolisis.

Pretratamiento fisicoquimico. Explosion por vapor (autohidrolisis), explosion de fibras por
amonio (AFEX), explosion por CO, pretratamiento quimico, ozondlisis, hidrélisis acida,

hidroélisis alcalina, delignificacién oxidativa, procesos de solventes organicos.

Pretratamiento biolégico. Se utilizan microorganismos tales como hongos de pudricion café,
blanca y blanda, para degradar la lignina y la hemicelulosa en los materiales de desecho. Los
hongos de pudriciéon café atacan principalmente celulosa, mientras que los de pudricién
blanca y blanda atacan tanto la celulosa como la lignina. Los de pudricién blanca son los
Basidiomycetos mas efectivos para el pretratamiento biolégico. Entre las enzimas que
contribuyen a la degradacion de la lignina se encuentran lignina peroxidasas, peroxidasas Mn-
dependientes, polifenol oxidasas, lacasas, enzimas productoras de H,0, y enzimas reductoras

de quinonas. Para evitar la pérdida de celulosa, se han desarrollado mutantes sin celulasas.
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Las ventajas del pretratamiento bioldgico incluyen un bajo requerimiento de energia y
condiciones de reaccién suaves. No obstante, la tasa de hidrolisis en la mayoria de los

pretratamientos bioldgicos es muy baja.

1.1.4.2 Hidrdlisis enzimdtica de celulosa [9].

La hidrolisis enzimatica de la celulosa es llevada a cabo por enzimas celulasas altamente
especificas. Los productos de hidroélisis son usualmente azicares reductores, incluyendo
glucosa. El costo de la hidrélisis enzimatica es por lo general bajo comparado con la hidroélisis
acida o alcalina, debido a que la hidrdlisis enzimatica es llevada a cabo en condiciones de
reaccion moderadas (pH 4,8 y temperatura 45-50°C), y no presenta problemas de corrosion.
Tanto bacterias como hongos pueden producir celulasas para la hidrélisis de material

lignocelulésico.

1.1.5 Sistemas celulasas

Los sistemas enzimaticos celulasas estan compuestos por multiples proteinas que interactiian
desempefiando funciones complementarias relacionadas con la hidrdlisis de celulosa y, en

algunos casos, formando complejos multiproteicos [10].

El mecanismo ampliamente aceptado involucra la accién sinérgica de endoglucanasas (EC
3.2.1.4), exoglucanasas o celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) y B-glucosidasas (EC 3.2.1.21). Las
endoglucanasas hidrolizan los enlaces (3-1,4-glicosidicos intramoleculares de la molécula de
celulosa accesibles al azar, produciendo nuevos extremos en la cadena; las exoglucanasas
rompen cadenas de celulosa en los extremos, liberando celobiosa soluble o glucosa; y las [3-

glucosidasas hidrolizan celobiosa a glucosa, evitando la inhibicién por celobiosa [11].

La celulosa, como principal componente de las paredes celulares vegetales, determina que la
mayoria de las enzimas que la degradan sean extracelulares [11]. Este hecho es clave para los
ensayos de actividad que se han desarrollado para su deteccién, tanto en medio sélido como

en medio liquido, como se vera mas adelante.

En la Figura 1.2 se presenta un esquema del mecanismo de hidrélisis de celulosa por accién de

los sistemas celulasas previamente mencionados [11].
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Figura 1.2. Esquema del mecanismo de hidrdlisis enzimatica de celulosa por celulasas.
Endos endoglucanasas; exosR y exosNR exoglucanasas que catalizan desde el extremo reductor y no
reductor de la molécula de celulosa, respectivamente; §-Gase (3-glucosidasas.

1.1.5.1 Celulasas de hongos

La capacidad de digerir celulosa estd ampliamente distribuida entre los muchos géneros de
los dominios Bacteria y en los grupos fungicos dentro del dominio Eukarya. Los hongos son
conocidos agentes de la descomposicion de materia organica en general, y en particular de
sustratos celulésicos, cuya utilizacion estd presente en especies de todo el reino, desde los
primitivos Chytridomycetes a los evolucionados Basidiomycetes. Sin embargo, la taxonomia de
hongos tradicionalmente se ha basado en su morfologia mas que en sus capacidades de
utilizacion de sustratos, razén por la cual a la fecha no es claro cuan ampliamente se extiende
la capacidad celulolitica entre los hongos, aunque se pueden mencionar algunos géneros con
miembros que han sido objeto de considerable estudio con respecto a su habilidad celulolitica
y/o de degradaciéon de madera: Bulgaria, Chaetomium y Helotium (Ascomycetes); Coriolus,
Phanerochaete, Poria, Schizophyllum y Serpula (Basidiomycetes); y Aspergillus, Cladosporium,
Fusarium,  Geotrichum,  Myrothecium, Paecilomyces, Penicillium 'y  Trichoderma
(Deuteromycetes) [10]. De todos los géneros mencionados, Trichoderma ha sido el mas

extensamente estudiado para la produccion de celulasas [9].
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1.1.6 Clasificacion de glicosil hidrolasas

Las glicosil hidrolasas (GHs) son enzimas clave del metabolismo de carbohidratos, y se
encuentran presentes en los tres reinos principales (arqueas, bacterias y eucariontes). La
nomenclatura de enzimas IUB (International Union of Bioechemistry, 1984) se basa en los
tipos de reacciones que catalizan y en su especificidad de sustrato. Para las GHs, EC 3.2.1.x, los
primeros tres digitos indican enzimas que hidrolizan enlaces O-glicosidicos, mientras que el
ultimo nimero indica el sustrato y a veces refleja el mecanismo molecular. Esta clasificacion
es muy util, especialmente para evitar ambigiiedades y la proliferacién de nombres triviales, y
provee una clasificacion tnica. Sin embargo, al menos en el caso de las GHs, tal clasificacién no

necesariamente refleja las caracteristicas estructurales de las enzimas [12].

Por lo tanto, se ha propuesto una clasificacion en familias basada en la similitud de las
secuencias primarias de las GHs. Esta clasificacion indicé que (i) existen familias que
contienen enzimas con distintos niumeros EC y (ii) enzimas con especificidad de sustrato
similares que pertenecen a familias no relacionadas. La clasificacién permite relacionar
enzimas con similitud en su secuencia, la cual se relaciona con una similitud en su
plegamiento y funcionalidad [12]. Actualmente, dicha clasificacién comprende la definicién de

114 familias de GHs [13].

Ademas, se han definido clanes, los cuales son grupos de familias que se piensa tienen un
ancestro comun y son reconocidas por similitudes significativas en su estructura terciaria,
junto con conservacion de los residuos cataliticos y el mecanismo catalitico [14]. A la fecha se

han definido 14 clanes [13].

1.1.7 Dominios conservados de enzimas [15]

Los dominios pueden ser vistos como unidades claras de una proteina, funcionales y/o
estructurales. De hecho, estas dos clasificaciones coinciden muy a menudo, y lo que
corresponde a una unidad de plegamiento independiente de una cadena polipeptidica
también conlleva una funcion especifica. Los dominios son frecuentemente identificados como
unidades recurrentes (de secuencia o estructura), las cuales pueden existir en varios

contextos.

En la evolucién molecular, estos dominios podrian haber sido utilizados como “bloques de
construccién”, y podrian haber sido recombinados en distintos arreglos para modular la

funcion de proteinas. Se definen los dominios conservados como unidades recurrentes en la
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evolucion molecular, cuya extension puede ser determinada por analisis de secuencia y

estructural.

Los dominios conservados contienen patrones de secuencia conservados o motivos, los cuales

permiten su deteccidén en secuencias polipeptidicas.

Una jerarquia de familia de dominios es un set de dominios relacionados, que comparten un
ancestro comun, un set de residuos conservados comunes y una funcién general comtn, pero
que difieren entre si en su filogenia y funcion especificas, y en regiones adicionales de
residuos conservados. Las jerarquias estin presentes en la base de datos de dominios
conservados del NCBI para entregar una percepciéon de como los patrones de conservacién de

residuos y divergencia en una familia se relaciona con las propiedades funcionales.

Un cluster de superfamilia es un set de modelos de dominios conservados que generan una
anotacién traslapada en la misma secuencia proteica. Se asume que estos modelos

representan dominios relacionados evolutivamente y pueden ser redundantes entre si.
1.2 Descripcion y justificacion del proyecto

En base a los antecedentes expuestos anteriormente, se puede concluir que existe una
necesidad urgente de disminuir el uso de combustibles fésiles, los cuales tienen un efecto
perjudicial tanto en la poblacibn como en el medioambiente. Una alternativa a los
combustibles derivados del petréleo se encuentra en el etanol, el cual puede ser obtenido por
fermentacion de azicares provenientes de cultivos o desechos lignoceluldsicos (bioetanol de
primera y segunda generacion, respectivamente). En Chile, la abundancia de desechos
lignoceluloésicos convierte al bioetanol de segunda generacién en la alternativa mas viable

econOmicamente.

La lignocelulosa estd constituida por tres macromoléculas fundamentales: celulosa,
hemicelulosa y lignina. La proporcién de cada una de éstas esta definida por la naturaleza de

la lignocelulosa.

La produccion de bioetanol de segunda generacidon consiste en tres etapas principales: el
pretratamiento de la lignocelulosa para exponer la celulosa presente, la hidrélisis de celulosa
para obtener aztcares fermentables y la fermentacion de estos azicares a etanol. Para
aumentar la rentabilidad del proceso de produccion, las etapas clave que requieren

optimizacion son el pretratamiento de lignocelulosa y la hidrélisis de celulosa.
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La hidrélisis de celulosa es catalizada por enzimas, las cuales son cominmente conocidas
como celulasas. Las celulasas son de tres tipos: endoglucanasas, exoglucanasas y [-
glucosidasas, cuya accién sinérgica degrada la molécula de celulosa a pentosas y hexosas que
luego pueden ser fermentadas por microorganismos. Las celulasas son enzimas del tipo
glicosil hidrolasas, las cuales se han clasificado en familias basdndose en similitudes de
secuencia aminoacidica. La similitud de secuencia aminoacidica se relaciona estrechamente

con una similitud estructural y funcional.

El propoésito de esta memoria es identificar y clonar glicosil hidrolasas de hongos, con énfasis
en exoglucanasas, para su uso en hidroélisis de celulosa en procesos de producciéon de
bioetanol de segunda generaciéon. Para esto, el primer paso sera seleccionar cepas
productoras de exoglucanasas mediante un método de screening a gran escala, a partir de una
coleccion de hongos, en su mayoria Basidiomycetos, facilitada por la Facultad de Ciencias
Forestales de la Universidad de Chile. Una vez seleccionadas las cepas, se procedera a extraer
el DNA gendémico de las mismas, el cual serd el templado en una reaccion de PCR, con
partidores dirigidos a amplificar regiones conservadas de exoglucanasas de hongos. El disefio
de estos partidores se realizara utilizando la técnica CODEHOP. Los fragmentos amplificados
seran luego secuenciados y analizados in silico y a partir de ellos se disefiara partidores
especificos para poder completar la secuencia del gen codificante mediante genome walking.
Los productos seran secuenciados y analizados in silico con el fin de reconstruir las secuencias

y determinar el producto codificado por los genes encontrados.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Identificar y clonar genes de glicosil hidrolasas, con énfasis en enzimas potencialmente utiles

para el proceso de produccion de bioetanol.

1.3.2 Objetivos especificos

e Identificar cepas de hongos productoras de enzimas glicosil hidrolasas capaces de
degradar sustratos de celulosa insoluble.

e Obtener fragmentos de DNA codificante de las enzimas encontradas y clonarlos en un
sistema bacteriano.

e Inferir el producto proteico de las secuencias encontradas mediante alineamientos

con secuencias en bases de datos, utilizando herramientas computacionales.
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2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

2.1.1 Reactivos

En la Tabla 2.1 se presentan los reactivos utilizados en el trabajo de laboratorio, con el

respectivo proveedor.

Tabla 2.1. Listado de reactivos.

Laboratorio ‘ Reactivos

Difco Agar, malta, LB

Ambion TRI®

CalBiochem Ampicilina

Facultad de Ciencias Fisicas y | Nx(1)

Matematicas, Universidad de

Chile

Fermentas Proteinasa K, EcoRV, Puvl], X-Gal, IPTG

Fluka Avicel

IDT Oligonucleotidos

Invitrogen dNTPs, E. coli DH5a, kit elongasa, estandar de peso
molecular para geles de agarosa (1 Kb).

Lafken Agarosa

Merck Papa dextrosa, sales inorganicas, acido citrico, EDTA, SDS,
acido acético glacial, etanol, cloroformo, glucosa

New England Biolabs EcoRI

Promega Kit Taq DNA polimerasa, kit pGem®-T Easy

QIAGEN Kit QIAEX II, kit QIAprep Spin Miniprep

Sigma DNS, tris, bromuro de etidio, di-metilformamida

2.1.2 Equipos

En la Tabla 2.2 se presentan los equipos utilizados con su respectivo fabricante y modelo.

Tabla 2.2. Equipos utilizados en laboratorio.

Fabricante y modelo

Agitador orbital LabLine MaxQ 4000

Centrifuga BOECO M-24

Thermomixer Eppendorf Thermomixer comfort
Lector de absorbancia (para placas de 96 | Anthos 2010

pocillos)

Termociclador M] Research PTC 100
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Equipo ‘ Fabricante y modelo

Eppendorf Mastercycler Gradient
Electroporador Gibco BRL Cell-Porator
Fuente de poder para electroforesis BRL Model 500
Transiluminador para geles de agarosa Vilber Loumat
Camara fotografica Nikon Coolpix 4500

2.1.3 Herramientas computacionales

En la Tabla 2.3 se presentan las herramientas bioinformaticas utilizadas para los analisis in

silico realizados en este trabajo.

Tabla 2.3. Herramientas bioinformaticas utilizadas.

Herramienta Fuente ‘

BLASTX NCBI [16].

BlockMaker Fred Hutchinson Cancer Research Center [17].

CDD NCBI [15]

ClustalX The Conway Institute of Biomolecular and Biomedical Research, University
College Dublin [18].

CODEHOP Department of Pathobiology, School of Public Health and Community
Medicine, University of Washington [19].

OligoCalc Northwestern University [20]

Translate tool | ExPASy [21]

2.1.4 Enzimas de restriccion

En la Tabla 2.4 se presentan las enzimas de restriccion utilizadas en este trabajo.

Tabla 2.4. Enzimas de restriccion utilizadas.
El simbolo # indica el sitio de corte.

Enzima Sitio de restriccion

EcoRI GAT"ATC
CTAMTAG
EcoRV GMAATTC
CTTAAMNG
Puvll CAG"CTG
GTC*GAC

2.1.5 Vector de clonacion

En la Figura 2.1 se muestra un esquema del vector de clonacién pGem®-T Easy y sus

principales puntos de referencia [22].
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Figura 2.1. Vector pGem®-T Easy y sus puntos de referencia.
Las regiones codificadas de utilidad para este trabajo corresponden a la resistencia a ampicilina Ampry
el gen lacZ, interrumpido por el sitio de multiple clonamiento. En el recuadro a la derecha se listan los
sitios de restriccion disponibles en el sitio de multiple clonamiento.

2.2 Métodos

2.2.1 Construccion de micoteca

Se recibieron 30 cepas de hongos de diversos origenes, desde la Facultad de Ciencias
Forestales de la Universidad de Chile. En la Tabla 6.1 de los Anexos se presentan las cepas
estudiadas. Cada una de las muestras fue cultivada en duplicado en medio agar malta (ver
Anexo 6.4) para crear una micoteca de trabajo y una de reserva, en caso de contaminacién de
las muestras. El cultivo de hongos se realiza en condiciones estériles, se debe cortar un
cuadrado de aproximadamente 1 cm de lado del cultivo original con ayuda de un bisturi y
ubicarlo en el centro de una placa con medio agar malta virgen. El crecimiento depende
mucho de la cepa, pero las muestras utilizadas demoraron aproximadamente entre 5y 15 dias

en cubrir la placa. El crecimiento se llevé a cabo a 282C.
2.2.2 Ensayos de actividad

2.2.2.1 En medio sélido

Se cultivaron las cepas en medio agar malta Avicel (ver Anexo 6.4), siguiendo la misma
metodologia explicada anteriormente. Las placas se crecieron por aproximadamente 5 dias a
28°C, tiempo durante el cual los hongos excretaran exoglucanasas al medio extracelular, las

cuales degradaran el Avicel. Transcurrido este tiempo, se realiza una tincién de la placa
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utilizando rojo Congo al 0,01% durante 30 min. A continuacion, las placas se lavan con NaCl
1M durante 15 min con agitacion orbital suave. Este procedimiento produce halos sin tincion,

los cuales corresponden a zonas donde ha ocurrido degradacién de Avicel.

2.2.2.2 En medio liquido

Las cepas se cultivan en medio liquido para poder utilizar el sobrenadante en ensayos de
actividad. Para obtener un cultivo en medio liquido se corta un cuadrado de
aproximadamente 1 cm de lado del cultivo en placa y se inocula en un volumen de 50 ml de
medio minimo-Avicel (ver Anex06.4). Los cultivos se mantienen a 28°C con agitacion orbital a
200 RPM por tiempos definidos por los ensayos de actividad, detallado en el capitulo de

Resultados.

