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Resumen

Debido a la alta demanda de combustibles y la creciente alza en el precio del petréleo es primordial
buscar nuevas alternativas energéticas para satisfacer las necesidades de la poblacién. Dentro de
este escenario, considerando la abundancia de residuos lignocelulésicos forestales y
agroindustriales en nuestro pafs, la posibilidad de producir bioetanol a partir de éstos parece ser
una alternativa bastante atractiva en los aspectos estratégicos y ambientales.

La hidrdlisis de la celulosa es una de las etapas que tiene mayores posibilidades de ser optimizada
con el fin de reducir los costos de produccién del bioetanol de segunda generacién. Esta se basa en
la utilizacién de una mezcla de celulasas que causan la depolimerizacién de la celulosa con el fin de
generar azucares simples (glucosa). Considerando lo anterior, el presente Trabajo de Memoria de
Titulo, tuvo como objetivo la identificaciéon de secuencias pertenecientes a nuevas endoglucanasas
que puedan ser utilizadas en el proceso de hidrdlisis de celulosa.

La estrategia utilizada se dividié en tres etapas principales: (i) la realizacién de un screening de
actividad endoglucanasa sobre un conjunto de hongos de pudricién blanca, para identificar cuales
poseian enzimas con esta actividad; (ii) la amplificaciéon por PCR desde DNA gen6émico y cDNA de
fragmentos pertenecientes a secuencias que codifican para estas enzimas, utilizando partidores
degenerados disefiados a partir de regiones de homologia de endoglucanasas de hongos; y (iii) la
amplificaciéon de regiones aledafias a las secuencias obtenidas utilizando la estrategia RACE (Rapid
Amplification of cDNA Ends).

Mediante la utilizaciéon de esta metodologia, fue posible obtener fragmentos de secuencias de genes
de glicosil hidrolasas, los cuales fueron clonados y analizados in silico, obteniéndose los siguientes
resultados: a partir del cDNA se obtuvieron fragmentos de cuatro endoglucanasas y una
exoglucanasa. Una de las secuencias de endoglucanasa pertenece a la familia 5 y procede del hongo
Polystictus versicolor; la segunda pertenece a la familia 7 y procede de Fusarium oxysporum; una
tercera pertenece a la familia 61 y procede del hongo Ganoderma applanatum, mientras que la
cuarta pertenece a la familia 61 y procede del hongo Fusarium oxysporum. Las secuencias se
compararon con secuencias de endoglucanasas presentes en las bases de datos, encontrandose que
poseen un porcentaje de identidad a nivel de secuencia aminoacidica de 93, 100, 58 y 60 % con
respecto al mejor alineamiento observado, respectivamente. La secuencia de exoglucanasa proviene
del hongo Polystictus versicolor y se clasifica dentro de la familia 7, con un 80% de identidad
aminoacidica con respecto al mejor alineamiento observado. De todas las endoglucanasas
identificadas en este trabajo, sélo la proveniente del hongo Fusarium oxysporum se encontraba
previamente descrita. A partir de DNA gendmico, no fue posible obtener fragmentos con utilidad
para el proceso de hidroélisis de celulosa.

En conclusidn, la estrategia utilizada fue exitosa, siendo posible obtener fragmentos de secuencia de
tres endoglucanasas de hongos no descritas, que pueden ser potencialmente utiles en el proceso de
hidrélisis de celulosa para la produccion de bioetanol de segunda generacion.
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1. Introduccion

1.1 Marco teodrico

1.1.1 Antecedentes generales

En el dltimo siglo, debido al aumento de la poblacién mundial y que cada vez mas paises se han
industrializado, los requerimientos energéticos se han ido incrementado en forma sostenida. Los
combustibles fosiles, como el petréleo, son la mayor fuente energética para satisfacer esta demanda.
Sin embargo, las reservas de este combustible deberian alcanzar para proveer de éste s6lo durante
70 afios mas, generando preocupacion, tanto por la repercusion en el costo que esto significa, como
por la inseguridad generada en cuanto la disponibilidad de este recurso [1]. En el caso de Chile,
aproximadamente un 65% del suministro energético proviene de combustibles fbésiles no

renovables, siendo gran parte de éstos importados [2].

