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Resumen

Como una alternativa al uso de combustibles fosiles liquidos se propone utilizar
bioetanol, con lo que se obtendria una reduccion de los problemas asociados a la
quema de los primeros. Bioetanol es un biocombustibles renovable que produce menos
diéxido de carbono. Su produccion es limitada por temas economicos, ya que sus
costos no compiten con los combustibles convencionales. Dentro del proceso
productivo de bioetanol de segunda generacion, la etapa de hidrdlisis de la biomasa es
una de las asociadas a mayores costos, lo que repercute directamente en los mayores
precios que alcanzan los biocombustibles de este tipo.

En este documento se presenta un estudio realizado sobre xilanasas de origen fangico.
Estas enzimas intervienen en la hidrélisis del material lignocelulésico, degradando la
cadena principal del xilano, que es el constituyente mas abundante de la hemicelulosa y
que dificulta el acceso de otras enzimas a la celulosa. La busqueda de xilanasas se
realizd en el contexto del proyecto FONDECYT 1121088, en que se busca identificar
enzimas auxiliares que intervienen en la hidrélisis de la lignocelulosa, para generar
mezclas celuloliticas mejoradas.

El objetivo general del trabajo consistié en identificar xilanasas producidas por los
hongos Trametes versicolor y Gloeophyllum trabeum, para evaluar su desempefio en la
hidrolisis de paja de trigo. Se estudié las enzimas a través de dos enfoques: en el
primero se clono los genes que codifican la informacién de las xilanasas y se estudio
propiedades derivadas de la secuencia predicha para cada una; adicionalmente se
realiz6 un estudio de las proteinas, purificandolas parcialmente desde cultivos de los
hongos, asi se evaluo la capacidad de hidrélisis de xilano y paja de trigo pre-tratada que
tiene cada xilanasa.

Se comprobé la expresion de xilanasas por ambas especies fungicas al suplementar
cultivos liquidos de paja de trigo pre-tratada 1% (p/v). Especificamente, se identifico dos
xilanasas de G. trabeum: GTXYL1 y GTXYL2, y una de T. versciolor: TVXYL1. Se
secuencié el gen que codifica para la xilanasa GTXYL1. Utilizando herramientas
bioinforméticas se predijo un punto isoeléctrico de 4,57, un peso molecular de 37,9[kDa]
y la presencia de una secuencia sefial de exportacion en el extremo amino y un dominio
de la familia 10 de las glicosil hidrolasas.

En el caso de T. versicolor se logré identificar tres grupos de fracciones con actividad
xilanasa por cromatografia de intercambio anionico. Por otro lado, a través de esta
estrategia se separd la xilanasa GTXYL1 de G. trabeum. Se logré enriquecer 16,8
veces la actividad xilanasa, con una recuperacion del 39% de la actividad del cultivo. En
ensayos de hidrdlisis de paja de trigo se detecto la liberacion de xilosa por las muestras
provenientes del medio extracelulares de los hongos, con esto se concluye que las
xilanasas de estos hongos son capaces de degradar la hemicelulosa presente en
biomasa lignocelulésica.

Se recomienda seguir los estudios, clonando el gen obtenido de GTXYL1 en un vector
de expresion para producir la enzima de forma recombinante y, de este modo,
caracterizarla y evaluar su capacidad de hidrdlisis sobre compuestos lignocelulésicos.
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I. Introduccion
1. Contexto general

Los problemas a los que actualmente se enfrenta la comunidad global, o que seran de
principal importancia en un futuro cercano, suelen enfocar el desarrollo cientifico y
tecnologico en busca de soluciones para mitigar sus efectos a corto, mediano y largo
plazo. Entre éstos se puede mencionar la escasez de alimentos y recursos hidricos, la
conservacion del ambiente, el abastecimiento de la creciente demanda energética, la
deficiencia en la accesibilidad a tratamientos de salud, entre otros.

De aquellos problemas enunciados, para el desarrollo de la Memoria de Titulo se
enfatizé en la creciente demanda energética y como ésta se suplird en el futuro. Para
ello se hace primordial estudiar la situacion actual y determinar las falencias que
presenta el actual sistema, o dénde podria generarse algin cambio que repercuta de
manera positiva en torno a esta tematica.

2. Energia en Chile

Como primer paso para el trabajo se analizé la situacion energética en Chile y se
observo que la demanda del pais va en un constante aumento, llegando a cerca de los
33,6 [Mtoe] o 390[TWh] el afio 2011 M. Esta demanda es abastecida principalmente por
petréleo, llegando a suplir 47,2% de la demanda ese mismo afio .
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Figura 1. "Abastecimiento total de energia primaria en Chile desde los afios 1971 hasta el 2011 1

Aun cuando el petroleo y sus derivados son utilizados ampliamente tanto en el territorio
nacional como en el extranjero, al quemarlos para obtener energia se produce dioxido
de carbono como un subproducto que es liberado a la atmdsfera. Este gas se



caracteriza por ser uno de los principales contribuyentes al efecto invernadero, por lo
tanto se asocia directamente a un efecto negativo sobre el medioambiente. Otra de las
dificultades que presentan el petréleo y sus derivados radica en que las fuentes
naturales donde se extraen se hacen cada vez mas dificiles de acceder y explotar, lo
que representa un tope para su obtencion en términos técnicos y economicos.

En Chile, el uso de la energia se distribuy6 en el afio 2011 tal como se presenta en la
Figura 2. Se observa que aproximadamente un 30% se destina al transporte, energia
que se suple casi en su totalidad por combustibles fésiles liquidos. Esta cantidad
representa aproximadamente 8.000 millones de litros de petroleo equivalentes, que
fueron utilizados ese afio en el pais !,

6% 2% 3% M Industrial

W Transporte

M Residencial

M Servicios comerciales

y publicos

W Pesca

M Uso no energético

Figura 2. "Distribucién de los sectores donde se utiliz6 la energia en Chile para el afio 2011. Elaboracion
propia, datos obtenidos desde IEA =

3. Biocombustibles

Debido a lo expuesto previamente, se presenta la alternativa de reemplazar los
combustibles fosiles utilizados en el transporte por biocombustibles. Estos, a diferencia
de los combustibles derivados del petréleo, se producen a partir de biomasa. La
biomasa se define como “materia organica renovable de origen vegetal, animal o
procedente de la transformacion natural o artificial de la misma” '?. Aquella derivada de
materia vegetal se genera a través del proceso de fotosintesis, obteniéndose como
resultado polimeros biolégicos, a partir del diéxido de carbono del aire y aprovechando
la energia de la radiacion solar.

Se propone que al utilizar biocombustibles se podria reducir las emisiones de diéxido de
carbono en comparacion al liberado por la quema de combustibles fésiles. Si bien, la
combustién de ambos libera una cantidad similar de CO; a la atmdsfera, en el proceso
de biosintesis de la biomasa los organismos fijan las moléculas de este gas presentes
en el aire. Es esta misma materia la que luego es devuelta a la atmosfera a través del
proceso de combustion, a diferencia de los combustibles convencionales que utilizan
fuentes no renovables de materia organica que genera un aumento del dioxido de
carbono presente en la atmdésfera.



Entonces, en relacibn al medioambiente, los biocombustibles presentan ventajas
considerables en comparacion a los derivados del petroleo, pero la principal razén por
la que no son ampliamente utilizados radica netamente en temas econdémicos. El
proceso productivo resulta de mayor complejidad que la destilacién fraccionada del
petréleo, lo que se asocia directamente a un mayor precio de venta.

Al revisar una evaluacion econdmica del proceso productivo de bioetanol realizada por
Humbird y cols. *! se observa que el menor valor al que podria ser vendido el bioetanol
es 137,34 [USD] por barril de petréleo equivalente, se comparé este valor con los
111,67 [USD] para el barril de petréleo promedio registrados el afio 2012 [, con lo que
se observa la brecha que existe entre los precios de ambos combustibles.

Existe una normativa en torno al uso de los biocombustibles; en particular, el Ministerio
de Economia define las especificaciones de calidad para biodiesel y bioetanol,
autorizando las mezcla de 2% y 5% con petréleo diesel y gasolina, y anuncia el registro
voluntario de personas e instituciones en la Superintendencia de Electricidad y
Combustibles (SEC) [Fl. Adicionalmente la Ley 18.502/1986 sefiala que los
biocombustibles no son afectos al impuesto especifico ', lo que logra disminuir sus
precios, y junto a ello, una competencia mas equitativa.

Existen distintos tipos de biocombustibles diferenciados por las materias primas desde
la cual se producen. Se definen entonces aquellos de primera, segunda y tercera
generacion:

Biocombustibles de primera generacidn: se producen desde materia vegetal rica en
almidon, por ejemplo maiz o remolacha. Actualmente se esta descartando su uso, ya
que compiten con la industria alimentaria, destinando materia vegetal que podria ser
utilizada para alimentar una parte de la poblacion, en la produccion de combustible.

Biocombustibles de segunda generacién: Estos se producen a partir de materia
vegetal rica en lignocelulosa, que corresponde al principal componente de la estructura
de todas las plantas, se presenta principalmente en la pared de sus células y en menor
medida en la de las células de algas ®. Se destaca entonces que este tipo de
biocombustibles no presentan los inconvenientes de los biocombustibles de primera
generacion, pero a cambio, su obtencion resulta mas compleja, y en consecuencia, mas
costosa.

Biocombustibles de tercera generacion: son sintetizados a través de materia vegetal
rica en aceites, por ejemplo micro y macro algas, en estos casos es posible obtener
biodiesel a través del proceso de transesterificacion de los aceites presentes en ellas.
Al igual que los biocombustibles de segunda generacion, su sintesis resulta bastante
compleja, por lo que los costos de produccion son elevados, y esto repercute
directamente en los precios a los que puede ser vendido el biodiesel obtenido.

El actual trabajo de tesis fue enfocado hacia el proceso de produccion de
biocombustibles de segunda generacién. En éste se utiliza como materia prima
sustancias vegetales ricas en lignocelulosa para obtener etanol. La lignocelulosa
corresponde al compuesto mas abundante sobre la superficie terrestre, en relacion a la
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biomasa renovable, se produce a una tasa de 200 billones de toneladas por afio © a
través de la actividad fotosintética principalmente de plantas.

4. Lignocelulosa
Es un biopolimero complejo, compuesto de diversos carbohidratos como glucosa,
xilosa, arabinosa, galactosa, manosa, entre otros. Su conformacién se basa

principalmente en hebras de celulosa, sostenidas sobre una matriz de hemicelulosa y
lignina, como se observa en la Figura 3.

Hemicelulosa

L.

z, ¢ S
AT R —t 7~ [AWAY 2GR B
/ Celulosa
Lignina

Figura 3. "Esquema de la estructura de la lignocelulosa, compuesta por celulosa, hemicelulosay lignina”.
4.1. Celulosa

La celulosa es el biopolimero que forma la mayor parte de la estructura de la pared
celular de plantas y algas, aproximadamente un 50% del peso seco de las mismas ©.
La molécula corresponde a largas cadenas lineales, de entre 2.000 y 25.000 moléculas
de D-glucosa, unidas a través de un enlace glucosidico B-1,4 ®, como se muestra a
continuacion.

CH,OH

CH, OH H OH EH, OH
H a H H o
H 0, OH -
N . OH H H o
ou H — -0 oM H H o OH H
oH H H H o H
H oH H_OH H OH
H o tho

Figura 4. “Estructura de la celulosa, formada por la union de moléculas de glucosa, a través de un enlace
glucosidico B-1,4".

Estas largas cadenas se encuentra organizada en una estructura mayor denominada
microfibrillas, cada una de ellas compuesta de 36 a 1.200 unidades de celulosa unidas
a través de puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals ®. Estas microfibrillas
forman dos tipos de estructuras: una estructura cristalina con una organizacion
compacta de los polimeros y otra menos organizada denominada celulosa amorfa. La
segunda representa entre el 5y 20% de las fibras [ y es en estas zonas dénde se
realiza efectivamente la hidrolisis. Un esquema de la conformacion de las fibras puede
ser visto en la Figura 5.
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Figura 5. ”Microfibrillas de celulosa, en sus distintas conformaciones”.

4.2. Hemicelulosa

La hemicelulosa es un heteropolisacarido cuya cadena principal se compone de
pentosas como D-xilosa y L-arabinosa, ademas de hexosas, en particular, D-glucosa,
D-manosa y D-galactosa. A diferencia de la celulosa corresponde a una molécula
altamente ramificada, con la presencia de acidos 4-O-metilglucurénico, D-galacturénico
y D-glucurénico, unidos a través de enlaces glucosidicos 3-1,4 y 3-1,3. La hemicelulosa
corresponde al 25-30% del peso seco de la madera y sus componentes pueden ser
clasificados en xilanos, xiloglucanos, mananos, glucomananos y glucanos .

Se estudiaron particularmente los xilanos. Estos son los méas abundante, resultando en
aproximadamente un 70% del peso de la hemicelulosa [®. Se trata de moléculas de D-
xilosa unidas a través de enlaces glucosidicos [-1,4, presenta acetilaciones y
ramificaciones de arabinosa (unida a acido feralico o p-coumarico), acido glucurénico y
acido 4-O-metil éter-glucurénico como se muestra en la Figura 6.

Acido 4-O-metil éter-glucurénico
Acetilacion

HOOC

H3CO < CH.

HO
Xilosa % o=
H
< AT~
HO HO HO
/O\M\OMO ¢ Yo o L
O% OH L)\/ o
CH, f,‘ / f\l

Acetilacién O ) \ (
Arabinofuranosa ‘
OCH,
OH

Acido Fertlico

Figura 6. “Estructura de la hemicelulosa, compuesta principalmente por moléculas de xilosa unidas a través
de un enlace glucosidico B-1,4 y distintas ramificaciones”.

4.3. Lignina

La lignina representa el 20-30% del peso seco de la madera ® y le brinda rigidez a la
pared celular de plantas, es por ello que su degradacion resulta altamente compleja y
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dificil. Su estructura se basa en la polimerizacion de tres alcoholes fenilpropilicos
aromaticos: alcoholes cumarilico, coniferilico y sinapilico ®. La molécula de cada uno
de estos alcoholes se evidencia en la Figura 7.

alcohel alcohol alcohol
p-coumarilico coniferilico zinapilico
OH H H
= o
COCH; H; O OCH;
OH OH OH

Figura 7. “Estructura de alcoholes p-coumarilico, coniferilico y sinapilico”.

Debido a su conformacion, la lignina es una molécula insoluble en agua y junto a la
hemicelulosa forman una matriz que encapsula a las moléculas de celulosa, impidiendo
su degradacion. Ademas se trata de una molécula altamente ramificada, como se logra
apreciar en la Figura 8.

I

\ H

O__,i\\c/ll

\O ~C—H OCH,

C\
/
CH,0 T "\ 1 / on
e C“)
g
OCH, o:;r:\
u’,C_C\’" Hl P
H K OH OCH;  HO~o—Ce v
HO Y 7N ~
CH, H H H
'\
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Figura 8. ”Estructura molecular de la lignina”.
5. Proceso productivo del bioetanol de segunda generacién

Como se enunci6 antes, la produccion de bioetanol de segunda generacion se realiza a
partir de material lignocelulosico, éste es transformado segun se muestra en el
diagrama de bloques de la Figura 9 para lograr la obtencion de bioetanol.
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Figura 9. “Diagrama de bloques del proceso de produccion de bioetanol de segunda generacion”.
A continuacion se detalla cada una de las etapas del proceso.
5.1. Pre-tratamiento

Su finalidad es liberar principalmente la celulosa, ademas de la hemicelulosa, de la
compleja estructura de la lignocelulosa. Se induce una hidrélisis de la estructura
generando minima degradaciéon de los carbohidratos, asociado a una alta velocidad y a
bajos costos. Un ejemplo es el pre-tratamiento quimico acido o alcalino, donde se
degrada parcialmente la estructura de la lignocelulosa. Esto se obtiene al incubarla en
presencia de quimicos de pH acidos o basicos, con lo que se elimina la lignina, y con
ello, se obtiene un mayor acceso a los polimeros de carbohidratos.

5.2. Hidrdlisis

Es la etapa mas compleja y representa actualmente la limitante dentro del proceso
global, debido a los costos asociados a la misma.

La hidrdlisis puede ser de dos tipos: quimica o biol6gica. Si bien la primera estrategia
resulta mas econdémica en relacién a los insumos agregados, la segunda representa
una alternativa mas interesante debido a que utiliza condiciones suaves de presion,
temperatura y pH, posee una alta especificidad de sustrato, no genera moléculas que
inhiben la fermentacion de la etapa siguiente, posee un bajo consumo energético y los
equipos necesarios para realizarla son de menores costos. Todas estas ventajas se
asocian al uso de enzimas.

Al tratarse de la hidrélisis de moléculas complejas, se requiere de una gran variedad de
enzimas para la degradacion de cada uno de los elementos que forman los
biopolimeros.

El polimero al que se ha apuntado principalmente en esta etapa corresponde a la
celulosa, ésta se compone solo de glucosa, un azucar facilmente fermentable. Aun asi,
actualmente la utilizacion de pentosas para la produccion de etanol también representa
una alternativa rentable, por lo tanto, la degradacion de la hemicelulosa resulta
interesante en esta etapa.



La degradacion de la celulosa se lleva a cabo a través de la accion de endoglucanasas,
exoglucanasas y B-glucosidasas, tal como se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. “Esquema de la degradacién enzimatica de la celulosa !"!”.

Las endoglucanasas hidrolizan el enlace glucosidico $-1,4 que existe entre moléculas
de glucosa en posiciones aleatorias en la zona interior de la estructura de las cadenas y
Su accion es mas comun en las zonas de celulosa amorfa que forman las microfibrillas.
Como resultado de la accion de las endoglucanasas el polimero es dividido en
fragmentos de menor dimension, con lo que se generan nuevos extremos en la
molécula. Las exoglucanasas o celobiohidrolasas actlan sobre los extremos de la
celulosa liberando un dimero denominado celobiosa. Finalmente, las B-glucosidasas
catalizan la reaccion de hidrdlisis del enlace glucosidico presente entre las dos
moléculas de glucosa que forman la celobiosa. A través de la accién conjunta de estos
tres tipos de enzimas se obtiene la correcta degradacion de celulosa hasta moléculas
simples de glucosa.

Cabe destacar que el acceso que tienen las celulasas esta restringido por la presencia
de la hemicelulosa y la lignina. Aun cuando se produjo previamente una degradacion
parcial de la compleja estructura que se forma entre sus distintas componentes, se
requiere de la accion de proteinas auxiliares que permitan el acceso a las moléculas de
celulosa para lograr efectivamente su hidrélisis. Entre las enzimas auxiliares, las
xilanasas son las que cumplen un rol mas importante en facilitar el acceso a la celulosa.

Las xilanasas cumplen tanto un rol auxiliar como principal en relacion a la hidrolisis de
la hemicelulosa, al degradar las cadenas de xilano facilitan el acceso de celulasas a la
celulosa y de ellas mismas, junto a otras enzimas, a la hemicelulosa.



5.3. Fermentacioén

Los azucares simples obtenidos de la etapa anterior son transformados en etanol a
través del proceso de fermentacion alcohdlica, realizado por levaduras y bacterias en
condiciones anaerobicas. A través de este proceso se libera energia, que es utilizada
por el microorganismo, y se libera como subproductos moléculas de etanol y de dioxido
de carbono que son secretados al medio.

En esta etapa del proceso se agrega microorganismos capaces de genera etanol a
partir de azucares de 6 carbonos (glucosa, manosa y galactosa), por ejemplo
Saccharomyces cerevisiae. También es aconsejable introducir microorganismos
capaces de utilizar azucares de 5 carbonos (xilosa y arabinosa) como Sheffersomyces
stipitis o Spathaspora passalidarum .

5.4. Destilacion

Tiene como objetivo purificar el etanol que fue producido en la etapa anterior,
separandolo del agua y de algunas sales remanentes del proceso. Se realiza en torres
de destilacibn donde, al someter el flujo de salida de la etapa anterior a altas
temperaturas, se consigue una evaporacion del etanol en primera instancia, debido a
que el etanol es mas volatil que el resto de los elementos presentes en la mezcla. Se
recupera entonces la fraccion evaporada que corresponde principalmente a etanol, y
gue luego son sometidas a tamices moleculares, con lo que se busca una pureza de al
menos un 99,3% [ para cumplir con los estandares exigidos para ser utilizado como un
biocombustible 0 mezclado con combustibles convencionales.

6. Antecedentes especificos y justificacion del proyecto

La Memoria de Titulo se enmarco en el proyecto FONDECYT 1121088, a cargo de la
Dra. Oriana Salazar Aguirre, en éste se buscan enzimas auxiliares que intervienen en la
hidrélisis de la lignocelulosa. El objetivo del proyecto consiste en generar una mezcla
enzimatica que contribuya a la etapa de hidrdlisis biol6gica del proceso productivo de
biocombustibles de segunda generacion.

El estudio realizado se enfoc6 en una de las enzimas ayudantes del proceso,
especificamente xilanasas que degradan la hemicelulosa presente en el sustrato.

Se ha estudiado que las xilanasas mejoran la hidrdlisis de lignocelulosa efectuada por
la accién de celulasas *%, esto se explica porque la principal limitante en la degradacién
de las fibras de celulosa es el acceso que tienen las enzimas a ésta, por lo tanto, al
degradar el xilano presente en el sustrato se logra una liberacion de las fibras, y con
ello una mejor accién de celulasas ™.

La completa degradacién del xilano se lleva a cabo a través de la actividad conjunta de
una gran cantidad de enzimas, tal como se muestra en la Figura 11. Gracias a la accion
de estas enzimas se recupera las hexosas y pentosas que conforman la hemicelulosa.
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Figura 11. “Esquema de la degradacién enzimatica de xilano. (a): hidrélisis en la zona interna de la molécula
de xilano; (b): hidrolisis de los extremos de la molécula de xilano”.

Las enzimas mas relevantes, en relacion a la ruptura de la estructura de la
lignocelulosa, son las xilanasas, estas enzimas poseen actividad endo-3-1,4-xilanasas,
es decir, hidrolizan el enlace glucosidico presente en la cadena principal del polimero
con lo que facilitan el acceso a otras enzimas para la hidrolisis de la celulosa y
hemicelulosa presentes en la lignocelulosa. Cabe destacar que la actividad de las
xilanasas puede ser clasificada como ayudante en la hidrélisis de celulosa y
hemicelulosa, pero también cumplen un rol principal en la degradaciéon de la
hemicelulosa.

La accién de B-D-xilosidasas resulta importante para la degradacion de los extremos del
polimero, ademas de moléculas constituidas por pocas unidades de xilosa. A través de
su actividad se logra obtener moléculas simples de xilosa.

El resto de las enzimas presentes en la degradacion del xilano son utiles para degradar
las uniones que existen entre la cadena principal de la molécula y las distintas
ramificaciones que presenta. A través de ellas se logra liberar otras moléculas de
azucar como arabinosa o glucosa.

Se destaca que las xilanasas pueden ser clasificadas dentro de las familias 10 y 11 de
las glicosil hidrolasas (GH10 y GH11), segun Henrissay 1 Aun cuando ambos tipos de
enzimas hidrolizan los enlaces endo-B-1,4-xilanasa presentes en las moléculas de
xilano, existen diferencias estructurales y del sustrato sobre el que actian ambas
familias. Las GH10 suelen tener pesos moleculares mas altos y menores puntos
isoeléctricos que las GH11, y estas Ultimas no hidrolizan xilanos muy sustituidos . La
estructura tridimensional de las enzimas de ambas familias se muestra en la Figura 12.
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Familia 10 Familia 11

Figura 12. “Estructura tridimensional de las familias 10 y 11 glicosil hidrolasas (13

Se ob?ez]rva una estructura tipo barril (a/B)s en las GH10 y una tipo B-jelly roll en las
GH11 14,

Para la Memoria de Titulo se estudiaron enzimas producidas por los hongos Trametes
versicolor y Gloeophyllum trabeum, ambas especies son capaces de descomponer la
materia vegetal al igual que otras especies fungicas y bacterias. La especie T. versicolor
es un hongo de pudricién blanca, éstos se caracterizan por secretar una gran variedad
de enzimas que descomponen cada una de las moléculas presentes en los sustratos
lignocelulésicos, entre ellas, peroxidasas que degradan la lignina. G. trabeum es un
hongo de pudricion café, esto quiere decir que es capaz de despolimerizar los
polisacaridos presentes en la lignocelulosa sin necesidad de degradar la lignina. La
anotacion de los genomas de ambas especies estan disponibles en bases de datos, por
esto y lo mencionado anteriormente, ambas especies resultan buenos candidatos para
la busqueda de enzimas novedosas e interesantes que intervienen en la degradacion
de lignocelulosa.

Como fue mencionado, la hidrdlisis corresponde a una de las principales limitantes del
proceso productivo, eso se debe al costo asociado a las enzimas utilizadas que
asciende a aproximadamente un 16% del total de los costos variables en la produccion
del bioetanol !, por lo tanto, se espera que a través del estudio e implementacion de
distintas alternativas enzimaticas, se logre generar una etapa que logre disminuir los
costos, y con ello se logre obtener un bioetanol competitivo econdmicamente con
combustibles fosiles convencionales.

Si bien la motivacién de esta Memoria de Titulo corresponde a disminuir el costo de
produccion de biocombustibles, se aspira tan solo a realizar un estudio sobre las
xilanasas secretadas por las especies fungicas T. versicolor y G. trabeum. Por lo tanto
no se pretende generar grandes cambios sobre el actual proceso productivo de los
biocombustibles, pero si aportar en los estudios realizados sobre éstas enzimas.
Considerando que el trabajo se realiza durante un semestre, se predice que el
cumplimiento de los objetivos resulta factible.
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7. Antecedentes preliminares

Al comenzar el trabajo se contd con resultados de experimentos anteriores que fueron
usados como base sobre la cual continuar el estudio. Aquellos principalmente utilizados
consistieron en la identificacion de proteinas presentes en distintas muestras, a través
de espectrometria de masa. Las muestras provenian del medio extracelular de G.
trabeum, donde se obtuvo las proteinas en solucion, y otras desde las distintas bandas
obtenidas de una cromatografia de filtracion en gel realizado sobre cultivos de T.
versicolor y G. trabeum. La Figura 37 (Anexo A) es una fotografia del gel de
poliacrilamida de las proteinas de G. trabeum. A continuacion se muestran las Tablas 1
y 2, que presentan todas las xilanasas identificadas en el proceso.

Tabla 1. "Resultados de identificacion de péptidos por espectrometria de masa, en las bandas de filtracion en
gel para G. trabeum™.

Origen GeneBank Nombre GH Proteina Score
endo-beta-1,4-glucanase
GAgel #5* @i[392569323 [Trametes versicolor FP- 10 E”ﬂz'ct;entgéle"" 82
101664 SS1] 9
endo-beta-1,4-glucanase
gi|395328019 [Dichomitus squalens 10 Enﬂﬂég?géle’d" 80
LYAD-421 SS1] 9
endo-1,4-beta-xylanase A endo-1,4-beta-
GAgel #8* gi|242805021 HIEENEC, PN g OEGESE & 220
[Talaromyces stipitatus precursor,
ATCC 10500] putative
eréclbem e enod aben
GAgel #7* i|242805021 X ; putat 11 xylanase A 209
[Talaromyces stipitatus recursor
ATCC 10500] b
hypothetical protein
Endo-1,4-beta-
Solucién®* gi|521722511  GLOTRDRAFT_107452- xylanase 96
[Gloeophyllum trabeum rfecursor
ATCC 11539] b
hypothetical protein
gil521722509 GLOTRDRAFT 122601 10 Endo-1,4-beta- 79
[Gloeophyllum trabeum xylanase
ATCC 11539]
endo-beta-1,4-glucanase
0i|392569323  [Trametes versicolor FP- 10 AL IBE A 58

101664 SS1]

glucanase

* GAgel#n: Banda del gel mostrado en el Anexo A (Figura 37); n: nimero de la banda, mostrado en la foto del gel.
** Solucion: Se realiz6 la espectrometria de masa sobre una fraccion del medio extracelular del hongo.