A continuacioén se realizan los ensayos de actividad, los cuales fueron conducidos en una serie
de dias para cada cepa, de modo de detectar el peak de actividad para cada una. El ensayo de
actividad se realiza tomando 1 ml del sobrenadante del medio de cultivo, el cual se centrifuga
a 14.000 RPM durante 10 min a 49C. A continuacion se lleva a cabo la reaccién enzimatica,
para lo cual se toman 50 pl del sobrenadante y se transfiere a una placa que contiene 100 pl
de Avicel al 1% (en buffer citrato 50 mM pH 4,8), lo cual se incuba por 30 min a 372C, agitando
a 1.100 RPM en Thermomixer. Para detener la reaccion, se transfieren 90 ul de la mezcla de
reaccion a una placa que contiene 90 pl de DNS, lo cual se lleva a 1002C por espacio de 10
minutos. Si ha ocurrido degradacién de Avicel por actividad enzimatica, el medio adquiere un
color rojizo, el cual es directamente proporcional a la concentracién de azicares reductores
en la mezcla, los cuales provienen de la degradacion de la celulosa. Es por esto que se

cuantifica la coloracién del medio, midiendo la absorbancia de 100 pl a 550 nm.

Paralelamente se realiza un experimento “blanco”, el cual corresponde a la degradacion de la
celulosa presente en el medio de cultivo, es decir, se pone el sobrenadante centrifugado de

cada cultivo en presencia de buffer citrato, el cual no contiene Avicel.

Todos los ensayos de actividad fueron realizados en duplicado, ambos valores fueron
promediados y al valor obtenido se sustrae el valor promedio del ensayo blanco, también

realizado en duplicado.

2.2.3 Disefio de partidores degenerados

Se tomaron las secuencias aminoacidicas de exoglucanasas de hongos de las familias 6 y 7,

obtenidas de las bases de datos de EMBL-EBI (http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz).
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Estas fueron alineadas utilizando la herramienta ClustalX2 para identificar regiones de
homologia. A continuacion, se disefiaron partidores degenerados siguiendo la estrategia
CODEHOP [19], la que involucra la construcciéon de bloques de homologia utilizando la
herramienta BlockMaker, los cuales son utilizados como input por el software CODEHOP para
el disefio de partidores degenerados. Utilizando esta estrategia, se disefaron partidores

forward y reverse para la familia 6 de las glicosil hidrolasas.

Por otro lado, una revision bibliografica permitié encontrar un trabajo en el cual se cloné una
celobiohidrolasa del hongo Penicillium chrysogenum utilizando partidores degenerados

dirigidos a la familia 7 [23]. Estos partidores también fueron utilizados.

Los partidores sintetizados son presentados en la Tabla 2.5.

Tabla 2.5. Partidores degenerados utilizados.

Partidor Familia Sentido Secuencia 5'a 3’

exoF_fam6_fwd 6 Forward  cag ccc atc tac gac gar wan mrn ta
exoF_fam6_rev 6 Reverse tca gca get geca cga agt agk cnt graacca
exoF_fam7_fwd2 7 Forward  ntc att sac gcc awc tgg
exoF_fam7_rev2 7 Reverse sct stc gag cca caa cat

a E] alfabeto degenerado utilizado se presenta en el Anexo 6.2.
2.2.4 Extraccion de DNA genémico desde hongos

Los hongos fueron cultivados en medio sélido agar papa dextrosa (ver Anexo 6.4). Se toma
una muestra de tejido desde estos cultivos en placa, aproximadamente el tejido que se obtiene
en la mitad de la superficie de una placa Petri. El tejido se introduce en un tubo Eppendorf de
1,5 ml estéril y se agregan 100 pl de mezcla de proteinasa K (0,1 pg/pl de proteinasa K en
buffer 0,25 M Tris HC], 0,01 M CaCl;). El tubo es llevado por 30 s a N> (1), luego a 60°C por 2
min y luego a vortex por 2 min, estos pasos se repiten una vez. A continuacidn, se lleva por 30
s a Nz (1) y luego a 952C por 15 s, 42C por 30 s y nuevamente vértex por 2 min. Finalmente, se
centrifuga por 10 min a 9.000 RPM y se transfiere el sobrenadante a un tubo Eppendorf de 0,6
ml estéril. La extraccion de DNA se verificé haciendo un PCR del DNA extraido con partidores

universales de hongos, el protocolo utilizado se detalla en el Anexo 6.3.

2.2.5 Amplificacion de fragmentos por PCR

Para la amplificacion de fragmentos se utilizé el DNA gendmico extraido desde cada cepa de
hongo como templado, en un mix de reaccién con la siguiente composicion: 1 uM de cada

primer (forward y reverse), 0,2 mM dNTPs, 1,5 mM MgCl,, buffer Taq 1X, 1 U de Taq
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polimerasay 1 pl de DNA genémico en un volumen de reacciéon de 100 pl. El programa de PCR
utilizado fue el siguiente: un ciclo de 95°C por 5 min, 5 ciclos de 952C por 1 min, 502C por 1
min y 72°C por 1 min, 35 ciclos de 952C por 1 min, 62°2C por 1 min con gradiente de 8°C y
729C por 1 min y finalmente un ciclo de 722C por 10 min. Los fragmentos generados por este
meétodo fueron visualizados en un gel de agarosa al 1,5%, a partir del cual fueron purificados,
clonados en E. coli DH5a y el DNA plasmidial extraido. El detalle de estos protocolos estandar

se entrega en el Anexo 6.3.

2.2.6 Secuenciamiento y analisis

Los fragmentos clonados en pGEM®-T Easy fueron enviados a secuenciar a Macrogen S.A.
(Corea). El resultado entregado por Macrogen es analizado in silico utilizando la herramienta
BLASTX [16]. Ademas, se utiliz6 la herramienta de bisqueda de dominios conservados, CDD
[15], para analizar los alineamientos encontrados. Los resultados de estos andlisis (discutidos

en detalle mas adelante) permitieron seleccionar secuencias para continuar trabajando.

2.2.7 Genome walking

La estrategia utilizada para realizar genome walking de las secuencias seleccionadas fue la
técnica desarrollada en el Centro de Ingenieria Bioquimica y Biotecnologia (CIByB, Facultad
de Ciencias Fisicas y Matematica, Universidad de Chile), la cual permite encontrar las
secuencias rio arriba y rio abajo de un fragmento conocido del genoma utilizando el DNA

gendmico como templado [24]. El método se puede resumir en 6 etapas principales:

1. Disefio de 2 partidores especificos al fragmento de DNA conocido.

2. Construccién de un adaptador a partir de oligonucledtidos genéricos del método.

3. Digestion del DNA gendémico para producir genotecas.

4. Construccion de genotecas oligo-adaptador.

5. Primera ronda de PCR utilizando un tinico partidor especifico, para elongacion lineal.
6. Segunda ronda de PCR utilizando un partidor genérico y un partidor especifico, para

amplificaciéon exponencial de la secuencia elongada en el primer PCR.

Las etapas anteriores describen la forma de obtener la secuencia en una direccion. Estas
etapas se repiten para obtener la secuencia en la direcciéon contraria. En la Figura 2.2 se
muestra un esquema del método. A continuaciéon se describe en mas detalle el trabajo

realizado.
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2.2.7.1 Diserio de partidores

A partir de las secuencias seleccionadas se disefian partidores dirigidos a las familias 16 y 31
de la clasificacién de glicosil-hidrolasas [12]. Los partidores son disefiados considerando que
tengan un Tm de 579C, siguiendo la estrategia de Acevedo, para lo cual se utilizd la
herramienta OligoCalc [20], la cual ademdas permite verificar que los oligonucleétidos no
formen estructuras de tipo hairpin ni dimeros. Para cada una de las secuencias seleccionadas
se deben disenar dos partidores para llevar a cabo el genome walking en una direccidn, es
decir, se diseflan 4 partidores dirigidos a cada una de las familias: dos para completar la
secuencia hacia el extremo 5’ y dos para completar hacia el extremo 3’. Los partidores

disefiados se presentan en la Tabla 2.6.

Tabla 2.6. Partidores disefiados para realizar genome walking de los fragmentos seleccionados.

Nombre  Secuencia (5’ a 3’) Familia Direccion  Ronda PCR
GH16B cat cca gaa tga agg cca gac cta 16 5 Primera
GH31B gt gat ttc cgt aga ggt tcg ttc 31 5 Primera
GH16A2 | tgatac cattatctaatccctccccatt 16 3 Primera
GH31A2 | ctacctcgaacacaacccgeat 31 3 Primera
GH16A aat ggg gag gga tta gataat ggtatca 16 5 Segunda
GH31A atg cgg gtt gtgttc gaggta g 31 5 Segunda
GH16B2 | taggtc tgg cct tca ttc tgg atg 16 3 Segunda
GH31B2 | gaa cga acc tct acg gaa atc acc 31 3 Segunda

2.2.7.2 Construccion del adaptador

Se utilizan dos oligonucleétidos no fosforilados de hebra simple: AdaptF (5’-CTA GGC CAC GCG
TCG ACT AGT ACT AGC TT-3’) y AdaptR (5’-AGC TAG TAC TAG TCG ACG CGT GGC CTA G-3"),
para generar un cassette AdaptT de doble hebra con una timidina protuberante en el extremo
3’. Para esto, AdaptF y AdaptR se hibridan calentando una mezcla 10 pM de los
oligonucledtidos en un bafio a 100°C utilizando un mechero y enfriando lentamente hasta

temperatura ambiente.

2.2.7.3 Digestion del DNA genémico

Para las muestras en estudio se realizd una digestion del DNA gendémico utilizando las
enzimas de restriccion EcoRI, EcoRV y Puvll. Para esto, se utilizaron 50 U de EcoRI, EcoRV o
Puvll, buffer 1X ad hoc a la enzima y DNA gendmico para completar un volumen de reaccion
igual a 100 pl. La digestion se llevd a cabo a 372C durante 4 horas. En la Tabla 2.4 se presentan

los sitios de restriccién de cada una de las enzimas utilizadas.
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Los fragmentos generados son purificados utilizando el kit QIAEX II, siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Para completar los extremos 3’ recesivos generados por EcoRV y para adenilar los extremos 3’
de todos los fragmentos, como lo exige el método, se tratan 20 ul del DNA digerido y
purificado con 5 U de Taq DNA polimerasa, 0,2 mM de cada uno de los dNTPs, buffer Taq 1X y
1,5 mM de MgCl; en un volumen total de 50 pl por 45 min a 702C.

2.2.7.4 Construccion de genotecas oligo-adaptador

Los fragmentos de restricciéon tienen una adenina protuberante en el extremo 3’, la cual
facilita la union de éstos al adaptador AdaptT, el cual a su vez posee una timidina
protuberante en el extremo 3’. La ligacion de los oligonucle6tidos a AdaptT se realiza en las
siguientes condiciones: se incuban 7 pl de la solucién de oligonucle6tidos tratados con Taq
polimerasa con 15 pmol de AdaptT, 1 U de DNA ligasa y buffer DNA ligasa 1X en un volumen

total de 10 pl. La reaccidn de ligacién se incuba a 162C toda la noche.

2.2.7.5 Primera ronda de PCR

La reaccién de amplificacién lineal fue realizada en un volumen total de 50 pl, con mix buffer
elongasa 1X, 1,9 mM de MgCl;, 0,2 mM de dNTPs, 5 pl del constructo oligonucledtido-
adaptador, 1 pl de mix Elongasa y 0,5 pM de partidor especifico (GH16B y GH31B para genome
walking rio arriba, GH16A2 y GH31A2 para genome walking rio abajo, referirse a la Tabla 2.6).

El programa utilizado en el PCR fue el siguiente: 1 ciclo de 942C por 1 min, 20 ciclos de 942C
por 32 s, 552C por 1 min y 722C por 5 min y un ciclo final de 702C por 7 min. El producto de

PCR fue diluido 10 veces y se utilizaron 3 pl como templado para la segunda ronda de PCR.
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Figura 2.2. Técnica de genome walking utilizada.
Se muestra la amplificacién del extremo 5’ de un gen a partir de una secuencia conocida con los
partidores rio arriba. Los pasos enmarcados muestran los resultados hipotéticos en caso de
amplificacién de secuencias inespecificas.

2.2.7.6 Segunda ronda de PCR.

La segunda ronda de PCR corresponde a una amplificacién exponencial. Esta fue llevada a
cabo en un volumen total de 50 pl, con 1X buffer elongasa 1X, 1,9 mM de MgCl,, 0,2 mM de
dNTPs, 3 pl del producto del primer PCR diluido 10 veces, 1 pl de mix Elongasa, 0,2 uM del
partidor especifico al cassette AdaptF2 (5’-CAC GCG TCG ACT AGT ACT AGC TT-3") y 0,5 uM
del partidor especifico (GH16A y GH31A para genome walking rio arriba, GH16B2 y GH31B2
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para genome walking rio abajo, referirse a la Tabla 2.6). El programa utilizado en el PCR fue el
siguiente: 1 ciclo de 942C por 1 min, 20 ciclos de 94°C por 32 s, 58°C por 1 min y 729C por 5

min y un ciclo final de 702C por 7 min.

2.2.8 Secuenciamiento de resultados de genome walking

Los fragmentos obtenidos mediante la técnica de genome walking fueron visualizados en geles
de agarosa al 1,5%. A partir de esto, fueron seleccionados para su purificacién, ligaciéon en
vector de clonamiento, transformados en E. coli DH5a y el DNA plasmidial extraido para su
secuenciamiento en Macrogen S.A. (Corea). Los protocolos utilizados se detallan en el Anexo

6.3.
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3. Resultados y discusion

3.1 Construccion de micoteca

El cultivo de los hongos, a pesar de las precauciones de esterilidad tomadas, fue muy
susceptible a contaminaciones. Esto obligé a descartar algunas cepas que no fue posible
cultivar libre de contaminaciones. La elaboracién de esta micoteca también permitié conocer
el ritmo de crecimiento de los hongos, el cual varia ampliamente entre cada cepa. La mayoria
demord aproximadamente 5 dias en cubrir la placa; sin embargo, algunas cepas demoraban
14 dias o mas. Esta observacion permitid inferir que los resultados de los ensayos de actividad
no serfan facilmente comparables entre cepas, debido a que a un mismo tiempo de

crecimiento, cada una presenta una cantidad de biomasa diferente.

En las Figuras 3.1 y 3.2 se presentan algunas fotografias microscépicas de los cultivos

obtenidos.

Figura 3.1. Alternaria alternata y Polysticus sulphureus.
Las fotos corresponden a imagenes de microscopia éptica de las placas de cultivo.
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Figura 3.2. Trametes cinnabarinus y Pignosporus cinnabarinus.
Las fotos corresponden a imagenes de microscopia 6ptica de las placas de cultivo.

3.2 Identificacion y seleccion de cepas con actividad exoglucanasa.

Los ensayos de actividad en medio s6lido no fueron concluyentes, debido a que los halos que
debian observarse eran poco claros. Inicialmente, este resultado se atribuyé a que el
crecimiento en la placa habia alcanzado un didmetro demasiado amplio, lo cual no permitia
distinguir las zonas con y sin tincién. Sin embargo, al repetir los ensayos en placas con menor
didmetro de crecimiento, se obtuvo nuevamente una tincién que no permitié discriminar las

cepas que poseian actividad de las que no.

Por esta razon, se procedi6 a realizar ensayos de actividad en medio liquido. Como se
mencion6 anteriormente, las cepas tenian velocidades de crecimiento muy dispares, por lo
que se optd por realizar ensayos de actividad en una serie de dias para cada cepa, con el fin de
construir una curva de actividad en funcién del tiempo y de este modo detectar el peak de
actividad de cada cepa. Cabe mencionar que esta estrategia aiin no es necesariamente ptima
para comparar las actividades de las cepas entre si, debido a que no permite comparar la
actividad especifica de las enzimas cuya actividad se detecta. Un hongo que produce mayor
cantidad de una enzima con poca actividad arrojara un peak mayor que otro que produzca
una enzima altamente activa pero que se produce en poca cantidad. Sin embargo, se opté por
esta estrategia a pesar de estas desventajas, ya que se buscaba un método high-throughput, es

decir, que permitiera el analisis de muchas cepas en un tiempo reducido.

A continuacién se presenta el Grafico 3.1 con los resultados obtenidos. Estos corresponden a

un valor de absorbancia a 520 nm para cada cepa, el cual es directamente proporcional a la
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actividad de degradacion de Avicel llevada a cabo por la cepa. Los ensayos se realizaron en los
dias 3,4, 5y 7 de crecimiento de los cultivos y, como se explic6 anteriormente, los ensayos se
realizaron en duplicado y se realizé un experimento “blanco” para normalizar los resultados
(para detalles del ensayo y experimento blanco ver pagina 26). Los datos brutos se presentan

en el Anexo 6.5.
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Grafico 3.1. Maximos de actividad sobre Avicel.
Los ensayos de actividad fueron realizados en los dias 3, 4, 5 y 7, el valor graficado para cada cepa
corresponde al maximo obtenido en esos cuatro ensayos. La identidad de cada hongo se presenta en la
Tabla 6.1 (ver Anexo 6.1). Tras este analisis las cepas seleccionadas fueron la 114, 127, 147, 163 y 202.