Por otro lado, la utilizacién de combustibles derivados del petréleo genera altas emisiones de gases
contaminantes, los cuales provocan fendmenos muy nocivos para la vida en general, como el

conocido efecto invernadero.

Debido a las razones expuestas, nace la necesidad de obtener energia desde otras fuentes, que sean
renovables y menos contaminantes. En particular para Chile, considerando la dependencia

energética que presenta, es un tema de suma importancia.

Una posible solucién a estos problemas es la utilizaciéon de biocombustibles, presentando ventajas
en cuanto el impacto ambiental y a la naturaleza renovable de las materias primas que se utilizan
para su produccidén [3]. Dentro de éstos, el bioetanol es una interesante alternativa, considerando
que es una fuente de energia limpia y renovable, ademas de ser relativamente facil de producir y

almacenar.

Usualmente, este biocombustible es producido a partir de la fermentacién de productos agricolas de
uso alimenticio (maiz, trigo, remolacha, cafia de azucar, entre otros), siendo denominado como
bioetanol de primera generacidn. Pese a las ventajas que presenta, el costo de la materia prima para
producirlo ha aumentado en forma ostensible, dificultando su competitividad en cuanto a precio con
el combustible fosil. En efecto, se ha estimado que en el mejor de los escenarios, produciendo el
biocombustible a partir de maiz, el precio del bioetanol en Chile seria un 85% mas alto que el del

petréleo [4]. Ademas, la produccion de bioetanol de primera generacién, genera una competencia
1



por suelos entre las plantaciones con fines energéticos y las con fines alimenticios, siendo ésta
particularmente critica en paises como Chile, en que la cantidad de suelos que se dispone es muy
limitada [5]. Debido a las razones antes presentadas, se han estudiado nuevas fuentes de materia
prima para la produccién de este biocombustible, como lo son los residuos lignoceluldsicos. A los
biocombustibles producidos a partir de estas materias primas, se les han llamado biocombustibles
de segunda generacion [3]. Considerando la abundancia de residuos lignocelulésicos forestales y

agroindustriales en nuestro pafs, se plantea aprovechar éstos para la produccion de bioetanol.

Se sabe que la clave para aumentar el rendimiento del bioetanol a partir de residuos
lignocelulésicos y a su vez producirlo a precios competitivos, se encuentra en la optimizacién de las
siguientes etapas: pre-tratamiento de residuos, hidrolisis de celulosa y fermentacién de aztcares

simples, representando el 23, 53,4 y 23,6 % del costo total del proceso respectivamente [6].

En particular, la hidrdlisis de la celulosa consiste en la utilizacion de una mezcla de enzimas
celulasas con el fin de causar la despolimerizacion de los carbohidratos complejos presentes luego
del pre-tratamiento, tales como la celulosa y hemicelulosa, llevandolos a azicares simples
facilmente fermentables [7]. Considerando que las celulasas son enzimas relativamente costosas [8],
es fundamental la disminucién de los costos relacionados con éstas para poder tener un proceso
econémicamente viable. Todo lo anterior lleva a la necesidad de producir enzimas en forma

abundante y con alta actividad especifica.

Considerando los antecedentes presentados, la presente investigacion se centro en la identificacion
y clonacién de nuevas enzimas potencialmente ttiles para la produccién de bioetanol de segunda

generacion.

1.1.2 Bioetanol de segunda generacion como combustible

El interés por combustibles alternativos para el transporte, ha ido en aumento por dos razones
principales: la inseguridad causada por el inminente agotamiento de las reservas de petrdleo y la
necesidad de disminuir las emisiones de diéxido de carbono causadas al utilizar combustibles
fésiles, con el fin de evitar los efectos adversos del cambio climatico global [9]. Como un paso para
resolver estos problemas, la adicién de etanol a la gasolina ha sido ampliamente aplicada en los

ultimos afios [10].