Tabla 2. "Resultados de identificacién de péptidos por espectrometria de masa, en las bandas de filtracion en

gel para T. versicolor".

Origen  GeneBank Nombre GH Proteina Score
endo-beta-1,4-glucanase
IVl gi|392569323 [Trametes versicolor FP- 10 SEEHIEEH A 125
#4 glucanase

101664 SS1]
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8. Objetivos

Los objetivos planteados para el presente trabajo de Memoria de Titulo cumplen con el
enfoque del proyecto y corresponden a los enunciados a continuacion.

8.1. Objetivo general

e Evaluar la contribucién de xilanasas fungicas en la degradacién de sustratos
lignoceluldsicos.

8.2. Objetivos especificos

e Comprobar la expresion de xilanasas por parte de los hongos T. versicolor y G.
trabeum al inducir los cultivos con paja de trigo.

e Entre los genes presentes en la anotaciéon del genoma, determinar cuales son
expresados bajo las condiciones de cultivo utilizadas.

Secuenciar los genes que codifican la informacién de las xilanasas en estudio.
Determinar las caracteristicas de las xilanasas expresadas.

Purificar parcialmente las xilanasas en estudio.

Evaluar la capacidad de estas xilanasas en la degradacion de paja de trigo, solas

y en presencia de otras enzimas.

Il. Materiales y Métodos

1. Materiales

1.1. Reactivos

A continuacién se presentan todos los reactivos utilizados durante la fase experimental
de la memoria de titulo.

Tabla 3. “Reactivos utilizados y proveedores”.

Proveedor

Reactivo

Merck

Winkler

Life
Technologies
FCFM

BD and
company
Fermentas
Sigma

PDA, cloroformo (99-99,4%), isopropanol (99,8%), etanol (99,9%),
hidréxido de sodio, acetato de sodio, acido acético, sulfato de amonio,
acido clorhidrico, cloruro de sodio, SDS, nitrato de plata, carbonato de
sodio, formaldehido, &cido citrico, D-xilosa, urea, potasio
dihidrogenofosfato, sulfato de magnesio heptahidratado, cloruro de calcio
dihidratado, sulfato de zinc heptahidratado, di amonio hidrogen fosfato,
di-potasio hidrogenofosfato trihidratado.

Ampicilina, glicerol, tris, acilamida-bisacrilamida (BM-0100).

TRIzol.

Nitrogeno liquido.
Luria broth base miller, bacto agar, bacto triptona, extracto de levadura.

IPTG, x-gal.
Bromuro de etidio, xilano (from brichwood), CMC (C-5013), tween 20,
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tiamina (T-4625), I-asparagina (A-4284), sulfato cuprico pentahidratado,
avicel (PH-101).

Fermelo Agarosa Lafken.

J.T. Baker Sulfato de manganeso monohidratado, cloruro de cobalto hexahidratado.
Randox GLUC-PAP Kit.

Geneaid Extraction Kit.

QIAGEN QIAprep spin Miniprep Kit.

1.2. Equipos

Los equipos utilizados se muestran a continuacion.

Tabla 4. “Equipos utilizados, fabricante y modelos”.

Equipo Fabricante y modelo
Autoclave Onthmann
Centrifugas Eppendorf centrifuge 5403

Eppendorf centrifuge 5804R
Sorvall RC 6+ centrifuge

Termociclador Eppendorf Mastercycler gradient
Bafio seco Equilab Multi block heater
Espectrofotometro Thermo spectronic
Bomba de vacio Vaccumbrand RZ2C
Lector de placas Anthos 2010

Céamara de Fermento

electroforesis

Transiluminador Vilber lourmat

ultravioleta

Estufa Gallenkamp

Bafio humedo Julabo

1.3. Enzimas

Cada una de las enzimas utilizadas, junto a sus proveedores, se presentan a
continuacion.

Tabla 5. “Enzimas utilizadas y proveedores”.

Enzima Tipo de enzima Proveedor
SuperScript Retro-trancriptasa  Life Technologies
Phusion Polimerasa New England biolab
Taq Polimerasa Promega

EcoRI Endonucleasa Fermentas
Cellobiase Aspergillus niger Celobiasa Sigma

cellulase Trichoderma Celulasa Sigma

reesei ATCC 26921
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1.4. Vector de clonamiento

Se utiliz6 el vector pGEM-T Easy de Promega, cuya secuencia y principales
caracteristicas se muestran en la Figura 13.

Xmn | 2009
Nae |
Scal 1890 2707 T7 l
\ 1 start

1 ori Apall 14
Aatll 20
Sph| 26
BstZ | 31
Amp' Ncol 37
pGEM®-T Easy lacZ ﬁzftll ' jg
vecior T T Sacll | 49
(3015bp) EcoR| | 52
Spe | 64
EcoR | 70
Not | 77
BstZ | 77
, Pst| 88
on Sall 90
Nde | 97
Sac | 109
BstX 1 118
Nsil 127
141

T spe

Figura 13. "Estructura de vector de clonamiento pGEM-T Easy".
2. Métodos
2.1. Cultivo de hongos
2.1.1. Medio para mantencioén de stock de hongos

Se preparé medio Agar Papa Dextrosa (PDA) agregando 39[g] del medio listo en 1[l] de
H,O destilada y luego fue autoclavado. Conservando las condiciones de esterilidad, se
agregaron aproximadamente 40[ml] del medio estéril en placas Petri y se esper6é que
gelificara.

Se agregd una unidad de in6culo al centro de una nueva placa, esta unidad de inéculo
consiste un area superficial de aproximadamente 1[cm?] proveniente de un cultivo
previo que se corta con un bisturi estéril. Las placas recién inoculadas se incubaron
durante 5 a 7 dias a 28[°C]. Y posteriormente se almacenaron a 4[°C].

2.1.2. Cultivo de hongos para extraccion de RNA

Para obtener células fangicas se usé el protocolo descrito por Schumann y cols 4. Al
medio PDA se agregd 1% de paja de trigo molida y pre-tratada con NaOH 1[M] por 2[h]
a 80[°C]. Las placas se prepararon como se indico y sobre el medio solido se deposito
la membrana, cuya finalidad es separar el material fiungico del medio de cultivo pero
permitiendo el paso de nutrientes hacia el hongo. Sobre la membrana se agregd una
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unidad de inéculo y se incubd durante 7 dias a 28[°C]. Fue posible recuperar facilmente
las células del hongo raspando la superficie de la membrana con un bisturi estéril.

2.1.3. Cultivo en medio liquido para induccién de la produccion de actividad
xilanasa

Se generaron cultivos de 100 y 500[ml], en presencia de un 1% de la paja de trigo pre-
tratada en condiciones alcalinas como se describié en el punto 2.1.2. Los medios y las
condiciones de cultivo se muestran en la seccion Anexo C.

Para cada cultivo se monté un matraz con 1% (p/v) de paja de trigo y se completd con
H,O destilada en un volumen similar al volumen final del cultivo. Las distintas partes de
los medios de cultivo se esterilizaron por separado, para evitar la precipitacion del
extracto de levadura con algunos de los metales presentes en el medio final. Para
mezclar los componentes se abrieron los matraces que contenian el trigo bajo mechero,
se descart6 el agua y se agregaron todas las fracciones de cada medio de cultivo, los
metales trazas, cobre y tiamina. Se inocul6 con las unidades de indculo descritas.

2.2. Identificacion y clonamiento de los genes de xilanasas
2.2.1. Extraccion de RNA total

Se realiz6 a partir de la metodologia suministrada por Invitrogen de Life Techonologies
1 ytilizando el compuesto TRIzol del mismo proveedor, con algunas variaciones: Se
realizaron dos lavados con cloroformo y la incubacién con isopropanol se realizd
durante 2[h] a -20[°C].

Se calcul6 la concentracién de RNA de la siguiente manera:
CRNA[mg/mI] = AbSZGO[nm] - 40 - Dilucion

Por otro lado la pureza se evalu6 a traves del cociente AbSzeonm)/AbS2g0pnm;, donde un
valor superior a 1,8, se asocia a una muestra con un buen nivel de pureza.

Se diluyeron la muestra las veces que fuera necesario para obtener una medicién
dentro del rango lineal del espectrofotometro utilizando las longitudes de onda de
260[nm] y 280[nm].

2.2.2. Sintesis de cDNA

Se utilizé la técnica de RT-PCR, segun el protocolo sugerido por los proveedores de la
enzima “SuperScript” (Life Technologies *°!). En un tubo Eppendorf libre de nucleasas
se agrego:

1[ul] de oligodT (10[mM]).

10[ug] del templado de RNA.

1[ul] de dNTPs 10[mM].

H.O mili-Q estéril hasta alcanzar los 10[pl].

hrwnpE
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Se calentd durante 5[min] a 65[°C] y se agrego:
4[ul] de 5x First-Strand Buffer.

1[ul] de solucion DTT 0,1[M].

1[ul] de RNAse out.

1[ul] de SuperScript.

hrwpbPE

Se mezcld suavemente y se incubd durante 60[min] a 50[°C]. Se detuvo la reaccion
incubando durante 15[min] a 70[°C].

Se limpié el cDNA usando el protocolo de limpieza del kit “Gel/PCR DNA Fragments
Extraction kit” de Geneaid ¥, a través de éste se logra eliminar pequefios fragmentos
de ADN, que podrian afectar las etapas siguientes del proceso, en particular secuencias
resultantes de la presencia de oligodT.

2.2.3. Disefio de primers

Se utilizé la informacién de los genes de xilanasas obtenidos desde la anotacion de los
genomas de cada hongo " Se identificaron secuencias que permitieran la
amplificacion completa de cada gen, pudiendo incluir zonas aledafias al mismo que
probablemente podrian formar parte de la secuencia nucleotidica presente en el mRNA.
Para el disefio se respetaron las restricciones mencionadas en el Anexo D.

2.2.4. Amplificacion y aislamiento de los genes de xilanasas

Se utilizé6 como templado el cDNA que contiene la totalidad de los genes expresados
por el hongo en presencia de paja de trigo pre-tratada. Se hizo una reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), para ello, se generdé una mezcla en un tubo Eppendorf de
0,6[ml], donde se agregd:

e 35[ul] de Phusion Buffer 5x.
3,5[ul] de dNTPs (mix 10[mM] cada uno).
5,25[ul] de dimetilsulféxido (DMSO).
1,75[ul] de la polimerasa Phusion.
103,25[pl] de H20 mili-Q.

En tres tubos de 0,2[ml] para PCR, se alicuotaron 30[ul] de la mezcla y luego se
agregaron los primers y el templado necesarios para aislar cada gen: 2,5[ul] del cDNA
de T. versicolor para el gen TVXTL1, y el de G. trabeum para los otros dos; ademas de
8,75[ul] de los primers forward y reverse disefiados para cada uno. La secuencia de
cada primer puede ser observada en la seccion Anexo D. El protocolo de PCR utilizado
para aislar y amplificar los genes de G. trabeum consté de 30 ciclos de elongacion,
como se muestra en la Figura 14.
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100 98 °C 198 °C
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72°C 72°C
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Temperatura [°C]
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Figura 14. “Protocolo de PCR utilizado para aislar y amplificar los genes de G. trabeum?.

Para el gen de T. versicolor se utilizé el mismo protocolo, pero a diferencia del anterior,
se realizd un gradiente de temperaturas, donde se hizo tres reacciones con etapas de
annealing a las temperaturas 53, 55 y 57[°C].

2.2.5. Adicion de colas de adenina a fragmentos de PCR

Se mezclo6:
e 8[ul] de buffer Taq 5x.
e 24[ul] de MgCl; (25[mM)]).
e 4[ul] de dATP (2[mM]).
e 4[ul] de taq polimerasa.

Luego en alicuotas de 4,6[ul] de la mezcla se agregaron 5,4[ul] de cada producto de
PCR y se incubd cada uno durante 30[min] a 70[°C] para lograr la adicion de adenina a
los extremos 5’ de las cadenas de DNA.

2.2.6. Ligacion a vector pGEM-T Easy

Se ligé cada uno de los productos de PCR, con la adenina en sus extremos 5’, en el
vector pGEM-T Easy, de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

2.2.7. Transformacién de células con vector de clonamiento
La transformacion de células se llevé a cabo, de acuerdo a un protocolo de shock

térmico, usando células quimio-competentes (E. coli Topio) guardadas a -80[°C]. Las
células transformadas se estabilizaron en 1[ml] de medio LB.
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Para seleccionar aquellos clones que incorporaron efectivamente el vector con el
inserto del gen, 100[ul] de las bacterias obtenidas en el paso anterior fueron cultivados
sobre placas con medio LB agar, en presencia de ampicilina 100[ug/ml], IPTG 0,5[M] y
x-gal 80[mg/ml]. Se incubaron las placas durante 16[h] a 37[°C].

2.2.8. Cultivo de colonias transformadas

Se hizo tubos de ensayo con 2[ml] de medio LB con ampicilina 10[ug/ml], que fueron
inoculados con colonias aisladas de color blanco obtenidas desde los cultivos
selectivos, estos fueron luego incubados a 37[°C] para lograr la multiplicacion de los
distintos clones. A partir de este cultivo se gener6 un stock para almacenamiento a -
80[°C] mezclando con glicerol hasta obtener una concentracion final de 20%.

2.2.9. Minipreparacion plasmidial

Se hizo a partir de 1[ml] de un cultivo de bacterias crecidas durante la noche a 37[°C]
con agitacion, utilizando un kit disefiado para este fin: “QlAprep spin Miniprep kit” de
QIAGEN ™y siguiendo el protocolo suministrado.

2.2.10. Digestion con EcoRI

El protocolo se realizé de acuerdo a las instrucciones del proveedor .,
2.3. Estudio y separacién de proteinas

2.3.1. Cinética de produccién enzimética

Para evaluar la produccién de enzimas en los cultivos de cada hongo, cada dia se tomé
una alicuota de 1[ml] del medio extracelular. Esta fue guardada a -20[°C] para medir al
final del cultivo, actividad xilanasa y celulasa y construir la cinética de produccion de
estas enzimas por los hongos, tal como se detalla en procedimientos posteriores.

2.3.2. Precipitacion de proteinas totales con sulfato de amonio

Los cultivos se centrifugaron durante 10[min] a 10.000[rpm] y 4[°C]. El sobrenadante fue
filtrado a través de un poro de 0,2[um] de diametro. Luego se agrego buffer Tris hasta
obtener una concentracion final de 100[mM] y sulfato de amonio hasta obtener una
saturacion del 80%.

La suspensién con proteinas precipitadas se centrifugé a 8.000[rpm], durante 30[min] y
a 4[°C]. Se elimind el sobrenadante y se agrego el buffer necesario para realizar la
etapa de separacion que serian sometidas las muestras. A cada muestra de proteinas
guardadas se le agreg6 la cantidad necesaria del stock de fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) 10[mg/ml] para obtener una concentracion final de 100[ug/ml].
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2.3.3. Separacion de proteinas

Se utilizaron distintas columnas de cromatografia, ademas de técnicas alternativas,
para generar la separacion de las xilanasas estudiadas. Todas las etapas
cromatograficas se realizaron en un cromatografo FPLC AKTA de GE Healthcare Life
Sciences.

A continuacién se detalla las condiciones aplicadas para cada una de las técnicas
empleadas:

a) Cromatografia de intercambio aniénico

Se utilizé columna con Q-sefarosa de 1 u 8[ml]. Antes de cargar las muestras, se realizé
una ambientacion con buffer Tris 20[mM] a pH 7, utilizando tres volimenes de columna.

Para eluir las muestras se genero un gradiente lineal de cloruro de sodio hasta alcanzar
una concentraciéon de 1[M] en 10 volimenes de columna.

b) Cromatografia de interaccién hidrofébica

Se utiliz6 columna con Butil-sefarosa de 1 u 8[ml], equilibrada previamente con tres
volimenes de columna utilizando buffer acetato de sodio 50[mM] a pH 6, con la
presencia de sulfato de amonio a una concentracion 1 o 0,5[M].

Para la elucion de las muestras se us6 un gradiente lineal decreciente en concentracion
de sulfato de amonio entre 1 0 0,5 y O[M] durante 10 volimenes de columna.

c) Cromatografia de afinidad a carbohidratos

Las muestras fueron cargadas a una matriz construida con 5[ml] de algodon hidrofilico o
Avicel. Para ello las proteinas fueron resuspendidas y cargadas a la matriz. Se incubé
la muestra durante 10[min] dentro de la columna a temperatura ambiente y luego se
dej6 eluir completamente por accion de la fuerza de gravedad. La fraccion recuperada
de esta manera fue denominada “fraccion eluida”. Luego se agregdé 2[ml] de buffer
acetato de sodio a pH 5 en la columna y la fraccion obtenida a la salida se llamé
“fraccion de lavado”.

2.3.4. Cuantificacion de actividad xilanasa

Se preparo un stock de xilano. Se mezclaron 25[ul] de muestra (diluida las veces que
fuera necesario), con 75[ul] de xilano de abedul al 1% en buffer acetato de sodio
50[mM] pH 5 en microplacas de 96 pocillos. Se incubaron estas reacciones a 50[°C]
durante 1[h] y luego se agregaron 100[ul] de reactivo DNS (Composicién en Anexo 1)
para detener la hidrélisis. Se incubaron durante 10[min] a 100[°C] y se enfriaron en hielo
durante 5[min]. Se tomaron alicuotas de 100[pl] que fueron cargadas en placas de 96
pocillos para leer absorbancia a una longitud de onda de A=550[nm].
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La unidad de actividad xilanasa se defini6 como la cantidad de enzima que libera
1[umol] de xilosa por minuto, en un ensayo a 50[°C]. El volumen de muestra utilizado
corresponde a un cuarto del volumen de reaccion, por lo tanto se considera este factor
de dilucién para los calculos correspondientes. Se construyé una curva estandar para
obtener una ecuacién que permite relacionar las unidades de absorbancia en pmoles
liberados con la absorbancia medida en las muestras (Anexo J).

2.3.5. Cuantificacion de actividad celulasa

Es analogo a la cuantificacion de actividad xilanasa, pero se usa como sustrato
carboximetil celulosa (CMC) al 1% en buffer acetato de sodio 50[mM] y pH 5.

La unidad de actividad celulasa se defini6 como la cantidad de enzima que libera
1[umol] de glucosa por minuto, en un ensayo a 50[°C]. Al igual que en la reaccién de
hidrélisis del xilano, se debe considerar el mismo factor de dilucién para éste ensayo.

La curva estandar construida puede ser vista en el Anexo J.

2.3.6. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizo a traves del protocolo de Bradford.

2.3.7. Desalinizacién o diafiltracidon

Se cargaron 2[ml] de la muestra en unidades para filtrar por centrifuga (centricones) con
un diametro de corte de 10[kDa] y se centrifugaron a 6.500xg a 4[°C] durante 20[min].
Con ello se consigue un traspaso de 1,5[ml] de la muestra a través de la membrana. Se
agrego el mismo volumen que traspaso, pero de buffer sin sal y se repitid la etapa de
centrifugacion. Se recolectd la muestra retenida que luego fue diluida agregando 1,5[ml]
del buffer sin sal.

2.3.8. Geles de poliacrilamida

Se utilizaron geles de acrilamida:bisacrilamida en proporcion 30:1 al 12% de acuerdo al
protocolo descrito por Laemli ?%. Los geles corrieron durante 45[min] a 200[V],
utilizando un buffer de corrida cuya composicion se muestra en el Anexo I.

Los geles corridos fueron teflidos con azul de Coomassie para evidenciar las bandas
proteicas. En los casos que no se logré observar la aparicion de bandas, los geles
fueron sometidos a una tincion con nitrato de plata.

2.4. Ensayo de actividad sobre paja de trigo

Se hizo una reaccion utilizando como sustrato de paja de trigo pre-tratada al 1% (p/v) y

agregando distintas muestras: Proteinas provenientes de los cultivos de T. versicolor y
G. trabeum, un pool de G. trabeum enriquecido en xilanasas y una celulasa comercial.
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Se cuantificdé concentracion de glucosa y xilosa liberada por cada una de las muestras
proteicas, ademas de la liberacion obtenida al mezclar las muestras fungicas con la
celulasa comercial.

La hidrolisis se realizdé durante 16[h] a 37[°C], usando las concentraciones de cada
muestra proteica mostradas en el Anexo H.

2.5. Métodos bioinforméticos

2.5.1. Identificacion de genes en el genoma de T. versicolor y G. trabeum

Se utilizé la base de datos de DOE Joint Genome Institute (JGI) ¥ para obtener las
secuencias nucleotidicas de cada uno de los genes que contienen la informacién de las
enzimas pertenecientes a la familia 10 y 11 de las glicosil hidrolasas (GH10 y GH11), de
acuerdo a la clasificacién de Henrissat y col M. La base de datos utilizada contiene una
anotacién completa de todos los genes secuenciados de las especies en estudio.

2.5.2. Traduccion de genes

Utilizando la herramienta “Translate tool” de expasy *? se tradujo cada una de las
secuencias encontradas a traves del paso anterior, con esto se construy6 un pool de
proteinas que podrian ser producidas tedricamente por cada hongo. Estas fueron
denominadas xilanasas hipotéticas.

2.5.3. Estimacion de punto isoeléctrico y masa

El punto isoeléctrico y la masa molecular tedrica de cada proteina se estimé utilizando
la herramienta “Compute pl/Mw” del sitio expasy #2.

2.5.4. Alineamiento de secuencias

Las secuencias aminoacidicas fueron alineadas con la herramienta “Clustal Omega” de
The European Bioinformatics Institute (EBI) 1%,

2.5.5. Arbol filogenético

Para la construccion del arbol filogenético se utilizd la herramienta “Clustal
W2_Phylogeny” del sitio EBI ??, ingresando los datos del alineamiento realizado.

2.5.6. BLAST

Para vincular las enzimas hipotéticas con alguna presente en las bases de datos, se
utilizé la herramienta BLAST del sitio National Center for Biotechnology Information
(NCBI) ¥, dénde se asigna valores de acuerdo a la similitud que existe entre una
secuencia aminoacidica determinada, con aquellas presentes en la base de datos del
mismo sitio.
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2.5.7. Identificacién de dominios conservados

Usando la herramienta “Interpro” del sitio EBI ¥ se lograron identificar los dominios
presentes en cada una de las secuencias aminoacidicas estudiadas.

lll. Resultados y Discusion
1. Verificacion de la expresion de xilanasas en presencia de paja de trigo.

El primer objetivo especifico planteado en esta Memoria de Titulo fue comprobar la
expresion de xilanasas por parte de los hongos T. versicolor y G. trabeum.

Por lo tanto, como primer paso, se identificaron los genes relacionados con la
produccion de xilanasas. Para ello se buscaron todas las enzimas pertenecientes a las
GH10 y GH11 producidas por las especies T. versicolor y G. trabeum en la anotacion de
los genomas presentes en la base de datos de JGI 2,

Con la informacion desprendida de los genomas de T. versicolor y G. trabeum se
generd un pool de secuencias de xilanasas hipotéticas que podrian ser potencialmente
producidas por cada uno de estos microorganismos. Las secuencias se muestran en el
Anexo E.

Para verificar la expresion de xilanasas por parte de ambos hongos, al ser inducidos
con paja de trigo pre-tratada, se estudiaron los antecedentes preliminares del proyecto
(mostrado en Introduccion) y desde ellos se desprendid la existencia de diversas
xilanasas en los cultivos, lo que se resume en la Tabla 6.

Segln la anotacién del genoma, publicada por Floudas y cols 7 existen 6
glicosilhidrolasas pertenecientes a las GH10 en T. versicolor y 3 en G. trabeum, esto
también es agregado a la Tabla 6. Se destaca que al acceder a los datos de la base de
datos de JGI se encontro la presencia de una GH11 en el genoma de G. trabeum, pero
mas adelante se descubri6 que se trataba de un error.

Tabla 6. “Comparacién del nimero de genes de glicosil hidrolasas de las familias 10y 11 obtenidas desde el
genoma (hipotéticas) y encontradas por espectrometria de masa (en cultivo)”.

Especie . GH,l.O : GH,l.l GHlQ GHl.l
hipotéticas hipotéticas  en cultivo en cultivo
T. versicolor 6 0 1 0
G. trabeum 3 0 2 0

Para garantizar la presencia de xilanasas se decidio cuantificar su actividad en los
cultivos liquidos de los hongos. Se logré identificar la presencia de enzimas con
actividad frente xilano observando actividad para ambos hongos. Esto puede ser
evidenciado en las Figuras 38, 44 y 46 (Anexo F)

Se pudo determinar entonces que existen genes de xilanasas expresados por ambos
hongos al cultivarlos en presencia de paja de trigo pre-tratada y a través de los
antecedentes preliminares y verificando la capacidad del medio extracelular de los
cultivos para hidrolizar xilano.
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2. ldentificacion de xilanasas expresadas al inducir con paja de trigo

Para obtener mayor informacion sobre las xilanasas expresadas por los hongos G.
trabeum y T. versicolor, se decidié contrastar las xilanasas hipotéticas descritas desde
el genoma, con los resultados del analisis proteémico realizados en el proyecto
previamente, es decir, con los péptidos identificados por espectrometria de masas.
Estos péptidos ya habian sido contrastados con las proteinas presentes en la base de
datos de NCBI y fue esta informaciéon la utilizada para los estudios en una primera
instancia.

Se estudi6 cada uno de los péptidos encontrados y aquellos que se alinearon
considerablemente con las secuencias de xilanasas hipotéticas se detallan en la Tabla
7. Para observar mas facilmente el alineamiento se le asigné a cada uno un color
caracteristico y luego se utilizaron estos mismos colores para identificarlos dentro de la
secuencia aminoacidica de la xilanasa.

Tabla 7. “Antecedentes preliminares sobre los péptidos encontrados por espectrometria de masa en cultivos
de G. trabeum. Se menciona el origen de cada uno: si fue encontrado en alguna de las bandas mostradas en
la Figura 37, o si se encontré en una solucion tomada directamente del medio extracelular del cultivo.
Adicionalmente se presenta la proteina a la cual fue vinculado cada péptido encontrado”.