Se observa que algunas barras muestran valores negativos. Esto ocurrié debido a la
sustraccion del valor obtenido del experimento blanco, el cual en algunos casos fue mayor que
el valor obtenido en el ensayo de actividad de la cepa. Esto se atribuye a algunos artefactos
inherentes al ensayo, principalmente que la insolubilidad del Avicel producia su decantacién,
con lo que podria haber interferido en la lectura de la absorbancia. Se tomaron todas las
precauciones posibles para evitar esta fuente de error pero siempre existié una minima
presencia de material insoluble en la lectura que condujo a la obtencién de estos errores. Sin
embargo, se observa que para algunas cepas se logr6 detectar actividad muy por sobre el

error del ensayo.

A partir del resultado anterior, se seleccionaron cinco cepas para continuar trabajando con

ellas. Estas fueron las cepas 114, 127,147,163 y 202. Las cepas 114, 127, 163 y 202 muestran
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peaks significativamente mayores que el resto de las cepas, sin embargo, después aparecen
una serie de muestras que tienen actividades similares. Se seleccion6 la cepa 147 porque
ademas de la evidencia experimental, se contaba con evidencia bibliografica de que es una

buena productora de enzimas celuloliticas [25; 26].
3.3 Analisis de regiones de homologia para el disefio de partidores degenerados

Como se mencion6 anteriormente, las glicosil hidrolasas se han clasificado en familias de
acuerdo a similitudes en sus secuencias aminoacidicas. La actividad enzimatica exoglucanasa
corresponde al ndmero E.C. 3.2.1.91; miembros de esta familia estan distribuidos en cinco
familias de las definidas por Henrissat: éstas son las familias 5, 6, 7, 9 y 48 [12; 13]. Los
antecedentes preliminares de algunas de estas familias indican que estdn conformadas
principalmente por endoglucanasas, o bien que su rango taxondémico s6lo comprende
bacterias, lo cual permitié descartarlas inicialmente de consideracién para el diseio de los

partidores. Esta informacion se presenta en la Tabla 3.1.

5 Principalmente endoglucanasas Eukarya, bacteria
6 Endoglucanasas y celobiohidrolasas = Eukarya, bacteria
7 Endoglucanasas y celobiohidrolasas  Eukarya
9 Principalmente endoglucanasas Eukarya, bacteria
48 Endoglucanasas y celobiohidrolasas  Bacteria

La informacién anterior permitié seleccionar las familias 6 y 7 para que fueran el punto de
partida en el disefio de partidores para amplificar regiones de exoglucanasas. Utilizando la
base de datos de EMBL-EBI, se obtuvieron las secuencias aminoacidicas de todas las enzimas
con actividad exoglucanasa (EC 3.2.1.91) que fueran de hongos y pertenecieran a las familias 6
y 7, con lo cual se obtuvo dos grupos de secuencias, uno para cada familia. Una observacion de
los alineamientos multiples de estas secuencias con la herramienta ClustalX permitié
identificar la existencia de bloques de homologia dentro de cada una de las familias (ver

Figura 3.4).

Para el disefio de partidores, se utilizé la estrategia CODEHOP [19], como fue detallado
anteriormente. Esta herramienta entreg6 como resultado una serie de opciones de partidores

forward y reverse. Entre los resultados obtenidos, se seleccionaron parejas de partidores con
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Tm similares para que fueran compatibles en una reacciéon de PCR. Los partidores diseiiados

fueron presentados en la Tabla 2.5.

En la Figura 3.4 se muestra el alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las
exoglucanasas seleccionadas con los partidores disefiados a partir de ellas. Se presenta sélo el
alineamiento para la familia 7, a modo de ejemplo. El alineamiento para la familia 6 se

presenta en el Anexo 6.6.
3.4 Extraccion de DNA genémico desde hongos

Para realizar la extraccion de DNA gendmico fue necesario investigar para seleccionar un
método de extraccidn, ya que no se contaba con esta informacién previamente. Se probaron

tres métodos:

1. Método que utiliza proteinasa K y nitrégeno liquido, facilitado por el Laboratorio de
Fitopatologia del Servicio Agricola y Ganadero, Chillan. Demora aproximadamente 1 h.

2. Método que utiliza acetato de potasio, alcohol isopropilico y etanol [27]. Demora
aproximadamente 3 h.

3. Método que utiliza el reactivo comercial TRI®, etanol y citrato de sodio [28]. Demora

aproximadamente 3 h.

Todos los métodos son efectivos para la extraccion de DNA gendémico para usar como
templado para PCR, lo cual fue verificado realizando una reaccién de PCR con partidores
universales para el gen 18S (ver secuencia en el Anexo 6.3), altamente conservado en hongos
[29]. Habiendo probado los tres métodos, se selecciond el primero, debido principalmente a la
rapidez y facilidad con que puede realizarse, lo que permite la extraccién de muchas muestras

simultadneamente. El resultado del PCR de verificacion realizado se muestra en la Figura 3.3.

Los protocolos de los otros dos métodos probados y del PCR de verificacion se presentan en el

Anexo 6.3.
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Figura 3.3. PCR de verificacién extraccion de DNA gendmico.
Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con bromuro de etidio. La columna
marcada “L” corresponde a un marcador de peso molecular de 1 kb, el amplicén obtenido es de
aproximadamente 500 pb. Las extracciones fueron realizadas en duplicado por lo que hay dos
carriles por cada muestra.

3.5 Amplificacion de fragmentos por PCR

El programa de PCR utilizado para la amplificacion de fragmentos con los partidores
degenerados requiri6 de una estrategia en la que se realiz6 un PCR con dos ciclos de
denaturacién, alineamiento y extension, utilizando temperaturas distintas de alineamiento en
cada ciclo. El segundo ciclo proveia una temperatura mas alta a la etapa de hibridacién, a lo
que se suma que se utiliz6 un gradiente de temperaturas. Esta estrategia persigue dos

objetivos principales:

1. Se debe tener presente que los partidores fueron disefiados a partir de bloques de
homologia por lo cual éstos no son perfectamente complementarios al DNA templado.
Es por esto que utilizar una temperatura mas baja en los primeros ciclos permite la
hibridacién inespecifica de los partidores, lo cual permite aumentar la poblacién de
DNA templado en un comienzo. Al aumentar la temperatura en el segundo ciclo, se
restringe la hibridacién por lo cual se promueve la amplificacién de los fragmentos
que sean mas similares a los bloques de homologia que sirvieron para disefiar los
partidores.

2. La utilizacién de un gradiente de temperatura para la hibridacion en el segundo ciclo
permitié explorar una serie de condiciones en un solo experimento. Esto fue
especialmente relevante debido a que se estaban usando distintos DNA templado en
un mismo experimento (se realizé6 un PCR para las cinco muestras seleccionadas en

forma simultanea).
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Se muestran las secuencias de exoglucanasas de la familia 7 alineadas con los partidores en el programa ClustalX. El
alineamiento se presenta en dos secciones para mayor comodidad. El rectangulo rojo enmarca el partidor exoF_fam7_fwd y

Figura 3.4. Alineamiento de exoglucanasas de la familia 7 con partidores exoF_fam7_fwd2 y exoF
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Se realizé una electroforesis con los productos de PCR obtenidos utilizando la estrategia
anterior, en el cual se observd una poblacién de fragmentos amplificados. En las Figuras 3.5y
3.6 se muestra una fotografia con el resultado. Se debe tener presente que estas bandas
pueden corresponder efectivamente a fragmentos de enzimas relacionadas con aquéllas que
se utilizaron como base para disefiar los partidores degenerados, sin embargo, también puede
ocurrir que existan hibridaciones inespecificas de los partidores con el DNA gendmico
templado, y que se produzcan bandas con cierto grado de homologia o bien que no presenten

homologia con las proteinas de las familias 6 y 7.

En la Tabla 3.2 se presenta un resumen de las bandas seleccionadas para purificar, junto con

una breve caracterizacion de éstas.

Tabla 3.2. Bandas seleccionadas para purificacion.
Muestra Partidores utilizados Largo aproximado [pb] Cepa

1 Fam. 6 400 127
2 Fam. 6 700 147
3 Fam. 6 1.000 147
4 Fam. 6 400 147
5 Fam. 6 350 147
6 Fam. 6 450 163
7 Fam. 6 400 202
8 Fam. 6 200 202
9 Fam. 7 400 147
10 Fam. 7 1.600 147
11 Fam. 7 800 147
12 Fam. 7 500 202
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Figura 3.5. Amplificacién de DNA gendémico de hongos con partidores dirigidos a la familia 6.
Se realiz6 electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con bromuro de etidio. Las columnas marcadas “M”
corresponden a marcador de peso molecular de 1 kb. Se realizaron cuatro experimentos de PCR para
cada muestra, que corresponden a las cuatro columnas bajo cada muestra y ademas en cada columna se
indica la temperatura de hibridaciéon utilizada en el segundo ciclo. Las bandas encuadradas
corresponden a las bandas seleccionadas para purificacion, las cuales se marcaron con un niimero para
identificarlas facilmente. La columna marcada “B” corresponde al experimento control negativo, la
mancha de bajo peso molecular que se observa corresponde a los partidores.
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Figura 3.6. Amplificacion de DNA genémico de hongos con partidores dirigidos a la familia 7.
Para detalles de la simbologia de esta figura referirse a la figura anterior.

3.6 Secuenciamiento y analisis

Cada una de las bandas seleccionadas dio origen a cuatro clones (identificados con letras A a
la D a continuacion del nimero de la banda) que poseen el fragmento inserto en el vector de
clonaciéon pGem®-T Easy. El DNA plasmidial de estos clones fue extraido y sometido a
digestion para verificar la presencia del fragmento, lo cual permiti6 identificar clones en los
cuales fallé la insercion del fragmento y éstos no fueron secuenciados. Para mas detalles de

este protocolo referirse al Anexo 6.3.
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Las secuencias obtenidas fueron analizadas utilizando las herramientas BLASTX [16] y CDD
[15]. La herramienta BLASTX permite comparar secuencias nucleotidicas con bases de datos
de secuencias aminoacidicas. Estos resultados generan un valor de e-value, el cual es un
parametro que indica el nimero de hits que cabe esperar obtener por azar cuando se busca en
una base de datos de un tamafio dado. Esencialmente, el e-value describe el ruido de fondo de
la busqueda, por lo tanto, mientras mas bajo el valor del e-value (mientras mas cercano a
cero), el match es mas significativo [30]. Ademas, el resultado de BLASTX sefiala un marco de
lectura donde ocurre el alineamiento, el cual es un punto de partida para realizar la busqueda
de dominios conservados con la herramienta CDD, que se realiza a partir de secuencias
aminoacidicas. La herramienta CDD corresponde a una base de datos de dominios
conservados de proteinas disponible para consulta en linea
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml). La consulta se realiza a partir de
una secuencia aminoacidica y se obtiene como resultado el grado de similitud que posee la
secuencia con los dominios conservados almacenados en la base de datos, si es que la hay.
Para mayor detalle sobre dominios conservados proteicos referirse a la Introduccion de este

trabajo (pagina 19).

Para esto, el primer paso fue “limpiar” las secuencias, esto es, buscar las secuencias del vector
que flanquean el inserto y eliminarlas de modo de no considerarlas en el andlisis. A
continuacion se presentan los resultados obtenidos de estos andlisis para las muestras que

fueron efectivamente secuenciadas. El texto de las secuencias se presenta en el Anexo 6.6.
e Secuencias 127Ex1Cy 127Ex1D

Ambas secuencias del fragmento 1 presentan alta similitud con -galactosidasa de vectores de
clonacidn. Esto unido al hecho de que no se encontraron los flancos del vector pGemT®-Easy

en las secuencias lleva a concluir que los fragmentos no se insertaron correctamente.
e Secuencia 147Ex3A

El analisis con BLASTX indica que la secuencia tiene similitud con glicosil hidrolasas de la
familia 16, en los marcos de lectura +1 y +2. De los alineamientos obtenidos se puede decir
con alta confianza (e-value del orden de 10-19) que la enzima pertenece a la familia 16 de
glicosil hidrolasas. Los alineamientos que siguen, con confianza del orden de 10-5, indican que
la secuencia presenta similitud con glucanasas tipo MLG (mixed-linked glucans, glucanos de

enlace mixto), especificamente con endo--1,3(4)-glucanasa.
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La familia 16 incluye varios tipos de glicosil hidrolasas, entre ellas las de tipo MLG (ver Figura
3.7). Las enzimas tipo MLG (o MLGasas) son aquéllas que pueden degradar glucanos de
enlaces mixtos, también llamadas f3-1,3-1,4-glucanasas, (-glucanasas, o liquenasas. Algunas

MLGasas pueden degradar también otros glucanos como 3-1,3-glucanos y 3-1,4-glucanos [31].

Haciendo el andlisis con la herramienta CDD, se observa que el marco +2 no muestra dominios
conservados. El marco +1, por el contrario, tiene similitud con la superfamilia de glicosil
hidrolasas 16, ver Figura 3.8. En ésta se observa la regién de similitud con la superfamilia, sin
embargo, no se encuentra presente la region completa (indicado por los bordes irregulares de
la barra que representa la secuencia de la superfamilia). El resultado indica que la secuencia
147Ex3A presenta tres de los tres residuos cataliticos asociados a la superfamilia, indicado

por los triangulos (marcados como catalytic site).

.2)ed00413  Glyco_hydrolase_16
—. cd0217%  GH16_lichenase
—. cd02176  GHIG_XET
—. cd(02177 GH16_kappa_carrageenase
@) cd02178  GH16_beta_agarase
—O cd02179  GH16_beta_GRP
—O cd(2180 GH16_laninarinase
—. cd(02181 GH16_HLG1_glucanase
—. cd02182  GH16_laninarinase_like
—. cd(02183 GH16_GPI_glucanosyltransferase

Figura 3.7. Clusters dentro de la superfamilia 16 [31].

raphical summary show options »
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Superfanilies 3 Glyco_hydrolase 16 superfamily J

Figura 3.8. Resultado de analisis de dominios conservados realizado usando la herramienta CDD
[15] parala secuencia 147Ex3A en el marco de lectura +1.

La banda gris representa la secuencia 147Ex3A (query). La cinta roja indica la posicién donde se

encontré similitud con el dominio conservado de GHs de la familia 16. Los tridngulos rojos indican la

posicion de los residuos cataliticos en la secuencia query. La posicion se refiere a residuos

aminoacidicos.
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e Secuencia 147Ex3B

El analisis con BLASTX indica alta similitud con a-glucosidasas, pertenecientes a la familia 31

de GHs, con e-values del orden de 10-25, en el marco +1.

La familia 31 comprende enzimas con varias actividades conocidas, entre ellas o-
glucosidasas, a-galactosidasas, glucoamilasas, sucroisomaltasas, «o-xilosidasas y «-
glucanoliasas. Existe evidencia de que un residuo de acido aspartico se encuentra involucrado

la actividad catalitica de sucrasa, isomaltasa y a-glucosidasa [13].

En cuanto a dominios conservados, presenta similitud con el modelo COG 1501, con e-value
del orden de 10-4, que consiste en a-glucosidasas de la familia 31 (ver Figura 3.9). No se

encuentran presentes los residuos del dominio catalitico.

Graphical summary show cptions »
1 15 30 45 Bl )

Query seq, (e e s s e ——
Hulti-donains COG1501

Figura 3.9. Resultado de analisis de dominios conservados realizado usando la herramienta CDD
[15] parala secuencia 147Ex3B en el marco de lectura +1.

e Secuencias 147Ex4Ay 147Ex4B

La secuencia 147Ex4A traducida en el marco de lectura +1 y la secuencia 147Ex4B
traducida en el marco -1 son idénticas a la secuencia 147Ex3B, lo cual se puede observar a
simple vista en un alineamiento de las secuencias traducidas utilizando la herramienta

ClustalX (ver Figura 3.10).

i R ki ek s o ks R b e
3B
4B
4n

E. -
1 -

Figura 3.10. Alineamiento de las secuencias 147Ex3B, 147Ex4A y 147Ex4B.
Resultado obtenido usando el programa ClustalX [18]. Los asteriscos en la fila superior indican
identidad en las tres secuencias en esa posicion.
e Secuencia 147Ex5Ay 147Ex5C
Estas secuencias son idénticas entre si, confirmado por alineamiento con ClustalX, en forma

similar al caso anterior.
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El analisis con BLASTX presenta similitud con transportador de urea, con e-value del orden de
10-10, en los marcos de lectura +1, +2 y +3, sin embargo, no se encuentra la presencia de

dominios conservados al utilizar la herramienta CDD.

Querrl | | | | | |
0 150 300 450 600 750 900

Figura 3.11. Resultado del analisis con BLASTX para la secuencia 147Ex5A.
Se presentan los resultados mas significativos. La banda roja representa la secuencia 147Ex5A4, la
posicidn es relativa a nucledtidos. Las bandas inferiores representan los resultados mas significativos
obtenidos (e-value menor a 10-19). Los colores representan la significancia del alineamiento, siendo
verde el mas similar, luego azul y finalmente negro. Las lineas negras que unen las bandas coloreadas
indican regiones que no alinean con la secuencia consultada.