El 9 de Mayo de 2008 se publico en el diario oficial un decreto supremo en el que se define lo que se

entenderd por bioetanol en Chile, estableciéndose que éste sélo se podra mezclar con gasolina



automotriz para uso en motores de ignicién por chispa, en un 2% o en un 5% del volumen total de la

mezcla [11].

Pese a que en la actualidad no se encuentra vigente ninguna ley que obligue el uso de
biocombustibles, se tiene como antecedente un proyecto de ley sobre el fomento de las energias
renovables y combustibles liquidos (Boletin N2 4.873-08). Este establece que la gasolina utilizada en
el sector trasporte que se expenda al publico, debera contener un porcentaje minimo obligatorio de
biocombustible, decretdndose que para el 2013 éste sea de un 5% [12]. Considerando lo anterior, se
ha estimado que para el 2013 la demanda de gasolina en Chile serd de 3.475.000 m3, por lo que para

satisfacer el 5% de sustitucion seria necesaria la produccién de 174.000 m3 de etanol [13].

1.1.2.1 Ventajas del etanol por sobre el combustible fosil

Las principales ventajas del bioetanol en comparacion a los combustibles fosiles se presentan a

continuacion.

Rendimiento:

El etanol presenta un mayor octanaje, habilidad para resistir presion, permitiendo que el motor
funcione a una mayor tasa de compresion, obteniendo un rendimiento mayor [10]. Ademas, la
presion de vapor del etanol es mayor y su calor de vaporizacién es mas alto que el de la gasolina, lo
que es responsable del aumento de potencia al usar etanol. Sin embargo, debido a su contenido de

oxigeno un galon de bioetanol contiene menos energia que uno de gasolina [10].

Impacto ambiental:

La extraccidén, procesamiento y combustion de combustibles fésiles generan contaminacién del aire,
agua y suelo, siendo peligrosos para el ambiente y la salud publica. Al utilizar bioetanol, los niveles
netos de CO; se reducen en un rango entre 60 y 90%, en comparacidn a la utilizacién de gasolina. No
obstante, la utilizacion de bioetanol tiene la desventaja de liberar entre 2 y 4 veces mas aldehidos

que la gasolina [10].

Disponibilidad:
El bioetanol es una fuente renovable de energia, por el contrario, se espera que los suministros de

combustibles fosiles, al ser una fuente no renovable, se agoten en algtin punto del siglo XXI [10].



Costos:
Los costos directos asociados a la produccion de bioetanol son mayores que los asociados a la
produccién de gasolina [13]. Sin embargo, no se han considerado los costos indirectos como son el

dafio ambiental y la proteccion de los pozos petroleros en Medio Oriente [10].

1.1.2.2 Ventajas del etanol de segunda generacion por sobre el de primera generaciéon

Por otro lado, la utilizacién de bioetanol de segunda generacidon exhibe ventajas comparativas en

cuanto a la utilizacién de bioetanol de primera generacion, como las descritas a continuacion.

Competencia por los suelos:

El bioetanol de primera generacion proviene de cultivos utilizados con fines alimenticios, como por
ejemplo, el caso del trigo en Estados Unidos y la cafa de azticar en Brasil. Considerando la creciente
demanda de estos productos agricolas para atender la demanda mundial de producciéon de este
biocombustible, existe el temor de que alimentos esenciales aumenten sus precios enormemente
[3]. Por otro lado, en paises como Chile, la disponibilidad de suelos para cultivos es limitada, lo que
genera una competencia entre su utilizacion para fines alimenticios y energéticos [5]. En el caso del
bioetanol de segunda generacién la intensificaciéon agricola no es necesaria, por lo que no existe

disputa por los suelos.

Impacto ambiental:

Considerando que la materia prima para el bioetanol de primera generacién se obtiene a partir de
productos agricolas, son necesarias grandes zonas de cultivo para dar cabida a la creciente demanda
por combustible. Esto ultimo ha generado la necesidad de sacrificar bosques tropicales, ricos en
biodiversidad, para dar lugar a cultivos con fines energéticos [3]. En consecuencia, la estabilidad
ecoldgica se ve gravemente afectada, contribuyendo en gran medida a la contaminacién del medio
ambiente [3]. En el caso de biocombustibles de segunda generacion, al utilizarse en gran medida

materiales que son considerados desechos como materia prima, no ocurre este dafio ambiental.