. Proteina en base de datos de Péptidos encontrados en
Origen GeneBank ;
NCBI cultivos
i alcohol oxidase [Gloeophyllum . DIPDVGONLADHM
Solucion trabeum ATCC 11539 0i|521719815
hypothetical protein TDYDTVISACR
GLOTRDRAFT_107452 .
(Gloeophyllum trabeum ATCC gi|521722511 MTLPETAALLEQQK
11539]
hypothetical protein
GLOTRDRAFT_ 122601 .
[Gloeophyllum trabeum ATCC gz pzzaite -
11539]
GTael endo-beta-1,4-glucanase
#g [Dichomitus squalens LYAD-421 @i|395328019 MTLPETAALLEQQK

SS1]
endo-beta-1,4-glucanase
[Trametes versicolor FP-101664 @i|392569323 MTLPETAALLQQQK
SS1]

endo-1,4-beta-xylanase A
GTgel precursor, putative i[242805021 M
#8 [Talaromyces stipitatus ATCC 9
10500]

Al contrastar estos péptidos con las xilanasas hipotéticas se obtuvo el siguiente
resultado:

> Xilanasa_hipotética_4649
MISKTFTVLLALLPLVQCAPPTPAASSALPTGTSTVALNTAAKAAGKLYMGTATDNGELT
DTAYTTILDNNANFGQITPANAMKWENTEPEQGTWTWTNADQIANLAKTNGQLLRGHN
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CVWYNQLPSWVTSGSWTNATLTAVVQDHTTELVSRYKGQVYAWDVINMCDDLQWCH
LEPFNDDGTYRSDVFYNTIGPAYIPIALRAARAADPNAKLYSKATAMLNLVESLKAEGVP
IDGVGLQSHFIVGEVPTSLQSIMEQFTALGVEVAITELDIRMTLPETAALLEQQK BN
IBABRAVSGCVGVTVWDFTDKYSWVPSTFSGQGAATPYDSVRIANLVKKPAYDGIVAG

wWQ

> Xilanasa_hipotética_140289
MSFKTLVAILCLVPVALAQQPAWAQCGGQGWTGGTTCVAGYSCVAQNSYYSQCLPT
GTGTGSGTVTSTSGGSSPSATSTTPLNTAAKAAGKK IEEEEIDNEEESEEAN L sDs
TMFGQITPGNSMKWDATEPSRGTFTFTQGDQIANLAKANGQLLRGHNCVWHNQLPS
WVTSGNFNAATLSSIITTHCGTVVGHYKGQMYSWDVVNEPFNDDGTFRQDVFYNTLG
QDYISIALNAARAADPNAKLYINDYNIEGTGAKSTAMVNLVKSLKAANVPIDGIGVQAHLI
VGQVPSTLEANLRQFTALGVEVAITELDIR KDYQTVIAACRAVSG
CIGVTIWDYTDKYSWVPATFSGQGAALPWDENFNKKPAYDGIVAGFAS

Este resultado permitié identificar genes de xilanasas que se expresan realmente en
presencia de paja de trigo pre-tratada. Por lo tanto, se le dio nombre a cada secuencia
de las que fue posible identificar.

Xilanasa_hipotética_33948: TVXYL1
Xilanasa_hipotética_4649: GTXYL1
Xilanasa_hipotética_140289: GTXYL2

Luego, estas enzimas fueron analizadas con la herramienta “BLAST” de NCBI 4. A
través de este procedimiento se logré vincular cada una de estas secuencias con la
secuencia ingresada en la base de datos de NCBI. Las secuencias se muestran a
continuacion:

> TVXYL1l: i|392569323|gb|EIW62496.1| endo-beta-1,4-glucanase [Trametes
versicolor FP-101664 SS1]

MHFSLLAAFVALAPAALAIPATPVADASLPGSTANVAGLHAVAKAAGKLYLGTATDNNE
LTNTQYTAILEAPNMFGQITAENTMKWDATEPQQNVFTFAQGDQIANLARSHGMLLRG
HNCVWHQQLPSWVTAGNFNAQQLTQIIQNHCGTVVGHYRGQVWDVVNEPLNDDGSF
RQDVFFNTLGSGYIATALRAARAADPAALYINEFNVEGLGAKSTALKNLVTSLKQQGVPI

DGVGFQCHFIVGQVPTTLIQSMQQFTALGLEVAITELDIRNIEEETAABIGEORQDFQT
VIHACKSVAGCVGVTVWDFTDKFSFVPSTFPGQGAATPWDQNLVKKPAFDGIVAGFQ

Q

> GTXYL1: gi|521722511|gb|EPQ52890.1| hypothetical protein GLOTRDRAFT_107452
[Gloeophyllum trabeum ATCC 11539]
MISKTFTVLLALLPLVQCAPPTPAASSALPTGTSTVALNTAAKAAGKLYMGTATDNGELT
DTAYTTILDNNANFGQITPANAMKWENTEPEQGTWTWTNADQIANLAKTNGQLLRGHN
CVWYNQLPSWVTSGSWTNATLTAVVQDHTTELVSRYKGQVYAWDVINEPFNDDGTY
RSDVFYNTIGPAYIPIALRAARAADPNAKLYINEYNIEYTGSKATAMLNLVESLKAEGVPI
DGVGLQSHFIVGEVPTSLQSIMEQFTALGVEVAITELDIRMTLPETAALLEQQKIBNEIN
BABRAVSGCVGVTVWDFTDKYSWVPSTFSGQGAATPYDSNLVKKPAYDGIVAGWQ
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> GTXYL2: @i|339219002|gb|AEJ35165.1| beta-1,4-endoxylanase [Gloeophyllum
trabeum]
MSFKTLVAVLCLVPVALAQQPAWAQCGGQGWTGGTTCVAGYSCVAQNSYYSQCLPT
GSGSGTVTSTSVGSSPSATSTTPLNTAAKAAGKKYFGSATDNPELSDPAYVKILSDSTM
FGQITPGNSMKWDATEPSRGTFTFTQGDQIANLAKANGQLLRGHNCVWHNQLPSWVT
SGNFNAATLSSHTTHCGTVVGHYKGQIYSWDVVNEPFNDDGTFRQDVFYNTLGQDYIS
IALTAARAADPDAKLYINDYNIEGTGAKSTAMVNLVKSLKAANVPIDGIGVQAHLIVGQVP
STLEANLRQFTALGVEVAITELDIRNITEPATDARIAGEK KDY QTVIAACKAVSGCIGVTIW
DYTDKYSWVPSTFSGQGAALPWDANLNKKPAYDGIVAGFAS

Se hizo uso de la herramienta “Compute pl/Mw tool” de Expasy ?, con ella se
calcularon el punto isoeléctrico (PI) y el peso molecular (PM) tedricos de cada una de
las xilanasas buscadas. Los resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. “Xilanasas seleccionadas para el estudio y principales caracteristicas de cada una”.

Nombre )_<|Ian,a_sa Proteina en NCBI N° acceso Pl PM
Impuesto hipotética [kDa]
TVXYL1 33948  endo-beta-14-glucanase 91392969323 o on o577

gb|EIW62496.1
gi|521722511 4,57 37,9

9i|339219002
gb|AEJ35165.1

hypothetical protein
GLOTRDRAFT_107452

GTXYL2 140289 beta-1,4-endoxylanase

GTXYL1 4649

5,71 41,6

3. Clonamiento y analisis de secuencias que codifican para xilanasas

Se clonaron los genes que codifican la informacién de las xilanasas en vectores pGEM-
T Easy, con lo que se logré secuenciarlos. Las secuencias obtenidas fueron analizadas
a través de herramientas bioinforméticas para determinar caracteristicas o propiedades
gue pudieran ser desprendidas desde su informacion conformacional.

En particular se estudiaron los dominios presentes en cada xilanasa, ademas de
comparar aquellas expresadas en las condiciones utilizadas con el resto de las
presentes en el genoma y algunas ya caracterizadas de otras especies.

El estudio comenz6 creciendo las especies fangicas T. versicolor y G. trabeum en
medio sélido con paja de trigo pre-tratada, como se detalla en el Anexo F.

3.1. Extraccion de RNA total

Se extrajo la totalidad de los RNA presente en cada hongo. A través de esto, se espera
recuperar los mRNA de los genes de las xilanasas que son generadas en las
condiciones del cultivo, ademas del resto de los genes expresados por el hongo bajo
esas condiciones.

En la Tabla 9 se presenta los parametros del RNA obtenido.
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Tabla 9. “Concentracion y calidad de RNA extraido para evaluar si puede ser utilizado en lo pasos
posteriores”.

. o Crna Pureza:
Especie Abs Abs Diluciéon
p 260[nm] 280[nm] [ug/ml] ADS 601mmi/ ADS 2801
T. versicolor 0,645 0,326 800 20.640 1,98
G. trabeum 0,719 0,336 200 5.752 2,14

Los valores para ambos hongos indican muestras de buena calidad, ya que los valores
de la razdén Abs,s/Absygy son superiores a 1,8. Se obtuvo ademas una alta
concentracion (20 - 80 veces mas de la cantidad necesaria para los pasos posteriores).

Con el fin de observar el RNA obtenido y corroborar los parametros anteriores, se
realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa al 1%. A continuacion se muestra una
foto del gel sometido a luz ultravioleta.

L vV GT

28S
18S

Figura 15. "Monitoreo de RNA total cargandolo en un gel de agarosa libre de nucleasas. A partir de éste se
pretende observar la calidad y cantidad del RNA. L: Ladder 1kb plus; TV: RNA extraido de T. versicolor; GT:
RNA extraido de G. trabeum, Se sefiala las bandas correspondientes a los RNA ribosomales 18S y 28S". En el
gel se cargaron 100[pg] de RNA de T. versicolor y 30[pug] de RNA de G. trabeum.

Se percibe una gran cantidad de RNA como un chorreo bastante definido en

comparacién a las bandas obtenidas en el marcador de pesos moleculares (L). Se
advierte a simple vista las bandas correspondientes a los RNA ribosomales 18S y 28S.

3.2. Aislamiento y amplificacién de los genes de xilanasas
Al obtener una concentracion y calidad aceptables de RNA, se usaron como templado

para la sintesis de cDNA, segun el protocolo descrito en Métodos. Asi se obtiene DNA
complementario que representa la totalidad de genes expresados por el hongo en el
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momento de la extraccion de RNA, con ausencia de intrones. Entre estos genes, se
espera encontrar la presencia de los genes de xilanasas en estudio.

Se realizé una reaccion de PCR para cada uno de los genes buscados utilizando los
protocolos de PCR mostrados en Métodos y los primers disefiados segun se describio
en la seccion Anexo D.

Los resultados de estas reacciones se muestran en la Figura 16.

Ladder TV1 GT1 GT2

1.500 pb

1.000 pb

Figura 16. "Gel de agarosa al 1% para evidenciar la amplificacion de los genes obtenidos a través de las
reacciones de Reverse Transcription PCR (RT-PCR). Ladder: Marcador de pesos moleculares 1kb plus; TV1:
producto de amplificacion desde cDNA de T. versicolor para el gen TVXYL1; GT1: producto de amplificacion

desde cDNA de G. trabeum con primers para GTXYL 1.; GT2: producto de amplificacion desde cDNA de G.
trabeum con primers para GTXYL2".

Se observa una banda entre las 1.000 y 1.500[pb] tanto para la reaccién de
GTXYL1(esperada de 1.068[pb]), como la de GTXYL2(esperada de 1.191[pb]). No se
evidencia ninguna banda para el caso de TVXYL1(esperada de 1.056[pb]). Se ve que
para ambas xilanasas de G. trabeum se amplifica un gen de un tamafo similar al
esperado.

Como no se obtuvo la amplificacion del gen TVXYL1, se realizé una nueva reaccion de

PCR variando la temperatura de apareamiento entre 53 y 57[°C]. Los resultados se
muestran en la Figural?.
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53 55 57

1.500 ph e s
1.000 pb s

Figura 17. “Gel de agarosa al 1% para evidenciar la amplificacién de los genes obtenidos a través de un RT-

PCR. Se utiliz6 como templado el cDNA de T. versicolor y los primers disefiados para TVXYL1. L: Marcador

de pesos moleculares 1kb plus; 53: protocolo usando una temperatura de apareamiento de 53[°C]; 55: con
temperatura de alineamiento de 55[°C]; 57: con temperatura de apareamiento de 57[°C]”.

Se observaron tres bandas que representan a tres secuencias de distinto largo que
fueron amplificadas en cada una de las temperaturas utilizadas. Se esperaba obtener
una secuencia de 1.056[pb], por lo tanto se sospecha que el gen de la xilanasa buscada
es la banda que coincide con las 1.000[pb].

Es necesario purificar esta banda, cortando directamente del gel para realizar los
estudios posteriores. Debido a falta de tiempo, el estudio realizado sobre el gen de esta
enzima no continuo.

El trabajo continud con los productos de PCR de GTXYL1 y GTXYL2. Estos fragmentos
fueron ligados al vector pGEM-T Easy. La construcciéon se introdujo en E. coli y se
recuperaron las colonias blancas resistentes a ampicilina.

Se obtuvo muchas colonias que incorporaron el vector pGEM-T Easy/GTXYL1, y
ninguna que incorporé6 pGEM-T Easy/GTXYL2, por lo tanto se hizo una nueva placa
selectiva que se inoculdé con una mayor concentracion de las bacterias transformadas.
Asi se obtuvo 5 colonias del clon con GTXYL2.

Cada colonia se crecié en medio LB con ampicilina. Una fraccién de este volumen se
uso para generar un stock glicerol que fue guardado a -80[°C], y el resto, para extraer el
plasmidio presente en cada colonia.

Se utilizé la enzima de restriccion EcoRlI para liberar los genes de xilanasas presentes

en el vector recombinante de cada una de las colonias transformadas. Luego, estas
muestras fueron cargadas en un gel de agarosa, que se muestra en la Figura 18.
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L P 1B 1C 1D 1E 1F

GO
Figura 18. "Digestion con EcoRI de plasmidios recombiantes pGEM-T Easy/GTXYL1 extraidos desde cinco
colonias de bacterias E. coli transformadas. L: Ladder 1kb plus; P: Plasmidio de la colonia B sin digerir; 1B,
1C, 1D, 1Ey 1F: plasmidio digerido proveniente de las colonias B, C, D, Ey F respectivamente".

Las bacterias fueron previamente transformadas con el gen GTXYL1 unido al vector
pGEM-T Easy, con este experimiento se pretende identificar la presencia del gen y el
vector en cada colonia al separarlos con la accidon de esta enzima de restriccion.

Se observa varias bandas en el plasmidio no digerido (P), que representan los distintos
grados de sobre enrollamientos del ADN.

En todas las muestras digeridas se ve el vector pGEM-T Easy linealizado
(aproximadamente 3.000[pb]).

Se advierte un inserto inferior a 1000[pb], en la colonia B, que corresponde a un tamafio
menor que el esperado para GTXYL1 (1.068[pb]). Para las colonias C y D se observa
una banda del largo esperado. No hay inserto visible en la colonia E. Se observa un
inserto de 400[pb] en la colonia F.

Por lo tanto solo las colonias C y D pueden presentar el gen GTXYL1, el resto de las
colonias contienen secuencias de tamafos inferiores, que podrian estar incompletas o
ser distintas del gen GTXYLL1.

Aun considerando lo anterior, se analizaron las secuencias de los plasmidios obtenidos
desde las 5 colonias para examinar cada uno de los insertos.

En el caso de los clones con el gen GTXYL2, al digerir con la enzima de restriccion

EcoRl, se encontré que, ademas de la banda correspondiente al vector pPGEM-T Easy,
se obtuvo un fragmento de DNA.
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3.000pb

1.000pb

Figura 19. "Digestion con EcoRlI de los plasmidios recombinandtes pGEM-T Easy/GTXYL2 extraidos desde
cinco colonias de bacterias E. coli trasformadas. L: Ladder 1kb plus; 2A, 2B, 2C, 2Dy 2E: plasmidio digerido
proveniente de las colonias A, B, C, Dy E respectivamente".

Se observa una banda levemente superior a 1.000[pb] que probablemente contiene al
gen de GTXYL2.

Se observa que las colonias A y B carecen de la banda esperada en las 3.000[pb] que
representa al plasmidio pGEM-T Easy linealizado y se divisa una banda superior a
3.000[pb] en las demas colonias.

Se nota una banda un poco inferior a las 1.500[pb] en la colonia A, una cercana a
3.000[pb] en B y una cercana a las 1.500[pb] para C, Dy E.

Ninguna de las bandas corresponde al tamafio esperado para GTXYL2, podria tratarse
de un error en la secuencia estudiada o una amplificacién de otro fragmento. Para
descifrar el origen de este patron, se enviaron a secuenciar los plasmidios de todas las
colonias obtenidas.

A través del secuenciamiento de los plasmidios extraidos de las colonias transformadas
con ambos plasmidios recombinantes, se obtuvo las secuencias mostradas en el Anexo
E.

En las colonias B, C, Dy F de GTXYL1 se lograron identificar secuencias del inserto. Al

traducir cada secuencia y compararla con la xilanasa hipotética GTXYL1
(0i|521722511), se aprecia una gran similitud entre ellas (Figura 20).
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GTXYLLl_C
GTXYL1l B
hyp 107452
GTXYL1 D
GTXYL1l_F

GTXYL1l_C
GTXYLLl B
hyp 107452
GTXYL1l D
GTXYL1l_F

GTXYL1l C
GTXYL1l_B
hyp 107432
GTXYL1 D
GTXYLl F

GTXYL1 C
GTXYL1 B
hyp 107452
GTXYL1 D
GTXYL1 F

GTXYLLl_C
GTXYL1l B
hyp 107452
GTXYL1 D
GTXYL1l_F

GTXYL1l_C
GTXYLLl B
hyp 107452
GTXYL1l D
GTXYL1l_F

MISETFTVLLALLPLVQCAPPTPALSSATLPTGTSTVALNTALFALRGETLYMGTATDNGELT
MISETFTVLLALLPLVQCAPPTPALASSATPTGTSTVALNTALAFRAAGETLYMGTATDNGELT
MISETFTVLLALLPLVQCAPPTPALASSATLPTGTSTVALNTALFALAGETLYMGTATDNGELT
MISFETFTVLLALLELVQCAPPTRPALSSATLPTGTSTVALNTARFALGETLYMGTATDNGELT

—————————————————————— MEWENTEPEQGTWTWTINADQIASTARTNGQLLEGHNCY
DTAYTTILDNNANEGQI TEANAMEWENTEPEQGTWTWINADQIANTLARTNGOLLEGHNCY
DTAYTTILDNNANEGQI TEPANAMEWENTEPEQGTHWTWINADQIANLAF TNGQLLESHNCY
DTAYTTILDNNANEGOI TPANAMEWENTEPEQGTHWTWINADQIANT AR TNGQLLESHNCY
DTAYTTILDNNANEGOI TPANAMEWENTEPEQGTHWTWINADQIANT AR TNGQLLEGHNCY

e s e e e ke e b e ke e e ol ke ke b e e e e e e ke e e e e e ke ol e e wbe e e e ke

WYNQLPSWVTSGSWTNATLTAVVDHTTELVSEYEGOVYAWDV INEPFNDDGTYRESDVEY
WYNQLPSWVTSGSWTNATLTAV VO DHTTELVSREYEGOVYAWDV INEPFNDDGTYRESDVEY
WYNQLPSWVTSGSWTNATLTAYV VO DHT TELVSEY RGOV YAWDV INEPFNDDGTYESDVEY
WYNQLPSWVTSGSWTNATLTAVVDHT TELVSEYEGOVYAWDV INEPFNDDGTYRSDVEY

WYNQLPSWVTSGSWTNATLTAVVDHTTELVSEYEGOVYAWDV INEPFNDDGTYRESDVEY
ke ke thr e e she the o e b ke vl ol el e vhe sl ol e ke the bl e ke ke o e e e ke ol el e ke sl el e ke sk bl e ke ke e e e b ke ke e e e ol

NTIGPAYIPIALRRARALDENAFLYINEYNIEYTGSFATAMLNLVESLFAEGIFIDGVGL
NTIGPAYIPIALRAARAADPNAFLYINEYNIEYTGSFEATAMLNLVESLEAEGVPIDGVGL
NTIGPAYIPIALRAARAADPNARLYINEYNIEYTGSFATAMLNLVESLEAEGVPIDGVGL
NTIGPAYIPIALRAARAADENARLYINEYNIEYTGSFEATAMLNLVESLEAEGVEIDGVGL
N LG Y I~ — =

W e e e e e ke o

QSHEIVGEVEPTSLOSIMEQFTATLGVEVATITELDIFMTLPETARTLEQORTDYDTVISACE

OSHFIVGEVEPTSLOSIMEQFTALGVEVAITELDIFMTLPETAATLLEQOETDYDTVISACE
QeHFIVGEVPTELRSIMEQFTATLGVEVATITELDIFMTLPETARTLEQOETDYDTVISACE

AVESGCVEVIVHWDETDEY SWVESTEFSGRGAATEYDSNLVEEPAYDGTIVAGHD
————————————— TDEYSWVEPSTEFSGRGARTEPYDSNLVERPAYDGIVAGIWD
VEGCVGEVIVWDFTDEY SWVESTFSGQGAATEPYDSNLVEREPAYDGIVAGHWY
AVEGCVGVIVWDFTDEYSWVESTEFSGQGAATPYDSNLVEEPAYDGIVAGWY

Figura 20. “Alineamiento de las distintas proteinas obtenidas al traducir los genes secuenciados.
Hyp_107452: Secuencia tedrica de la xilanasa GTXYL1; GTXYL1B, GTXYL1C, GTXYL1D, GTXYL1F:
Secuencias de los insertos presentes en los plasmidios recombinantes obtenidos desde las colonias B, C, D

y F, respectivamente”.

Con esto se buscan las similitudes entre la secuencia tedrica y aquellas encontradas en
las colonias. Se logra identificar una gran similitud entre todas las secuencias y la
identidad entre la enzima tedrica y la colonia D.

Los insertos provenientes de las colonias B, C, D y F dan origen a la misma proteina
tedrica que se estaba buscando, pero las secuencias de las colonias B, C y F se
obtuvieron incompletas. Se concluye que solo el clon recombinante D contiene el gen
completo de la xilanasa GTXYLL1.
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Se ve que en la colonia B el inserto corresponde a la misma enzima con la ausencia de
na zona interna de su secuencia aminoacidica y las colonias C y F carecen de los
extremos N y C terminal respectivamente.

Por lo tanto solo se logré6 identificar el gen completo de la xilanasa GTXYL1 en el gen
presente en el vector recombinante de la colonia D.

Ninguna de las secuencias obtenidas desde el clon con GTXYL2 mostro la presencia
del gen recombinante.

Como no se obtuvo ninguna secuencia relevante para este clon, el resto de los estudios
de las enzimas GTXYL2 y de TVXYL1 se realizaron sobre las estructuras de las
xilanasas presentes en la base de datos de la NCBI, con coédigos de acceso
0i|339219002 y gi|392569323 respectivamente. A través de esta metodologia no puede
corroborarse la secuencia genética del gen que codifica la informacion para cada una
de esas enzimas, pero aun asi, el estudio bioinformatico realizado sobre ambas
xilanasas debe ser bastante certero.

3.3. Estudio de dominios conservados

Se buscaron los dominios conservados de cada xilanasa hipotética, mediante la
metodologia descrita en el Anexo B. Los sitios encontrados se evidencian en la Figura
21, y la presencia de cada uno en las secuencias aminoacidicas puede ser visto en las
anotaciones de las secuencias mostradas en el Anexo E.

Cada uno de los dominios presentes en las enzimas fue determinado segun las
secuencias conservadas. Estas fueron extraidas desde sitio “PROSITE” de expasy 2 y
se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. “Patrones de secuencias aminoacidicas de los dominios conservados de proteinas, segun
PROSITE de expasy ?2”.

Dominio Codigo PROSITE Secuencia conservada

Dominio catalitico PS00591 [GT['IA\\;I\EI%]’\I[AS\?'%\I{EG[E?G][;_[I)KI]\I]X

GH10 (GLYCOSYL_HYDROL_F10) (LIVME]
Dominio de union a PS00562 C-G-Gx(4,7)-G-x(3)-C-x(4,5)-
carbohidratos (CBM1_1) C-X(3,5)-INHGS]-x-[FYWMI]-
- X(2)-Q-C
Dominio catalitico PS01095 [LIVMFY]-[DN]-G-[LIVMF]-[DNJ-
Quitinasa 18 (CHITINASE_18) [LIVMF]-[DN]-x-E
Dominio catalitico [PSA]-[LQ]-X-E-[YF]-Y-
GH11 [LIVM](2)-[DE]-X-[FYWHN]
Dénde
[A, B, C, Cualquiera de los aminoacidos A, B, C, ...

K
{A, B, C,...}: Cualquier aminoécido, salvo A, B, C, ...
x: Cualquier aminoacido.
A(n,m): Se repite A, n a m veces.
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Figura 21. “Dominios conservados presentes en las xilanasas hipotéticas derivadas del genomay aquella
secuenciada (GTXYL1)”.

A través de este estudio se verificd que la xilanasa_hipotética_118998 corresponde a
una quitinasa y no a una GH11, eso explica la incongruencia entre el resultado obtenido
del analisis del genoma y desde el andlisis protedmico. Su sitio catalitico concuerda
completamente con el patrén de quitinasa 18 y difiere del correspondiente a GH11.

Todas las otras enzimas hipotéticas presentan 4 secuencias denominadas “fingerprints”,
que permiten clasificarlas como GH10 ?°\. Presentan también el dominio catalitico que
concuerda completamente con la secuencia conservada para estas enzimas, y se
identific6 en cada una, un residuo de acido glutdmico (E), que corresponde a uno de
sus aminoacidos cataliticos.

Las xilanasas hipotéticas 48717, 38102, 144893 y 130289, presentan ademas un sitio
de union a carbohidrato denominado “Cellulose-binding domain, fungal (IPR000254)” se
trata especificamente de un dominio de unién a carbohidratos de tipo 1 (CBM1) en
todas estas secuencias. En su estructura se identifica la presencia de 4 cisteinas (C),
que forman puentes de hidrégeno entre ellas 2, tal como se muestra en la Figura 22.

A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

O W W W W W W W W W WO W W W WO W W W W W W W W W

Figura 22. “Puentes de hidrégeno formados entre las cisteinas presentes en el dominio de unién a
carbohidratos CBM1”.

Se calcularon el peso molecular y punto isoeléctrico tedrico de cada una de las enzimas

hipotéticas, ademas de la identificada GTXYL1, a través de la herramienta de Expasy:
“Compute pl/Mw tool”. El resultado se muestra a continuacion.
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Tabla 11. “Peso molecular y punto isoléctrico teérico de cada una de las xilanasas hipotéticas y de GTXYL1”.

Enzima Peso molecular Punto isoeléctrico
tedrico (kDa) tedrico

33948 (TVXYL1) 37,7 5,66
39220(Tv) 40,0 5,17
154147(Tv) 38,8 5,03
48717(TV) 43,3 4,71
38102(Tv) 42,5 4,79
144893(Tv) 39,8 6,51
GTXYL1 37,9 4,57
138785(Gt) 38,5 4,56
140289 (GTXYL2) 41,9 5,72

Los pesos moleculares de todas las xilanasas son similares, oscilando entre los 37 y
44[kDa] para todas las xilanasas estudiadas. El punto isoeléctrico resulta un factor mas
variable, desplazandose desde 4,5 hasta 6,5 aproximadamente.

3.4. Similitud entre las xilanasas estudiadas

Finalmente se construyd un arbol filogenético mostrado en la Figura 25 para determinar
el grado de similitud entre las xilanasas estudiadas, usando los dominios GH10
presentes en cada una. Se muestra ademas el alineamiento de las secuencias
completas en las Figura 23 y 24, destacando la presencia del sitio de unién a
carbohidratos en morado, el sitio catalitico en rojo y las secuencias “fingerprint”
conservadas que permiten identificar el dominio GH10 en verde.
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Xilanasa_hipotética_138785
Xilanasa_hipotética_144893
Xilanasa_hipotética_33948 (TVXYL1)
GIXYL1
Xilanasa_hipotética_ 140289 (GTXYL2)
XynC[P.chrysosporium]
endo-1,4-B-xylanase A [P.chrysosporium]
Xilanasa_hipotética_48717
Xilanasa_hipotética_38102
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Figura 23. “Alineamiento de las secuencias de xilanasas hipotéticas de T. versicolor y G. trabeum, GTXYL1y
dos xilanasas provenientes de P. chrysosporium: XynC y endo-1,4-B-xylanase A. Se muestra las secuencias
conservadas de GH10 en recuadros verdes, y el dominio de unién a carbohidratos en morado”.
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Figura 24. “Continuacion del alineamiento de las secuencias de xilanasas hipotéticas de T. versiolor y G.
trabeum, GTXYL1 y dos xilanasas provenientes de P. chrysosporium: XynC y endo-1,4-B-xylanase A. Se
muestra las secuencias conservadas de GH10 en recuadros verdes, y el dominio catalitico en uno rojo”.
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Figura 25. “Arbol filogenético construido con las secuencias aminoacidicas de las xilanasas hipotéticas,
GTXYL1y dos provenientes de P. chrysosporium: PCXYL1(XynC) y PCXYL2(endo-1,4-B-xylanase A).
Construido con la herramienta ClustalW2_Phylogeny”.