Particularmente, la secuencia alinea con proteinas de la familia SSSF (sodium solute symporter
family), la cual contiene cientos de miembros de origen tanto procarionte como eucarionte.
Las proteinas de esta familia participan en el mecanismo de transporte de solutos a través de
la membrana citoplasmatica, el cual es usado por la célula para dirigir la acumulacién de
solutos en contra del gradiente de concentracidn. Las proteinas de la familia SSSF poseen

entre 11 y 15 dominios transmembrana en conformacion a-hélice [32; 33].
e Secuencia 147Ex5D

Presenta alta similitud con -galactosidasa de vectores de clonacién. Esto unido al hecho de
que no se encontraron los flancos del vector pGemT-Easy lleva a concluir que el fragmento no

se inserto correctamente.
e Secuencia 163Ex6A

El analisis con BLASTX indica similitud con GHs de la familia 16 en los marcos de lectura -1y -
2, con e-values del orden de 10-19. También presenta similitud con enzimas que poseen el

dominio del tipo MLG (-1,3-1,4-glucanasas), con e-values del orden de 10-5.

En el analisis CDD, se encontr6 que en el marco de lectura -2 no se presenta ningiin dominio
conservado. En el marco de lectura -1 se encuentra un alineamiento con la superfamilia de
glicosil hidrolasas 16, en la Figura 3.12 se presenta este resultado. El analisis con CDD indicé
que la secuencia 163Ex6A presenta los tres residuos del sitio catalitico que caracteriza a esta

superfamilia, éstos se encuentran indicados en la Figura 3.12.
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Figura 3.12. Resultado de andilisis de dominios conservados realizado usando la herramienta
CDD [15] para la secuencia 163Ex6A traducida en el marco -2.
Para detalles de la simbologia de esta figura referirse a la Figura 3.8.

e Secuencia 163Ex6B

Esta secuencia, traducida en el marco de lectura +3 es idéntica a la secuencia 163Ex6A

traducida en el marco -1, el alineamiento que lo confirma se presenta en la Figura 3.13.

1
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6B
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Figura 3.13. Alineamiento de las secuencias 163Ex6A y 163Ex6B.
Resultado obtenido usando el programa ClustalX [18]. Los asteriscos en la fila superior indican
identidad en las tres secuencias en esa posicion.

e Secuencia 202Ex7B

La herramienta BLASTX no arroja ningin resultado significativo (todos los alineamientos

presentan e-values mayores a 0,5).

e Secuencias 202Ex7Cy 202Ex8B

En estas secuencias no se encuentran los flancos del vector de clonacién. Por otro lado,
BLASTX arroja alineamientos con el gen lacZ de vectores de clonacién. En conjunto, estos

resultados indican que podrian no haberse insertado los fragmentos correctamente.

En resumen, los resultados anteriores indican que se tiene lo siguiente:

Tabla 3.3. Resumen de resultados parciales.
Resultado Secuencias

Secuencias que no poseen inserto 127Ex1C, 127Ex1D, 202Ex7C, 202Ex8B
Secuencias similares a 3-1,3(4)-endoglucanasa (Fam. 16) | 147Ex3A, 163Ex6A, 163Ex6B
Secuencias similares a a-glucosidasa (Fam. 31) 147Ex3A, 147Ex4A, 147Ex4B
Secuencias sin alineamientos significativos 202Ex7B
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Como se puede observar, las secuencias obtenidas no corresponden con las secuencias a la
cuales se habia dirigido el disefio de los partidores (exoglucanasas de las familias 6 y 7). Esto
se explica porque la estrategia utilizada no es altamente especifica. Los partidores disefiados
son degenerados, esto significa que lo que se tiene es un pool de partidores con muchas
secuencias diferentes, a los cuales ademas se les permiten condiciones relajadas de
hibridacién en los primeros ciclos del PCR, todo lo cual promueve amplificaciones
inespecificas que podrian favorecer obtener el resultado esperado pero que también deja

espacio a resultados menos especificos como los obtenidos.

Como se introdujo en este trabajo, la clasificacion de glicosil hidrolasas de Henrissat también
introduce el concepto de clanes, los cuales se han definido en base a enzimas que pertenecen a
familias diferentes pero que exhiben relacién en cuanto a su secuencia aminoacidica. En
particular, las familias 7 y 16 son los tinicos miembros del clan B y si bien la familia 6 no se ha
descrito como perteneciente a ningin clan, alineamientos preliminares realizados para
disefiar los partidores CODEHOP revelaron que también existen bloques conservados entre la

familia 6 y 7. Todo esto explica la aparicién de familias diferentes a las esperadas.
3.7 Obtencidn de secuencias de regiones aledafias para secuencias seleccionadas

De acuerdo a los resultados obtenidos en el secuenciamiento de los fragmentos, se procedié a
disefar partidores para hacer genome walking de los fragmentos con similitud a las familias
16 y 31. Para esto, se utilizaron como templado las secuencias de los fragmentos 163Ex6B y
147Ex4A, para disenar partidores dirigidos a las familias 16 y 31, respectivamente. Como se
mencionara anteriormente, se disefiaron cuatro partidores para cada familia, como lo
requiere el método utilizado. La posicidon de estos partidores en las respectivas secuencias se

presenta en la Figura 3.14.

3.7.1 Genome walking

El método se aplicé a las cinco cepas seleccionadas en la primera etapa excepto la cepa 116,
para la cual no se amplificéd ninguna banda en los PCR con partidores degenerados, por lo que
se trabaj6 con las cepas 127, 147, 163 y 202. La digestién del DNA gendémico de las cepas
analizadas se realizé con las enzimas EcoRI, EcoRV y Puvll. Todas estas muestras (12 en total)
pasaron a la etapa de PCR, donde se probaron los sets de partidores de las familias 16 y 31

para todas ellas. La nomenclatura adoptada fue n° de muestra, enzima y partidores usados (p.
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ej. la muestra 147EV31 corresponde al DNA gendmico de la cepa 147 digerido con EcoRV y

PCR con los partidores dirigidos a la familia 31).
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Figura 3.14. Esquema de los partidores disefiados para la técnica de genome walking.
Las secuencias utilizadas como base para el disefio se muestran en verde (147Ex4A para la familia 31 y
163Ex6B para la familia 16). En rojo se indica la posiciéon donde alinean los partidores relativa a la
secuencia templado.

Primero, se realizaron las rondas de PCR para hacer el genome walking hacia el extremo 5’ de
los fragmentos, cuyo resultado se muestra en la Figura 3.15. Como se puede observar, s6lo
para la muestra 147EI16 se obtuvo una banda clara que pudo ser purificada adecuadamente.
Para las demas muestras se observa un chorreo, lo que indica que ocurri6 mucha
amplificacién inespecifica. Por esta razon, se realiz6 nuevamente la segunda ronda de PCR,
aumentando la temperatura de la etapa de hibridacién (de 55°C a 58°C) para asi aumentar la
especificidad. En la Figura 3.16 se muestra el resultado de este nuevo intento, el cual dio como

resultado bandas claras para las muestras 127PI116, 127EV31 y 127PII31.

El genome walking hacia el extremo 3’ se realizé utilizando inmediatamente una temperatura
de hibridacién de 58°C en la segunda ronda de PCR, debido a la experiencia del PCR hacia el
extremo 5’. Sin embargo, en la electroforesis de la segunda ronda de PCR se observé un patrén
de migracion caracteristico de amplificacion inespecifica para todas las muestras. Como ya se
habia usado una temperatura alta en la segunda ronda, se repiti6 el primer PCR usando 58°C
para la hibridacién y se subid el de la segunda ronda de 58°C a 59°C. Esta estrategia tampoco
dio los resultados esperados, por lo que finalmente se prob¢ utilizar un gradiente de
temperaturas en el segundo PCR, utilizando como templado el producto de la primera ronda a
59°C. La temperatura de hibridacién usada fue de 60°C con un gradiente de 4°C. Este ultimo

intento tampoco dio los resultados esperados, presentando un chorreo en todos los casos en
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la electroforesis. Por consideraciones de tiempo no se puedo seguir intentando mejorar las
condiciones de los PCR y por lo tanto no se pudo realizar el genome walking hacia el extremo

3.

147 163 163 163 163 163 163 02 202 202 202
L PH3T EIIe EVIS P16 B3 EVEL P31 ENe EVIe PGS B

127 127 127 127 127 127 W7 147 147 147 147

M EIG EVI6 P16 EEST EVII PISE Ele EVIe PHIs KI3T BV

Figura 3.15. Segunda ronda de PCR de genome walking hacia el extremo 5.
El fragmento obtenido se muestran enmarcados en un rectangulo blanco.

Figura 3.16. Repeticion segunda ronda de PCR de genome walking hacia el extremo 5'.
Los fragmentos obtenidos se muestran enmarcados en un rectangulo blanco.

3.7.2 Secuenciamiento y analisis

Las cuatro bandas purificadas (147EI16, 127PII16, 127EV31 y 127PII31) fueron procesadas
segun los protocolos explicados en el capitulo de Métodos. Nuevamente, cada muestra dio
origen a cuatro clones que deben poseer el vector con el inserto (identificadas con letras A a la
D a continuacion del nombre de la muestra). Una digestién del DNA plasmidial de estos clones

permitid identificar las mejores candidatas para secuenciar.
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Al igual que con las primeras secuencias obtenidas, se realizé un andlisis de éstas utilizando
las herramientas BLASTX y CDD. A continuacién se presentan los resultados obtenidos tras

estos andlisis.
e Secuencia 147EI16A y 147EI116C

Las secuencias son idénticas entre si. La herramienta BLASTX arroja como resultado similitud
con genes de transcriptasa reversa con un altisimo grado de confianza, e-values del orden de

10-120, en el marco de lectura +1.

La traduccion de la secuencia fue luego sometida a andlisis con la herramienta CDD,

encontrandose el dominio conservado RT_LTR con e-value igual a 2x10-47.

El dominio RT_LTR corresponde a transcriptasas reversas (RT) de retrotransposones y
retrovirus que tienen repeticiones terminales largas (LTRs). Las RT catalizan la replicacién
del DNA desde un templado de RNA, y son responsables de la replicaciéon de retroelementos.
Los genes RT estdn presentes en una variedad de elementos moviles, incluyendo

retrotransposones, retrovirus, intrones del grupo II, entre otros. [34].
e Secuencia 147EI16B

La herramienta BLASTX indica similitud con GHs de la familia 16, con e-values del orden de

10-5, en marcos de lectura +1 y +2.

De acuerdo a la herramienta CDD, no se encuentran dominios conservados en ninguno de los

marcos de lectura.
e Secuencia 127EV31A

La herramienta BLASTX indica alta similitud con a-glucosidasa de hongos de la familia 31, con
alto nivel de confianza (e-value del orden de 10-39). Estos alineamientos corresponden al
marco de lectura +1. Sin embargo, la herramienta CDD no encuentra dominios conservados en

esta secuencia.

Esta secuencia es casi idéntica a las secuencias 127PII31A y 127PII31B, las cuales son
idénticas entre si y presentan un fragmento menos (12 aminoacidos) que la secuencia

127EV31A (ver alineamiento de las secuencias traducidas en Figura 3.17). Estas presentan los
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mismos alineamientos con e-value levemente mayor y tampoco se detectan dominios

conservados en ellas.

127PII31a |
127PII31E |
127EV31a

Figura 3.17. Alineamiento en ClustalX de secuencias 127PII131A, 127PII31By 127EV31A.
Las secuencias son 127PII31A, 127PII31B y 127EV31A, de arriba hacia abajo.

e Secuencia 127EV31C

También presenta similitud con a-glucosidasas de la familia 31, con un nivel de confianza
bastante menor que las secuencias anteriores (e-value del orden de 10-3). El alineamiento
ocurre en el marco de lectura +3. La herramienta CDD no detecta dominios conservados en

esta secuencia.

3.7.3 Reconstruccion de secuencias

La inica secuencia que presenté similitud con GHs de la familia 16 fue la secuencia 147EI16B.
Se intent6 encontrar el punto donde ésta se superpone con la secuencia 147Ex3A, de modo de
reconstruir un fragmento mas largo que corresponda a la unién de ambas secuencias. Las

secuencias brutas son:

>147Ex3A
TTCAGCAGCTGCACGAAGTAGTCTTGGAACCAGGAATACGGTGCGTTGACCTCATCCATTTGTTGTTTTATGCTCCACTCA
TTTGTTTCTGCAGGTGAAGATCACTACGAAGGACGCATATCCCATCGGTAGTCTTGCTGTTATTGACGTTTGGCACATACA
CTACGGTTGTTCCGTACGTTATTTATCCTATCTAGTTCATGATACCATTATCTAATCCCTCCCCATTAATAGGTCTGGCCT
TCATTCTGGATGCTCGGCACCGACCTCCTCTGGCCAAATTCCGGCGAAATCGACATCATCGGAGCCATCAACAACCTCGAT
TCAAACCAATACGCCCTGCACACCACCTGGATGTTTCCTAGGCACGAACTCGATACATTCAGGGAGCATTCTTCAAACTTA
TTTCTCTACGGGCGCAGGGTGTGTAGTACAAGAAAAGAAACCGAGTAGTTTTGGAAGTGGGTTTGCGCAGGCTGGCGGAGG
TGTGTTTGCGACGCAGTTGGATCTTAGTGGAATCTATGTGTGGTTCCAAGCCTACTTCGTGCAGCTGCTGAA

>147EI16B

TCACGCGTCGACTAGTACTAGCTTACAGCTGCACACCTTGAGCGAGGGAATGGCAGCCACGGTTGAGGAAAGGCATCTTTC
GGAGGTTTATATGCGGCTAGATTTCGTAGACACCTTGACGGAAGAAAGACGACTAAGAAGGGGGCAAATCCAGCAATTAAT
CGTTCGAGTCACCTTTTTGATTCCTTTGTGAGAGTTCCAAGATTCGCGTTTCTTTCCAGGTCATTAGTGGACAACCTGAGT
TTCCCAGGTCCCTCAATTCGCACATCTGATTGAGAATGATATCCTAGATAATTTCGCGAGCCAAAAGGTAAATTTCGCCGG
TTGAGTTTGATTTTACTTTTGGAGGACATGGTAGCATGAGCTTCTAGAATATACTGTAGCAGTCGCAGAGGCCAGTCTGGT
GAGAGTGAGGATCGCTACAACGGTCATGGTTAGAAGCAGATTTCGGCAATTATTGGAAGCCGACAGCCGAGAATGATCACA
TGACGATAAGCAGCTCGGTGCTAGCCCAGACTCTCATCAGTCTCAATCCCCGGTTGAATTTACTCTCAACGACTCCTTCTC
AAGGCCCGTCCTGCTGCCGCTCCATCATCTGACTTACATCGACCCAAACACCAACCATGCGATAATCCGGGTCGATAATGC
GACAAATATAACGGCAGCTGCGACAGTGGAACCAGGAATACGGTGCGTTGACCTCATCCATTTGTTGTTTTATGCTCCACT
CATTTGTTTCTGTAGGTGAAGATCACTACGAAGGACGCATATCTCATCGGTAGTCTTGCTGTTATTGACGTTTGGCACATA
CACTACGGTTGTTCCGTACGTTATTTATCCTATCTAGTTCATGATACCATTATCTAATCCCTCCCCAATCCCTCCCCATTA

En rojo se muestran las regiones comunes de ambos fragmentos, se observa que la secuencia
147EI16B presenta las zonas en comun hacia el extremo 3’, por lo tanto uniendo ambas
(147EI16B hacia el extremo 5 y 147Ex3A hacia el extremo 5’), se obtiene una secuencia

conjunta de 1.218 pb, a la que se ha llamado 147GH16 y que se muestra a continuacién. La
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unién de las secuencias se realiz6 de tal modo de conservar los marcos de lectura de las

secuencias originales (marco +1 en el caso de ambas).

>147GH16

TCACGCGTCGACTAGTACTAGCTTACAGCTGCACACCTTGAGCGAGGGAATGGCAGCCACGGTTGAGGAAAGGCATCTTTC
GGAGGTTTATATGCGGCTAGATTTCGTAGACACCTTGACGGAAGAAAGACGACTAAGAAGGGGGCAAATCCAGCAATTAAT
CGTTCGAGTCACCTTTTTGATTCCTTTGTGAGAGTTCCAAGATTCGCGTTTCTTTCCAGGTCATTAGTGGACAACCTGAGT
TTCCCAGGTCCCTCAATTCGCACATCTGATTGAGAATGATATCCTAGATAATTTCGCGAGCCAAAAGGTAAATTTCGCCGG
TTGAGTTTGATTTTACTTTTGGAGGACATGGTAGCATGAGCTTCTAGAATATACTGTAGCAGTCGCAGAGGCCAGTCTGGT
GAGAGTGAGGATCGCTACAACGGTCATGGTTAGAAGCAGATTTCGGCAATTATTGGAAGCCGACAGCCGAGAATGATCACA
TGACGATAAGCAGCTCGGTGCTAGCCCAGACTCTCATCAGTCTCAATCCCCGGTTGAATTTACTCTCAACGACTCCTTCTC
AAGGCCCGTCCTGCTGCCGCTCCATCATCTGACTTACATCGACCCAAACACCAACCATGCGATAATCCGGGTCGATAATGC
GACAAATATAACGGCAGCTGCGACAGTGGAACCAGGAATACGGTGCGTTGACCTCATCCATTTGTTGTTTTATGCTCCACT
CATTTGTTTCTGTAGGTGAAGATCACTACGAAGGACGCATATCTCATCGGTAGTCTTGCTGTTATTGACGTTTGGCACATA
CACTACGGTTGTTCCGTACGTTATTTATCCTATCTAGTTCATGATACCATTATCTAATCCCTCCCCAATCCCTCCCCATTA

En azul se muestra la region 147EI16B y en verde, la region 147Ex3A. Esta secuencia
reconstituida se someti6 a analisis BLASTX, obteniéndose similitud con (3-1,3(4)-glucanasas
con e-value del orden de 10-5. En el analisis de dominios conservados so6lo se encuentra el que

corresponde a la region 147Ex3A, con un e-value igual a 10-10 (ver Figura 3.8).