Costos:

Los costos de la materia prima para producir el bioetanol son menores en el caso del bioetanol de
segunda generacion (principalmente desechos). Sin embargo, existen mayores costos de producciéon
para este tipo de combustible, los cuales estan asociados principalmente a las etapas de pre-

tratamiento e hidrélisis de la celulosa [3].



1.1.2.3 Materia prima para la produccion de bioetanol de segunda generacion

La biomasa lignocelulésica estd compuesta principalmente por tres polimeros: celulosa,

hemicelulosa y lignina, los cuales se describen a continuacion.

Celulosa:

La celulosa es un homopolisacidrido que estd compuesto por mondédmeros de glucosa (D-
glucopiranosa) unidos a través de enlaces [(-1,4-glucosidicos. Este polisacarido se encuentra
presente en la naturaleza tanto en plantas primitivas como en altamente evolucionadas. Analisis
conformacionales indican que la celobiosa (4-0-f-D-glucopiranosil-B-D-glucopiranosa) es su base

estructural y no la glucosa[14].

Hemicelulosa:

La hemicelulosa es un heteropolisacarido cuya composiciéon quimica varia entre tejidos y especies.
Este polisacarido estd formado por una gran variedad de bloques de construccion, incluyendo
pentosas, hexosas y acidos urénicos. A pesar de su complejidad, suele formar una estructura en
forma de varilla que facilita su interaccién con la celulosa, generando una estrecha asociacion que le

da gran estabilidad al agregado [14].

Lignina:

La lignina es una macromolécula aromatica de naturaleza fenélica. Es el producto de deshidratacion
de tres alcoholes monoméricos (lignoles) derivados del acido p-cindmico, que se encuentra
incrustada en las paredes celulares y mantiene las células unidas [10]. La propiedad fisica mas
importante de esta macromolécula organica es la rigidez, no sélo dandole resistencia mecanica a los
tejidos de la planta, sino también evita el colapso de los elementos para transportar agua, nutrientes

y metabolitos [14].

Exceptuando la lignina, estos polisacaridos de cadena larga pueden ser hidrolizados para producir

una mezcla de pentosas (Cs) y hexosas (C¢) [3].

Las fuentes de biomasa lignocelulésica para la produccién de bioetanol, se pueden dividir en tres
grandes categorias: residuos forestales, los cuales incluyen maderas y pajas provenientes de la
industria de la pulpa y papel y actividades de tala; cultivos agricolas, que incluyen desechos de la
agroindustria y pastos perennes; desechos provenientes de la agroindustria; y desechos
secundarios, tales como desechos s6lidos municipales y desechos del procesamiento de alimentos.
Todas las fuentes de materia prima antes mencionadas son ricas en lignocelulosa y tienen potencial

para ser utilizadas para la produccion de bioetanol de segunda generacion [3].
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En la Tabla 1.1 se presenta el contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina de los residuos

lignoceluldsicos mas comunes [15].

Tabla 1.1 Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina en residuos lignoceluldsicos comunes.

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

* Informacién no disponible

1.1.3 Produccién de bioetanol de segunda generacion

Este proceso consta de tres etapas principales: pre-tratamiento de los residuos lignoceluldsicos,
hidrélisis de la celulosa presente en los residuos y fermentaciéon de azicares a etanol. A
continuacién se presenta una breve descripciéon de estas etapas. En la Figura 1.1 se muestra un

diagrama del proceso con sus principales etapas.

Pre-tratamiento:

Tiene como objetivos: remover la lignina, reducir la cristalinidad de la celulosa e incrementar la
porosidad del material. Este proceso, debe cumplir con los siguientes requerimientos: (i) mejorar la
formacion de azicares o la capacidad de formar posteriormente éstos mediante hidrolisis
enzimatica; (ii) evitar la degradacién o pérdida de carbohidratos; (iii) evitar la formacién de
subproductos que puedan inhibir los procesos posteriores de hidroélisis y fermentacion; y (iv) ser
rentable. Se han utilizado procesos fisicos, fisico-quimicos, quimicos y biolégicos para el pre-
tratamiento de los residuos lignoceluldsicos [15]. El resultado de esta etapa difiere segtn el proceso
utilizado, en la Tabla 1.1 se presenta un resumen en donde se detalla el estado de salida de los
principales componentes del material lignoceluldsico luego de utilizar distintos procesos de pre-

tratamiento [16].