Las enzimas expresadas por los hongos se encuentran alejadas del resto de las
enzimas estudiadas, solo GTXYL1 se encuentra cercana a las xilanasas caracterizadas
de P. chrysosporium ¥ por lo tanto se pordria esperar que ésta enzima presente
caracteristicas similares.

En la tesis de B. Decelle % se concluyé que las condiciones éptimas para las xilanasas
caracterizadas de P. chrysosporium XynC y endo-1,4-xylanase A son 70[°C] y un pH de
4,5 y se demostré6 que las enzimas de P. chrysosporium son capaces de hidrolizar
xilano.

4. Separacion y caracterizacion funcional de las enzimas

Siguiendo con los objetivos de la Memoria de Titulo, se buscoé purificar parcialmente las
xilanasas provenientes de ambas especies flngicas. Para ello, se recolectaron todas
las proteinas presentes en los medios extracelulares de cultivos liquidos de los hongos,
inducidos con paja de trigo. Posteriormente se realizaron distintas etapas de
separacion, los estudios mas relevantes realizados sobre xilanasas de T. versicolor y G.
trabeum se muestran a continuaciéon. Otros estudios realizados pueden ser observados
en los Anexos F y G.

4.1. Separacion de xilanasas de T. versicolor
4.1.1. Separacion por cromatografia de intercambio aniénico

Las proteinas de cultivos suplementados con paja de trigo como Unica fuente de
carbono fueron separadas a través de una cromatografia de intercambio anionico.
Previamente las muestras fueron procesadas como se indica en Materiales y Métodos.
Al ambientar la columna con un buffer a pH 7, se espera que todas las xilanasas
presenten carga negativa y por lo tanto se adsorban sobre la resina, para luego ser
eluidas en distintas fracciones a través del gradiente de sal generado. El cromatograma
de esta etapa se muestra en la Figura 26.
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Figura 26. "Cromatografia de intercambio aniénico realizada sobre las proteinas provenientes del cultivo de

T. versicolor. Se utilizé una columna Q-sefarosa de 8[ml]. La columna se ambient6 con buffer Tris 20[mM] a

pH 7; después de cargar la muestra en la columna, se lavé con tres voliumenes del mismo buffer y se aplico
una gradiente lineal de NaCl entre 0 y 1[M] en 10 volumenes de columna.”.

Se cuantifico la actividad celulasa ademas de la actividad xilanasa. Se midio la actividad
de fraccién por medio.

Se aprecia cinco picos de actividad en el gradiente de sal: dos de actividad xilanasa (B
y C) y tres de actividad celulasa (D, E y F), también se observa un pico de actividad
xilanasa que eluye al comienzo de la cromatografia, entre las proteinas que no se unen
a la resina: el pico A; éste pertenece a fracciones con una baja concentracion proteica,
por lo tanto se espera que la xilanasa presente en ellas tenga un mayor nivel de pureza
que en las fracciones que forman los picos B y C, ademas se destaca que las
fracciones de A carecen de celulasas.

Segun los puntos isoeléctricos teéricos mostrados en la Tabla 11, se esperaria que
todas las xilanasas se adsorbieran sobre la resina al ambientar la columna con un
buffer con pH 7, pero el pico de actividad xilanasa A esta presente en las fracciones que
no se adhirieron a la columna de intrcambio anionico. Se sospecha que el pico B, que
se presenta xilanasas unidas débilmente a la columna podrian corresponder a xilanasas
de PI mas altos, y que por lo tanto presentan una carga menos negativa al pH utilizado,
a diferencia de las presentes en el pico C, que se unen con mayor fuerza.
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En la Figura 27 se muestra una ampliacién de la Figura 26, para indicar las fracciones
que fueron cargadas en geles de poliacrilamida al 12% las que se muestran en la parte
superior de la figura. En la Figura 28 se muestran las fotos de los geles.
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Figura 27. "Cromatografia de intercambio anionico realizada sobre las proteinas provenientes de un cultivo
de T. versicolor"”.
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Figura 28. "Gel de poliacrilamida con fracciones de: Cromatografia de intercambio aniénico realizada sobre
las proteinas provenientes del segundo cultivo de T. versicolor".

Se contrastaron los resultados de actividad xilanasa y celulasa de cada fraccion con la
intensidad de las bandas presentes en los geles, con ello se busca el mismo
comportamiento entre ambos parametros, es decir, obtener una banda cuya intensidad
sea mayor en las fracciones donde se obtuvieron valores mas altos de actividad. De
acuerdo a ello no se logro presenciar ninguna banda que representara al pico A, pero si
se pudo vincular los picos B, C, D, E y F, con las bandas sefialadas de la misma forma.
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A través de este estudio se esperaba obtener un maximo de seis picos de actividad
xilanasa, derivados de la informacion obtenida de la anotacion del genoma. Si bien
existen seis genes que codifican informacion de xilanasas, no se tiene ninguna
informacion que permita asegurar que todas se expresan 0 son activas bajo las
condiciones utilizadas en la induccién de los cultivos y en los ensayos de actividad.

Para concluir con el estudio se debieron haber realizado zimogramas de las distintas
fracciones para identificar en qué bandas existen proteinas con actividad xilanasa o
celulsa, para posteriormente cargar nuevos geles de poliacrilamida, cortar las bandas
de interés y analizarlas a través de espectrometria de masa para clasificar cada
xilanasa o celulasa como alguna de las presentes en las bases de datos.

4.2. Separacion de xilanasas de G. trabeum

Se hizo, en primera instancia, una cromatografia de interaccion hidrof6bica, cuyo
cromatograma se muestra a continuacion.

4.2.1. Cromatografia de interaccion hidrofobica de proteinas de G. trabeum
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Figura 29. “Cromatografia de interaccion hidrofobica realizada sobre las proteinas del cultivo de G. trabeum
en medio suplementado con paja de trigo pre-tratada. Se utilizé6 una columna butil-sefarosa de 8[ml] .EI
protocolo de separacién consistio en ambientar la columna con buffer acetato de sodio 50[mM] a pH 6 con
sulfato de amonio 1[M], cargar la muestra, hacer un lavado con el mismo buffer utilizando tres volimenes de

41



columnay luego para eluir las proteinas con un gradiente lineal de sulfato de amonio hasta alcanzar una
concentracion O[M] en 10 volimenes de columna”.

Previo a los ensayos de actividad xilanasa y celulasa se hizo dos geles de
poliacrilamida al 12%, en éstos se cargaron las fracciones mostradas en la Figura 29.
Los geles se muestran en las Figuras 30A y 30B.

Se observa dos picos de actividad xilanasa y uno de actividad celulasa, este ultimo
aparece cuando la concentracidon de sulfato de amonio es levemente superior a 0,5[M].
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Figura 30A
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Figura 30B. "Gel de poliacrilamida en condiciones denaturantes con fracciones de cromatografia de
interaccion hidrofébica sobre las proteinas provenientes del cultivo de G.trabeum. En A, fracciones 4 a 32. En
B, fracciones 36 a 64. L, marcador de masa molecular; C, mezcla inicial cargada en la columna”.

Se observa que la actividad celulasa eluye a una concentracion de 0,57[M] de sulfato
de amonio, antes que la actividad xilanasa, que eluye a concentraciones menores de
0,30[M]. Por lo tanto se espera que al lavar la columna a una concentracién cercana de
0,5[M] de sulfato de amonio se logre eliminar las celulasas en el lavado, mientras que
las xilanasas se adsorban a la resina en esas condiciones y logren ser eluidas durante
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la gradiente entre 0,5 y O[M] de sulfato de amonio, pudiendo recuperar fracciones con
actividad xilanasa libres de actividad celulasa. Para probar esta alternativa de
separacion, se realizd una nueva cromatografia de interaccion hidrofébica sobre las
proteinas de G. trabeum, utilizando una concentracion inicial de sulfato de amonio de
0,52[M]. El cromatograma se muestra en la Figura 31.
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Figura 31. “Cromatografia de interaccion hidrofébica realizada sobre las proteinas del cultivo de G.trabeum
en medio suplementado con paja de trigo pre-tratada. Se utilizé una columna butil-sefarosa de 8[ml] .El
protocolo de separacion consistié en ambientar la columna con buffer acetato de sodio 50[mM] a pH 6 con
sulfato de amonio 0,5[M], cargar la muestra, hacer un lavado con el mismo buffer utilizando tres volimenes
de columnay luego para elui las proteinas con un gradiente lineal de sulfato de amonio hasta alcanzar una
concentracion O[M] en 10 voliumenes de columna”.

Las xilanasas no se adsorbieron a la columna como se habia proyectado, tanto
celulasas como xilanasas eluyeron juntas al momento de ser cargadas. Se sospecha
gue la proyeccioén realizada para la adsorcion de las xilanasas en la resina fue errénea
porque los picos obtenidos en la cromatografia anterior, desde los cuales se propuso
esta técnica, no fueron medidos rigurosamente, por lo tanto estan sujetos a errores que
no permiten apreciar claramente el pico de actividad.

4.2.3. Separacion de proteinas de G. trabeum mediante cromatografia de
intercambio aniénico

Se generd un pool con las fracciones delimitadas por la linea punteada en la Figura 31
que presentaban actividad xilanasa (fracciones 4 a la 12) y ese pool fue sometido a
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cromatografia de intercambio anionico. En la Figura 32 se muestra el resultado de esta
etapa.

Al igual que para la cromatografia de este tipo realizada sobre las proteinas de T.
versicolor, se esperaba que todas las xilanasas se adhirieran a la matriz y fueran
eluidas a través del gradiente de sal.
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Figura 32. “Cromatografia de intercambio anidnico realizada sobre las proteinas de G. trabeum separadas
previamente por la cromatografia de interaccion hidrofébica. Se utilizé6 una columna Q-sefarosa de 8[ml] .El
protocolo de separacién consistio en ambientar la columna con buffer tris 20[mM] a pH 7, cargar la muestra,

hacer un lavado con el mismo buffer utilizando tres volumenes de columnay luego realizar un gradiente
lineal de cloruro de sodio hasta alcanzar una concentracion 1[M] en 10 volumenes de columna para eluir las
proteinas adheridas a la resina”.

Las fracciones obtenidas al comienzo de la elucién por efecto del NaCl, contienen tanto
celulasas como xilanasas, esto se concluye debido a que se ven los picos de ambas
actividades junto a la mayor parte de la proteina (absorbancia a 280[nm]) en estas
fracciones. Por lo tanto no fue posible obtener fracciones que solo presentaran actividad
xilanasa.

Se demuestra que, tal como se esperaba, todas las xilanasas presentes en la muestra
se adsorben en la columna y son luego eluidas por efecto del sulfato de amonio.
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Se cargaron las fracciones mas relevantes en un gel de poliacrilamida al 12% (las que
se muestran en un detalle del cromatograma de la Figura 32, en la Figura 33). La Figura

34 corresponde a una foto del gel.
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Figura 33. "Selecciéon de fracciones de Cromatografia de intercambio anidnico realizada sobre las proteinas
de G. trabeum separadas previamente por una la cromatografia de interaccion hidrofébica, para cargar en gel

de poliacrilamida al 12%".
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Figura 34. "Gel de poliacrilamida con fracciones de: Cromatografia de intercambio anionico realizada sobre
las proteinas de G. trabeum separadas previamente por una la cromatografia de interaccién hidrofébica".
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Se detect6 la presencia de una xilanasa de un tamafio entre los 36 y 50[kDa], sefalada
como A, podria tratarse de GTXYL1 (tedrico de 37,9[kDa]) o GTXYL2 (tedrico de
41,9lkDa)). La banda sefialada como B, corresponde a una celulasa. Por lo tanto se
logré separar una de las xilanasas expresadas por G. trabeum, ademas de su
identificacion en un gel de poliacrilamida.

En la Figura 33 se observa un pico de actividad xilanasa en las fracciones 37 a la 39,
que coincide con el pico de intensidad de tincion de la banda de 35[kDa] (banda D) en
el gel de la Figura 34.

Contrastando los resultados con los reportados por Cohen y cols "1, se deduce que las
bandas A, B y D corresponden a la xilanasa GTXYLL1 (gi|521722511), una celulasa de la
familia GH12 (gi|339219006) y una de la familia GH5 (gi|296803329) respectivamente.

Por lo tanto se vincula la enzima visualizada en el gel y purificada parcialmente, con el
gen clonado y secuenciado de GTXYLL1.

Se genero6 un pool con las fracciones 30 a la 48 de la cromatografia, a esta mezcla se
denominé “GT enriquecido”. Se analizaron los parametros de purificacion del proceso
total al que fueron sometidas las muestras, resultados que se muestran en las Tablas
12y 13.

Tabla 12. “Tabla de purificacion de la actividad xilanasa de las proteinas provenientes del cultivo de G.
trabeum”.

Proteina  Actividad Actividad . )
e Rendimiento Nivel de
total total especifica (%) ourificacion
, (mg) (V) (U/mg)

Proteinas 3,00 158 52,6 100% 1
resuspendidas
Cromatografia
interaccion 0,594 70,6 119 45% 2,26
hidrofébica
Cromatografia
intercambio 0,0695 61,4 884 39% 16,8
anionico

Tabla 13. “Tabla de purificacidon de la actividad celulasa de las proteinas provenientes del cultivo de G.

trabeum?”.
Proteina  Actividad Achc}ad Rendimiento  Nivel de
total total especifica (%) purificacion
i (mg) (V) (U/mg)

Proteinas 3,00 366 122 100% 1
resuspendidas
Cromatografia
interaccion 0,594 192 324 53% 2,65
hidrofébica
Cromatografia
intercambio 0,0695 106 1.523 29% 12,5
anionico
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Con la estrategia ejecutada se logra un nivel de purificacién de xilanasas y celulasas de
16,8 y 12,5 veces respectivamente, asociado a una pérdida de aproximadamente un
60% de la actividad para las primeras y un 70% para las segundas.

Se destaca que en general las enzimas extracelulares de hongos se presentan en bajas
concentraciones, por lo tanto, no es sorprendente que el factor de purificacion sea
pequefio.

5. Estudios de actividad frente lignocelulosa

Como ultimo objetivo de la Memoria de Titulo se evalud el efecto de las xilanasas
estudiadas en la hidrolisis de material lignocelulosico, para ello se incubaron las
enzimas expresadas por ambas especies fungicas con paja de trigo pre-tratada como
sustrato. Se cuantificaron las concentraciones de xilosas y glucosas liberadas durante
la hidrélisis para evaluar la degradacion de la hemicelulosa (xilanasas) y celulosa
(celulasas) provocado por cada enzima.

Como no se obtuvo una fraccion libre de actividad celulasas, se utilizaron como
muestras fracciones de proteinas totales de los cultivos de T. versicolor y G. trabeum,
concentradas por precipitaciéon con sulfato de amonio, desaladas y resuspendidas en
buffer acetato de sodio 50[mM] a pH 5. Ademas se probo la fraccién parcialmente
purificada de G. trabeum enriquecida en actividad xilanasa. Estas enzimas se
mezclaron con una celulasa comercial Celluclast 1.5L, y se ensay0 la capacidad de
estas preparaciones de degradar paja de trigo en el ensayo de hidrdlisis.

A través del ensayo se logro cuantificar de todas maneras el efecto que tiene cada una
de las muestras en la degradacion del sustrato lignoceluldsico, pero aun asi este efecto
no puede ser atribuido completamente a las xilanasas debido a la presencia de otras
enzimas en las soluciones.

Se evalué la degradacion de la paja de trigo cuantificando la concentracion de glucosa y
xilosa liberadas, a través del kit GLUC-PAP ! y HPLC respectivamente. Los resultados
se muestran en las Figuras 35 y 36. Se compar6 ademas el desempefio de las enzimas
de hongos, tanto solas, como junto a la comercial, con esto se evaluo si existe un efecto
de sinergismo entre ellas.
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Figura 36. "Xilosa liberada por la hidrolisis de paja de trigo con fracciones ptoteicas de G. trabeum y T.
versicolor con actividad xilanasa. T. versicolor: enzimas provenientes del cultivo de T. versicolor. G.
trabeum: enzimas provenientes de los cultivos de G. trabeum; G.trabeum/2: proteinas totales de un cultivo de
G. trabeum diluidas a la mitad; G. trabeum enriquecido: muestras provenientes de cultivos de G. trabeum,
enriquecidas en actividad xilanasa, producto de la separacién en dos pasos cromatograficos. Tedricos: suma
de glucosa liberada por la enzima del hongo y la glucosa liberada por Celluclast 1.5L”.
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Para comparar el efecto real que tiene cada una de las enzimas sobre la lignocelulosa,
se compara el cociente entre la cantidad total de azlcar liberada y la cantidad total de
proteina utilizada. Esto se muestra en las Tablas 14 y 15.

Tabla 14. “Glucosa liberada por las distintas muestras estudiadas y proteina total cargada en los ensayos de
hidrélisis frente sustrato lignocelulésico”.

Proteina Glucosa
tOta| V0|uTen G | uc/osla tOta| mgg|ucosa/mgpr0te|'na
m mag/m

(mg] i Img/mll gy
T.versicolor 280-10°  25.10° 194-10° 96,8:10° 34,6
G.trabeum  40,3-10° 25.10° 125-10° 62,5-10° 155
G. trabeum/2 20,2-:10°  25.10°3 96-:10° 47,8103 238
Sﬁrfait;i‘fég 104-10° 425.10% 60-10%  29.8-10° 28.9
(g(f::]“ecr'gztl) 253.10° 25.10% 320-10° 160-10° 6.330

Tabla 15. “Xilosa liberada por las distintas muestras estudiadas y proteina total cargada en los ensayos de
hidroélisis frente sustrato lignocelulésico”.

Proteina . Xilosa
total V0|ur|nen Xi |C;88i total mgxilosa/mgproteina
m mag/m

[mg] (i [mg/ml [mg]
T. versicolor 280-10°  25.10° 107-10°3 53,5-10° 19,1
G.trabeum  40,3-10° 25.10° 9,52-10°  4,76-107 11,8
G.trabeum/2 20,2-10° 25.10% 0,165-10° 0,082-10° 0,41
eGr;rf;?JbeeC‘fég 104-10°  425.10° 1,58 790-107 762
((C:SLL“;';?D 253.10° 25.10%  204.10°  102-10° 4.030

Como la paja de trigo es insoluble en el buffer utilizado y precipita rapidamente, se hizo
dificil mantener la proporcién de ésta en los ensayos realizados, por lo tanto, se obtuvo
una gran variabilidad en el experimento, lo que se asocia a grandes errores, que en
algunos casos superan el 50%.

Los valores de concentracion de glucosa liberada obtenidos al mezclar las enzimas de
origen fangico con la enzima comercial Celluclast 1.5L, son menores a los tedricos
esperados para todas las muestras cargadas. Por el contrario, la concentracién de
xilosa es mayor que la teorica para todas las muestras, a excepcién de las proteinas de
G. trabeum enriquecidas en actividad xilanasa. De todos modos los errores no permiten
ratificar la existencia de un efecto de sinergia para la liberacion de xilosas.

La enzima comercial provoca la mejor hidrolisis, liberando 25 veces mas glucosa que la
mejor de las enzimas flngicas y 5 veces mas de xilosa. Por su parte, la muestra de G.
trabeum enriquecido libera una cantidad minima de glucosa, pero tiene el segundo
mejor desempefio en relacion a liberacion de xilosa. Destacando una liberacion de 65
veces mas xilosa que las mismas muestras sin purificar.
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Se debe destacar que los ensayos cuantifican los mondémeros liberados y no
oligdbmeros o polimeros, por lo tanto se sospecha la existencia de alguna B-xilosidasa
en todas las muestras.

Al finalizar la Memoria de Titulo se public6 un documento sobre una investigacion
donde se clonaron y caracterizaron las xilanasas GTXYL1 y GTXYL2 provenientes de
G. trabeum ?®. En ésta, se obtuvo que las condiciones éptimas para las enzimas son
pH 3,4 y una temperatura de 50[°C] para GTXYL1, y pH 4,5 con una temperatura de
70[°C] para GTXYL2. Se observd ademas que ambas enzimas son capaces de
hidrolizar diversos tipos de sustratos lignoceluldsicos y se calcularon las constantes
cinéticas de ambas enzimas a través de un ensayo de actividad sobre xilano (Anexo K).

IV. Conclusiones

Se comprobd la expresién de xilanasas por las especies fungicas T. versicolor y G.
trabeum en cultivos liquidos de estos hongos suplementados con 1% (p/v) de paja de
trigo pre-tratada. Se observo la presencia de genes que codifican la informacion de
xilanasas de la familia GH10 en el genoma de cada especie, y adicionalmente se midio
actividad xilanasa al realizar un ensayo de hidrdlisis utilizando el medio extra celular de
los hongos y xilano como sustrato.

Se identificaron todos los genes de GH10 presentes en los genomas de ambas
especies, y a través de una espectrometria de masa realizada sobre proteinas
separadas desde el medio extracelular de los hongos, se logré probar la expresion de
dos xilanasa de G. trabeum y una de T. versciolor bajo las condiciones de cultivo
utilizadas.

Entre los genes identificados, se obtuvo la secuencia de aquel que codifica la
informacion de la xilanasa de G. trebeum GTXYL1 (gi|521722511), con ella y las otras
encontradas en las bases de datos, se determinaron las propiedades de cada una, en
particular, los puntos isoeléctricos y pesos moleculares teéricos, en algunas se observé
la presencia de un médulo de unién a carbohidratos CBM1, se identificaron el dominio
catalitico GH10 en cada una de ellas y la sefial de exportacion al medio extracelular.

Se logro separar las xilanasas desde los cultivos de las especies a través de las
estrategias utilizadas:

Se purificaron parcialmente tres xilanasas y tres celulasas provenientes de cultivos de
T. versicolor a través de una cromatografia de intercambio anidnico y adicionalemente
se identificaron bandas correspondientes a dos xilanasas y una celulasa en geles de
poliacrilamida.

Con la estrategia utilizada sobre las proteinas de G. trabeum se logré un

enriquecimiento de 16,8 veces, asociado a una pérdida del 61% para xilanasas, y de
12,5 veces, con una pérdida del 71% para celulasas.
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Se identificaron bandas en un gel de poliacrilamida correspondientes a las descritas por
Cohen y cols ?7 especificamente una celulasa de la familia GH5, otra de la familia
GH12, y una xilanasa de la familia GH10: GTXYLL1.

No fue posible demostrar un efecto sinérgico entre las xilanasas producidas por los
hongos y la celulasa comercial Celluclast 1,5L, pero tampoco es posible descartar su
existencia.

Al cuantificar la xilosa liberada por las muestras en el ensayo de hidrélisis sobre paja de
trigo, se concluye que las enzimas provenientes de los hongos son capaces de
degradar la hemicelulosa presente en compuestos lignocelulésicos, esta afirmacion es
coherente con los estudios realizados por Sydenham y cols 281 Por lo tanto es probable
que las xilanasas estudiadas intervengan en la hidrélisis de este tipo de sustratos.
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VI. Anexos
Anexo A. Gel construido en los estudios preliminares

De los estudios preliminares realizados en el proyecto, se utilizd la informacion
proveniente de un gel de poliacrilamida, en él se cargaron distintas muestras de una
cromatografia de filtracion en gel realizada sobre proteinas provenientes de un cultivo
de G. trabeum. Las bandas sefaladas fueron sometidas a un proceso de
espectrometria de masa, y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1 en la
seccion Introduccion.

Ladder Pool 1 Pool 2

105
85

50

36

27

Figura 37. "Gel de poliacrilamida al 12%. Se cargaron dos pools de proteinas provenientes de una filtracién
en gel realizada sobre proteinas de G. trabeum,. Se sefiala los pesos moleculares de cada banda del ladder
en kDa. Las bandas sefialadas con niumeros fueron sometidas a una espectrometria de masa cuyos
resultados se muestran en la Tabla 1”.

Anexo B. Detalle de protocolos
1. Extraccién de RNA total

Se sumergi6 la muestra del hongo en N, liquido, y al estar completamente soélida fue
molida hasta obtener un polvo fino, con la ayuda de un mortero previamente enfriado y
libre de nucleasas. Se agregaron 2[ml] del compuesto TRIzol ° y se siguié moliendo
hasta que la muestra se derritiera. Al conseguirlo, ésta fue dividida en dos volimenes
iguales que fueron transferidos a tubos Eppendorf de 1,5[ml]. Se incubé la mezcla
durante 5[min] a temperatura ambiente y a cada uno de los tubos se le agregdé 300[ul]
de cloroformo, se agité vigorosamente durante 15[s] y luego se incubaron durante
3[min] a temperatura ambiente. Se centrifugé a 13.000xg durante 15[min] a 4[°C], y
siguiendo con la fase superior, se repiti6 el protocolo desde la adicién del cloroformo. El
sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5[ml], en el que se
agregaron 500[ul] de isopropanol y luego se incubd durante 2[h] a -20[°C]. EI RNA
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precipitado fue recolectado luego de centrifugar a 13.000xg durante 15[min] a 4[°C], el
pellet se lavo con 1[ml] de etanol 75% helado y se dejé secar brevemente con aire a
temperatura ambiente. Finalmente el RNA se resuspendié en 20[ul] de agua libre de
nuecleasas.

2. Limpieza de cDNA

Se limpié el cDNA usando el protocolo de limpieza del kit “Gel/PCR DNA Fragments
Extraction kit” de Geneaid ™°.

Se transfirieron 20[ul] de cDNA (de un maximo de 100[ul]) a un tubo Eppendorf de
1,5[ml], se le agregaron 5 volumenes de DF buffer y se mezclé por vortex. Se monto la
DF column en un tubo colector de 2[ml], en ella se cargd la muestra, que fue luego
centrifugada a 14.000xg durante 30[s]. Se descarto la fraccion que paso a través de la
columna y para lavar se agregaron 600[ul] de Wash Buffer (con etanol), se incub6
durante 1[min] a temperatura ambiente y se centrifugé a 14.000xg durante 30[s]. Se
volvié a descartar la fraccion que paso a través de la columna y se realiz6 una nueva
etapa de centrifuga por 3[min] a 14.000xg. Se eluyo la muestra de cDNA adherida a la
columna, cambiando ésta a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5[ml], agregando 30[ul] de
H,O estéril, incubando durante 2[min] a temperatura ambiente y finalmente
centrifugandola a 14.000xg durante 2[min].

3. Geles de agarosa al 1%

Se diluy6 buffer TAE 50x (cuya composicién se muestra en el Anexo |) en H,O destilada
hasta lograr una dilucién de 50 veces. Luego se agregaron 50[ul] de bromuro de etidio
por cada 100[pl] de buffer 1x. Se mezclé el buffer TAE 1x con agarosa hasta obtener
una concentracion de un 1% (p/v). La mezcla se calentdé en un microondas y luego se
esperd a que se enfriara hasta alcanzar aproximadamente 60[°C] para cargarlo en la
camara donde adquiere su forma. Se le agregé una unidad para formar los distintos
pocillos donde se cargan las muestras y se esperd que gelificara. Después, éste se
dispuso en la camara electroforética y se rellené con buffer de TAE 1x, hasta cubrir
completamente el gel. Se incorporaron las muestras en los pocillos, mezclando
previamente 5[ul] de cada una con 1[ul] de buffer de carga 6x. Los geles fueron
sometidos a un campo eléctrico de 40[V], durante aproximadamente 1[h]. Finalmente se
visualizaron las distintas bandas iluminando el gel con un transiluminador ultravioleta.