Los andlisis de las secuencias derivadas del genome walking dirigido a la familia 31
demostraron que existen basicamente dos secuencias que presentan similitud con enzimas de
esta familia: la secuencia 127EV31A, que ademas representa a las secuencias 127PII31A y
127PII31B, y la secuencia 127EV31C. Sin embargo, todas estas secuencias fueron obtenidas a
partir del DNA gendémico de la muestra 127, mientras que los fragmentos a partir de los cuales
se disefiaron los partidores pertenecian a la muestra 147 (fragmento 147Ex4A, ver Tabla 3.2).

Por esta razén, no es posible unir las secuencias y obtener un fragmento mas extenso.

3.7.3.1 Andlisis de la presencia de intrones

Los genes de eucariontes usualmente presentan intrones que interrumpen la secuencia
codificante de éstos. Dentro de los hongos, existe una gran diversidad en este aspecto: S.
cerevisiae presenta en promedio menos de un intrén por gen, muchos Ascomycetos tienen en
promedio 1-2 intrones por gen y algunos Basidiomycetos presentan hasta aproximadamente 7
por gen [35]. Por lo tanto, un andlisis de la presencia de intrones es imprescindible en este
caso, debido a que la cepa 147 es un Basidiomyceto y, ademas, los resultados de BLASTX
presentaron alineamientos en dos marcos de lecturas, lo que sugiere que la secuencia

codificante podria estar interrumpida por intrones.
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In vivo, la remocién de las secuencias de intrones (o splicing) desde un transcrito primario de
RNA, involucra el reconocimiento de tres regiones en el mismo: el sitio de splice (ss) 5’, el ss 3’
y el sitio branch dentro del intrén que forma la base de la regiéon removida (ver Figura 3.18
[36]); cada uno de estos sitios posee una secuencia de consenso que sirve de sefial para el

proceso de splicing [36].

secuencias requeridas para remover el intron

= -

5 ss 5' / / sitio branch ss 3' 3
22" AG[GURAGU — -\ \— - CTRAYY — - - YYYYYYYYNCAGG L. - Porciondeun
J / / transcrito primario
exon 1 intron exon 2

INTRON REMOVIDO

5/ 3/
- A6
exon 1 exon 2

porcion de
mRNA

Figura 3.18. Esquema de la estructura intrén-exén de un gen genérico.

Para analizar la presencia de intrones en las secuencias, se buscaron herramientas que
permitieran hacer la bisqueda en forma automatica, sin embargo, se encontré que las
herramientas disponibles para organismos eucariontes se centran en localizar intrones en los
organismos mas comunmente estudiados (S. cerevisiae, A. thaliana, H. sapiens, entre otros). Se
ha sugerido que los genes de hongos presentan diferencias con los genes de eucariontes
superiores, basado principalmente en que los hongos exhiben intrones mas cortos y exones
mas largos que aquéllos [37]. Es por esto que el analisis se realizé centrandose en un estudio
realizado especificamente en hongos [37], en el cual se describen las secuencias de consenso
para estos organismos. El estudio se centra en pocos casos y es por esto que este andlisis no

pretende ser concluyente sino mas bien sugerir posibles intrones en las secuencias en estudio.

Las secuencias de consenso presentadas en el estudio son las siguientes (las bases

degeneradas se encuentran de acuerdo al alfabeto en el Anexo 6.2).

e 555 G|GURAGU (la barra vertical indica el inicio del intrén)

e Sitio branch: RCURAY (la A subrayada corresponde al punto branch)
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e ss 3" UNYAG] (la barra vertical indica el fin del intrén)

Se procedié a buscar estos consensos en las secuencias, pero éstos no pudieron ser
localizados, por tanto, se procedié a relajar los criterios de bisqueda, buscando las secuencias
de consenso que se describen para uno de los hongos en particular, C. neoformans (ver Figura
3.19), el cual es el Unico Basidiomyceto, al igual que las cepas 127 (Peniophora gigantea), 147
(Lentinula edodes) y 202 (Pleurotus ostreatus), a partir de las cuales se obtuvieron las

secuencias con resultados significativos.

o . cJ IIA‘-b‘\. A A e b~ [ f = V74 R % -

Exon §° Intron 3’ Exon

Figura 3.19. Secuencias intrdnicas de consenso descritas para C. neoformans.
Logos de estructura de secuencia para el extremo 3’ del exén adyacente al intrén, el ss 5, el sitio
branch, el ss 3’y el extremo 5’ del ex6n adyacente al intrén. El eje x muestra las posiciones nucleotidicas
y el eje y refleja la frecuencia de ocurrencia de una base. Sélo se muestran las bases cuya frecuencia es
significativamente mayor que una variacion al azar.

Considerando s6lo este organismo, las secuencias de consenso cambian a las siguientes:

e ss5|GTRNGT
e Sitio branch: CTRAY
e ss3:YAG|

Realizando esta busqueda en todas las secuencias que presentaron alineamientos
significativos, sélo se encontraron los consensos en la secuencia 147GH16. En ella se

encontraron tres posibles intrones, los cuales se muestran a continuacion.

TCACGCGTCGACTAGTACTAGCTTACAGCTGCACACCTTGAGCGAGGGAATGGCAGCCACGGTTGAGGAAAGGCATCTTTC
GGAGGTTTATATGCGGCTAGATTTCGTAGACACCTTGACGGAAGAAAGACGACTAAGAAGGGGGCAAATCCAGCAATTAAT
CGTTCGAGTCACCTTTTTGATTCCTTTGTGAGAGTTCCAAGATTCGCGTTTCTTTCCAGGTCATTAGTGGACAACCTGAGT
TTCCCAGGTCCCTCAATTCGCACATCTGATTGAGAATGATATCCTAGATAATTTCGCGAGCCAAAAGGTAAATTTCGCCGG
TTGAGTTTGATTTTACTTTTGGAGGACATGGTAGCATGAGCTTCTAGAATATACTGTAGCAGTCGCAGAGGCCAGTCTGGT
GAGAGTGAGGATCGCTACAACGGTCATGGTTAGAAGCAGATTTCGGCAATTATTGGAAGCCGACAGCCGAGAATGATCACA
TGACGATAAGCAGCTCGGTGCTAGCCCAGACTCTCATCAGTCTCAATCCCCGGTTGAATTTACTCTCAACGACTCCTTCTC
AAGGCCCGTCCTGCTGCCGCTCCATCATCTGACTTACATCGACCCAAACACCAACCATGCGATAATCCGGGTCGATAATGC
GACAAATATAACGGCAGCTGCGACAGTGGAACCAGGAATACGGACCTCATCCATTTGTTGTTTTATGCTCCACT
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CATTTGTTTCTE QAAGCATCACTACGAAGGACGCATATCTCATCGGTAG TGTTATTGACGTTTGGCACATA
CACTACGGTTGTTCCETACGTRATTTATCCTATCTAGTTCATGATACCATTATEETAATQCCTCCCCAATCCCTCCCCATTA

GTCTGGCCTTCATTCTGGATGCTCGGCACCGACCTCCTCTGGCCAAATTCCGGCGAAATCGACATCATCGGAGCCATC
AACAACCTCGATTCAAACCAATACGCCCTGCACACCACCTGGATGTTTCCTAGGCACGAACTCGATACATTCAGGGAGCAT
TCTTCAAACTTATTTCTCTACGGGCGCAGGGTGTGTAGTACAAGAAAAGAAACCGAGTAGTTTTGGAAGTGGGTTTGCGCA
GGCTGGCGGAGGTGTGTTTGCGACGCAGTTGGATCTTAGTGGAATCTATGTGTGGTTCCAAGCCTACTTCGTGCAGCTGCT
GAA

En rojo se muestran las tres posibles regiones ss 5’, en azul el inico sitio branch encontrado y

en verde el Unico ss 3’ encontrado. Esto da origen a tres posibles splicings.

e Intréon de 204 pb
e Intréon de 154 pb
e Intréon de 69 pb

La secuencia de éstos se presenta en el Anexo 6.6.

Las tres secuencias generadas fueron sometidas a andlisis BLASTX y CDD, encontrandose que
la dltima secuencia mejora los puntajes de los resultados en ambas herramientas: BLASTX
presenta alineamientos con 3-1,3(4)-glucanasas con e-values del orden de 109 (versus 10-5 de
la secuencia original) y CDD presenta similitud con la superfamilia GH16 con e-value igual a
2%10-14 (versus 10-5 de la secuencia original). Otra evidencia que apoyaria la seleccién del
tercer intrén presentado es el largo de éste, debido a que se tiene que el tamafio de los

intrones de hongos son mas bien pequefios, con un peak dominante entre 50 y 70 pb.

Sin embargo, la nueva secuencia no resuelve el problema del marco de lectura ya que
igualmente se presentan alineamientos en los marcos +1 y +2; sin embargo, se debe tener

presente que este andlisis de intrones es completamente preliminar.
3.8 Estimacion del porcentaje de secuenciacion de las enzimas de interés

Cabe suponer que las secuencias con similitud a B-1,3(4)-glucanasas y o-glucosidasas
corresponden a una fraccién del gen que las codifica, basado en los resultados obtenidos con
BLASTX. Estos permiten realizar una estimacién del porcentaje del gen que ya se tiene
secuenciado, considerando los resultados mas significativos en cada caso. Un alineamiento en
BLASTX indica la posicion de la secuencia en la base de datos donde comienza y termina el
alineamiento (BDsn y BDsn, respectivamente) y el largo de ésta (BDirgo). Para esto, se
consideraron los resultados con e-value menor que 10-1° (con un maximo de 10 resultados

considerados para cada secuencia). Este porcentaje fue calculado segun la siguiente ecuacidn:
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% — fin

—BDi, %100

largo

Los resultados obtenidos para las secuencias analizadas se presentan en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Porcentaje secuenciado estimado para las secuencias en estudio.

Secuencia ‘ Porcentaje estimado ‘
127EV31A 12%
127PI131B 12%
147GH16 17%

3.9 Aplicaciones de las glicosil hidrolasas encontradas

3.9.1 B-1,3(4)-D-glucanasas

Los B-glucanos son un componente principal de la pared celular de cebada, centeno, arroz y
trigo, y consiste en aproximadamente 1.200 unidades de glucosa unidas por enlaces
glicosidicos 3-1,3 y B-1,4. Los enlaces glicosidicos (3-1,3 dan cuenta de alrededor del 25-30%

de la molécula de B-glucano [38].

En fuentes microbianas, hasta ahora se han descrito cuatro tipos principales de enzimas con
actividad endo, capaces de depolimerizar 1,3-1,4-B-D-glucanos. Estas corresponden a (i)
liquenasas (EC 3.2.1.73, 1,3-1,4-B-D-glucano-4-glucanohidrolasa), encontradas
principalmente en especies de Bacillus, (ii) 1,3(4)-B-D-glucanasas (EC 3.2.1.6), activas en 1,3-
1,4-B-D-glucanos y 1,3--D-glucanos, (iii) 1,3-f-D-glucanasas (EC 3.2.1.39, 1,3-3-D-glucano-3-
glucanohidrolasa), las cuales presentan baja actividad en 1,3-1,4--D-glucanos y (iv) 1,4-B-D-

glucanasas (EC 3.2.1.4, 1,4-B-D-glucano-4-glucanohidrolasa o celulasa) [39].

Aplicacion en produccion de bioetanol. Se ha estudiado el uso de las enzimas producidas
por el hongo Talaromyces emersonii para la conversion de material lignocelulésico en
azucares fermentables. En la etapa de hidrolisis de hemicelulosa se detect6 la actividad de 3-
1,3(4)-glucanasas, entre otras enzimas. Su produccion se vio inducida por crecimiento en

sustratos ricos en hemicelulosa [40].

Aplicacion en la industria ganadera. El glucano de cebada es un factor anti-nutricional

especialmente para pollos y lechones, y el glucano en una dieta basada en cereales tiene
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efectos perjudiciales en las heces. La adicion de -1,3(4)-D-glucanasa a estos alimentos

mejora la digestibilidad de dietas basadas en cebada y reduce la enteritis [38]

Aplicacion en la industria alimenticia. Durante el proceso de malteado, la B-1,3(4)-
glucanasa se inactiva por temperatura, dejando un alto contenido de [3-glucanos en el mosto
de cerveza. Esto puede producir severos problemas, como baja tasa de filtracién y
rendimiento de extraccidn, al igual que una apariencia indeseable de precipitados gelatinosos
en la cerveza. Por esta razdén, a menudo se agrega (-1,3(4)-glucanasa para suplementar las
enzimas de la malta, con el fin de reducir la viscosidad y obtener malta de alta calidad durante

la maceracién [38; 41].

Ademas, las enzimas que degradan glucanos de enlace mixto tienen potencial significancia en
la industria médica ya que dichos glucanos son un componente importante de la fibra soluble

en la dieta humana [31].

Como se puede ver, existen muchas aplicaciones para [(-1,3(4)-D-glucanasas con la
termoestabilidad y propiedades de pH apropiadas. Es por esto que se ha hecho necesaria la
ingenieria de proteinas para disefiar enzimas con caracteristicas adecuadas para estas
aplicaciones [39]. En el caso de la secuencia encontrada en esta memoria, esto es
particularmente atractivo debido a que el fragmento contiene el dominio catalitico
conservado de la enzima, por lo que se pueden intentar estrategias de expresion de la enzima
la cual, al contar con el dominio catalitico, podria encontrarse activa. En tal caso se pueden
realizar intentos de evolucién dirigida con el fin de aumentar la actividad especifica y la
estabilidad de la proteina recombinante. Una enzima de estas caracteristicas podria ser
aplicada en la fase de pretratamiento, especificamente en la degradaciéon de hemicelulosa,
previo a la hidroélisis de celulosa, en el proceso de produccién de bioetanol de segunda

generacion.

3.9.2 a-glucosidasas

Las a-glucosidasas (3.2.1.20) catalizan la liberacién de glucosa desde los extremos no-
reductores de o-glucdsidos, oligosacaridos con enlace a y o-glucanos, hidrolizando
especificamente enlaces glicosidicos a-1,4 y «a-1,6 [42; 43]. Estas enzimas presentan
especificidad de sustrato muy diversa: algunas prefieren di-, oligo- y/o poliglucanos con

enlace o, mientras otras hidrolizan preferentemente sustratos heterogéneos tales como
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sacarosa y sucrosa [44]. Algunos ejemplos de sustratos incluyen maltosa, maltotriosa,

isomaltosa, panosa, kojibiosa, almiddén soluble y granos de almidén [42].

Las a-glucosidasas son un importante subgrupo de las amilasas, tanto en el metabolismo
primario como en biosintesis y procesamiento de glicoconjugados. Estas enzimas se
encuentran principalmente en las familias 13 y 31 y, en menor grado, en las familias 4 y 63.
Las o-glucosidasas de la familia 31 han sido escasamente estudiadas, a pesar de su
importancia y el nimero de distintas actividades representadas en un amplio rango de
organismos, incluyendo animales, plantas y microorganismos. Esta familia contiene «o-
glucosidasas tan importantes como la a-glucosidasa lisosomal humana (cuya deficiencia
resulta en la acumulacién de glicégeno en el corazén y la musculatura esquelética), la a-
glucosidasa II del reticulo endoplasmico que juega un rol clave en el procesamiento y
plegamiento de glicoproteinas y la enzima digestiva sucrasa-isomaltasa, la cual es el blanco de

las drogas antidiabetes acarbosa y miglitol [45].

La actividad de las a-glucosidasas ha sido aplicada industrialmente para producir
isomaltooligosacaridos y también para conjugar azlcares y convertirlos en materiales
biol6gicamente utiles, con el fin de mejorar sus propiedades quimicas y funciones fisiolégicas
[44]. A pesar de la variedad de aplicaciones industriales de estas enzimas, el mayor volumen
se utiliza en la industria de almidén, para produccién de jarabes con alto contenido de
fructosa y etanol. Para que el almidon contenido en el maiz se encuentre disponible para
hidrélisis, éste se somete a cocimiento bajo presion. Para lograr la licuefaccion del almidon, se
afiaden amilasas termoestables, usualmente optimizadas mediante ingenieria de proteinas
[2]. Al ser enzimas activas en almiddn, las a-glucosidasas poseen potenciales aplicaciones en

la produccién de bioetanol de primera generacion.
3.10 Discusion final

Se logré clonar fragmentos de dos glicosil hidrolasas, con actividad putativa (3-1,3(4)-
glucanasa y a-glucosidasa, respectivamente. Estas enzimas no poseen la actividad a la cual se
habfia dirigido el disefio de los partidores en una primera etapa (exoglucanasa). La principal
explicacion de esto se encuentra en la naturaleza degenerada de los partidores utilizados,

disefnados a partir de regiones de homologia de exoglucanasas.