Figura 1.1 Diagrama del proceso de produccion de bioetanol de segunda generacion.

Cabe sefialar que la cristalinidad de la celulosa no se ve disminuida como resultado del pre-
tratamiento de la biomasa, por lo que es necesario que el sistema enzimatico de hidrélisis de la

celulosa sea efectivo sobre celulosa cristalina [16].

Por otro lado, los microorganismos deben ser metabdlicamente activos en presencia de productos
inhibidores generados en la etapa de pre-tratamiento. Estos inhibidores provienen principalmente
de la liberacion hidrolitica de compuestos presentes en la biomasa no pre-tratada (4cidos organicos,
extractivos y fenoles), reaccion de carbohidratos y otros compuestos solubilizados para formar
productos de degradacion (furfural y hidroximetil fufural), y la corrosién resultante de la liberacion
de iones inorganicos [16]. La cantidad de productos inhibidores depende en gran manera de las

condiciones y configuracion del proceso utilizado [16].



Tabla 1.2 Condicidn de salida del material lignocelulésico en distintos procesos de pretratamiento

Proceso Celulosa Hemicelulosa Lignina
Pre-tratamiento con Despolimerizacion baja 80-100% de Solubilizacion baja o
acidos diluidos solubilizacion, nula, redistribucion

Explosion de vapor a alta
concentracion de sélidos

Procesos hidrotermales

Solventes organicos con
agua

Explosién de fibra de
amoniaco
Pre-tratamiento con
hidréxido de sodio
Pre-tratamiento con cal

Despolimerizacion baja

Despolimerizacion baja

N/D*
Descristalizacion baja
Inflamacién substancial

N/D*

principalmente a
monomeros.

80-100% de
solubilizacién a una
mezcla de monémeros,
oligbmeros, y productos
de degradacion
80-100% de
solubilizacion,
oligbmeros >50%
Solubilizacion
substancial
Solubilizacién entre 0 y
60%, 90% oligémeros
Solubilizacion
substancial (sobre 50%)
Solubilizacion
significativa (30%)

extensiva

Solubilizacion baja o
nula, redistribuciéon
extensiva

N/D*

Solubilizacién parcial,
entre 20 a 50%

Solubilizacion
substancial (sobre 50%)
Solubilizacion parcial
(40%)

* Informacién no disponible

Hidrdlisis de la celulosa:

La hidrdlisis de la celulosa tiene como propdsito la despolimerizaciéon de ésta, para asi obtener
azucares simples que puedan ser facilmente fermentables. Los productos de este proceso suelen ser
azucares reductores, incluyendo glucosa. Debido a que el costo del proceso es menor que al utilizar
hidrolisis acida o alcalina, se suele utilizar hidrélisis enzimatica, la cual se puede realizar bajo
condiciones suaves (pH 4,8 y temperatura entre 45 y 50°C) y no genera problemas de corrosion
[15]. No obstante, se presentan algunas desventajas: el tiempo necesario para realizar la hidrdlisis
es considerablemente mayor que al utilizar hidroélisis acida y el costo de las enzimas es mucho mas

alto que por ejemplo el acido sulfurico [17].

Cabe sefialar, que los principales factores que afectan el proceso de hidrdlisis enzimatica son: la
concentracion y calidad del sustrato, el pre-tratamiento utilizado, la actividad de las celulasas y las

condiciones de la hidrolisis, tales como temperatura, pH y agitacion [17].

La reaccién de hidrdlisis enzimatica de celulosa se realiza mediante la utilizacion de enzimas
celulasas, las cuales pueden provenir desde hongos y bacterias [15]. Se ha reportado una gran

cantidad de hongos productores de celulasas, siendo el género Trichoderma el mas estudiado [15].