4. Recuperacion de medio extracelular

Para recuperar el medo extracelular de los hongos se trasvasij6 completamente los
cultivos liquidos a tubos de 300[ml] para centrifuga. Fueron centrifugados durante
10[min] a 10.000[rpm] y 4[°C]. El sobrenadante se traspas6 a un nuevo recipiente con
cuidado de no tomar parte del pellet, y finalmente el liquido obtenido fue filtrado a través
de un poro de 0,2[um] de diametro.
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5. Precipitacion de proteinas

Se agrego sulfato de amonio hasta alcanzar una saturacion del 80%. Se midi6 el
volumen obtenido del medio extracelular previamente filtrado y se agregd buffer Tris
1[M] hasta obtener una concentracion final de 100[mM]. En hielo, se agrego lentamente
sulfato de amonio hasta lograr una saturacion del 80%, es decir, 52,3[g] por cada
100[ml]. Se debe utilizar una velocidad de agitacién reducida con el fin de no denaturar
las proteinas presentes. Se incubo overnight a 4[°C] y se centrifugé a 8.000[rpm]
durante 30[min] a 4[°C]. Se descarto el sobrenadante y se guardo el pellet a -80[°C] o
se agrego un reducido volumen del sobrenadante descartado (saturado), donde las
proteinas no se resuspenden. La decision anterior se tomé dependiendo si las muestras
serian utilizadas inmediatamente o si serian guardadas por un periodo de tiempo
considerable.

6. Inhibicion de proteasas

Para ello se hace una solucion stock de PMSF a una concentraciéon de 10[mg/ml],
diluyendo en isopropanol. A cada muestra de proteinas guardadas se le agrego la
cantidad necesaria del stock de PMSF para obtener una concentracion final de
100[pg/ml].

7. Resuspencion de proteinas

Se realizé una centrifugacion a 8.000[rpm], durante 30[min] y a 4[°C]. Se eliminé el
sobrenadante de buffer con sulfato de amonio saturado a un 80% que habia sido
dejado en cada volumen y se agrego el buffer necesario para la etapa de separacion
que serian sometidas las muestras.

8. Cuantificacion de actividad xilanasa

La unidad de actividad xilanasa se defini6 como los pymoles de xilosa liberada por
minuto, en el ensayo realizado sobre el xilano. Se construy6 una curva de calibracion
para determinar concentracion de xilosa en funcién a la absorbancia medida con una
longitud de onda de A=550[nm], mostrada en el Anexo J.

Por lo tanto la transformacion se realizé de la siguiente forma:

[umOIxxlou]
yl_min _ AbSssopam) t 10 t-1.4= AbSssofmm) +0,0563 1 4
ml m 0,2664 60

Dénde:

U: Actividad enzimatica, en este caso xilanasa.
Absssoinm) : Absorbancia del ensayo de DNS con A=550[nm].
n: Valor de la curva estandar (=0,0563).
m: Valor de la pendiente de la curva estandar (=0,2664).
t: Tiempo de reaccion (=60[min]).
d: Dilucién de la muestra en el ensayo (=4).
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9. Cuantificacién de actividad celulasa

La unidad de actividad celulasa se defini6 como los pmoles de glucosa liberada por
minuto, en el ensayo realizado sobre el CMC. Se construy6é una curva de calibracion
para determinar concentracion de glucosa en funcién a la absorbancia medida con una
longitud de onda de A=550[nm], mostrada en el Anexo J.

Por lo tanto la transformacion se realizé de la siguiente forma:

urn()]glucm;a

—' 4
ml m 0,1915 60

Dénde:

U: Actividad enzimatica, en este caso celulasa.
Absssoinm; - Absorbancia del ensayo de DNS con A=550[nm].
n: Valor de la curva estandar (=0,0637).
m: Valor de la pendiente de la curva estandar (=0,1915).
t: Tiempo de reaccion (=60[min]).
d: Dilucién de la muestra en el ensayo (=4).

10. Cuantificacién de proteinas

Se utilizo el protocolo de Bradford: en cubetas para espectrofotometria se agrego:
e 1.2[ml] de H,O mili-Q.
e 50[ul] de muestra.
e 0,5[ml] de reactivo de Bradford, cuya composicion se muestra en el Anexo I.

Se generd un blanco agregando 50[ullde H,O mili-Q en vez de muestra; y un cero,
constituido por 1,75[ml] de H,O mili-Q. Se midi6 la absorbancia de cada muestra en
contra del cero (incluido el blanco), utilizando longitudes de onda de A=465[nm] vy
A=595[nm]. Finalmente la concentracion proteica se calculé como:

(Abss.;s (muestra) Absgqs (blanco)) 5
Abs,.. (muestra) Abs,. (blanco)/ "
m

C =

proteina

Donde m y n, se obtienen de una curva estandar construida, que puede ser vista en la
seccion Anexo J.

11. Geles de poliacrilamida

Se construyo geles SDS-PAGE haciendo primero la mezcla del gel de resoluciéon, cuya
composicién se muestra en el Anexo |. Con la ayuda de una micropipeta se agito y
rapidamente fue incorporada dentro de una camara para darle forma al gel. Sobre éste
se agregaron 200[ul] de butanol y se dejé gelificar. Se eliminé el butanol y se genero la
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mezcla del gel de apilamiento, también mostrada en el Anexo I. Al igual que el anterior,
se agito la mezcla y se cargo6 rapidamente en la camara, sobre el gel de resolucion. Se
agrego una unidad en la parte superior del gel para darle la forma de los pocillos. Antes
de cargar las muestras se juntaron 20[ul] de cada una con 5[ul] de buffer de carga 5x y
se calentaron a 100[°C] por 5[min]. El gel fue sometido a un campo eléctrico de 200[V]
durante 45[min] para lograr la migracion de las proteinas.

12. Tincidon con azul de Coomassie

Las tinciones se realizaron a los geles de poliacrilamida en que las proteinas cargadas
ya habian migrado, el objetivo es observar las bandas obtenidas. Por lo tanto se
bafaron los geles con aproximadamente 125[ml] de solucion de tincion durante 30[min].
Luego se lavaron dos a tres veces con solucion de destincion hasta lograr una
visibilidad clara de las bandas del marcador de pesos moleculares y se realizé un altimo
lavado con H,O mili-Q. La composicion de ambas soluciones utilizadas en esta etapa se
muestra en el Anexo I.

13. Tincién con plata

Luego de realizar una tincion con azul de Coomassie y destefiir el gel, éste se lavd con
H,O mili-Q agitandolo overnight. Se descartd el H,O y se incubd durante 30[min] con
solucion DTT a 0,005[mg/ml]. Se eliminé esta solucion para agregar 125[ml] de una
nueva de AgNO3 a una concentracion 1[mg/ml], y se cubrié debido a que el nitrato de
plata es sensible a la luz. Se agité durante 30[min], y se cambio el gel a un nuevo
pocillo, donde se bafid con 125[ml] de una solucion con 36[mg/ml] de Na,CO3 y 0,06%
de formaldehido al 37%. Cuando se observo la aparicion de las bandas se agregaron
3[g] de &cido citrico para detener la reaccion.

14. Ensayo de actividad sobre paja de trigo
Los pardmetros utilizados para la hidrélisis fueron definidos a través de un ensayo

preliminar mostrado en el Anexo H. Las concentraciones proteicas de las muestras
fueron:

Tabla 16. ”Cantidad de proteina cargada de cada muestra en el ensayo de actividad frente lignocelulosa”.

Enzima Concentracion stock Volumen Total de proteina
[mg/ml] cargado [ml] cargada [mg]

T. versicolor 112107 25-10° 280-10°

G. trabeum 16,1-10° 25-10° 40,3-10°
G. trabeum/2 8,06-10°° 25-10° 20,2-10°

G. trabeum 103 103 105
enriquecida 2,44-10 425-10 104-10

Celluclast 103 103 e
(Comercial) 1,01-10 25-10 2,53-10
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Anexo C. Medios y condiciones de cultivo

1. Medio liquido para T. versicolor (106):

Para generar el medio del cultivo utilizado para la especie T. versicolor se agrega 10[ml]
de Metales trazas 106 100x y 10[ml] de Solucion de cobre 106 100x, a 1[l] de Base
del medio de cultivo 106. Cada uno de los componentes se construye como se
muestra a continuacion:

Base de medio de cultivo 106:

Tabla 17. “Composicion de la base del medio de cultivo 106, utilizada para T. versicolor”.

Compuesto Cantidad

Urea[g] 0,3

(NH4)2S04[g] 1,4
KH2PO4[g] 2

MgS0O,-7H,0[g] 0,3

CaCl,-7H,0[g] 0,4

Triptona|g] 0,75

Extracto de levadura[g] 0,25
H.O[l] 1

Metales trazas 106:

Tabla 18. “Composicion de la solucion de Metales trazas 106 y generacién de stock 100x”.

Compuesto 1x 100x 5%6[1:3]
FeSO,4-7H,O[mg] 5 500 25
ZnS04-7H,0[mg] 1,4 140 7
MnSQO4-7H,0[mg] 1,2 120 6
CoCl,-7H,0O[mQ] 2 200 10

H,O[ml] 1000 1000 50

Solucién de cobre 106:

Tabla 19. “Composicion de la Solucion de cobre 106 y generacién de stock 100x”.

Concentracion para

Compuesto final [mM] 100x [g] 50[mi]
CuS0O4-5H,0 0,4 9,99 0,5
H,O[ml] 1000 1000 50

2. Medio liquido para G. trabeum (117):

Para crecer esta especie se utilizaron dos medios de cultivo diferentes, el primero fue
utilizado para crecer el primer y segundo cultivo, mientras que el segundo solo para el

tercero. Para generar el primero, luego de autoclavarlas, se juntan la Mezcla 117-1 con
la Mezcla 117-2.
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Mezclas:

Tabla 20. “Composicion de las Mezclas 117-1y 117-2”.

Compuesto 117-1 117-2
KH2PO4[9] 0,46 -
MgSO47H20[g] 0,05 -
K2 HPO4[g] 1 -
Extracto de levadura[g] - 2
H,O[ml] 900 100

Para el medio de cultivo utilizado para esta especie se agrega 7[ml] de Metales traza
de 106 a 1[l] de Base de medio de cultivo 117.

Base de medio de cultivo 117:

Tabla 21. "Composicion de la base de medio de cultivo 117".

Compuesto Cantidad
D-glucosalg] 10
KH2PO4[g] 2
MgS0O,-7H,0[g] 0,5
CaC|2'2H20[g] 0,1
NH4NO3[g] -
l-aspar[g] 0,093
Tiamina[mg] 0,1
extracto de levadural[g] 1
H,O[ml] 1000

3. Condiciones de cultivo
Ambas especies crecieron a 28[°C] con una agitacién de 80[rpm].
Anexo D. Disefio de primers

Se disefaron primers para aislar y amplificar los genes en estudio: TVXYL1, GTXYL1y
GTXYL2. Para el disefio se seleccionaron secuencias que se alinearan con los
extremos del gen, bajo ciertas restricciones:

Lograr la amplificacion de la totalidad del gen.

Obtener una Tm de 55-60[°C] para cada uno.

Tm de no mas de 2[°C] de diferencia entre ambas.

No se generaran hairpins a temperaturas cercanas a las de operacion.

No generan homodimeros ni heterodimeros entre las cadenas.

Largo entre 18 y 22 nucledtidos.

En lo posible agregar la menor cantidad de nucleotidos extras.

Para determinar las caracteristicas de cada primer disefiado se utilizé la herramienta
“OligoAnalyzer tool” del sitio web Integrated DNA Technologies (IDT) % Si no cumplian
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con las restricciones establecidas, se procedi6 a redisefiarlos. La secuencia y
caracteristicas de los finalmente utilizados son:

Para TVXYL1:

Forward: Reverse:

5 TCACCATGCACTTCTCACTCC3 S5 TCCTCACTGCTGGAATCCGYZ
Largo: 21[b] Largo: 19[b]

Tm: 57,0[°C] Tm: 56,9[°C]

Hairpin: -10,2; -12,1 ; -9,6[°C] Hairpin: 25,6; 21,8; 19,4; 11,5[°C]
Para GTXYL1:

Forward Reverse

5 GAA CAT GAT TTC TAA GAC CTT 5 TTTCCACTGCGCTCCACCJ
CACCG? Largo: 18[b]

Largo: 26[b] Tm: 58,4[°C]

Tm: 55,7[°C] Hairpin: -0,8; 3,5[°C]

Hairpin: 16; 14,1; 14,8 y 9,2; 11,8; -25;

7,9[°C]

Para GTXYL2:

Forward Reverse:

5 GCC ATG TCC TTC AAG ACT CTC G 5 CCT TTG AGT GTC TGC CTC TAG G
3’ K

Largo: 22[b] Largo: 22[b]

Tm: 57,6[°C] Tm: 57[°C]

Hairpin: 33,3[°C] Hairpin: 29,8; 26,4; 23,6; 20,6[°C]

No hay formacion de homopolimeros ni heteropolimeros para ninguno de los pares
estudiados, ni el alineamiento de alguna de estas secuencias con otras zonas del
genoma.

El alineamiento entre cada uno de estos primers, con su respectivo gen puede
observarse subrayada en la secuencia de cada gen presentada en el Anexo E.

Anexo E. Secuencias genéticas y proteicas

1. Genes y xilanasas hipotéticas

En la anotacion de los genomas de los hongos de los hongos T. versicolor y G. trabeum
presente en la base de datos de Joint Genome Institute (JGI) se buscaron todos los
genes que codifican la informacion de xilanasas, es decir enzimas pertenecientes a la
familia 10 u 11 de las glicosil hidrolasas. Aquellos genes identificados, junto a las
traducciones realizadas a través la herramienta “expasy translate tool”, se muestran a
continuacion.

Se anotaron las secuencias genética donde se destaca la siguiente nomenclatura:
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Para las secuencias nucleotidicas:
e Letrade color rojo: Gen sin intrones.
e Letrade color azul: Zona no traducida del mRNA.
e Letra de color negro: Seccién de 30 bases presentes en el genoma antes y
después del gen.
e Letra subrayada: Zona de alineamiento del primer.

Para las secuencias aminoacidicas:

o Letragris: Péptido sefial.

e Letrade color morado: Dominio de unién a carbohidratos.

e Letra de color morado vy subrayado: Secuencia conservada de unién a
carbohidratos.

e Letra de color morado, subrayado y destacado en amarillo: Cisteinas que
forman puentes di-sulfuro en el sitio de union a carbohidratos.

e |etrade color verde: dominio de la familia GH10.

e |letra de color verde vy subrayado: secuencias conservadas fingerprint que
permiten clasificarla dentro de la familia GH10.

e Letradecolorrojoy subrayado: Dominio catalitico de la enzima.

e Letra de color rojo, subrayado y destacado en amarillo: Aminoéacido
catalitico.

1.1. Genes de xilanasas descritos en el genoma de T. versicolor

> Gen_xilanasa_33948(TVXYL1)
TCCAGAACCACCCTCCGATCGCGTTICACCATGCACTTCTCACTCCTCGCAGCATTC
GTCGCTCTGGCCCCCGCCGCGCTCGCGATCCCTGCGACACCCGTGGCCGATGCG
AGTCTTCCCGGCTCGACCGCGAACGTCGCGGGCCTGCACGCCGTTGCGAAGGCG
GCGGGCAAGCTCTACCTGGGCACCGCGACGGACAACAATGAGCTCACCAACACT
CAGTACACCGCTATCCTCGAGGCTCCAAACATGTTCGGCCAGATCACGGCCGAG
AACACCATGAAATGGGATGCAACCGAGCCCCAGCAGAACGTGTTCACGTTCGCG
CAGGGTGACCAGATCGCGAACCTGGCGAGGTCTCACGGAATGCTGCTGCGCGG
GCACAACTGTGTCTGGCATCAACAGCTTCCGAGCTGGGTGACTGCGGGCAACTT
CAACGCACAGCAGCTGACGCAGATCATCCAAAATCACTGCGGCACTGTCGTGGG
ACACTACAGGGGACAAGTTTGGGATGTGGTCAATGAGCCTCTTAACGATGACGG
CTCGTTCCGCCAGGACGTCTTCTTCAACACCCTCGGCTCGGGATACATCGCGACG
GCGCTCCGCGCTGCCAGGGCGGCAGACCCGGCCGCGAAGCTGTACATCAACGA
ATTCAACGTAGAGGGCCTCGGCGCGAAATCGACCGCATTGAAGAACCTTGTGAC
GTCGCTGAAGCAGCAAGGCGTCCCGATTGACGGCGTCGGCTTCCAGTGCCACTT
CATCGTCGGCCAGGTCCCTACAACGCTCATCCAGAGCATGCAGCAGTTCACCGC
GCTTGGCCTCGAGGTCGCCATCACGGAACTCGACATCCGCATGACGCTCCCCGA
GACGGCGGCGCTCCTCCAGCAGCAGAAGCAGGACTTCCAGACCGTCATCCACGC
GTGCAAGTCCGTGGCGGGCTGCGTGGGCGTCACTGTGTGGGACTTCACTGATAA
GTTCTCCTTTGTCCCGAGCACATTCCCGGGTCAGGGTGCTGCCACTCCTTGGGAT
CAGAACCTGGTGAAGAAGCCGGCGTTTGATGGGATCGTCGCCGGATTCCAGCAG
TGAGGACGTGAGGGTGACGGATGGGGTTGGAGA

> Xilanasa_hipotética_33948(TVXYL1)
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MHFSLLAAFVALAPAALAIPATPVADASLPGSTANVAGLHAVAKAAGKLYLGTATDNN
ELTNTQYTAILEAPNMFGQITAENTMKWDATEPQQNVFTFAQGDQIANLARSHGMLL
RGHNCVWHOOLPSWVTAGNFNAQQLTQIIQNHCGTVVGHYRGQVWDVVNEPLNDD
GSFRQDVFFNTLGSGYIATALRAARAADPAAKLYINEFNVEGLGAKSTALKNLVTSLK
QOGVPIDGVGFOCHFIVGQVPTTLIQSMQQFTALGLEVAITELDIRMTLPETAALLQQQ
KQDFQTVIHACKSVAGCVGVTVWDFTDKFSFVPSTFPGQGAATPWDQNLVKKPAFD
GIVAGFQQ

> Gen_xilanasa_39220
ACTGTGCACTTCCATAGCCTTCCAGCCATCATGGCCGTGAACCTCCCCTTCCTGAG
GCTCGTCTCGCTCACGCCTGTCCTGTTGTTGGCCTTGGCAGTTGCCTTACAAGCC
TTAGGGCGTGCTACGCCACCCAGAGACTCTTCGACGGCGGCGACTCCATCTGAG
TTGAACCTAGCGGCTTTGGCAGCTCGCAAGCTATACTTTGGAACGGCAACCAACA
ACGTTGAGCTCAACGACACGGCATACTTCGAGATACTCGACGACTTCAAGATGTT
CGGCCAGATTACCCCTGCGAAAGGCATGAAATGGATGGAGACAGAACCGGAGA
GGGGTATCTACACCTTTGCGCAGGCCGACCAGATCGCGCAGCTTGCTAAGCAGG
GCGGGAAGCTCCTCAGAGGACACAACTGCGTATGGTATAATGCGCTCCCCGGCT
GGGTCACGAACACCACGTGGACAGCCCCCGAGTTGGCCGAGGTCGTGCAGGAG
CATTGCTTCAACATCGTTCGTCACTGGGAAGGTCAAGCCTGGGACGTCATCAATG
AGCCTTTCAACGATGACGGAACGTGGCGCGAGACCATGTGGTTCAATACCCTCA
ACACGACGTACATTCCGCTCGCGTTGCACGCTGCGCGCGTCGCAGATCCGCACA
CGAAGCTGTACATCAACGAGTACAACATCACCGGCACAGGCCCGAAAGCGACGT
CCATGAAGAACCTCATCAAAGACTTGAAGCGGGCTGGAGTCCCTGTCCACGGCG
TTGGGGTTCAAGCACACGAGACCGTCGGAGAAGTGCCAACCGATATTCGCAAGA
ACCTCGAGGAGCTGGTCGCGCTTGGTATCGAGGTCGCAATCACGGAACTCGACG
TCAAGTTCAACACGCTCCCTCCCAATGCAGCGGGACTCGAACAGCAGAGGCGGG
ATTATGAGGCGATCGTGGCTGCGTGTGCGGAAGTAAAGGGATGCGTGGGAGTGA
CGGTTTGGGACTTCACGGACAAGGCGAGTTACTCGTGGATCCCTGGGACCTTCC
CTGGTACCGGCGATGCTTGTCCTTGGGATGATGACTTGAACAAAAAGCCGGCGT
ACTATGGCATTTTGGACGGGTTTGGGATCGCTCGTTAGAAGAGATCCACGATTCTC
GGCAGTAGCCAA

> Xilanasa_hipotética_39220
MAVNLPFLRLVSLTPVLLLALAVALOQALGRATPPRDSSTAATPSELNLAALAARKLYF
GTATNNVELNDTAYFEILDDFKMFGQITPAKGMKWMETEPERGIYTFAQADQIAQLAK
QGGKLLRGHNCVWYNALPGWVTNTTWTAPELAEVVQEHCFNIVRHWEGQAWDVIN
EPENDDGTWRETMWENTLNTTYIPLALHAARVADPHTKLYINEYNITGTGPKATSMKN
LIKDLKRAGVPVHGVGVOAHETVGEVPTDIRKNLEELVALGIEVAITELDVKFNTLPPN
AAGLEQQRRDYEAIVAACAEVKGCVGVTVWDFTDKASYSWIPGTFPGTGDACPWDD
DLNKKPAYYGILDGFGIAR

> Gen_xilanasa_154147

AGGTAGCCCGGAGTCGCCGTGAACTGCGTGGTGGTCTTTGTACTCGCCCCTGCTT
CCCGCGTTGCACCTCGCCATGCTCTCTCTGTCAAAGGGGCTGCTCGCGCTTTCCA
TCTTGCTCCGTGGCGCGTTCGCTTTACCCGCTAGCGATGCGAGTAGTGCACTGTT
CCCCATCTCCGGGCTGAATTTGGCGGCGAAGAGTGCGCGGAAGCTCTACCTGGG
CACGGCGACGAACAGCGAGCAGTGGAACGACACGACGTACCTCAACATCCTGA
AGAGCAACGCCGAGTTCGGGCAGGTTACGCCCGCGAACGTCATGAAATGGTTCG
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CGACGGAGCCAGAGGAAGGGGTCTTCACGTTTCAGGACGGGGACATCATCGCG
GATTTCACTGAGAAGACGGGAAAGCTGCTGCGCGGACACAACTGCGTGTGGCAC
AACCAGCTTCCCGACTGGCTCGAAACCGGTACATTCAGTGCGCCCGAGCTCGCG
TTCATCGTCTCGCGGCATTGCTTCAACCTCGTGAACCACTACCAAGGCCATGTGT
ACAGCTGGGACGTCATCAATGAGGCTTTCAACGACGACGGAACCTTCCGTTCTGA
TATCTTCTTCAATACGCTCAACACCACCTACATCCCGCTCGCTCTCTACGCAGCAC
GCGCAGCCGATCCCAAAGCGAAGCTCTACATCAACGACTTCAACATCGAAGGCA
TAGGCGCCAAGTCTGACGCGCTCAAGAGCCTGATCAAGGACCTGAAGAGCCAAA
ACGTCCCGATCGACGGTGTCGGGCTGCAGTCGCACTTCGAGGTCGGCGGCGTCC
CGCCCACGCTGCAGCAGAACATGGAGGAGTTCGTCGCGCTCGGGCTCGAGGTC
GCGATCACGGAGCTCGACATCCGCTTCACGGCGCTCCCGCCGACGGCCGCGGG
CATTGCGCAGCAGAAGGCGGACTACGAGACCGTCGTCGCCGCGTGCAACGCGG
TCCCGAAGTGCGTCGGGGTCACGCTGTGGGACTTTACGGACAAGTACTCGTGGA
TCCCGGGCACGTTCCCTGGGCAGGGAGACGCGTGTCCCTGGACGGACGAATTTG
TGAAGAGGCCTGCGTACCAGGGGATCATCGAAGGTTTCAAGACCCACCATTAGT
CCGCGTACGATGTTAGGCACGATATACGTAAATGCTATGTCTTCCTGCAAGGGAC
ATGAGAATCACGAATCCGATGTGTGAGTACCCATACGCCAAT

> Xilanasa_hipotética_ 154147
MLSLSKGLLALSILLRGAFALPASDASSALFPISGLNLAAKSARKLYLGTATNSEQWND
TTYLNILKSNAEFGQVTPANVMKWFATEPEEGVFTFQDGDIIADFTEKTGKLLRGHNC
VWHNOLPDWLETGTFSAPELAFIVSRHCFNLVNHYQGHVYSWDVINEAENDDGTFRS
DIFENTLNTTYIPLALYAARAADPKAKLYINDENIEGIGAKSDALKSLIKDLKSOQNVPIDG
VGLOSHFEVGGVPPTLQQNMEEFVALGLEVAITELDIRFTALPPTAAGIAQQKADYET
VVAACNAVPKCVGVTLWDFTDKYSWIPGTFPGQGDACPWTDEFVKRPAYQGIIEGFK
THH

> Gen_xilanasa_48717

GCACTCACTCCATTCCCAAGGTAACCCGTCATGAACCTCCCAGCGTCTTTCGCAGT
GTTTGTCGCTCTCATTCCGTACGCCCTCGCTCAATCCCCGGAGTGGGGTCAGTGT
GGCGGCACGGGCTGGACGGGCGCCACGACGTGTGTGTCGGGAACGGTGTGCAC
AGTCATCAACCCCTACTACTCGCAATGTCTTGCTGGCACTGCTACGTCGGCGCCC
TCTGCTCCCAGCTCCACAGTCACGACTGGCGCGCCCGCCCCGAGCGTCAGCGGT
CTCCACACGCTGGCGAAGGCTGCGGGCAAGCTCTACTTTGGCAGCGCAACGGAC
AACCCTGAGCTGACGGACACCGCCTACGTCGCCAAGCTCAGCGACAACGCCGA
GTTCGGCCAGATCACCCCCGGCAACAGCATGAAATGGGACGCTACGGAGCCGA
CGCGCGGGACGTTCACCTTCTCGGGCGGGGACGTGGTGGCGAGCCTGGCAGAG
AAGAACGGGCAGCTGCTGCGCGGGCACAACTGCGTGTGGTACAACCAGCTCCC
GAGCTGGGTTGCGAACGGACAGTTCACGGCGGCGGACCTGACGGACGTGATCA
CGACGCACTGTGGCACCCTTGTCGGGCACTACAAGGGACAAATATTCGTAGGTA
ACAACGATACTGACTTGCACCTCAAAGACTCTTGGGATGTGATTAATGAGCCCTT
TAACGACGATGGAACCTGGCGCTCGGATGTATTCTTCAACACCCTCGGCCAATCT
TACGTGTCTATCGCGCTCAAGGCTGCGCGCGCCGCAGACCCGAACGCCAAGCTC
TACATTAACGACTACAACATCGAGCAAACCGGTGCGAAATCGACCGCGATGCTG
AACCTGGTGAAGCAGCTGCAAGCGGACGGCGTGCCGATCGACGGCGTCGGCTT
CCAGAGCCACTTCATCGTCGGCGAGGTCCCCGGCTCGTTCCAGACCGTCCTCGA
GCAGTTCACCGCGCTCGGACTCGAGGTCGCGATCACGGAGCTCGACATCCGCAT
GACGCTCCCCGCAACGGACGCGCTCCTCGCGCAGCAGCAGAAGGACTACCAGA
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GTGTGGTGCAGGCGTGCATGAACGTGAAGGGCTGTGTGGGCGTCACGATCTGGG
ACTGGACGGACAAGTACTCCTGGGTGCCGTCGACGTTCTCTGGTCAGGGCGCGG
CACTGCCTTGGGACCAGACCTTCAACAAAAAGCCCGCATACAGCGGCATTACGG