La clasificacion de glicosil hidrolasas de Henrissat ha definido también clanes, los cuales

agrupan familias que presentan secuencias relacionadas [13]. Por otro lado, se tiene que
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enzimas con diferente especificidad de sustrato se encuentran a veces en una misma familia,
indicando una divergencia evolutiva para adquirir nuevas especificidades, como se observa
por ejemplo en las familias 1, 13 y 16. Por otro lado, las enzimas que hidrolizan el mismo
sustrato a veces se encuentran en distintas familias [46]. Todo lo anterior implica que puede
suceder que al disefiar partidores basados en la homologia de una familia, éstos alineen con
secuencias en el genoma que corresponden a enzimas de otras familias, que tengan
actividades distintas pero posean secuencias similares. Incluso se ha reportado que celulasas
de la familia 7 tienen una disposicion de los residuos cataliticos y un plegamiento similar a (3-

1,3-glucanasas y (3-1,3(4)-glucanasas de la familia 16 [46].

Por otro lado, la estrategia de utilizar partidores degenerados da lugar a que puedan
amplificarse secuencias completamente no relacionadas a las secuencias target, debido a que
los partidores consisten en un pool de oligonucledtidos, entre los cuales pueden existir
algunos con una secuencia que sea complementaria a otras regiones del genoma, producto del

azar (como en el caso del fragmento con alta similitud a transcriptasa reversa encontrado).

Considerando lo anterior, es imprescindible hacer un analisis del trabajo realizado y destacar
las principales ventajas y desventajas de la estrategia adoptada. Entre las ventajas se
encuentra que es una estrategia high-throughput, es decir, permite el analisis de muchas
muestras en forma rapida, sobre todo con el screening de actividad inicial que permiti6
descartar cepas no productoras de exoglucanasas. El trabajo posterior de biologia molecular
es relativamente sencillo, la extracciéon de DNA gendémico con el método seleccionado es un
proceso rapido y facil, al igual que la técnica de PCR. Al ser técnicas de facil utilizacidn,
también permiti6 el trabajo con todas las cepas seleccionadas en forma simultanea. Por otro
lado, el utilizar regiones de homologia de proteinas ya descritas permite trabajar con las cepas
sin tener ningin conocimiento previo de sus genes en particular. En cuanto a las desventajas,
la principal consisti6 en que es una estrategia poco selectiva, como ya se discutio
anteriormente, los partidores degenerados no son altamente especificos para la actividad
buscada y por lo tanto se obtienen amplificaciones de muchas regiones que no son las
buscadas, ya sea que tienen homologia en su secuencia o que son completamente no
relacionadas (en este trabajo se dieron ambos casos). Estas podrian tener mejor amplificacién
que las regiones de interés, yendo en desmedro de las ultimas, las cuales pueden no ser
detectadas. Ademas, al basarse en la homologia de enzimas conocidas, la técnica no podra

detectar enzimas que posean secuencias completamente nuevas. Otra dificultad la presenta el
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hecho de trabajar con DNA gendmico. Si bien éste es de facil extraccion y manipulacion, al
tratarse de organismos eucariontes se debe considerar la presencia de intrones, los cuales
interrumpen la secuencia codificante de los genes. Lamentablemente, no existe mucha
informacién ni herramientas disponibles para identificar las secuencias intrénicas en hongos
por lo que en este caso s6lo se pudo realizar un anadlisis preliminar con la informacién
disponible. Una ultima desventaja, que resulté ser fundamental, consistié en la dificultad de
poner a punto las reacciones de PCR. Esta técnica es muy eficiente pero depende de un fino
ajuste de la temperatura que se utiliza en la etapa de alineamiento. Al estar trabajando con
varias cepas simultineamente y con partidores degenerados en la primera etapa de PCR, la
temperatura no fue necesariamente la 6ptima para todas. Se intent6 barrer el mayor espectro
de posibilidades al utilizar gradientes de temperatura pero de todos modos cabe la

posibilidad de no haber utilizado la mejor temperatura de hibridacién en cada caso.

Para poder lograr los objetivos planteados inicialmente, se pueden sugerir distintos caminos a
seguir. Una opcién seria mejorar el disefio de los partidores degenerados, los cuales fueron la
principal causa de a poca selectividad de la estrategia adoptada. Los partidores en este trabajo
fueron disefiados a partir de regiones de homologia de muchas exoglucanasas de hongos,
algunos tal vez muy distantes evolutivamente a los hongos de la micoteca. Una alternativa es
disminuir el nimero de hongos que se usan como modelo, limitindolo por ejemplo
Unicamente a Basidiomycetos, que corresponde a la mayoria de los hongos de la micoteca.
Ademas, podrian probarse otras herramientas de apoyo para el disefio distintas a CODEHOP,
la cual no siempre entregaba partidores en las regiones mas conservadas, identificadas a
simple vista, ya que el programa posee parametros de disefio que pueden no ser los éptimos

en este caso.

Otra opcion es adoptar una estrategia global alternativa que podria llevar a obtener mejores
resultados. Para esto, se podria clonar exoglucanasas a partir de genotecas de cDNA.
Brevemente, esta estrategia deberia desarrollarse de acuerdo a la siguiente metodologia

general:

1. Crecimiento de las cepas en un medio inductor de la expresion de celobiohidrolasas
(alternativas: lactosa, soforosa, celobiosa [47]).

2. Extraccion de transcritos desde las cepas (extraccion de mRNA).

3. Produccién de cDNA a partir del mRNA (transcripcion reversa).

4. Clonamiento en un sistema de expresion (cDNA clonado en un vector de expresion).
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5. Seleccién de clones productores de exoglucanasa por medio de ensayos de actividad
en un sustrato apropiado (Avicel).

6. Secuenciamiento de los fragmentos seleccionados.

Este enfoque resuelve varios de los problemas que se presentaron en este trabajo, tales como
la baja selectividad, ya que se ensaya la actividad de cada clon por lo que s6lo se amplifican
aquellos fragmentos que efectivamente poseen la actividad deseada; la presencia de intrones,
ya que el cDNA se construye a partir de los transcritos de la célula, los cuales ya han sido
procesados y no poseen intrones en su secuencia; se pueden encontrar enzimas que no
presenten alto grado de homologia con las enzimas ya conocidas; la puesta a punto de las
temperaturas de hibridaciéon tampoco es un problema ya que se pueden utilizar partidores del
vector en el cual se inserten los cDNA; si los hongos son cultivados en un medio inductor, los
transcritos de las enzimas que degradan el sustrato se encontrardn enriquecidos en

comparacion con otros transcritos no relacionados.

Sin embargo, esta estrategia presenta sus propias dificultades, la principal es la correcta
expresion de los cDNA en el sistema de expresion. Una alternativa es utilizar un sistema
bacteriano (por ejemplo el vector de expresion pET22 en la cepa E. coli BL21), sin embargo, la
expresion no necesariamente se producira correctamente debido a que los cDNA provienen
de organismos eucariontes, por lo tanto el procesamiento post-traduccional de la estructura
primaria de las proteinas podria no llevarse a cabo correctamente. Sin embargo, se sabe que
en general las celobiohidrolasas son enzimas con poca glicosilacién [48], lo cual podria
facilitar su correcta expresion en un sistema bacteriano. La expresiéon de enzimas de origen
fingico en E. coli es escasa; sin embargo, existe informacioén de expresion de enzimas de T.
reesei en esta bacteria [49; 50]. De lo contrario, deberia considerarse el uso de un sistema
eucarionte, como por ejemplo Saccharomyces cerevisiae. S. cerevisiae es reconocidamente un
mal secretor de enzimas al medio extracelular, debido a obstaculos tales como la
hiperglicosilacion y el transporte a través de la pared celular. A pesar de lo anterior, existen
casos de genes de origen flingico donde se ha logrado la secreciéon de proteina al medio
extracelular en forma exitosa, utilizando sefiales de exportacién nativas que median el
efectivo procesamiento post-traduccional y la secreciéon de proteinas funcionales [10]. En
particular, se ha logrado la expresion y secrecion eficiente de celobiohidrolasas de
Trichoderma reesei en S. cerevisiae [51]. También se cuenta con el antecedente de la expresion

y secrecion eficiente de la celobiohidrolasa II de T. reesei en la levadura Schizosaccharomyces
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pombe [52]. Cabe mencionar que las enzimas, ain cuando se expresaran correctamente,
también deben ser secretadas al medio extracelular para llevar a cabo el ensayo de actividad
que se utilizé en este trabajo. De lo contrario se presenta el desafio de la extraccion de las

enzimas desde el medio intracelular.

Como puede verse, el uso de una estrategia alternativa queda estrictamente sujeto a resolver
los problemas de la expresion en forma activa de las enzimas en estudio. Ademas, este
enfoque requiere de la seleccion de clones mediante ensayos de actividad que, a priori, podria
ser el mismo ensayo de azucares reductores utilizado en este estudio. No obstante, este
ensayo present6 algunas dificultades que valdria la pena intentar solucionar para mejorar su
aplicacion en el futuro. El principal problema consistié en la insolubilidad del Avicel en el
medio de reaccién. Al ser insoluble, no se puede tener certeza de que éste se encuentra en
suspension en el medio de reaccién y de este modo disponible para las enzimas. Por otro lado,
al transferir una alicuota del medio de reacciéon para la lectura de absorbancia en placa,
muchas veces era inevitable tomar algo de Avicel el cual se deposita en el fondo del pocillo y
genera artefactos en la lectura, conduciendo a posibles errores. Estos problemas podrian ser
solucionados si se aumenta el volumen de reaccién; de este modo, podria asegurarse una
mejor agitacion del medio de reaccion al ser mas visible y, a la vez, facilitar la transferencia a
una placa de lectura. Esto se logra ya que se permite una buena decantacion del Avicel al cabo
del tiempo de reaccién, con un volumen sobrenadante adecuado para pipetearlo libre de
Avicel. Una segunda alternativa es realizar ensayos de actividad directamente desde los
medios de cultivo. Los clones en estudio pueden ser cultivados en un medio que contenga
Avicel, en el cual se mida la presencia de azdcares reductores al tiempo cero (experimento
“blanco” para corregir los valores) y al cabo de n dias. Esta opcién debe ser puesta a prueba
para determinar su viabilidad, ya que puede ocurrir que el cambio en la concentracién de
azucares reductores no sea perceptible o bien que el medio imponga alguna restriccién al

ensayo.
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4. Conclusiones

Se concluye que el método de screening a gran escala fue util para seleccionar en forma
preliminar cepas de hongos productoras de glicosil hidrolasas que degradan el sustrato
insoluble Avicel. El ensayo, sin embargo, posee algunos aspectos que podrian mejorarse,
principalmente provocados por la naturaleza insoluble de la molécula de Avicel. Un aumento
del volumen de reacciéon seria una alternativa factible, sin embargo, se debe intentar
mantenerlo en un volumen pequefio que permita mantener el caracter de alto rendimiento del

método aplicado.

Se concluye que la etapa de clonamiento de secuencias codificantes de glicosil hidrolasas con
aplicacion en la produccién de bioetanol se logré en forma parcial. Se logré clonar secuencias
parciales de glicosil hidrolasas en bacterias E. coli DH5a, las cuales han sido clasificadas
putativamente como enzimas del tipo (3-1,3(4)-D-glucanasa (secuencia 147GH16, proveniente
de Lentinula edodes) y o-glucosidasa (secuencias 127EV31A, 127PII314A, 127PII31B,
provenientes de Peniophora gigantea), identificadas como tales usando las herramientas
bioinformaticas BLASTX y CDD, con altos niveles de confianza (e-values del orden de 10y
10-30, respectivamente). Estas enzimas tienen potenciales aplicaciones en la produccién de
bioetanol. Las -1,3(4)-D-glucanasas podrian tener un rol en la degradacion de hemicelulosa
en la etapa de pretratamiento de lignocelulosas y las a-glucosidasas podrian ser aplicadas en
la degradacion de almidoén, en la produccién de bioetanol de primera generacién. Cabe hacer
énfasis en que para la (3-1,3(4)-glucanasa se logré clonar el sitio catalitico caracteristico de
esta familia de enzimas, lo que constituye un promisorio punto de partida para intentar su
expresion en un sistema adecuado ya que cabe esperar que su correcta expresion podria
resultar en una enzima activa. Ademas, al contar con el dominio catalitico, podrian iniciarse

esfuerzos de mejoramiento de estabilidad y actividad, ya sea por métodos racionales o al azar.

Se concluye que el método utilizado de partidores degenerados disefiados a partir de regiones
de homologia no es un método con alta especificidad, como quedé demostrado con la
obtencion de otras secuencias no relacionadas con las secuencias target, siendo los dos
ejemplos mas claros las secuencias obtenidas que codifican transcriptasa reversa (secuencias
147EI16A y 147EI16C) y transportador de urea (secuencias 147Ex5A y 147Ex5C), todas estas

secuencias provenientes de Lentinula edodes.
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Por otro lado, en cuanto a las técnicas particulares aplicadas, la experiencia adquirida en este
trabajo indica que en general las etapas de PCR deberan ser optimizadas para cada caso
particular, lo cual puede bajar el rendimiento del método en general. También se concluye que
el ensayo de actividad en sustrato insoluble puede ser mejorado para evitar artefactos que

conducen a errores en los resultados que se obtienen.

Finalmente, se concluye que la estrategia global utilizada es tutil como un método high-
throughput para la identificacion y clonacion de genes de glicosil hidrolasas en general, sin
embargo, no es factible dirigir la metodologia para la obtencién de secuencias de enzimas con
actividades particulares, debido a que no se puede contar con la especificidad de los
productos obtenidos ya que las glicosil hidrolasas constituyen una amplia gama de enzimas

que presentan un importante grado de homologia entre enzimas con actividades diferentes.
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6. Anexos

6.1 Micoteca de trabajo

Tabla 6.1. Micoteca de trabajo.
La columna Clave corresponde al nimero asignado a cada muestra que se utilizé para identificarlas
durante el trabajo de memoria. La informacién en la columna género fue obtenida del NCBI. En la
columna Tipo, HPB, HPC y HPBL corresponde a hongo de pudriciéon blanca, café y blanda,

respectivamente, informacién que fue proporcionada junto con la micoteca.
Clave ‘ Especie

Género

Tipo
96 Amblyosporium sp. Microsporidia
97 Coriolus multicolor Basidiomycota  HPB
98 Lenzites separia Basidiomycota
100 Auricularia politricha Basidiomycota
101 Pluteus cervinus Basidiomycota
104 Poria monticola Basidiomycota  HPC
106 Polystictus versicolor Metazoa HPB
108 Polystictus sulphureus Metazoa
110 Poria placenta Basidiomycota
113 Phanerochaetes chrysosporium  Basidiomycota  HPB
114 Agrocybe aegerita Basidiomycota
117 Gannoderma applanatum Basidiomycota  HPB
121 Schizophyllum commune Basidiomycota  HPB
127 Peniophora gigantea Basidiomycota  HPB
140 Trametes cinnabarinus Basidiomycota
147 Lentinula edodes Basidiomycota
151 Trametes versicolor Basidiomycota  HPB
152 Ungulina fomentaria Basidiomycota  HPB
162 Coriulus versicolor Basidiomycota  HPB
163 Fusarium oxisporiumsp Metazoa
164 Gymnopilus spectabilis Basidiomycota  HPB
167 Pignosporus cinnabarinus Basidiomycota  HPB
168 Stereum hirsutum Basidiomycota
177 Gymnopilus spectabilis Ascomycota
178 Lenzites betulinus Basidiomycota  HPB
181 Alternaria alternata Basidiomycota  HPB
183 Grifola gargal Basidiomycota
186 Stereum hirsutum Basidiomycota
190 Pleurotus ostreatus Basidiomycota
202 Pleurotus ostreatus Basidiomycota  HPB
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6.2 Alfabeto degenerado

Tabla 6.2. Alfabeto degenerado.

Letra Base(s)

A

C

G

T
AG
CT
AC
GT
AT
CG
CGT
AGT
ACT
ACG
ACGT

z| <|z| o|w| »| g| =| =2| <|=| 2| of =

6.3 Métodos adicionales

6.3.1 Verificacion de extraccion de DNA

La verificacion fue realizada mediante un PCR con partidores universales de hongos, los
cuales amplifican una regién conservada del gen multicopia 18S [29]. El programa de PCR
utilizado fue 34 ciclos de 94°C por 30 s, 62°C por 1 min y 72°C por 2 min. Los partidores

requeridos para el método son:

e F18S_fwd: 5’-ATTGGAGGGCAAGTCTGGTG
e F18S_rev: 5-CCGATCCCTAGTCGGCATAG

6.3.2 Purificacion de DNA desde geles de agarosa

Se utilizé el kit QIAEX I, siguiendo las instrucciones del fabricante. En el paso final, el DNA fue

eluido en 20 ul de buffer TE, del mismo fabricante.
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6.3.3 Ligacion de fragmentos en vector de clonacion

Los fragmentos purificados desde agarosa son ligados en el vector de clonacidn en la siguiente
mezcla de reacciéon: 50 ng de pGem®-T Easy, buffer de ligaciéon 1X, 1 U de DNA ligasa de T4 y
3,5 pl de inserto, en un volumen final de 10 pl. La mezcla de ligacién se deja reaccionar toda la

noche a 4°C.