Fermentacion:

En esta etapa, los azlcares simples son fermentados a etanol por medio del uso de
microorganismos. El microorganismo mdas comunmente utilizado para este proceso a nivel
industrial, es la levadura Saccharomyces cerevisiae, la cual ha demostrado ser muy resistente y

adecuada para la fermentacion de material lignocelulésico hidrolizado [18].

Durante el proceso de conversion de la biomasa a etanol, existen cuatro etapas mediadas
biol6gicamente: (i) produccién de celulasas, (ii) hidrélisis de celulosa y otros polisacaridos
insolubles, (iii) fermentacion de los productos solubles provenientes de la hidroélisis de la celulosa, y
(iv) fermentacion de los productos solubles provenientes de la hidrdlisis de la hemicelulosa. Las
distintas configuraciones del proceso han sido caracterizadas segun su grado de consolidacion.
Cuando la hidrolisis y la fermentacion se realizan en forma separada (SHF), el proceso comprende
de cuatro etapas y se utilizan hasta cuatro biocatalizadores distintos. La sacarificaciéon y
fermentacion simultanea (SSF) consolida la hidroélisis y la fermentacién de los productos de la
hidrolisis en una etapa, mientras que la produccién de celulasas y la fermentacién de los productos
de la hidroélisis de hemicelulosa ocurren en dos etapas adicionales. La sacarificacién y co-
fermentacion simultanea (SSCF) comprende de dos etapas: la producciéon de celulasas y una
segunda etapa en donde ocurre la hidrélisis de la celulosa y la fermentacién tanto de los productos
provenientes de las hidroélisis de celulosa y hemicelulosa. En el caso del bioproceso consolidado
(CPB), la produccidén de celulasas, hidrolisis y la fermentacion de los productos de la hidrolisis de
celulosa y hemicelulosa, se encuentran acoplados en un solo proceso [16]. En la Figura 1.2 se
presenta un diagrama resumen con las distintas estrategias para el proceso. Cabe sefalar que el
utilizar un mayor nimero de etapas, tiene como ventaja poder mantener las condiciones éptimas en
cada uno de los procesos, en cambio, disminuir éstas permite reducir el nimero de reactores

necesarios [18].



SHF SSF SSCF CBP

Produccion de
celulasas

Hidrdlisis de
celulosa

Fermentacion de
hexosas

Fermentacion de
pentosas

4 4 4 4

Figura 1.2 Distintas configuraciones para el proceso de convercion de biomasa a etanol. A la izquierda
de la figura se presentan las etapas mediadas biologicamente. Las cajas representan bioredactores, éstos no se
encuentran a escala. SHF: hidroélisis y fermetancion separadas; SSF: sacarificacién y fermentacidon simultanea;
SSCF: sacarificacion y co-fermentacion simultanea; CBP: bioproceso consolidado.

1.1.4 Mecanismo de hidroélisis enzimatica de celulosa

La celulosa es un polisacarido lineal, formado por la unién de monémeros de D-glucosa a través de

enlaces (3-1,4-glucosidicos, con un grado de polimerizacion que va de 100 hasta 20.000 [19].

El mecanismo mas aceptado para la hidrélisis de celulosa, comprende la accién sinérgica de
endoglucanasas (EC 3.2.1.4), exoglucanasas o celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) y B-glucosidasas (EC
3.2.1.21). Las endoglucanasas hidrolizan enlaces (3-1,4-glicosidicos en forma aleatoria desde las
regiones amorfas de la cadena del polisacarido, generando nuevos extremos de cadena; las
exoglucanasas actiian sobre los extremos reducidos y no reducidos de la cadena, liberando
celobiosa o glucosa y finalmente las B-glucosidasas hidrolizan la celobiosa a glucosa con el fin de
eliminar la inhibicién por ésta [7]. En la Figura 1.3 se presenta un esquema de la hidrélisis de

celulosa por el mecanismo enzimatico antes mencionado.