CGGCACTGGCGTGAGGCCCGAGATCGGGAGATCCTATGCCGTAT

> Xilanasa_hipotética 48717
MNLPASFAVFVALIPYALAQSPEWGQCGGTGWTGATTCVSGTVCTVINPYYSQCLAG
TATSAPSAPSSTVTTGAPAPSVSGLHTLAKAAGKLYFGSATDNPELTDTAYVAKLSDN
AEFGQITPGNSMKWDATEPTRGTFTFSGGDVVASLAEKNGQLLRGHNCVWYNOLPS
WVANGQFTAADLTDVITTHCGTLVGHYKGQIFVGNNDTDLHLKDSWDVINEPENDDG
TWRSDVFENTLGQSYVSIALKAARAADPNAKLYINDYNIEQTGAKSTAMLNLVKQLQ
ADGVPIDGVGFQSHFIVGEVPGSFQTVLEQFTALGLEVAITELDIRMTLPATDALLAQQ
QKDYQSVVQACMNVKGCVGVTIWDWTDKYSWVPSTFSGQGAALPWDQTFENKKPAY
SGITAALA

> Gen_xilanasa_38102
CACTCGACCTCGCAGCCACACTCGGACACGATGCAGCTCTCGACGACCTTCACTC
TCCTCGCGGCTATTATCCCGTTCGCCCTCGGGCAGGCGGCTGAATGGGGCCAGT
GCGGCGGCATTGGCTGGACCGGCGCGACGACGTGCGTGGCGGGCACCACCTGC
ACGGTCATGAACGCGTACTACTCCCAGTGCCTCCCCGGTGCCGCTGCGCCCGCG
CCGACGACGACGCCCGTGTCGCCCTCGAGCCCCGCGACCCeaGLeaeeeaeaece
CGCGCCGACTGGCAGCGGCCTTAACAAGCTCGCGAAGGCGGCTGGCAAGCTCT
ACCTTGGCACGGCGACGGACAACAACGAGCTCACTGACGCTGCGTATACCGCCA
TCCTCGACGACAACTCCCAGTTCGGCCAGATCACGCCCGCCAACAGCATGAAAT
GGGACGCGACGGAGCCGACGCGCGGAACATTCACGTTCGCGGGCGGTGACCAG
ATCGCGAACCTGGCGAAGACGAACGGGATGCTGCTCCGTGGACACAACTGCGTG
TGGTACAACCAGCTCCCAAGCTGGGTGGCGAACGGCCAGTTCACCACCGCAGAC
CTCACGACCGTCATCCAGACGCACTGCAGCACCCTCGTCAGCCACTTCAAGGGT
CAAGTTTACTCTTGGGATGTCGTCAATGAGCCGTTCAACGACGACGGTACCTGGC
GTTCGGACGTGTTCTACAACACGCTCGGCACGTCGTACGTCCCCATCGCGCTCAA
GGCTGCACGCGCGGCGGACCCCAACGCCAAGCTATACATCAACGACTACAACAT
TGAGCAGACTGGCGCCAAGGCGACCGCGATGTTGAACCTCGTCAAGCAGCTCAT
CGCCGACGGCGTGCCAATCGACGGTGTCGGCTTCCAGTGCCACTTCATCGTCGG
CGAGGTGCCCCCGTCGTTCCAGACCGTCCTCGAGCAGTTCACCGCGCTCGGGCT
CGAGGTTGCGATCACGGAGCTCGACATCCGCACGACGACCCCCGCGTCGCAGTC
CGCCCTCGCGCAGCAGGAGAAGGACTACCAGACGGTTATCCAGGCGTGCATGAA
CGTCAAGGGCTGTGTTGGTGCCACTCTCTGGGACTTCACCGACAAGTACTCTTGG
GTGCCCTCGACGTTCTCCGGCCAGGGTGCAGCATGTCCTTGGGACCAGAACCTC
GTCAAGAAGCCCGCGTACACCGGTATCGTCAACGCCCTCAGCGCGTGAACTCAG
ATGGGTGGGTTTCGGTCTCAAAAG

> Xilanasa_hipotética_38102
MQLSTTFTLLAAIIPFALGQAAEWGQCGGIGWTGATTCVAGTTCTVMNAYYSOCLPG
AAAPAPTTTPVSPSSPATPPPAPAPTGSGLNKLAKAAGKLYLGTATDNNELTDAAYTA
ILDDNSQFGQITPANSMKWDATEPTRGTFTFAGGDQIANLAKTNGMLLRGHNCVWYN
OLPSWVANGQFTTADLTTVIQTHCSTLVSHFKGQVYSWDVVNEPENDDGTWRSDVF
YNTLGTSYVPIALKAARAADPNAKLYINDYNIEQTGAKATAMLNLVKQLIADGVPIDGV

66



GFQCHFIVGEVPPSFQTVLEQFTALGLEVAITELDIRTTTPASQSALAQQEKDYQTVIQ
ACMNVKGCVGATLWDFTDKYSWVPSTFSGQGAACPWDQNLVKKPAYTGIVNALSA

> Gen_xilanasa_144893
ATGCTAGATGATAATTCGTCTCCTCACTAGGTCGCCAGCCACACCCGGTCAGGAC
TCACTCTCGAGACAGTCACTGGAAAATGAAGGGCCTCGCCGCACTCGTCGCGCT
CGCTACCGTCGTCGCCATCCCGGCCAACGCCGTCGCGGTCTGGGGCCAATGCGG
AGGCATCGGCTTCAGCGGATCGACCACATGCGATGCCGGCACCGCATGCATCGT
GCTCAACTCTTACTACTCGCAGTGCCAGCCGTCCGCCGGCGCGCCCGCGLCCCAC
GACGTCTGCGCCTCAGCCGCCCCCGACCACTCCGGCTGGTGGCTCGLCCGGLGCC
CGCGGCGACTGGACTCAACGCTGCGTTCAAGAAGCACGGCAAGAAGTTCTGGGG
TACCGCGTCGGACTCGAACCGCTTCAGCAACCCGACGGACTCCGCGGTGACGGT
CCGCGAGTTCGGCCAGGTCACGCCTGAGAACTCCATGAAGTGGGACGCGACTGA
GCCCTCTCGCAACCAGTTCTCGTTCAGCGGCTCTGACGCACTCGTCAACTTTGCT
ACGACGAACGGCCTCCTCGTCCGCGCCCACACCCTCGTCTGGCACTCGCAGCTC
CCATCCTGGGTCTCCGCGATCAACGACCGCGCGACGCTCACCTCCGTCATCCAG
AACCACATCGCGAACGTCGCGGGCCGGTACAAGGGCAAGGTGTACTCCTGGGAT
GTCGTGAACGAGATCTTCAACGAGGACGGCACGTTCCGCTCGTCGGTGTTCTCG
AACGTCCTCGGCCAGGACTTCGTCACGATCGCCTTCCAGGCGGCACGGGCGGCG
GACCCGAACGCGAAGCTCTACATCAACGACTACAACCTCGACACCGTGAACCCG
AAGCTGAACGGTGTTGTCAACCTCGTCAAGAAGATCAACGGCGGCGGCACCAAG
CTGATCGACGGTATTGGTACTCAGGCTCACCTTTCTGCTGGCGGTGCTGGCGGAT
TCCAGGCCGCGCTCACGCAGTTAGCTACCGCGGGCACGGAGATCGCCATTACGG
AACTCGATATTGCGGGCGCCGCCCCCAATGACTACTCGACGCTGGTAAAGGCAT
GTCTCGCGGTGGAGAGCTGCGTGTCCATTACGAGCTGGGGTGTCCGCGACCCCG
ACTCCTGGAGGGCGTCCACAAACCCCCTCTTGTTCGACGCGAACTTCAACCCGA
AGCCCGCGTACACCGCCGTCATGCAGGCGTTGGCTTGAGAGGTGCACTCTTGGT
CGTGTACATGACAGGTATCGTCTTCACGCGATGTATACTAGTGGGCTTCGTTTTTG
TTGGTATGCTTCGATTGTATCCTTGCACTCACACACCTTGTGGGGATGAACATAGC
ACGGCATCGTATTCATGCGCAGCACAGATAGATTCATATCGTACACTGATGGGAA
GAGGACAACTGGAGAAGTCAAGGAGAAGTAGAACGGGGAGAGGTAGTTATCGG
CGTAACCGTGACAGCAGCGGATCCCTCCGCGAGACGAAGAATCACCTCCTTCAG
AGCGCCCATCATTGTCACCAATTGAGCAATGTTCTCTTCCATCCTATCCATCCTCA
TCGAGAGATCCG

> Xilanasa_hipotética 144893
MKGLAALVALATVVAIPANAVAVWGQCGGIGFSGSTTCDAGTACIVLNSYYSQCQPS
AGAPAPTTSAPQPPPTTPAGGSPAPAATGLNAAFKKHGKKFWGTASDSNRFSNPTD
SAVTVREFGQVTPENSMKWDATEPSRNQFSFSGSDALVNFATTNGLLVRAHTLVWH
SOLPSWVSAINDRATLTSVIQNHIANVAGRYKGKVYSWDVVNEIENEDGTFRSSVFSN
VLGQDFVTIAFQAARAADPNAKLYINDYNLDTVNPKLNGVVNLVKKINGGGTKLIDGIG
TOAHLSAGGAGGFQAALTQLATAGTEIAITELDIAGAAPNDYSTLVKACLAVESCVSIT
SWGVRDPDSWRASTNPLLFDANFNPKPAYTAVMQALA

1.2. Genes de xilanasas descritos en el genoma de G. trabeum

> Gen_xilanasa_46499(GTXYL1)
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ATTTCTTCGTCGGCTCATTGCATTGTGAACATGATTTCTAAGACCTTCACCGTTCTC
CTTGCCTTGCTGCCCCTTGTGCAATGCGCACCTCCTACTCCCGCCGCCTCTTCGG
CTTTGCCGACTGGTACATCTACCGTCGCCCTCAATACTGCGGCGAAGGCGGCAG
GGAAACTGTACATGGGTACTGCCACCGACAACGGGGAGCTTACTGACACCGCTT
ATACCACTATCCTGGACAACAATGCAAACTTCGGCCAGATCACCCCTGCGAACG
CCATGAAATGGGAAAATACAGAGCCGGAGCAGGGAACATGGACCTGGACGAAC
GCTGACCAGATCGCCAACCTCGCGAAGACCAATGGCCAGCTCCTGAGAGGCCAC
AACTGTGTCTGGTACAACCAGCTCCCCAGCTGGGTGACCTCCGGGTCTTGGACC
AATGCCACACTTACTGCCGTAGTTCAGGACCATACTACGGAATTGGTTAGCCGCT
ATAAGGGACAAGTGTACGCCTGGGATGTAATCAATATGTGCGACGACTTACAATG
GTGTCATCTAGAGCCCTTCAATGACGACGGTACTTACCGCTCGGATGTCTTCTAC
AACACCATCGGCCCAGCATACATTCCCATCGCCCTGCGCGCAGCCAGAGCCGCC
GACCCTAATGCCAAGCTCTACTCCAAGGCGACAGCTATGCTGAACCTCGTGGAG
AGTCTTAAGGCAGAGGGCGTTCCCATCGACGGTGTTGGTCTGCAGTCCCACTTCA
TCGTCGGCGAAGTCCCCACCTCGCTTCAGTCCATCATGGAGCAGTTCACCGCGCT
CGGCGTCGAGGTCGCCATCACCGAGCTGGACATCCGCATGACCCTCCCCGAAAC
TGCTGCCCTCCTGGAGCAGCAGAAGACCGATTATGACACTGTCATCTCTGCATGC
AGGGCCGTCTCCGGCTGCGTTGGCGTCACCGTTTGGGACTTCACTGACAAGTACT
CTTGGGTACCGAGCACCTTCTCCGGTCAGGGTGCCGCGACACCTTACGACTCGG
TAAGGATAGCTAACCTTGTGAAGAAGCCTGCCTACGACGGAATTGTTGCTGGCTG
GCAGTAATGGTGGAGCGCAGTGGAAAGACAAAACACT

> Xilanasa_hipotética 46499(GTXYL1)
MISKTFTVLLALLPLVQCAPPTPAASSALPTGTSTVALNTAAKAAGKLYMGTATDNGE
LTDTAYTTILDNNANFGQITPANAMKWENTEPEQGTWTWTNADQIANLAKTNGQLLR
GHNCVWYNQLPSWVTSGSWTNATLTAVVQDHTTELVSRYKGQVYAWDVINMCDDL
QWCHLEPFNDDGTYRSDVFYNTIGPAYIPIALRAARAADPNAKLYSKATAMLNLVESL
KAEGVPIDGVGLOSHFIVGEVPTSLQSIMEQFTALGVEVAITELDIRMTLPETAALLEQ
QKTDYDTVISACRAVSGCVGVTVWDFTDKYSWVPSTFSGQGAATPYDSVRIANLVKK
PAYDGIVAGWQ

> Gen_xilanasa_138785

GCCGCAAGCAGTATCGACGGCCCACTCCCAACAGTAGCCGTGACTATGTCCTCCT
GGTTCGCTTTCAGCTTTCTCCTCGGCAACGCGTTGACGGCCTGGGCCTCACCCCT
CGCACGGCAACTGCCCACGTCCCCGTTCGAGACGCTGAGGGCAGCAGCGGCAC
CGCGCTACTTTGGTGCAGCTCTGGGTGTCCCCCACCTGTTGAATTTCACGCATGA
TCCGCTGTTTGATGTGACTGCTGTCTTGCAGTTCAACGGTGCCACGCCGGAGAAC
GAGATGAAATGGGCGTACATCGAGCCGGAGCGGAACCAGTTCAACTTTACTGGT
GGCGACATCGTTGCTGCGTTCTCCGCCGCCAACGACTATGTCCTGCGCGGTCAC
AATCTCGTCTGGTACCAGGAGCTCGCACCGTGGGTGGAGACCCTGACGGGTGAG
GACCTATGGAACGCTACTGTGAATCACATCACGACTGTGATGACACACTACAAGG
AGAGCTTCAATATCTACGCTTGGGACGTTGTCAACGAGGCTTTCAACGACAACGG
TACCTACCGGGAGAACGTTTGGTACACCCAGCTCGGACCGGATTACATCCCGAA
CGCGTACGCCGTAGCCAGATCCGTGAACACGCCGTCTAAGCTGTACATCAACGA
CTACAATACTGAGGGCATCAACAACAAGTCCGATGCACTGCTCGCCGTTGTGCA
GAGCATGAAAGCACATAACTTGGTTGACGGTGTTGGCTTCCAATGCCACTTCTTC
GTCGGCGAGCTCCCCCCGGACCTCGAGCAGAACTTCGCGCGGTTTGTGGCCGCG
GGCGTCGAGATCGCCGTCACCGAACTCGATATCAGGATGAACCTCCCGCCTTCA
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CAGGCTGACATTGAGCAGCAGGCCCGCGACTACGCCACAGTCGTGAATGCATGC
AAAGCACAGGGTGCTGCCTGCGTTGGGATCACCACCTGGGGTATCACCGACCTT
TACTCATGGATTCCCTCCACGTATCCCGGCGAGGGATATGCCCTGCTCTTCGATG
ACAATTATGTTCCCCACCCGGCATTCAATGCGACTATTCAGGCCTTGCTCGCTTG
AGTGGCGACTTCGTGGGCTATATATGGAGGG

> Xilanasa_hipotética_138785
MSSWFAFSFLLGNALTAWASPLARQLPTSPFETLRAAAAPRYFGAALGVPHLLNFTH
DPLFDVTAVLQFNGATPENEMKWAYIEPERNQFNFTGGDIVAAFSAANDYVLRGHNL
VWYOQELAPWVETLTGEDLWNATVNHITTVMTHYKESFNIYAWDVVNEAFNDNGTYRE
NVWYTQLGPDYIPNAYAVARSVNTPSKLYINDYNTEGINNKSDALLAVVQSMKAHNLYV
DGVGFQCHFFVGELPPDLEQNFARFVAAGVEIAVTELDIRMNLPPSQADIEQQARDYA
TVVNACKAQGAACVGITTWGITDLYSWIPSTYPGEGYALLFDDNYVPHPAFNATIQAL
LA

> Gen_xilanasa_140289(GTXYL?2)
CGAGACAAACAGTATGTCAAGGGACTCGTAGTAACAACACGCCATGTCCTTCAAG
ACTCTCGTGGCCATCCTTTGCCTGGTCCCTGTTGCCTTGGCGCAGCAGCCTGCAT
GGGCCCAATGTGGCGGTCAGGGATGGACGGGTGGAACCACCTGCGTCGCTGGG
TACTCATGTGTCGCTCAGAATTCATACTATTCTCAGTGCCTGCCGACAGGCACAG
GCACAGGCAGTGGCACCGTGACCAGTACCTCGGGTGGCAGCAGCCCCAGCGCG
ACTTCGACAACTCCTCTCAACACCGCAGCGAAGGCGGCGGGAAAGAAGTACTTC
GGTAGCGCGACCGACAATCCTGAATTGTCGGATTCCGCCTACGTCAAGATCCTCT
CGGACAGCACCATGTTCGGGCAAATCACACCCGGGAACAGTATGAAATGGGATG
CCACGGAACCTTCCAGGGGAACTTTTACTTTTACCCAGGGTGATCAAATCGCGAA
CCTCGCTAAGGCGAACGGGCAATTACTACGAGGCCATAACTGTGTTTGGCACAA
CCAGCTTCCCAGCTGGGTGACGTCGGGGAACTTCAACGCCGCTACTCTGTCGTC
GATCATCACGACCCACTGCGGGACGGTTGTCGGACATTACAAGGGACAAATGTA
CAGCTGGGATGTTGTGAACGAGCCCTTCAATGATGACGGGACTTTCCGCCAAGA
CGTTTTCTACAACACTCTGGGTCAGGATTACATTTCTATCGCTTTGAATGCCGCGC
GGGCTGCCGACCCCAACGCGAAGCTGTACATCAACGACTACAACATCGAGGGAA
CAGGTGCCAAGTCCACCGCGATGGTCAACCTCGTCAAGAGCCTCAAGGCAGCGA
ACGTGCCCATCGACGGTATTGGCGTGCAAGCGCATCTCATCGTCGGCCAGGTGC
CGTCCACACTCGAGGCTAACCTCAGGCAATTTACCGCGCTCGGGGTGGAGGTCG
CCATCACGGAGCTCGACATTCGCATGACGCTGCCGGCGACGGATGCGCTCCTCG
CTCAGCAGAAGAAGGATTACCAGACGGTCATTGCGGCGTGCAGGGCTGTCTCAG
GATGCATTGGAGTTACGATCTGGGATTATACCGACAAGTACTCCTGGGTTCCGGC
CACTTTCTCCGGCCAGGGAGCGGCTTTGCCTTGGGACGAGAACTTCAACAAGAA
GCCCGCTTACGACGGGATTGTCGCTGGCTTTGCGTCCTAGAGGCAGACACTCAA
AGGCGCTTAAGCATCGTACTCAGACGTCTCGAATCTACGACTTTTATGGGACTTGC

> Xilanasa_hipotética_140289(GTXYL?2)

MSFKTLVAILCLVPVALAQQPAWAQCGGOGWTGGTTCVAGYSCVAONSYYSOCLPT
GTGTGSGTVTSTSGGSSPSATSTTPLNTAAKAAGKKYFGSATDNPELSDSAYVKILSD
STMFGQITPGNSMKWDATEPSRGTFTFTQGDQIANLAKANGQLLRGHNCVWHNOLP
SWVTSGNFENAATLSSIHTTHCGTVVGHYKGQMYSWDVVNEPENDDGTFRQDVFYNTL
GQDYISIALNAARAADPNAKLYINDYNIEGTGAKSTAMVNLVKSLKAANVPIDGIGVOA
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HLIVGQVPSTLEANLRQFTALGVEVAITELDIRMTLPATDALLAQQKKDYQTVIAACRA
VSGCIGVTIWDYTDKYSWVPATFSGQGAALPWDENFNKKPAYDGIVAGFAS

> Gen_xilanasa_118998(GH11)
GACCTTGGCTGTCCTCCAGGTGGCCTAGTAATGTTCCCCCGACGAGTGCTCGCGC
CGACTGCATTCTGGCTCGCAGTAGTTGCTGTCAGTGCCTTGCTACCTCAGATTGC
CGGTTATGACAATTCGAGATATGACAACGTCGCAGTATATTGGGGACAGAATTCA
CACGGCGCCGCTGATTCCTCGGATACTGCAGACTATCAGAAGACTCTGTCGTATT
ATTGCCAAGATGATGCCATAGACGTTATCCCAGTGGCCTTTGTGAATACCTTCTTC
GGAACGGGGGGCCTGCCTGTACTAAATCTTGCGAATACCTGCAACCCCACAGAT
AATGCCACCTTTCCAGGTACCAATTTAGCCAATTGCCAGTCGCTGGCATCGGACA
TCGAGTATTGCCAGTCTAAAGGGAAAGTCGTCACTCTGAGTCTGGGAGGCGCCG
GTGGTTCTGTGGGTTTTACGGACGACAGCCAAGCCACTAGCTTCGCGGACACAAT
CTGGAACCTTTTCCTCGGAGGCAGTAGCTCCACTCGGCCCTTCGGTGCAGCTGTT
TTGGACGGGATTGATCTCGACATAGAAGGTGGATCCTCTACCGGATATGCAGCAT
TTGTGAACCAAATACGGTCCTACGCTAGCGACGCAAGTAAACCATACTATATTAC
AGCGGCTCCTCAGTGTCCCTATCCTGATGCCTCGCTGGGCGGTGTTCTGAACGCG
GCGAATTTCGACGCCGTCTATGTTCAATTCTATAATAACGTCTGTGGGCTCCAGA
ACTATCCTGCCGCCAATGACTGGAATTTCGGAATTTGGGATTACTGGGCGCAAAA
CGTCAGCCCGAATAAGAACGTGAAGATTTTTGTCGGTGCTCCCGCCTCTAGTACG
GCTGCAGGCAGAGGATACGTTGACATCGGCACTCTCGAGAATATAGCGATTACT
ATGCGGAAAAGCTTCCCTTCATTTGGTGGCGTTATGTTATGGGACGCGTCACAGG
CATACGCAAATAATCGGTACGACCTTGCAATCAAGACCGCACTGCAAAATGCTG
GGGGAACTGGGTTTACCTATCCGGCATGCACAGCGCCGGCTTACGTGCCAGGAA
CAGGCTACTCGGGTGGTTCGAACGTCACATATCAAGGCTACATCTGGCAGGCCA
AATGGTACTCTTCCTCGACACCATCTGCCAACGATAACGGTGATTGGAGCGCAAT
CAACGCCTGCTCCGGAAGCCCAAGTGGGAGTACGTCTAGCACCAAGACATCTAC
AACGAGCACACCCACCACGAAGTCATCCACAACGAGCACATCTACTACTAAGAC
ATCGTCAACAATCACTACTTCATCAACGAGCACCGTGCCTACGTCTACTCCGACG
TCAAGTTCCTGCTCCGGTGTTTCGGCATGGTCTAGCAGTGTTGCTTATACCGGAG
GGTCCCAAGTGACGTACAATGGACACCTTTGGACTGCTAAATGGTGGACGCAAG
GAGACACTCCGGGAGGGAGTGCCGGTGTCTGGACGGATAACGGATCATGCATTG
CCAGCAAACGGGCTCTAAACTCTCGATTCTTCCGCCTTTGATAAGCGCGGGGCAC
CTGGATATCTGTCTGTATTCTGTGCTGCAGCATATTCTGTCCAATTTCAGCAACAA
TTTTAGCATTCGGGGGTCCTATGATTTTGATGAAATAAATTATGATCCATGTATCT
GCATCGGTGGTAAACGTGTTTACAACGGTGAAAGAATAGCTGAAGAGCTATACA
CCAACATATACTGGCATATGCGACAAACGTTATCGCTGATATTCCACCGTACCGG
AA

> Xilanasa_hipotética_118998(GH11)
MFPRRVLAPTAFWLAVVAVSALLPQIAGYDNSRYDNVAVYWGQNSHGAADSSDTAD
YQKTLSYYCQDDAIDVIPVAFVNTFFGTGGLPVLNLANTCNPTDNATFPGTNLANCQS
LASDIEYCQSKGKVVTLSLGGAGGSVGFTDDSQATSFADTIWNLFLGGSSSTRPFGA
AVLDGIDLDIEGGSSTGYAAFVNQIRSYASDASKPYYITAAPQCPYPDASLGGVLNAA
NFDAVYVQFYNNVCGLONYPAANDWNFGIWDYWAQNVSPNKNVKIFVGAPASSTAA
GRGYVDIGTLENIAITMRKSFPSFGGVMLWDASQAYANNRYDLAIKTALQNAGGTGFT
YPACTAPAYVPGTGYSGGSNVTYQGYIWQAKWYSSSTPSANDNGDWSAINACSGSP
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SGSTSSTKTSTTSTPTTKSSTTSTSTTKTSSTITTSSTSTVPTSTPTSSSCSGVSAWSSS
VAYTGGSQVTYNGHLWTAKWWTQGDTPGGSAGVWTDNGSCIASKRALNSRFFRL

2. Resultados del secuenciamiento

A continuacion se presenta el resultado del secuenciamiento de los plasmidios
presentes en cada colonia de bacterias transformadas con pGEM-T Easy/GTXYL1 y
PGEM-T Easy/GTXYL2.