6.3.4 Transformacion de bacterias E. coli DH5a

Para obtener un mayor nimero de copias de los constructos plasmidio-inserto, éstos son
clonados en células electrocompetentes E. coli DH5a. Para esto, se mezcla 1 ul de la mezcla de
ligacién descrita anteriormente con 20 pl de células. Para la electroporacién se utilizé un
equipo Cell-Porator, con 420 V, 330 pF, baja impedancia, una tasa de carga rapida y un tiempo
maximo de 2,5 ms. Las células transformadas se recuperan por espacio de 1 ha 372C en 1 ml
de medio de recuperaciéon. Las células se siembran en placas con medio LB selectivo, las
cuales se incuban a 37°C toda la noche. Al dia siguiente, se han obtenido colonias blancas y
azules, correspondiendo las blancas a colonias de clones transformantes. Se seleccionan 4
colonias transformantes por placa y se traspasan a tubos de ensayo con 4 ml de medio liquido
LB-amp, lo cual se incuba a 372C, con agitacidn orbital a 200 RPM, durante toda la noche. Las

composiciones de los medios se presentan en el Anexo 6.4.

6.3.5 Extraccion de DNA plasmidial desde E. coli DH5a

Los cultivos liquidos de E. coli DH5a se centrifugan a 13.000 RPM durante 2 min para formar
un pellet de células. Este pellet se utiliza para extraer el DNA plasmidial de las células

utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep, siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.3.6 Verificacion de insercion del inserto

Para verificar la presencia del inserto en el vector de clonamiento antes de mandar a
secuenciar, se realiza una digestion del DNA plasmidial extraido. Para esto, se digieren 5 pl del
DNA plasmidial con 1 U de EcoRI y buffer NE EcoRI 1X en un volumen total de 10 pl, durante 4
h a 37°C. El producto de la digestidn se visualiza en un gel de agarosa. En la Figura 6.1 se

presenta la fotografia de una de estas electroforesis a modo de ejemplo.
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147EI16

Figura 6.1. Digestion de DNA plasmidial
Los carriles marcados L corresponden a marcador de 1 Kb. Los carriles se encuentran marcados con la
muestra que contienen. Se observa que para las muestras 127PII31 A y D y la muestra 147Ex3A no hay
presencia de inserto. Ademas, se observan dos bandas de alto peso molecular, lo que indica una
digestion incompleta. En el caso de las muestras 127PII31B y C se observa un inserto de
aproximadamente 350 pb. Para la muestras 147EI16x se observa una poblaciéon de fragmentos de
alredor de 1 Kb.

6.3.7 Métodos alternativos de extraccion de DNA

6.3.7.1 Método con acetato de potasio [27]

Poner una muestra de micelio en 500 pl de buffer de lisis (400 mM Tris-HCI pH 8,0, 60 mM
EDTA pH 8,0, 150 mM NaCl y 1% SDS) en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Romper el micelio con
ayuda de un mondadientes y dejar a temperatura ambiente durante 10 min. Agregar 150 pl de
acetato de potasio (acetato de potasio 3 M, 11,5% acido acético glacial, pH 4,8) y aplicar
vortex brevemente. Centrifugar a 10.000 RPM durante 1 min y transferir el sobrenadante a un
tubo nuevo. Agregar 1 volumen de alcohol isopropilico, invirtiendo el tubo para mezclar, y
centrifugar a 10.000 RPM durante 2 min. Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con 300
ul de etanol al 70%. Centrifugar a 10.000 RPM durante 1 min, descartar el sobrenadante y

secar el pellet al aire. Finalmente, resuspender el pellet en buffer Tris-EDTA 1X.

6.3.7.2 Método con reactivo TRI® [28]
Tomar 50-100 mg de tejido y agregar 1 ml de TRI® (Sigma-Aldrich), agitar vigorosamente y
dejar 5 min a temperatura ambiente. Agregar 0,2 ml de cloroformo y agitar vigorosamente por

15 min. Incubar a temperatura ambiente 5 min y centrifugar a 12.000 g durante 15 min a 4°C.
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A continuacion, retirar la fase acuosa (superior) y agregar 0,3 ml de etanol 100%, invirtiendo
para mezclar. Incubar a temperatura ambiente 2-3 min y centrifugar a 2.000 g durante 5 min
a 4°C. Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con 1 ml de citrato trisodio 0,1 M en 10% de
etanol, dejar actuar durante 30 min, agitando periédicamente. Centrifugar a 2.000 g durante 5
min a 4°C y repetir los dltimos pasos de lavado con citrato trisodio y la centrifugacion.
Resuspender en 1,5 ml de etanol 75% e incubar a temperatura ambiente durante 15 min,
mezclando periédicamente. Centrifugar a 2.000 g durante 5 min a 4°C, descartar el
sobrenadante y secar el pellet al aire, el cual luego debe ser resuspendido en 0,3-0,6 ml de
NaOH 8 mM, pasando lentamente por una pipeta. Finalmente, centrifugar a 12.000 g durante

10 min y transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.
6.4 Medios de cultivo

Todos los medios se prepararon en agua destilada MilliQ y fueron autoclavados para asegurar

esterilidad.

6.4.1 Medios liquidos

e Medio minimo-Avicel
KH2PO4 1,5%, (NH4)2S04 0,5%, MgS04 0,06%, CaCl, 0,06%, FeSO4x7H20 0,0005%,
MnS04xH:0 0,00016%, ZnSO4x7H20 0,00014%, CoCl.x6H20 0,00037%, Avicel 2%.
e Medio LB
15,5 g/L de LB, lleva a 10g/L de NaCl (agregar 9,5 g/L de NaCl).
e Medio de recuperacion
Glucosa 0,02 M, MgCl; 0,05 M en medio LB.
e Medio LB-amp

Ampicilina 0,1 mg/ml en medio LB.

6.4.2 Medios sélidos

e Medio agar malta

Agar 1,5%, malta 2%.
e Medio agar malta Avicel

Agar 1,5%, malta 2%, Avicel 1%
e Medio agar papa dextrosa

39 g/L de agar papa dextrosa
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e Medio LB selectivo
Agar 1,5%, ampicilina 100 pg/ml, X-Gal 40 pg/ml (en di-metilformamida), IPTG 0,1
mM.

6.5 Tablas de datos

Tabla 6.3. Datos obtenidos en los ensayos de actividad.
El valor de actividad corresponde al promedio de los ensayos en duplicado, al cual se sustrae el
promedio de los experimentos blanco en duplicado. Los ensayos fueron realizados en una serie de dias
de los cultivos y se considerd el maximo para cada cepa para elaborar el Grafico 3.1.

Actividad exoglucanasa en Avicel [Uas]

Maximo de actividad [Uaps]

Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 7

96 0,011 -0,008 -0,070 -0,359 0,011

97 -0,021 -0,071 -0,141 -0,435 -0,021

98 -0,366 -0,050 -0,068 -0,091 -0,050
100 0,030 -0,009 -0,072 -0,066 0,030
101 -0,497 -0,008 0,005 -0,131 0,005
104 -0,003 -0,084 -0,085 -0,082 -0,003
106 -0,015 -0,369 -0,100 -0,093 -0,015
108 0,029 -0,014 -0,022 -0,079 0,029
110 0,024 -0,125 -0,086 -0,101 0,024
113 0,032 -0,031 -0,147 -0,126 0,032
114 0,262 -0,060 -0,086 -0,049 0,262
117 0,037 -0,127 -0,120 0,024 0,037
121 0,001 -0,019 -0,049 -0,048 0,001
127 0,090 0,189 0,133 0,132 0,189
140 0,015 -0,055 -0,075 -0,020 0,015
147 0,005 0,051 0,048 0,061 0,061
151 -0,011 -0,125 -0,173 -0,098 -0,011
152 0,005 0,000 0,005 -0,078 0,005
162 0,000 -0,026 0,005 -0,049 0,005
163 0,073 -0,038 -0,006 0,355 0,355
164 0,080 -0,157 0,025 -0,077 0,080
167 0,052 0,003 -0,008 -0,027 0,052
168 0,001 -0,364 -0,085 -0,124 0,001
177 0,002 0,072 0,012 -0,113 0,072
178 0,060 0,049 0,006 -0,076 0,060
181 0,021 0,026 -0,029 0,030 0,030
183 0,046 0,013 0,001 -0,120 0,046
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Actividad exoglucanasa en Avicel [Uaps]

Maximo de actividad [Uaps]

Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia7
186 0,025 0,043 0,110 0,052 0,110
190 0,006 -0,117 -0,048 -0,015 0,006
202 -0,006 0,301 0,111 -0,374 0,301

6.6 Alineamiento para familia 6.

A continuacion se presenta el alineamiento de secuencias de exoglucanasas de la familia 6 con

los partidores disefiados por CODEHOP.

E078871GUXZ_TRIRE|
QEEDN1|QEEPN1_GHYEO|
A2QYRS|A2QYRG_RIENC|
QENIES |QENIES_TALEM|
Q90135 | GUKE_HIMIN|
F430751SUK2_AGAEI|
3 wd_£ame

B
.
E‘vﬂ——

F787201E78720_ORPIE|
Q1Z€461Q12646_NEOEA|

Q874D 1987408 _OR!
Q874E01Qa74E0_oRESE|

primer_rev_
§874D21Q874D3_OR!
QE74E11QaT4EL_CREIE|
QE70B11Q870B1_SEUNGI

Figura 6.2. Alineamiento secuencias familia 6 con partidores.
A la izquierda de la foto se muestra enmarcado en rojo el partidor exoF_famé6_fwd y a la izquierda, el
partidor exoF_famé_rev.

6.7 Secuencias

A continuacion se presentan las secuencias obtenidas en el trabajo, ya habiendo eliminado las
secuencias del vector que las flanquean. No se presentan las secuencias que correspondian al

vector de clonamiento sin inserto, ni aquéllas que no presentaron alineamientos significativos.

>147Ex3A
TTCAGCAGCTGCACGAAGTAGTCTTGGAACCAGGAATACGGTGCGTTGACCTCATCCATTTGTTGTTTTATGCTCCACTCA
TTTGTTTCTGCAGGTGAAGATCACTACGAAGGACGCATATCCCATCGGTAGTCTTGCTGTTATTGACGTTTGGCACATACA
CTACGGTTGTTCCGTACGTTATTTATCCTATCTAGTTCATGATACCATTATCTAATCCCTCCCCATTAATAGGTCTGGCCT
TCATTCTGGATGCTCGGCACCGACCTCCTCTGGCCAAATTCCGGCGAAATCGACATCATCGGAGCCATCAACAACCTCGAT
TCAAACCAATACGCCCTGCACACCACCTGGATGTTTCCTAGGCACGAACTCGATACATTCAGGGAGCATTCTTCAAACTTA
TTTCTCTACGGGCGCAGGGTGTGTAGTACAAGAAAAGAAACCGAGTAGTTTTGGAAGTGGGTTTGCGCAGGCTGGCGGAGG
TGTGTTTGCGACGCAGTTGGATCTTAGTGGAATCTATGTGTGGTTCCAAGCCTACTTCGTGCAGCTGCTGAA

>147Ex3B
TCAGCCCATCTACGACGAGAAGCGGTACCTGCCAACGCCAACATATATGGTCTAGGCGAACACACAGATCCCTTCAGGCTA
CCTACCTCGAACACAACCCGCACAATGTGGTCCCGAGATGCATATGGTGTTCCGGTTGGAACGAACCTCTACGGAAATCAC
CCCATATATTTTGAACATCGGACTACTGGTACCCATGGCGTTTTCTTGCTCAACTCGAATGGAATGGACATCAAGATCAAC
GATTCTGGTTCCAAGCCTACTTCGTGCAGCTGCTGAA

>147Ex4A

TCAGCCCATCTACGACGAGAAGCGGTACCTGCCAACGCCAACATATATGGTCTAGGCGAACACACAGATCCCTTCAGGCTA
CCTACCTCGAACACAACCCGCATAATGTGGTCCCGAGATGCATATGGTGTTCCGGTTGGAACGAACCTCTACGGAAATCAC

77



CCCATATATTTTGAACGTCGGACTACTGGTACCCATGGCGTTTTCTTGCTCAACTCGAATGGAATGGACATCAAGATCAAC
GATTCTGGTTCCACGCCTACTTCGTGCAGCTGCTGAA

>147Ex4B
TTCAGCAGCTGCACGAAGTAGGCGTGGAACCAGAATCGTTGATCTTGATGTCCATTCCATTCGAGTTGAGCAAGAAAACGC
CATGGGTACCAGTAGTCCGATGTTCAAAATATATGGGGTGATTTCCGTAGAGGTTCGTTCCAACCGGAACACCATATGCAT
CTCGGGACCACATTGTGCGGGTTGTGTTCGAGGTAGGTAGCCTGAAGGGATCTGTGTGTTCGCCTAGACCATATATGTTGG
CGTTGGCAGGTACCGCTTCTCGTCGTAGATGGGCTGA

>147Ex5A
GGGNNNNTANNNTNTTTANGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGA
CCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTTCAGCAGCTGCACGAAGTAGGCGTGAAACCACAGTCAAAGCGTATCTTGT
AGGGGGATTAGCTTGGTACATTCCCCGTTACCATATCATGAACGGACTGACATTATCTCTACATGTGTCCATCCAGGTTTG
CCATCCCGTTCACATTCGCCACCACCCTCGGATTGTCAGCGGTCGCATTGCGAGGAGACCCGGATATGAGACCGCTCTCCG
CGGCAGATGTGTCTGCGGGGCTTCCCGCCGCTGCAGCTGCAGCCGCGCCCATGGGTCAAGCCGGGGCCGCGGCTCTCCTGG
TGCTCTTGTTCCTTGCTGTGACGAGTGCCACTTCAGCAGAATTAATTGCTGTCAGCAGCTTGTTAACATATGATGTGTTCA
AGGTACGGATTATGCGGTACCGCAGAAGGCTGCTAGGCGCGCGTTGACTGTGCTTGTCGTTTTCCAGAAATATATCAAGCC
TAATGCCACGGATAGTCAACTTTTGCAAGTGGGACATTACATGGTTGGTCCTGGTGAATCCTCATTCGCTTTCCCTCTCTT
TAACATGAACAGGTTGGCCTTTATGGTCTTGTCATGGCGCTTGCAGGCCTAATCTTCTTCTATATTGGCGTATCGATGGGC
TGGTTATACGTAAGTCTTTCTCCAACGGTGACTCTTCTTTCCGAAACGCCGTTGATTGTAGCCTCCATCACTTTTCCTTAT
TCTCGTACCATGACTATGTACTCATTAGATTGTCCTCCTTTGTCCTCTTCTAGACATTCATGGGTGTAATTCTAGGCTCCG
GGGTCGTTCCCATTGCACTTTGTATCACATGGAGTAAAGCTAACAAGTGGGGATGTATA

>147Ex5C
GGNNNNNTAGGCTNCTTAGGTGAACTATAGAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGAC
CTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTTCAGCAGCTGCACGAAGTAGGCTTGGAACCACAGTCAAAGCGTATCTTGTA
GGGGGATTAGCTTGGTACATTCCCCGTTACCATATCATGAACGGACTGACATTATCTCTACATGTGTCCATCCAGGTTTGC
CATCCCGTTCACATTCGCCACCACCCTCGGATTGTCAGCGGTCGCATTGCGAGGAGACCCGGATATGAGACCGCTCTCCGC
GGCAGATGTGTCTGCGGGGCTTCCCGCCGCTGCAGCTGCAGCCGCGCTCATGGGTCAAGCCGGGGCCGCGGCTCTCCTGGT
GCTCTTGTTCCTTGCTGTGACGAGTGCCACTTCAGCAGAATTAATTGCTGTCAGCAGCTTGTTAACATATGATGTGTTCAA
GGTACGGATTATGCGGTACCGCAGAAGGCTGCTAGGCGCGCGTTGACTGTGCTTGTCGTTTTCCAGAAATATATCAAGCCT
AATGCCACGGATAGTCAACTTTTGCAAGTGGGACATTACATGGTTGGTCCTGGTGAATTCTCATTCGCTTTCCCTCTCTTT
AACATGAACAGGTTGGCCTTTATGGTCTTGTCATGGCGCTTGCAGGCCTAATCTTCTTCTATATTGGCGTATCGATGGGCT
GGTTATACGTAAGTCTTTCTCCAACGGTGACTCTTCTTTCCGAAACGCCGTTGATTGTAGCCTCCATCACTTTTCCTTATT
CTCGTACCATGACTATGTACTCATTAGATTGTCCTCCTTTGTCCTCTTCCAGACATTCATGGGTGTAATTCTAGGCTCCGG
GGTCGTTCCCATTGCACTTTGTATCACATGGAGTAAAGCTAACAAGTGGGGATGTATAA

>163Ex6A
TCAGCAGCTGCACGAAGTAGGCATGGAACCACACATAGATTCCACTAAGATCCAACTGCGTCGCAAACACACCTCCGCCAG
CCTGCGCAAACCCACTTCCAAAACTGCTCGGTTTCTTTTCTTGTACTACACACCCTGCGCCCGTAGAGAAATAAGTTTGAA
GAATGCTCCCTGAATGTATCGAGTTCGTGCCTAGGAAACATCCAGGTGGTGTGCAGGGCGTATTGGTTTGAATCGAGGTTG
TTGATGGCTCCGATGATGTCGATTTCGCCGGAATTTGGCCAGAGGAGGTCGGTGCCGAGCATCCAGAATGAAGGCCAGACC
TATTAATGGGGAGGGATTAGATAATGGTATCATGAACTAGATAGGATAAATAACGTACGGAACAACCGTAGTGTATGTGCC
AAACGTCAATAACAGCAAGACTACCGATGGGATATGCGTCCTTCGTAGTGATCTTCACCTGCAGAAACAAATGAGTGGAGC
ATAAAACAACAAATGGATGAGGTCAACGCACCGTATTCCTGGTTTCAAGACTACTTCGTGCAGCTGCTGAA

>163Ex6B
TCAGCAGCTGCACGAAGTAGGCCTGGAACCAGGAATACGGTGCGTTGACCTCATCCATTTGTTGTTTTATGCTCCACTCAT
TTGTTTCTGCAGGTGAAGATCACTACGAAGGACGCATATCCCATCGGTAGTCTTGCTGTTATTGACGTTTGGCACATACAC
TACGGTTGTTCCGTACGTTATTTATCCTATCTAGTTCATGATACCATTATCTAATCCCTCCCCATTAATAGGTCTGGCCTT
CATTCTGGATGCTCGGCACCGACCTCCTCTGGCCAAATTCCGGCGAAATCGACATCATCGGAGCCATCAACAACCTCGATT
CAAACCAATACGCCCTGCACACCACCTGGATGTTTCCTAGGCACGAACTCGATACATTCAGGGAGCATTCTTCAAACTTAT
TTCTCTACGGGCGCAGGGTGTGTAGTACAAGAAAAGAAACTGAGCAGTTTTGGAAGTGGGTTTGCGCAGGCTGGCGGAGGT
GTGTTTGCGACGCAGTTGGATCTTAGTGGAATCTATGTGTGGTTCCATGCCTACTTCGTGCAGCTGCTGAA

>127EV31A
TGTCGACTAGTACTAGCTTAACAGIAAACAAGGATACATGTCAAGATCACCGATCCTGCCGTCCAACGCTACGAAGTCCCC
GATTCAATCCTTCCGCGACCCAGTCCCTCACTGGGAACTCTCTCGGCAACCTCTCAAATTCAATTCAACTTTACTGCCTCT
CCCTTCTCCTTCACAATCTTTCGCACGCGCACCTCTGAAGTCCTATTCAATACTGCTTCTTTCCCTCTGATTTTTGAGCCA
CAATATCTACGACTCAAGACCTCGCTACCTGCCAACGCCAACATATATGGTCTAGGCGAACACACAGATCCCTTCAGGCTA
CCTACCTCGAACACAACCCGCATA
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>127EV31C
TCACGCGTCGACTAGTACTAGCTTGGCCACGCGTCGACTAGTACTAGCTTAGGCCACGCGTCGACTAGTACTAGCTAGGTC
ACGCGTCGACTAGTATAGCTTGGACACGCGTCGACTAGTACTAGCTTGGCCACGCGTCGACTAGTACTAGCTAGGCCACGC
GTCGACTAGTACTAGCCTAGGCCACGCGTCGACTAGTACTAGCTAGGCCACGCGTCGACTAGTACTAGCTTCCTGCCAACG
CCAACATATATGGTCTAGGCGAACACACAGATCCCTTCAGGCTACCTACCTCGAACACAACCCGCATA

>127PII31B
TCACGCGTCGACTAGTACTAGCTTCCGTCCAACGCTACGAAGTCCCCGATTCAGTCCTTCCGCGACCCAGTCCCTCACTGG
GAACTCTCTCGGCAACCTCTCAAATTCAATTCAACTTTACTGCCTCTCCCTTCTCCTTCACAATCTTTCGCACGCGCACCT
CTGAAGTCCTATTCAATACTGCTTCTTTCCCTCTGATTTTCGAGCCACAATATCTACGACTCAAGACCTCGCTACCTGCCA
ACGCCAACATATATGGTCTAGGCGAACACACAGTTCCCTTCAGGCTACCTACCTCGAACACAACCCGCATA

>147EI16A
TCATCCAGAATGAAGGCCAGACCTAGAGGAGAATGAAATCATAACAGCAACGGAGGAATCCCCAATACACCGAATACGAGC
CAATCACAAAACGCGTCGGGCATGGGTGAAAGCGGGGATATTGGAAGAACAAACAGAGGAAGTATGGTGCTCAGCAGGGTT
CACATATTCTCAACAACTAGCAGAGGAGGCTAACCGCGATAAACCCATTAAAACCTTTGAGGAGATGGTCCCTGAGCAGTA
CCGAGACTTCAAGAAGGTTTTCTCCGAATCTGCCTCTGAGCGATTACCTGCCCATCAGCCCTGGGATCACGCTATCGATCT
TGTACCCGGAGCACCAGCAACCATGCGGACAAAGATCTACCCAATGTCCTTGAACGAGCAGGAGGAACTCGACCGCTTTCT
AGAAGAAAACCTACGGAAAGGCTACATCGTTCCCTCGAAGTCACCCATCTCATCTCCAGTCTTCTTCGTGAAGAAGAAGGA
TGGGAAACTCCGTTTCGTACAGGACTACCGGAAACTGAATGAGTATACTGTGAAGAACCGATACCCTCTCCCATTAGTTGC
TGATATCATTAGCCGGCTTCAGGGAGCGCGATATTTCACCAAGTTTGACGTTCGCTGGGGCTACAATAATGTGCGGATTAA
GAAGGGGCATGAATGGAAAGGCGCATTTGCAACAACTCGGGGCTTGTTCGAGCCTAAGGTTATGTTCTTCGGTCTCACGAA
TTCCCCTGCCACATTCCAAGCACTTATGAATGCGATATTTGCTGATCTCATTGCAGCTGGCGAGGTGGCAGTCTACCTAGA
CGACATCCTCATATTCAGTAACGACCTCAAGGAACACCGACAAGTGGTACGGGAAGTATTAACGCGACTAGAAAAGCACGA
CCTCTATTTGCGCCCAGAAGCTAGTACTAGTCGACGCGTGA

>147EI16B

TCACGCGTCGACTAGTACTAGCTTACAGCTGCACACCTTGAGCGAGGGAATGGCAGCCACGGTTGAGGAAAGGCATCTTTC
GGAGGTTTATATGCGGCTAGATTTCGTAGACACCTTGACGGAAGAAAGACGACTAAGAAGGGGGCAAATCCAGCAATTAAT
CGTTCGAGTCACCTTTTTGATTCCTTTGTGAGAGTTCCAAGATTCGCGTTTCTTTCCAGGTCATTAGTGGACAACCTGAGT
TTCCCAGGTCCCTCAATTCGCACATCTGATTGAGAATGATATCCTAGATAATTTCGCGAGCCAAAAGGTAAATTTCGCCGG
TTGAGTTTGATTTTACTTTTGGAGGACATGGTAGCATGAGCTTCTAGAATATACTGTAGCAGTCGCAGAGGCCAGTCTGGT
GAGAGTGAGGATCGCTACAACGGTCATGGTTAGAAGCAGATTTCGGCAATTATTGGAAGCCGACAGCCGAGAATGATCACA
TGACGATAAGCAGCTCGGTGCTAGCCCAGACTCTCATCAGTCTCAATCCCCGGTTGAATTTACTCTCAACGACTCCTTCTC
AAGGCCCGTCCTGCTGCCGCTCCATCATCTGACTTACATCGACCCAAACACCAACCATGCGATAATCCGGGTCGATAATGC
GACAAATATAACGGCAGCTGCGACAGTGGAACCAGGAATACGGTGCGTTGACCTCATCCATTTGTTGTTTTATGCTCCACT
CATTTGTTTCTGTAGGTGAAGATCACTACGAAGGACGCATATCTCATCGGTAGTCTTGCTGTTATTGACGTTTGGCACATA
CACTACGGTTGTTCCGTACGTTATTTATCCTATCTAGTTCATGATACCATTATCTAATCCCTCCCCAATCCCTCCCCATTA

>147EI16C
TCATCCAGAATGAAGGCCAGACCTAGAGGAGAATGAAATCATAACAGCAACGGAGGAATCCCCAATACACCGAATACGAGC
CAATCACAAAACGCGTCGGGCATGGGTGAAAGCGGGGATATTGGAAGAACAAACAGAGGAAGTATGGTGCTCAGCAGGGTT
CACATATTCTCAACAACTAGCAGAGGAGGCTAACCGCGATAAACCCATTAAAACCTTTGAGGAGATGGTCCCTGAGCAGTA
CCGAGACTTCAAGAAGGTTTTCTCCGAATCTGCCTCTGAGCGATTACCTGCCCATCAGCCCTGGGATCACGCTATCGATCT
TGTACCCGGAGCACCAGCAACCATGCGGACAAAGATCTACCCAATGTCCTTGAACGAGCAGGAGGAACTCGACCGCTTTCT
AGAAGAAAACCTACGGAAAGGCTACATCGTTCCCTCGAAGTCACCCATCTCATCTCCAGTCTTCTTCGTGAAGAAGAAGGA
TGGGAAACTCCGTTTCGTACAGGACTACCGGAAACTGAATGAGTATACTGTGAAGAACCGATACCCTCTCCCATTAGTTGC
TGATATCATTAGCCGGCTTCAGGGAGCGCGATATTTCACCAAGTTTGACGTTCGCTGGGGCTACAATAATGTGCGGATTAA
GAAGGGGCATGAATGGAAAGGCGCATTTGCAACAACTCGGGGCTTGTTCGAGCCTAAGGTTATGTTCTTCGGTCTCACGAA
TTCCCCTGCCACATTCCAAGCACTTATGAATGCGATATTTGCTGATCTCATTGCAGCTGGCGAGGTGGCAGTCTACCTAGA
CGACATCCTCATATTCAGTAACGACCTCAAGGAACACCGACAAGTGGTACGGGAAGTATTAACGCGACTAGAAAAGCGCGA
CTAGAAAAGCACGACCTCTATTTGCGCCCAGAAGCTAGTACTAGTCGACGCGTGA

A continuacién se presentan las secuencias intrénicas de los tres posibles splicings para la
secuencia 147GH16
>Intrdén de 204 pb
TCACGCGTCGACTAGTACTAGCTTACAGCTGCACACCTTGAGCGAGGGAATGGCAGCCACGGTTGAGGAAAGGCATCTTTC

GGAGGTTTATATGCGGCTAGATTTCGTAGACACCTTGACGGAAGAAAGACGACTAAGAAGGGGGCAAATCCAGCAATTAAT
CGTTCGAGTCACCTTTTTGATTCCTTTGTGAGAGTTCCAAGATTCGCGTTTCTTTCCAGGTCATTAGTGGACAACCTGAGT
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TTCCCAGGTCCCTCAATTCGCACATCTGATTGAGAATGATATCCTAGATAATTTCGCGAGCCAAAAGGTAAATTTCGCCGG
TTGAGTTTGATTTTACTTTTGGAGGACATGGTAGCATGAGCTTCTAGAATATACTGTAGCAGTCGCAGAGGCCAGTCTGGT
GAGAGTGAGGATCGCTACAACGGTCATGGTTAGAAGCAGATTTCGGCAATTATTGGAAGCCGACAGCCGAGAATGATCACA
TGACGATAAGCAGCTCGGTGCTAGCCCAGACTCTCATCAGTCTCAATCCCCGGTTGAATTTACTCTCAACGACTCCTTCTC
AAGGCCCGTCCTGCTGCCGCTCCATCATCTGACTTACATCGACCCAAACACCAACCATGCGATAATCCGGGTCGATAATGC
GACAAATATAACGGCAGCTGCGACAGTGGAACCAGGAATACGGTCTGGCCTTCATTCTGGATGCTCGGCACCGACCTCCTC
TGGCCAAATTCCGGCGAAATCGACATCATCGGAGCCATCAACAACCTCGATTCAAACCAATACGCCCTGCACACCACCTGG
ATGTTTCCTAGGCACGAACTCGATACATTCAGGGAGCATTCTTCAAACTTATTTCTCTACGGGCGCAGGGTGTGTAGTACA
AGAAAAGAAACCGAGTAGTTTTGGAAGTGGGTTTGCGCAGGCTGGCGGAGGTGTGTTTGCGACGCAGTTGGATCTTAGTGG
AATCTATGTGTGGTTCCAAGCCTACTTCGTGCAGCTGCTGAA

>Intrdén de 154 pb
TCACGCGTCGACTAGTACTAGCTTACAGCTGCACACCTTGAGCGAGGGAATGGCAGCCACGGTTGAGGAAAGGCATCTTTC
GGAGGTTTATATGCGGCTAGATTTCGTAGACACCTTGACGGAAGAAAGACGACTAAGAAGGGGGCAAATCCAGCAATTAAT
CGTTCGAGTCACCTTTTTGATTCCTTTGTGAGAGTTCCAAGATTCGCGTTTCTTTCCAGGTCATTAGTGGACAACCTGAGT
TTCCCAGGTCCCTCAATTCGCACATCTGATTGAGAATGATATCCTAGATAATTTCGCGAGCCAAAAGGTAAATTTCGCCGG
TTGAGTTTGATTTTACTTTTGGAGGACATGGTAGCATGAGCTTCTAGAATATACTGTAGCAGTCGCAGAGGCCAGTCTGGT
GAGAGTGAGGATCGCTACAACGGTCATGGTTAGAAGCAGATTTCGGCAATTATTGGAAGCCGACAGCCGAGAATGATCACA
TGACGATAAGCAGCTCGGTGCTAGCCCAGACTCTCATCAGTCTCAATCCCCGGTTGAATTTACTCTCAACGACTCCTTCTC
AAGGCCCGTCCTGCTGCCGCTCCATCATCTGACTTACATCGACCCAAACACCAACCATGCGATAATCCGGGTCGATAATGC
GACAAATATAACGGCAGCTGCGACAGTGGAACCAGGAATACGGTGCGTTGACCTCATCCATTTGTTGTTTTATGCTCCACT
CATTTGTTTCTGTCTGGCCTTCATTCTGGATGCTCGGCACCGACCTCCTCTGGCCAAATTCCGGCGAAATCGACATCATCG
GAGCCATCAACAACCTCGATTCAAACCAATACGCCCTGCACACCACCTGGATGTTTCCTAGGCACGAACTCGATACATTCA
GGGAGCATTCTTCAAACTTATTTCTCTACGGGCGCAGGGTGTGTAGTACAAGAAAAGAAACCGAGTAGTTTTGGAAGTGGG
TTTGCGCAGGCTGGCGGAGGTGTGTTTGCGACGCAGTTGGATCTTAGTGGAATCTATGTGTGGTTCCAAGCCTACTTCGTG
CAGCTGCTGAA

>Intrdén de 69 pb

TCACGCGTCGACTAGTACTAGCTTACAGCTGCACACCTTGAGCGAGGGAATGGCAGCCACGGTTGAGGAAAGGCATCTTTC
GGAGGTTTATATGCGGCTAGATTTCGTAGACACCTTGACGGAAGAAAGACGACTAAGAAGGGGGCAAATCCAGCAATTAAT
CGTTCGAGTCACCTTTTTGATTCCTTTGTGAGAGTTCCAAGATTCGCGTTTCTTTCCAGGTCATTAGTGGACAACCTGAGT
TTCCCAGGTCCCTCAATTCGCACATCTGATTGAGAATGATATCCTAGATAATTTCGCGAGCCAAAAGGTAAATTTCGCCGG
TTGAGTTTGATTTTACTTTTGGAGGACATGGTAGCATGAGCTTCTAGAATATACTGTAGCAGTCGCAGAGGCCAGTCTGGT
GAGAGTGAGGATCGCTACAACGGTCATGGTTAGAAGCAGATTTCGGCAATTATTGGAAGCCGACAGCCGAGAATGATCACA
TGACGATAAGCAGCTCGGTGCTAGCCCAGACTCTCATCAGTCTCAATCCCCGGTTGAATTTACTCTCAACGACTCCTTCTC
AAGGCCCGTCCTGCTGCCGCTCCATCATCTGACTTACATCGACCCAAACACCAACCATGCGATAATCCGGGTCGATAATGC
GACAAATATAACGGCAGCTGCGACAGTGGAACCAGGAATACGGTGCGTTGACCTCATCCATTTGTTGTTTTATGCTCCACT
CATTTGTTTCTGTAGGTGAAGATCACTACGAAGGACGCATATCTCATCGGTAGTCTTGCTGTTATTGACGTTTGGCACATA
CACTACGGTTGTTCCGTCTGGCCTTCATTCTGGATGCTCGGCACCGACCTCCTCTGGCCAAATTCCGGCGAAATCGACATC
ATCGGAGCCATCAACAACCTCGATTCAAACCAATACGCCCTGCACACCACCTGGATGTTTCCTAGGCACGAACTCGATACA
TTCAGGGAGCATTCTTCAAACTTATTTCTCTACGGGCGCAGGGTGTGTAGTACAAGAAAAGAAACCGAGTAGTTTTGGAAG
TGGGTTTGCGCAGGCTGGCGGAGGTGTGTTTGCGACGCAGTTGGATCTTAGTGGAATCTATGTGTGGTTCCAAGCCTACTT
CGTGCAGCTGCTGAA
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