2.1. Secuenciamiento del plasmidio de bacterias transformadas con pGEM-T
Easy/GTXYL1

> Colonia_GTXYL1_B_forward
AAATTACTCCCTATAGGGCGAAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCA
TGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGAACATGATTTCTAAGACCTTCACCGTTCTCCTT
GCCTTGCTGCCCCTTGTGCAATGTGCACCTCCTACTCCCGCCGCCTCTTCGGCTTT
GCCGACTGGTACATCTACCGTCGCCCTCAATACTGCGGCGAAGGCGGCAGGGAA
ACTGTACATGGGTACTGCCACCGACAACGGGGAGCTTACTGACACCGCTTACAC
CACTATCCTGGACAACAATGCAAACTTTGGCCAGATCACCCCTGCGAACGCCATG
AAATGGGAAAATACAGAGCCGGAGCAGGGAACATGGACCTGGACGAACGCTGA
CCAGATCGCCAACCTCGCGAAGACCAATGGCCAGCTCCTGAGAGGCCACAACTG
TGTCTGGTACAACCAGCTCCCCAGCTGGGTGACCTCCGGGTCTTGGACCAATGC
CACACTTACTGCAGTAGTTCAGGACCATACTACGGAATTGGTTAGCCGCTATAAG
GGACAAGTTTATGCCTGGGATGTAATCAATGAGCCCTTCAATGACGACGGTACTT
ACCGCTCGGATGTCTTCTACAACACCATCGGCCCAGCATACATTCCCATCGCCCT
GCGCGCAGCCAGAGCCGCCGACCCTAATGCCAAGCTCTACATCAACGAGTACAA
CATTGAGTACACGGGTTCCAAGGCGACAGCTATGCTGAACCTCGTGGAGAGTCTT
AAGGCAGAGGGCGTTCCCATCGACGGCGTTGGTCTGCAGTCCCACTTCACTGAC
AAGTACTCTTGGGTACCGAGCACCTTCTCCGGTCAGGGTGCCGCGACACCTTAC
GACTCGAACCTTGTGAAGAAGCCTGCCTACGACGGAATTGTTGCTGGCTGGCAG
TAATGGTGGAGCGCAGTGGAAAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTC
GACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTG
TCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTA
TCCGCTCACAATTCCCACAACATACAAACCGGA

> Colonia_GTXYL1_B_reverse (complementaria)
CTTTTTCGTTATTACCCCAGCTGGCAAAAGGGGGATTTTCTCCAAGGCGATTAAGTT
GGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATT
GTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGLCCGC
CATGGCGGCCGCGGGAATTTCGATTGAACATGATTTCTAAGACCTTCACCGTTCTC
CTTGCCTTGCTGCCCCTTGTGCAATGTGCACCTCCTACTCCCGCCGCCTCTTCGG
CTTTGCCGACTGGTACATCTACCGTCGCCCTCAATACTGCGGCGAAGGCGGCAG
GGAAACTGTACATGGGTACTGCCACCGACAACGGGGAGCTTACTGACACCGCTT
ACACCACTATCCTGGACAACAATGCAAACTTTGGCCAGATCACCCCTGCGAACG
CCATGAAATGGGAAAATACAGAGCCGGAGCAGGGAACATGGACCTGGACGAAC
GCTGACCAGATCGCCAACCTCGCGAAGACCAATGGCCAGCTCCTGAGAGGCCAC
AACTGTGTCTGGTACAACCAGCTCCCCAGCTGGGTGACCTCCGGGTCTTGGACC
AATGCCACACTTACTGCAGTAGTTCAGGACCATACTACGGAATTGGTTAGCCGCT
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ATAAGGGACAAGTTTATGCCTGGGATGTAATCAATGAGCCCTTCAATGACGACGG
TACTTACCGCTCGGATGTCTTCTACAACACCATCGGCCCAGCATACATTCCCATC
GCCCTGCGCGCAGCCAGAGCCGCCGACCCTAATGCCAAGCTCTACATCAACGAG
TACAACATTGAGTACACGGGTTCCAAGGCGACAGCTATGCTGAACCTCGTGGAG
AGTCTTAAGGCAGAGGGCGTTCCCATCGACGGCGTTGGTCTGCAGTCCCACTTCA
CTGACAAGTACTCTTGGGTACCGAGCACCTTCTCCGGTCAGGGTGCCGCGACAC
CTTACGACTCGAACCTTGTGAAGAAGCCTGCCTACGACGGAATTGTTGCTGGCTG
GCAGTAATGGTGGAGCGCAGTGGAAAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCA
GGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTAT
AGTGTCACCTAAATAGCTGGCGTAATTCATGTAATTTTTT

> Colonia_GTXYL1 _C_forward
TGGGAAAAATCATATAGGGGCGATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCA
TGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGATCATGATTTCTAAGACCTTCGCCGTTCTCCTT
GCCTTGCTGCCCCTTGTGCAATGTGCACCTCCTACTCCCGCCGCCTCTTCGGCTTT
GCCGACTGGTACATCTACCGTCGCCCTCAATACTGCGGCGAAGGCGGCACGGAAA
CTGTACATGGGTACTGCCACCGAGGACGGGGAGCTTACTGACACCGCTTACACCA
GTATCCTGCACAACAATGCACACTTTGGCCAGATCACCCCTGCAAACGCCATGAAT
TGGTAAAGTACAGAGCCGGAGAAGGGAACATGCACCTGGAGAACCGATGACCAAA
TCTCCCACCTCACGAAAACCACTGGGCCGCTCCTGAGAGGCCACAACTGTGGCTG
GTCCCACCAGCTGCCACGCTGGATCACCTCGGGGTCTCGGACCAATGACGCAATG
ACAGCTCTAGGACAGCCGCCTACAACGGAATTGGCTAGACGATCCAGTGGATAAG
TTCATGGCTGAAATGTAAACCATCAGCACTGCAGTTATCACCGGACTTACCGCACG
GATGTCTACCACAACCCGATCAACACACAAAAAGTACCCATCGCCGAGGGCGCGA
ACAAAGCCGCCGACTCCAGTGACCACCTCGACGTCAACAAGGTAAACAATGAAGA
CACTGCCTTCAATGCGAGTGCTATTCTGAACCACATGGATACTCTTAGGGCAGACG
GCGTGAACAGCTACGGCGCTGGACGGGCGACCCGACTTCACCCACCGACACGAT
CACCCCGCACCTAACCCCATCCGGCGAGATATGTCTCCGCTCACCATCCCGGTCG
GACTCAACTAAGTGGCACTCCGGTGGACCCTCCGCAAAAGGGCTGGCCATGTGAA
GAAAATTAGAAGGACTATCAACCTGGAATTTCGGTGGCCAAGGCCCATACCGCTGA
ATTAA

> Colonia_GTXYL1_C_reverse (complementaria)
GGCCAGATCACCCCTGCGAACGCCATGAAATGGGAAAATACAGAGCCGGAGCA
GGGAACATGGACCTGGACGAACGCTGACCAGATCGCCAGCCTCGCGAAGACCA
ATGGCCAGCTCCTGAGAGGCCACAACTGTGTCTGGTACAACCAGCTCCCCAGCT
GGGTGACCTCCGGGTCTTGGACCAATGCCACACTTACTGCAGTAGTTCAGGACC
ATACTACGGAATTGGTTAGCCGCTATAAGGGACAAGTTTATGCCTGGGATGTAAT
CAATGAGCCCTTCAATGACGACGGTACTTACCGCTCGGATGTCTTCTACAACACC
ATCGGCCCAGCATACATTCCCATCGCCCTGCGCGCAGCCAGAGCCGCCGACCCT
AATGCCAAGCTCTACATCAACGAGTACAACATTGAGTACACGGGTTCCAAGGCG
ACAGCTATGCTGAACCTCGTGGAGAGTCTTAAGGCAGAGGGCATTCCCATCGAC
GGCGTTGGTCTGCAGTCCCACTTCATCGTCGGCGAAGTCCCCACCTCGCTTCAGT
CCATCATGGAGCAGTTCACCGCGCTCGGCGTCGAGGTCGCCATCACCGAGCTGG
ACATCCGCATGACCCTCCCCGAAACTGCTGCCCTCCTGGAGCAGCAGAAGACCG
ATTATGACACTGTCATCTCTGCATGCAGGGCCGTCTCCGGCTGCGTTGGCGTCAC
CGTTTGGGACTTCACTGACAAGTACTCTTGGGTACCGAGCACCTTCTCCGGTCAG
GGTGCCGCGACACCTTACGACTCGAACCTTGTGAAGAAGCCTGCCTACGACGGA
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ATTGTTGCTGGCTGGCAGTAATGGTGGAGCGCAGTGGAAAAATCACTAGTGAATTC
GCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAG
CTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTGGTGTATACTGTCATTTTTT

> Colonia_GTXYL1_D_forward
GGGATACATCCTTATAGGGCGAAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGLCCGCC
ATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGAACATGATTTCTAAGACCTTCACCGTTCTCCT
TGCCTTGCTGCCCCTTGTGCAATGTGCACCTCCTACTCCCGCCGCCTCTTCGGCTT
TGCCGACTGGTACATCTACCGTCGCCCTCAATACTGCGGCGAAGGCGGCAGGGA
AACTGTACATGGGTACTGCCACCGACAACGGGGAGCTTACTGACACCGCTTACA
CCACTATCCTGGACAACAATGCAAACTTTGGCCAGATCACCCCTGCGAACGCCAT
GAAATGGGAAAATACAGAGCCGGAGCAGGGAACATGGACCTGGACGAACGCTG
ACCAGATCGCCAACCTCGCGAAGACCAATGGCCAGCTCCTGAGAGGCCACAACT
GTGTCTGGTACAACCAGCTCCCCAGCTGGGTGACCTCCGGGTCTTGGACCAATG
CCACACTTACTGCAGTAGTTCAGGACCATACTACGGAATTGGTTAGCCGCTATAA
GGGACAAGTTTATGCCTGGGATGTAATCAATGAGCCCTTCAATGACGACGGTACT
TACCGCTCGGATGTCTTCTACAACACCATCGGCCCAGCATACATTCCCATCGCCC
TGCGCGCAGCCAGAGCCGCCGACCCTAATGCCAAGCTCTACATCAACGAGTACA
ACATTGAGTACACGGGTTCCAAGGCGACAGCTATGCTGAACCTCGTGGAGAGTC
TTAAGGCAGAGGGCGTTCCCATCGACGGCGTTGGTCTGCAGTCCCACTTCATCGT
CGGCGAAGTCCCCACCTCGCTTCAGTCCATCATGGAGCAGTTCACCGCGCTCGG
CGTCGAGGTCGCCATCACCGAGTTGGACATCCGCATGACCCTCCCCGAAACTGC
TGCCCTCCTGGAGCAGCAGAAGACCGATTACGACACTGTCATCTCTGCATGCAG
GGCCGTCTCCGGCTGCGTTGGCGTCACCGTGTGGGACTTCACTGACAAGTACTCT
TGGGTACCGAGCACCTTCTCCGGTCAGGGTGCCGCGACACCTTACGACTCGAAC
CTTGTGAAGAAGCCTGCCTACGACGGAATTGT

> Colonia_GTXYL1_D_reverse (complementaria)
CTTTCCCGTTTCTCTTGCCTTGCTGCCCCTTGTGCAATGGCCCCTCCTACTCCCGC
CGCTTTTTCGGCTTTGCCGACTGGTACATCTACCGTCGCCCTCAATACTGCGGCG
AAGGCGGCAGGGAAACTGTACATGGGTACTGCCACCGACAACGGGGAGCTTACT
GACACCGCTTACACCACTATCCTGGACAACAATGCAAACTTTGGCCAGATCACCC
CTGCGAACGCCATGAAATGGGAAAATACAGAGCCGGAGCAGGGAACATGGACC
TGGACGAACGCTGACCAGATCGCCAACCTCGCGAAGACCAATGGCCAGCTCCTG
AGAGGCCACAACTGTGTCTGGTACAACCAGCTCCCCAGCTGGGTGACCTCCGGG
TCTTGGACCAATGCCACACTTACTGCAGTAGTTCAGGACCATACTACGGAATTGG
TTAGCCGCTATAAGGGACAAGTTTATGCCTGGGATGTAATCAATGAGCCCTTCAA
TGACGACGGTACTTACCGCTCGGATGTCTTCTACAACACCATCGGCCCAGCATAC
ATTCCCATCGCCCTGCGCGCAGCCAGAGCCGCCGACCCTAATGCCAAGCTCTAC
ATCAACGAGTACAACATTGAGTACACGGGTTCCAAGGCGACAGCTATGCTGAAC
CTCGTGGAGAGTCTTAAGGCAGAGGGCGTTCCCATCGACGGCGTTGGTCTGCAG
TCCCACTTCATCGTCGGCGAAGTCCCCACCTCGCTTCAGTCCATCATGGAGCAGT
TCACCGCGCTCGGCGTCGAGGTCGCCATCACCGAGTTGGACATCCGCATGACCC
TCCCCGAAACTGCTGCCCTCCTGGAGCAGCAGAAGACCGATTACGACACTGTCA
TCTCTGCATGCAGGGCCGTCTCCGGCTGCGTTGGCGTCACCGTGTGGGACTTCAC
TGACAAGTACTCTTGGGTACCGAGCACCTTCTCCGGTCAGGGTGCCGCGACACC
TTACGACTCGAACCTTGTGAAGAAGCCTGCCTACGACGGAATTGTTGCTGGCTGG
CAGTAATGGTGGAGCGCAGTGGAAAAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAG
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GTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATA
GTTCACCTAAATAGCTGGCGTAATTCATGTCATTTTTT

> Colonia_GTXYL1_E forward (complementaria)
TGCCCACTTTTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGC
CTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCC
TTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTAC
CGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGA
GTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGC
GCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCG
GGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGG
CTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAAT
TTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTATTTAGGTGACACTATA
GAATACTCAAGCTATGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGC
AGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGAACATGATTTCTAAGACCTTCACCGGTTT
TCTCCGCCTCGATGTTACCGGCCTGACCGTCTGCGCTATTCCCCTCCTCTAGGAC
CTTCTCACTTACTCCACTACCCGACTTCCGCATCTTTTTCTGCCTCAGGAGTTCCT
CGGCTGCTTTCTTCAATTCATCGTCATCCGCCCTCTTCAACTCGTGCTGCTGTATG
AGGAAGACGGCAGCGAGCGTTGCGATGATCGTATACGCGACCGTAAGATAGAAC
ACCCGCGTGAACCCCTTCGAATATCCCGCAACTATAGCGCTTCGGTCAGCGTCAC
TTAGCTGTATCGTGGATGTGGAGTATGAATTGGCATTGATGATCGTGGGATCGTT
GAGAATAGCGGAAAGTTGGTCACTCGACAGGTTGAGAGGCTGCAGGGCGGTCC
GGAGAGTATTGTTGATGATGGTGGCACAGATAGCGAGCGTGATGGTGGAGCGCA
GTGGAAAAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCG
GGCCCAATTTCGCCCTATAGGGAGTAATCC

> Colonia_GTXYL1_E reverse
CAAAATTACATGAATTACGCCAGCTATTTAGGTGAACTATAGAATACTCAAGCTATG
CATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATT
CACTAGTGATTGAACATGATTTCTAAGACCTTCACCGGTTTTCTCCGCCTCGATGT
TACCGGCCTGACCGTCTGCGCTATTCCCCTCCTCTAGGACCTTCTCACTTACTCCA
CTACCCGACTTCCGCATCTTTTTCTGCCTCAGGAGTTCCTCGGCTGCTTTCTTCAA
TTCATCGTCATCCGCCCTCTTCAACTCGTGCTGCTGTATGAGGAAGACGGCAGCG
AGCGTTGCGATGATCGTATACGCGACCGTAAGATAGAACACCCGCGTGAACCCC
TTCGAATATCCCGCAACTATAGCGCTTCGGTCAGCGTCACTTAGCTGTATCGTGG
ATGTGGAGTATGAATTGGCATTGATGATCGTGGGATCGTTGAGAATAGCGGAAAG
TTGGTCACTCGACAGGTTGAGAGGCTGCAGGGCGGTCCGGAGAGTATTGTTGAT
GATGGTGGCACAGATAGCGAGCGTGATGGTGGAGCGCAGTGGAAAAATCGAATT
CCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTA
TAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAA
ACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGG
CGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGA
ATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGT
TACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCT
TTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCG
GGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAACT
TGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTCGCCC
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TTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAACTGGAACACAC
TCAACCCTATTCGGGCTATTCTTT

> Colonia_GTXYL1_F_forward
GGGCTACTCCTTATAGGGCGAAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCA
TGGCGGCCGCGGGAATTCGATTGAACATGATTTCTAAGACCTTCACCGTTCTCCTT
GCCTTGCTGCCCCTTGTGCAATGCGCACCTCCTACTCCCGCCGCCTCTTCGGCTT
TGCCGACTGGTACATCTACCGTCGCCCTCAATACTGCGGCGAAGGCGGCAGGGA
AACTGTACATGGGTACTGCCACCGACAACGGGGAGCTTACTGACACCGCTTATA
CCACTATCCTGGACAACAATGCAAACTTCGGCCAGATCACCCCTGCGAACGCCA
TGAAATGGGAAAATACAGAGCCGGAGCAGGGAACATGGACCTGGACGAACGCT
GACCAGATCGCCAACCTCGCGAAGACCAATGGCCAGCTCCTGAGAGGCCACAAC
TGTGTCTGGTACAACCAGCTCCCCAGCTGGGTGACCTCCGGGTCTTGGACCAATG
CCACACTTACTGCAGTAGTTCAGGACCATACTACGGAATTGGTTAGCCGCTATAA
GGGACAAGTTTATGCCTGGGATGTAATCAATGAGCCCTTCAATGACGACGGTACT
TACCGCTCGGATGTCTTCTACAACACCATCGGCCCAGCATACATTCAATCACTAG
TGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGG
ATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTC
ATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAG
CCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACAT
TAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCT
GCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTC
TTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCG
GAATCAGGTCACTCAAAGGCGGTAATACGGGTATCCACAAAATCAGGGGATAAC
GCAGGAAGAACATGTGACCAAAAGGCCGGCAAAAGGCCTGAAACGGTAAAAGG
CACGGCTGGTGGGGGTTTTTCTTTGGGTCCGCCC

> Colonia_GTXYL1_F_reverse (complementaria)
AAAAACCTTTTTTCGGGGGGTGGCCCCATTAGTGAACCCTCCCCCTAAATCAATTTT
TTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCCTTAATTGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATT
TAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGC
GAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAAC
CACCACACCCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCATTCGCCATTC
AGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCC
AGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTT
TTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTAT
AGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGA
ATTCGATTGAACATGATTTCTAAGACCTTCACCGTTCTCCTTGCCTTGCTGCCCCTT
GTGCAATGCGCACCTCCTACTCCCGCCGCCTCTTCGGCTTTGCCGACTGGTACAT
CTACCGTCGCCCTCAATACTGCGGCGAAGGCGGCAGGGAAACTGTACATGGGTA
CTGCCACCGACAACGGGGAGCTTACTGACACCGCTTATACCACTATCCTGGACA
ACAATGCAAACTTCGGCCAGATCACCCCTGCGAACGCCATGAAATGGGAAAATA
CAGAGCCGGAGCAGGGAACATGGACCTGGACGAACGCTGACCAGATCGCCAAC
CTCGCGAAGACCAATGGCCAGCTCCTGAGAGGCCACAACTGTGTCTGGTACAAC
CAGCTCCCCAGCTGGGTGACCTCCGGGTCTTGGACCAATGCCACACTTACTGCA
GTAGTTCAGGACCATACTACGGAATTGGTTAGCCGCTATAAGGGACAAGTTTATG
CCTGGGATGTAATCAATGAGCCCTTCAATGACGACGGTACTTACCGCTCGGATGT
CTTCTACAACACCATCGGCCCAGCATACATTCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCG
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CCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAG
TATTCTATAGTTCACCTAAATAGCTGGCGTAATCCATGTTCATTTTG

2.2. Resumen de clones GTXYL1

> Gen_GTXYL1 B
GAACATGATTTCTAAGACCTTCACCGTTCTCCTTGCCTTGCTGCCCCTTGTGCAAT
GTGCACCTCCTACTCCCGCCGCCTCTTCGGCTTTGCCGACTGGTACATCTACCGT
CGCCCTCAATACTGCGGCGAAGGCGGCAGGGAAACTGTACATGGGTACTGCCAC
CGACAACGGGGAGCTTACTGACACCGCTTACACCACTATCCTGGACAACAATGC
AAACTTTGGCCAGATCACCCCTGCGAACGCCATGAAATGGGAAAATACAGAGCC
GGAGCAGGGAACATGGACCTGGACGAACGCTGACCAGATCGCCAACCTCGCGA
AGACCAATGGCCAGCTCCTGAGAGGCCACAACTGTGTCTGGTACAACCAGCTCC
CCAGCTGGGTGACCTCCGGGTCTTGGACCAATGCCACACTTACTGCAGTAGTTCA
GGACCATACTACGGAATTGGTTAGCCGCTATAAGGGACAAGTTTATGCCTGGGAT
GTAATCAATGAGCCCTTCAATGACGACGGTACTTACCGCTCGGATGTCTTCTACA
ACACCATCGGCCCAGCATACATTCCCATCGCCCTGCGCGCAGCCAGAGCCGCCG
ACCCTAATGCCAAGCTCTACATCAACGAGTACAACATTGAGTACACGGGTTCCAA
GGCGACAGCTATGCTGAACCTCGTGGAGAGTCTTAAGGCAGAGGGCGTTCCCAT
CGACGGCGTTGGTCTGCAGTCCCACTTCACTGACAAGTACTCTTGGGTACCGAGC
ACCTTCTCCGGTCAGGGTGCCGCGACACCTTACGACTCGAACCTTGTGAAGAAG
CCTGCCTACGACGGAATTGTTGCTGGCTGGCAGTAATGGTGGAGCGCAGTGGAA
A

> Traduccion_GTXYL1 B
MISKTFTVLLALLPLVQCAPPTPAASSALPTGTSTVALNTAAKAAGKLYMGTATDNGELT
DTAYTTILDNNANFGQITPANAMKWENTEPEQGTWTWTNADQIANLAKTNGQLLRGHN
CVWYNQLPSWVTSGSWTNATLTAVVQDHTTELVSRYKGQVYAWDVINEPFNDDGTY
RSDVFYNTIGPAYIPIALRAARAADPNAKLYINEYNIEYTGSKATAMLNLVESLKAEGVPI
DGVGLQSHFTDKYSWVPSTFSGQGAATPYDSNLVKKPAYDGIVAGWQ

> Gen_GTXYL1 C
GGCCAGATCACCCCTGCGAACGCCATGAAATGGGAAAATACAGAGCCGGAGCA
GGGAACATGGACCTGGACGAACGCTGACCAGATCGCCAGCCTCGCGAAGACCA
ATGGCCAGCTCCTGAGAGGCCACAACTGTGTCTGGTACAACCAGCTCCCCAGCT
GGGTGACCTCCGGGTCTTGGACCAATGCCACACTTACTGCAGTAGTTCAGGACC
ATACTACGGAATTGGTTAGCCGCTATAAGGGACAAGTTTATGCCTGGGATGTAAT
CAATGAGCCCTTCAATGACGACGGTACTTACCGCTCGGATGTCTTCTACAACACC
ATCGGCCCAGCATACATTCCCATCGCCCTGCGCGCAGCCAGAGCCGCCGACCCT
AATGCCAAGCTCTACATCAACGAGTACAACATTGAGTACACGGGTTCCAAGGCG
ACAGCTATGCTGAACCTCGTGGAGAGTCTTAAGGCAGAGGGCATTCCCATCGAC
GGCGTTGGTCTGCAGTCCCACTTCATCGTCGGCGAAGTCCCCACCTCGCTTCAGT
CCATCATGGAGCAGTTCACCGCGCTCGGCGTCGAGGTCGCCATCACCGAGCTGG
ACATCCGCATGACCCTCCCCGAAACTGCTGCCCTCCTGGAGCAGCAGAAGACCG
ATTATGACACTGTCATCTCTGCATGCAGGGCCGTCTCCGGCTGCGTTGGCGTCAC
CGTTTGGGACTTCACTGACAAGTACTCTTGGGTACCGAGCACCTTCTCCGGTCAG
GGTGCCGCGACACCTTACGACTCGAACCTTGTGAAGAAGCCTGCCTACGACGGA
ATTGTTGCTGGCTGGCAGTAATGGTGGAGCGCAGTGGAAA
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> Traduccion_GTXYL1 C
MKWENTEPEQGTWTWTNADQIASLAKTNGQLLRGHNCVWYNQLPSWVTSGSWTNA
TLTAVVQDHTTELVSRYKGQVYAWDVINEPFENDDGTYRSDVFYNTIGPAYIPIALRAAR
AADPNAKLYINEYNIEYTGSKATAMLNLVESLKAEGIPIDGVGLQSHFIVGEVPTSLQSIM
EQFTALGVEVAITELDIRMTLPETAALLEQQKTDYDTVISACRAVSGCVGVTVWDFTDK
YSWVPSTFSGQGAATPYDSNLVKKPAYDGIVAGWQ

>Gen _GTXYL1_D
GAACATGATTTCTAAGACCTTCACCGTTCTCCTTGCCTTGCTGCCCCTTGTGCAAT
GTGCACCTCCTACTCCCGCCGCCTCTTCGGCTTTGCCGACTGGTACATCTACCGT
CGCCCTCAATACTGCGGCGAAGGCGGCAGGGAAACTGTACATGGGTACTGCCAC
CGACAACGGGGAGCTTACTGACACCGCTTACACCACTATCCTGGACAACAATGC
AAACTTTGGCCAGATCACCCCTGCGAACGCCATGAAATGGGAAAATACAGAGCC
GGAGCAGGGAACATGGACCTGGACGAACGCTGACCAGATCGCCAACCTCGCGA
AGACCAATGGCCAGCTCCTGAGAGGCCACAACTGTGTCTGGTACAACCAGCTCC
CCAGCTGGGTGACCTCCGGGTCTTGGACCAATGCCACACTTACTGCAGTAGTTCA
GGACCATACTACGGAATTGGTTAGCCGCTATAAGGGACAAGTTTATGCCTGGGAT
GTAATCAATGAGCCCTTCAATGACGACGGTACTTACCGCTCGGATGTCTTCTACA
ACACCATCGGCCCAGCATACATTCCCATCGCCCTGCGCGCAGCCAGAGCCGCCG
ACCCTAATGCCAAGCTCTACATCAACGAGTACAACATTGAGTACACGGGTTCCAA
GGCGACAGCTATGCTGAACCTCGTGGAGAGTCTTAAGGCAGAGGGCGTTCCCAT
CGACGGCGTTGGTCTGCAGTCCCACTTCATCGTCGGCGAAGTCCCCACCTCGCTT
CAGTCCATCATGGAGCAGTTCACCGCGCTCGGCGTCGAGGTCGCCATCACCGAG
TTGGACATCCGCATGACCCTCCCCGAAACTGCTGCCCTCCTGGAGCAGCAGAAG
ACCGATTACGACACTGTCATCTCTGCATGCAGGGCCGTCTCCGGCTGCGTTGGCG
TCACCGTGTGGGACTTCACTGACAAGTACTCTTGGGTACCGAGCACCTTCTCCGG
TCAGGGTGCCGCGACACCTTACGACTCGAACCTTGTGAAGAAGCCTGCCTACGA
CGGAATTGTTGCTGGCTGGCAGTAATGGTGGAGCGCAGTGGAAA

> Traduccion_GTXYL1 D
MISKTFTVLLALLPLVQCAPPTPAASSALPTGTSTVALNTAAKAAGKLYMGTATDNGELT
DTAYTTILDNNANFGQITPANAMKWENTEPEQGTWTWTNADQIANLAKTNGQLLRGHN
CVWYNQLPSWVTSGSWTNATLTAVVQDHTTELVSRYKGQVYAWDVINEPFNDDGTY
RSDVFYNTIGPAYIPIALRAARAADPNAKLYINEYNIEYTGSKATAMLNLVESLKAEGVPI
DGVGLQSHFIVGEVPTSLQSIMEQFTALGVEVAITELDIRMTLPETAALLEQQKTDYDTVI
SACRAVSGCVGVTVWDFTDKYSWVPSTFSGQGAATPYDSNLVKKPAYDGIVAGWQ

> Gen_GTXYL1 E
GAACATGATTTCTAAGACCTTCACCGGTTTTCTCCGCCTCGATGTTACCGGCCTGA
CCGTCTGCGCTATTCCCCTCCTCTAGGACCTTCTCACTTACTCCACTACCCGACTT
CCGCATCTTTTTCTGCCTCAGGAGTTCCTCGGCTGCTTTCTTCAATTCATCGTCAT
CCGCCCTCTTCAACTCGTGCTGCTGTATGAGGAAGACGGCAGCGAGCGTTGCGA
TGATCGTATACGCGACCGTAAGATAGAACACCCGCGTGAACCCCTTCGAATATCC
CGCAACTATAGCGCTTCGGTCAGCGTCACTTAGCTGTATCGTGGATGTGGAGTAT
GAATTGGCATTGATGATCGTGGGATCGTTGAGAATAGCGGAAAGTTGGTCACTCG
ACAGGTTGAGAGGCTGCAGGGCGGTCCGGAGAGTATTGTTGATGATGGTGGCAC
AGATAGCGAGCGTGATGGTGGAGCGCAGTGGAAA
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> Traduccion_GTXYL1 E
MISKTFTGFLRLDVTGLTVCAIPLL

> Gen_GTXYL1_F
GAACATGATTTCTAAGACCTTCACCGTTCTCCTTGCCTTGCTGCCCCTTGTGCAAT
GCGCACCTCCTACTCCCGCCGCCTCTTCGGCTTTGCCGACTGGTACATCTACCGT
CGCCCTCAATACTGCGGCGAAGGCGGCAGGGAAACTGTACATGGGTACTGCCAC
CGACAACGGGGAGCTTACTGACACCGCTTATACCACTATCCTGGACAACAATGC
AAACTTCGGCCAGATCACCCCTGCGAACGCCATGAAATGGGAAAATACAGAGCC
GGAGCAGGGAACATGGACCTGGACGAACGCTGACCAGATCGCCAACCTCGCGA
AGACCAATGGCCAGCTCCTGAGAGGCCACAACTGTGTCTGGTACAACCAGCTCC
CCAGCTGGGTGACCTCCGGGTCTTGGACCAATGCCACACTTACTGCAGTAGTTCA
GGACCATACTACGGAATTGGTTAGCCGCTATAAGGGACAAGTTTATGCCTGGGAT
GTAATCAATGAGCCCTTCAATGACGACGGTACTTACCGCTCGGATGTCTTCTACA
ACACCATCGGCCCAGCATACATTC

> Traduccion_GTXYL1 F
MISKTFTVLLALLPLVQCAPPTPAASSALPTGTSTVALNTAAKAAGKLYMGTATDNGELT
DTAYTTILDNNANFGQITPANAMKWENTEPEQGTWTWTNADQIANLAKTNGQLLRGHN
CVWYNQLPSWVTSGSWTNATLTAVVQDHTTELVSRYKGQVYAWDVINEPFNDDGTY
RSDVFYNTIGPAYI

2.3. Secuenciamiento del plasmidio de colonias transformadas con pGEM-T
Easy/GTXYL2

> Colonia_GTXYL2_A forward
ATAATATAGGAAGGATAGTATAAGGGCGAATTGCGGCCCGACGACGCATGCTCCC
GGGCGCCATGGCGGCCGCGGGAAGCGACTTTTAGGATTATTGGTCCTCCATCTTC
TCCCTGCACTACTTGCTATACCGTCGTGGACGTTGCGCAGCCAAAGCCACGGAGA
GTGACTGGCCATATCTCTGTACATGACCCGACGAT

> Colonia_GTXYL2_A reverse
AAAAAACAATAACATTAATACGCCCAGCTATTTAGGAGACCTATAGAATACTCGAGC
TATGCATCCAACGCGTTGCCAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCT
AATTCACTAGTGATTGAGGGTATGATCGGCCGATGGCGATCTGGTTGATGACAAAA
GGTGATTAGTGCCATTTTATGACCGTCTCAT

> Colonia_GTXYL2_B_forward
AAGAAAAAAGTAAAATAGTTAAGGGTGATGGCCGACGGCGACGCATGCGCCCGGC
CGCCATGGCGGCCCGCTGGGAAGACCCCCTTTACGAGATGAATGGTACGACCGTC
TACTCTATATGTTGTACCCATATATGACCGTCGTCGTCCGGTGCGTAGCTAACTGC
CCGAGAGAGAGTGTGGTCCTATCTCTATTCCACACGACCCGAC

> Colonia_GTXYL2_B_reverse
AACAATTGACATGGATTACGCAAGCTATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTA
TGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAA
TTCACTAGTGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACA
AAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCTGATGCGGTATT
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TTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATCAGGTGGCACTTTTCGGGG
AAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCG
CTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATG
AGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCT
GTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGG
TGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTT
TTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCG
CGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTAT
TCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGG
CATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGG
CCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCAC
AACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAG
CCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTT
GCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGA
CTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCT
GGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCAT
TGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGAAGTATCTACACGACGG
GGAGTCAGGCACTATT

> Colonia_GTXYL2_C_forward
CTTACTCCTGTAGGGGCGAAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCTGC
AGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTA
TAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAAT
TGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGC
CTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCG
CTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGC
GGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCG
CTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAA
TACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGG
CCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGG
CTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAA
ACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCG
CTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGG
GAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTC
GTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCG
CCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCA
CTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTA
CAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGT
ATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATC
CGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGGGGGTTTTTTTGTTTGCAAGCACCAAATT
ACCCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGAACCTTTGATCTTTTCTCCGGGGCTGAA
CCTCATTGGAACAAAAATTCCCCTTAAGGGAA

> Colonia_GTXYL2_C reverse

CGAAATGAACATGGATTACGCCAGCTATTTAGGTGAACTATAGAATACTCAAGCTAT
GCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGGGAG
CATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCC
GTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCT
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TGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGAT
CGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGCGG
CGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC
AGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGC
CGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTG
CTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGG
CCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAAT
AGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTT
GATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAA
CAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCTGATGCGGTA
TTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATCAGGTGGCACTTTTCGG
GGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATC
CGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTA
TGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTC
CTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTG
GGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGA
GTTTTCCCCCCAAGAAAGTTTTCCAAGAAGAAGCCTTTTAAAATCTGCTATTGGGCG
CGGGTATATCCCCTATTTACCCCGGCA

> Colonia_GTXYL2_D_forward
GACATACTACCTATAGGGCGAAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCA
TGGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCAT
AGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTG
TTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGC
ATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTT
GCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAA
TCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTC
GCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCAC
TCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACAT
GTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGC
GTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTC
AGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAG
CTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCT
TTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGT
TCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGC
CCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACAC
GACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATG
TAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGGCTAACTACGGCTACACTAGAAGA
ACAGTATTTGGGATCTGCGCTCTGCTGAAACCAGTTACCTTCGGAAAAAAAGATTG
GTAGGTCTTTGTTCCGGCAAAAAACAACCGCTGGTAGCGGGGGTT

> Colonia_GTXYL2_D_reverse

AAAAATGAACATGGATTACGCCAGCTATTTAGGTGAACTATAGAATACTCAAGCTAT
GCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCCATG
GCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTAC
AATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCA
ACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGG
CCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCG
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CCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACC
GCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCT
CGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGG
TTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGG
TTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGT
CCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCT
CGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAA
TGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATT
TCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATCAGGT
GGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACAT
TCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAA
AAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGG
CATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGAAGCTG
AAGAACAATTGGGTGCACCAAAGGGGTTCATCCAAATGGATCTCACACCGGGAAAA
ACCTTGGAGAT

> Colonia_GTXYL2_E_forward
AGATAAATCCCTATAGGGCGAAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCA
TGGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCAT
AGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTG
TTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGC
ATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTT
GCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAA
TCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTC
GCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCAC
TCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACAT
GTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGC
GTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTC
AGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAG
CTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCT
TTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGT
TCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGC
CCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACAC
GACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATG
TAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGA
ACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAATTGG
TAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACACCGCTGGTAA

> Colonia_GTXYL2_E reverse
AAAAATTGAACATGAATTACGCCAGCTATTTAGGTGAACTATAGAATACTCAAGCTA
TGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCCAT
GGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTA
CAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCC
AACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG
GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGC
GCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGAC
CGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTC
TCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGG
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GTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATG
GTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAG
TCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATC
TCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAA
ATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAAT
TTCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATCAGG
TGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACA
TTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGA
AAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCG
GCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCT
GAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTA
AGATCCTTGAAA

Anexo F. Cultivos de hongos y manejo de proteinas

Durante el trabajo se prepararon cultivos soélidos en medio PDA como stocks de las
distintas especies fangicas. A partir de éstos se inocularon los medios liquidos y las
nuevas placas que se utilizaron a lo largo de la memoria de titulo. En ellos se ve a
simple vista el crecimiento del micelio y es posible identificar si las placas resultaron
contaminadas.

Se realizaron un total de 6 cultivos liquidos en distintas fechas, a los que se agreg6 paja
de trigo pre-tratada, para inducir la produccion de xilanasas. El pre-tratamiento elimina
la lignina presente en el sustrato. Solo tres de los cultivos resultaron relevantes para los
estudios, mas adelante se detalla las condiciones de cada uno de ellos.

1. Manejo general de proteinas

Como las proteinas en estudio son secretadas por los hongos, se recolectan
rescatando el medio extracelular. Se obtiene las enzimas en ausencia de las células
fungicas o de la paja de trigo.

Para concentrar y preservar las proteinas, se precipitan con sulfato de amonio. Al
guardarlas por prolongados periodos, se agrega ademas un inhibidor de proteasas.

Las proteinas fueron separadas a través de variadas técnicas, que comprendieron
cromatografias por FPLC, ademas de técnicas alternativas.

La separacion representa el proceso mas arduo del trabajo, es necesario un profundo
estudio de cada etapa para generar un protocolo que permita una separacion eficiente
de una determinada proteina. Cada paso se asocia a pérdidas de proteina por lo tanto
es necesario utilizar un protocolo eficiente con pocas etapas.

En algunos casos fue necesario eliminar sales presentes en las muestras, debido a que
producen problemas para la union de proteinas a la resina de columnas
cromatograficas. La presencia de sulfato de amonio provoca ademas una inhibicién de
la actividad enzimatica. A través del protocolo de eliminacién de sal (Métodos), se logré
disminuir la sal a aproximadamente un 6% de su concentracion inicial.
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A continuacion se detalla completamente las caracteristicas de los tres cultivos liquidos,
relevantes para los estudios:

2. Primer cultivo

Se crecieron las especies T. versicolor y G. trabeum, en 100[ml] del medio de cultivo
correspondiente y se agregd una unidad de indculo. Las proteinas obtenidas fueron
usadas para dos cromatografias en el caso de G. trabeum: un de intercambio aniénioco
(Figura 39) y otra de interaccién hidrofébica (Figura 41).

Adicionalmente se cuantifico la cinética de produccién enzimatica a través de ensayos
de actividad del medio extracelular, frente a xilano y CMC.

Las proteinas del cultivo sirvieron para estudiar el desempefio de distintos tipos de
separacion. La intencion era hacer otro cultivo de mayor volumen para utilizar un
protocolo de purificacion esbozado durante esta etapa.

2.1. Cinética de produccion enzimética

La produccion de enzimas de T. versicolor y G. trabeum fueron monitoreadas a través
de ensayos de actividad de los medios extracelulares frente a xilano y CMC. Con esto
se determiné que los hongos producian efectivamente enzimas involucradas en la
degradacion de carbohidratos.

La Figura 38 muestra el resultado del monitoreo de la actividad enzimética del primer
cultivo en funcion de los dias.
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Figura 38. "Cinética de la produccién de enzimas del cultivo N°1 de los distintos hongos, para asegurar la
secrecion de ellas al medio extracelular”.

La presencia de enzimas que degradan CMC, puede ser una sefal de que se producen
otras enzimas que degradan lignocelulosa.

Se observa la mayor actividad el dia 20[dias] y se destaca que existid un gran aumento
entre las actividades de los dias 17 y 20 para T. versicolor.

2.2. Cromatografia de intercambio anionico G. trabeum
Se cargaron directamente 10[ml] del medio extracelular de G. trabeum en una columna

Q-sefarosa de 1[ml]. ElI cromatograma de dicho experimento se muestra en la Figura
39.

84



2500 3.5 73 18 22 26 08
L 120 1241
M . . . . B 0’7
2000

- 06 _
E E
=
.g. [ 015 I'U‘
S 1500 8
:
.g - 0,4 E
g )
2 1000 o
o - 03T
3 3
< g

- 0,2

500
- 01
0 0
0 5 10 15 20 25 30

Volumen eluido [mL]

== Concentracidn proteica Conductividad =+ =Actividad Xilanasa

Figura 39. "Cromatografia de intercambio anidnico realizada sobre las proteinas provenientes del primer
cultivo de G.trabeum. Se utilizé una columna Q-sefarosa de 1[ml] .El protocolo de separacién consistio en
ambientar la columna con buffer tris 20[mM] a pH 7, cargar la muestra, hacer un lavado con el mismo buffer
utilizando tres volumenes de columna, luego realizar un gradiente lineal de cloruro de sodio hasta alcanzar
una concentracion 1[M] en 10 volimenes de columna para eluir las proteinas adheridas a la resina”.

Se ve dos picos de actividad xilanasa: el primero en las fracciones que no se une a la
resina y el otro en la zona de elucion por efecto de la sal. Las proteinas presentes en
las fracciones marcadas en la parte superior de la figura fueron cargadas en un gel de
poliacrilamida al 12%, al tefiir con azul de Coomassie no se observaron bandas. Un
mes después se tifié el mismo gel con nitrato de plata, una fotografia del gel tefiido de
esta manera se muestra en la Figura 40.
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Figura 40. "Gel de poliacrilamida con fracciones de: Cromatografia de intercambio anionico realizada sobre
las proteinas provenientes del primer cultivo de G.trabeum ".

Se observa una gran cantidad de bandas, mayoritariamente en las fracciones donde las
proteinas se adsorben en la columna (18 a la 26). Como las xilanasas tienen un tamafo
entre 36 y 50[kDa], el andlisis se centra en la zona delimitada por las flechas
punteadas. Las fracciones 3, 5, 7 y 9 presentan muchas bandas en el rango estudiado,
aun asi, se piensa que la banda sefialada corresponde a una xilanasa.

2.3. Cromatografia de interaccion hidrofébica G. trabeum
Se cargaron directamente 10[ml] del medio extracelular de G. trabeum en una columna

Butil-sefarosa de 1[ml]. Se agregd previamente sulfato de amonio hasta alcanzar una
concentracion final de 1[M]. En la Figura 41 se presenta el cromatograma obtenido.
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Figura 41. "Cromatografia de interaccion hidrofébica realizada sobre las proteinas provenientes del primer
cultivo de G.trabeum. Se utilizé una columna butil-sefarosa de 1[ml] .El protocolo de separacién consistié en
ambientar la columna con buffer acetato de sodio 50[mM] a pH 6 con sulfato de amonio 1[M], cargar la
muestra, hacer un lavado con el mismo buffer utilizando tres volimenes de columnay luego realizar un
gradiente lineal de sulfato de amonio hasta alcanzar una concentracion O[M] en 10 voliumenes de columna
para eluir las proteinas adheridas a la resina”.

Se obtiene solo un pico de actividad xilanasa, donde existe una reducida concentracion
proteica, por lo tanto, se espera obtener xilanasas bastante purificada.

En las Figuras 42 y 43 se muestra un zoom de la Figura 41 con las fracciones
seleccionadas y un gel de poliacrilamida al 12% donde fueron cargadas

respectivamente.
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Figura 42. "Seleccion de fracciones de Cromatografia de interaccion hidrofébica realizada sobre las proteinas
provenientes del primer cultivo de G.trabeum para cargar en gel de poliacrilamida al 12%".
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Figura 43. "Gel de poliacrilamida con fracciones de: Cromatografia de interaccién hidrofébica realizada sobre
las proteinas provenientes del primer cultivo de G.trabeum".
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Nuevamente se estudié el rango entre los 36 y 50[kDa], pero la resolucion es bastante

pobre, se cree que por tiempo transcurrido entre las tinciones con azul de Coomassie y
con nitrato de plata.

2.4. Repeticion de la cinética de produccion enzimatica
Se volvio a monitorear la generacion de enzima, pero cuantificando también la actividad

xilanasa. Las mediciones se realizaron aproximadamente dos meses después de la

cosecha de los cultivos, y fueron conservadas durante ese periodo a -20[°C]. El
resultado fue el siguiente.

2,5

2,0

1,5

1,0

Actividad enzimatica, U/ml

0,5

0,0

Tiempo [dias]

—eo—Celulasa T.versicolor Xilanasa T.versicolor
=m=—Celulasa G.trabeum =+ -Xilanasa G.trabeum

Figura 44. “Cinética de la produccién de enzimas del primer cultivo de los distintos hongos, para asegurar su
presencia en el medio extracelular. La medicion se realiz6 dos meses después de la mostrada en la Figura
38”.

Al comparar ambas cinéticas de produccion de enzimas, se observa un abrupto
descenso de los valores medidos. Este efecto se asocia al tiempo transcurrido, que
genero una degradacion o inactivacion de las enzimas. De todos modos las muestras
presentan actividad xilanasa, con lo que se comprueba la secrecion de estas enzimas
por ambas especies fungicas.
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3. Segundo cultivo

Se crecieron las especies T. versicolor y G. trabeum en 5 matraces de 100[ml]. Se
introdujo 2 unidades de indculo en cada matraz y se incubaron durante 10 dias en las
condiciones descritas. No se monitored la cinética de produccioén enzimatica de estos
cultivos.

A diferencia del cultivo anterior, las proteinas provenientes de los cultivos fueron
concentradas a través de la precipitacion con sulfato de amonio y luego resuspendidas
para ser cargadas a las columnas cromatogréficas.

Las proteinas obtenidas de G. trabeum fueron sometidas a una cromatografia de
interaccion hidrofébica (Figura 29) mostrada en la seccién Resultados y Discusion.

Las proteinas obtenidas de T. versicolor se usaron para una cromatografia de
intercambio anidnico (Figura 26) mostrada en la seccion Resultados y Discusion, y una
de interaccion hidrofébica que se muestra a continuacion.

3.1 Cromatografia de interaccion hidrofébica T. versicolor

Una fraccion de las proteinas resuspendidas de T. versicolor fue purificada a a través

de una cromatografia de interaccion hidrofébica usando una columna butil-sefarosa de
8[ml]. El cromatograma de esta etapa se muestra en la Figura 45.
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Figura 45. "Cromatografia de interaccion hidrofébica realizada sobre las proteinas provenientes del segundo
cultivo de T. versicolor. Se utilizé una columna butil-sefarosa de 8[ml] .El protocolo de separacidon consistié
en ambientar la columna con buffer acetato de sodio 50[mM] a pH 6 con sulfato de amonio 1[M], cargar la
muestra, hacer un lavado con el mismo buffer utilizando tres volimenes de columnay luego realizar un
gradiente lineal de sulfato de amonio hasta alcanzar una concentracion O[M] en 10 voliumenes de columna
para eluir las proteinas adheridas a la resina”.

El descenso de la conductividad al comienzo de la cromatografia (junto a la elucién de
proteinas) se debe a que la muestra cargada contenia una concentracion de sulfato de
amonio menor a 1[M].

Los ensayos de actividad celulasa y xilanasa presentados en el grafico fueron
incubados durante 10[min] en vez de 1[h] y luego el valor fue multiplicado por un factor
6. Se obtuvo valores bajos de actividad que fueron luego amplificados, pero esta misma
amplificacion, producto del factor 6, también aumenta el valor de los errores, por lo tanto
es dificil discriminar los reales valores de actividad de los resultados de la amplificacion
de los errores. Aun asi, se puede ver difusamente dos picos de actividad xilanasa.

4. Tercer cultivo
Se crecieron las especies T. versicolor y G. trabeum en un matraz con 500[ml] del

medio de cultivo y se les agregaron 10 unidades de in6culo. En este caso se utilizé un
medio de cultivo distinto para G. trabeum.
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Una fraccion de 10[ml] de cada cultivo fue guardada a 4[°C] y el volumen restante fue
sometido al proceso de precipitacion de proteinas por adicion de sulfato de amonio. Se
dividio el total de muestra de G. trabeum en tres voliumenes iguales, la de T. versicolor
en cuatro. Las proteinas precipitadas fueron guardadas en 10[ml] del buffer saturado
que resulté del proceso de precipitacion. Estas muestras fueron procesadas luego de
algunas semanas, por lo tanto se les agrego el inhibidor de proteasas.

Una fraccion de las proteinas precipitadas de cada cultivo fue utilizada para el ensayo
de hidrdlisis frente paja de trigo pre-tratada (Resultados y discusion). Las proteinas de
G. trabeum también fueron sometidas una cromatografia de interaccién hidrofobica y
luego a una de intercambio anidnica mostradas en Resultados y discusion (Figuras 31y
32).

4.1. Cinética de produccion enziméatica

La cinética de produccion enzimatica de estos cultivos se muestra en la Figura 46.
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Figura 46. "Cinética de la produccion de enzimas del tercer cultivo, para asegurar la secrecion de ellas al
medio extracelular".

Como los cultivos crecieron condiciones diferentes al primer cultivo: distinto medio de
cultivo (para G. trabeum), tipo de matraz y volumen, no se obtuvo una secrecién
enzimatica equivalente en ambos. El dia 6ptimo de cosecha para G. trabeum
correspondio al dia 15, pero no fue posible manipular los cultivos en esa fecha.
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Anexo G. Estrategias alternativas de separacion

Con el fin de obtener muestras con xilanasas y libres de celulasas se decidio eliminar
las celulasas presentes en algunas muestras utilizando técnicas alternativas, tras el
fundamento de que estas ultimas presentan un sitio de unién a carbohidratos en su
estructura, lo que no se encontré para GTXTL1 ni TVXYL1.

1. Separacion a través de algodon

La primera estrategia consistié en pasar la muestra a través de una matriz de algodén
hidrofilico. Se esperaba que las celulasas se adhirieran al algodoén, con lo que se
obtendria una muestra carente de ellas a la salida de la matriz. Los resultados
obtenidos se muestran en las Tablas 22 y 23.

Tabla 22. "Actividad xilanasa medida en las distintas etapas de separacion a través de la matriz de algodon”.

Proteina Actividad Actividad Rendimiento  Nivel de
total total especifica (%) purificacion
(mg) (&) (U/mg)
Cargado 0,0561 2,12 37,8 100% 1
Purificado 0,0271 1,07 39,5 50% 1,045
Lavado 0,0109 0,433 39,7 20% 1,051
Tabla 23. "Actividad celulasa medida en las distintas etapas de separacion a través de la matriz de algodon”.
Proteina Actividad Actividad Rendimiento  Nivel de
total total especifica (%) purificacion
(mg) ) (U/mg)
Cargado 0,0561 4,58 81,7 100% 1
Purificado 0,0271 2,64 97,4 58% 1,19
Lavado 0,0109 0,903 82,7 20% 1,01

Se concluye que la técnica no cumple su objetivo ya que a través de ella se enriquece
de mayor manera las celulasas, de todos modos este enriquecimiento no supera el 20%
ni en el mejor de los casos y provoca una pérdida de un 30% de la actividad xilanasa y
un 23% de la actividad celulasa. Se desecha este método debido a su poca efectividad
en el enriguecimiento, asociada a altas perdida de enzimas.

2. Separacién incubando con avicel

Se incubd la muestra con avicel, esperando que el sobrenadante contubiera una menor
cantidad de celulasas, basado en la teéria que estas enzimas precipitarian junto al
avicel. El resultados fue el siguiente.

Tabla 24. “Actividad enzimatica medida antes y después del protocolo de separacion con avicel”.

Cargada Obtenida Recuperada

Actividad g 5145 [U] 0,0127[U]  89,3%
xilanasa
Actvidad 6 54781u] 0,0432[U]  90,4%
celulasa
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Tampoco resulta una técnica eficiente debido a que la recuperacién de la actividad
xilanasa resulta similar a la de celulasa, se obtiene un enriquecimiento mayor para
éstas ultimas, por lo tanto, también se descarta.

Anexo H. Ensayo preliminar de actividad sobre paja de trigo

Para determinar los parametros de la hidrélisis de paja de trigo, se realiz6 una prueba
preliminar. En ésta, se cargaron tres concentraciones distintas de cada proteina y se
incubaron durante 16 y 24 horas.

Se cuantificaron azucares reductores totales, a través de un ensayo de DNS. Con las
absorbacias medidas, se construyeron graficos para determinar la concentracion
proteica que se cargaria de cada muestra, ademas del tiempo que duraria el ensayo
final.

Se hizo dos graficos con los resultados obtenidos luego de incubar durante 16 y 24

horas. Los resultados para los ensayos de 16 y 24 horas se muestran en las Figuras 47
y 48 respectivamente.
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Figura 47. ”Ensayo DNS realizado sobre muestras incubadas con sustrato lignocelulésico durante 16 horas”.
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Figura 48. “Ensayo DNS realizado sobre muestras incubadas con sustrato lignocelulésico durante 24 horas".

Al buscar una relacion lineal entre la absorbancia medida y la concentracion proteica
cargada, se observa este fenomeno luego de 16 horas en la muestra de T. versicolor,
cosa que no fue posible detectar en ninguna de las concentraciones de proteinas de G.
trabeum, debido a ello, se propuso cargar una concentraciébn aun mas baja que todas
las estudiadas para este hongo.

Las muestras cargadas para la hidrélisis de paja de trigo fueron:

“T. versicolor”. proteinas precipitadas y resuspendidas en buffer acetato de sodio
50[mM] y pH 6, provenientes de un cultivo de T. versicolor con una concentracion de
0,112[mg/ml].

“G. trabeum”: proteinas precipitadas y resuspendidas en buffer acetato de sodio
50[mM] y pH 6, provenientes de un cultivo de G. trabeum con una concentracion de
0,0161[mg/ml].

“G. trabeum/2”; proteinas precipitadas y resuspendidas en buffer acetato de sodio

50[mM] y pH 6, provenientes de un cultivo de G. trabeum con una concentracién de
0,00806[mg/ml].
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“G. trabeum enriquecido”: proteinas purificadas a través de una cromatografia de
interaccion hidrofébica y luego una de intercambio aniénico, provenientes de un cultivo
de G. trabeum, con una concentracion de 0,00244[mg/ml].

Anexo |I. Composicién de reactivos

Buffer TAE 50x:
o 242[g] de Tris.
e 57,1[ml] de acido acético glaciar.
e 100[ml] de EDTA a una concentracion 0,5[M].

Reactivo DNS:

e 3,53[g] de 3-5-4cido dinitrosalecilico.
6,60[g] de hidroxido de sodio.
472[ml] de H,O destilada.

102[g] de Na-K tartrato.
2,53[ml] de fenol.
2,77[g] de metabisulfito de sodio.

Reactivo de Bradford:
e 5[mg] de azul de coomassie G-250.
e 2.,5[ml] de etanol.
¢ 5[ml] de acido fosforico.
e 42,5[ml] de H,O mili-Q.

Gel de apilamiento:

1,58[ml] de acrilamida-bisacrilamida 29:1.

0,95[ml] de solucion tris/HCI 1,5[M] a pH 8,8 + 0,4% de SDS.
1,27[ml] de H,O mili-Q.

2[ul] de TEMED.

20[ul] de PSA 10%.

Gel de resolucion:

0,1675[ml] de acrilamida-bisacrilamida 29:1.

0,25[ml] de solucion tris/HCI 0,5[M] a pH 6,8 + 0,4% SDS.
0,575[ml] de H,O mili-Q.

1,25[ul] de TEMED.

7,5[ul] de PSA 10%.

Solucion de tincién con azul de Coomassie:
e 1[g] de Coomassie.
e 450[ml] de H,O mili-Q.
e 450[ml] de metanol.
e 100[ml] de acido acético.
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Solucion de destincion:
e 450[ml] de metanol.
e 100[ml] de &cido acético.
e 450[ml] de H,O mili-Q.

Anexo J. Curvas estandar
Se construyeron diversas curvas estandar a través de ensayos propios, con ellas se
logro correlacionar distintos valores.

1. Curva de Bradford
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Figura 49. “Curva estandar para el ensayo de Bradford”.
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2. Curvas de calibracion del ensayo de azlcares reductores para xilosa
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Figura 50. “Curva de calibraciéon de concentracion de xilosa liberada en ensayo de DNS en unidades de
[mM]”.
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Figura 51. “Curva de calibraciéon de concentracion de xilosa liberada en ensayo de DNS en unidades de
[mg/ml]”.

3. Curvas de calibracion del ensayo de azucares reductores para glucosa
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Figura 52. “Curva de calibracion de concentracion de glucosa liberada en ensayo de DNS en unidades de
[mM]”.
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Figura 53. “Curva de calibracion de concentracion de glucosa liberada en ensayo de DNS en unidades de
[mg/ml]”.
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Anexo K. Constantes cinéticas de xilanasas de G. trabeum

Tabla 25. “Valores de las constantes cinéticas de las xilanasas de G. trabeum ?®". Calculadas a través de un
ensayo sobre xilano de madera de abedul”.

Vmax KM Kcat Kcat/ KM
[umol/min/mg] [mg/ml] [s]
GTXYL1 180 0,40 109 272
GTXYL2 130 0,27 84,5 395
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