Tanto endoglucanasas como exoglucanasas hidrolizan enlaces -1,4-glicosidicos y su especificidad
parece estar determinada por la topologia de su sitio activo. Mientras las endoglucanasas poseen
sitios activos abiertos en forma de hendidura, las exoglucanasas poseen el sitio activo localizado en

tuneles formados por largos bucles en la estructura de la proteina [20].
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Figura 1.3 Representacién esquematica de hidrdlisis enzimatica de celulosa por celulasas. Los
extremos reductores y no reductores son representados por cuadrados negros y blancos respectivamente. Las
exoglunacasas R y NR, hidrolizan desde los extremos reductores y no reductores respectivamente. Las
regiones amorfas y cristalinas se encuentran indicadas.

Por lo general, las celulasas son enzimas bimodulares, con un dominio catalitico extenso y un
pequefio dominio de unién a celulosa (CBD), estando éstos ligados por una secuencia proteica
altamente glicosilada rica en serina y prolina [21]. El rol especifico del enlace no esta del todo claro,
pero se le han atribuido funciones como: (i) participar en la destruccion de la celulosa interfiriendo
con el empaquetamiento regular de las fibrillas; (ii) y/o aumentar la concentraciéon local del
dominio catalitico al que estan unidos [22]. En tanto el CBD, permite el aumento de la concentraciéon
enzimatica en un sitio particular de la superficie de la celulosa, dirigiendo a la enzima a
localizaciones especificas en el sustrato insoluble, ademdas de hacer el sustrato mas accesible

mediante la neutralizacién de asociaciones no covalentes en su estructura [23].

Los CBDs se presentan en todo tipo de celulasas, siendo éstas producidas tanto por bacterias
aerodbicas y anaerdbicas, como por hongos. La determinacion de la secuencia aminoacidica de mas
de 100 CBDs, ha permitido su clasificacion en 10 familias distintas [24]. Gran parte de los CBDs
pertenecen a las familias I, Il y III, mientras que las restantes familias poseen pocos miembros y en
algunos casos sélo uno. Todos los CBDs de celulasas producidas por hongos pertenecen a la familia I,

la cual contiene CBDs pequenos de entre 33 y 44 residuos aminoacidicos [20].
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La variabilidad en la complejidad estructural de la celulosa pura y la dificultad para trabajar con
sustratos insolubles, han hecho necesario el trabajo con celulosas altamente solubles, como el caso
de la carboximetilcelulosa (CMC), polimero de alto grado de polimerizacion, el cual es cominmente

utilizado en el estudio de la produccién de endoglucanasas [25].

1.1.5 Microorganismos productores de celulasas

Variadas especies de bacterias como Clostridium, Cellumonas, Thermomonospora, Bacillus,
Bacteriodes, Ruminococcus, Erwinia, Acetovibrio, Microbispora y Streptomyces y de hongos como
Trichoderma, Penicillium, Fusarium, Phanerochaete, Humicola y Schizophillum son capaces de
producir celulasas y hemicelulasas [17]. En comparacién con los hongos, las bacterias producen

cantidades pequefias de enzimas con actividad celulolitica [18].

Las celulasas provenientes del hongo Trichoderma reesei han sido las mas ampliamente estudiadas y
mejor caracterizadas. Otras cepas que poseen actividad celulolitica no producen niveles adecuados
de celulasas para su uso practico, ya que no son capaces de generar una hidrdlisis extensiva de

grandes concentraciones de celulosa [6].

Las principales ventajas del género Trichoderma son: la produccién de un sistema de celulasas con
todos los elementos requeridos para la hidrélisis de celulosa cristalina, estabilidad bajo condiciones
de hidroélisis enzimatica (agitacion, temperatura 50°C y pH 4,8, por 48 h o mas) y resistencia a la
inhibicién por sustancias quimicas. Sus principales desventajas son: la baja produccién de (-
glucosidasas y que sus celulasas tienen baja actividad especifica, son inhibidas por producto y son
lentamente inactivadas en reactores a 50°C. No obstante, es el mejor productor de celulasas

disponible en la actualidad [6].

Por otro lado, el género Aspergillus es un eficiente productor de -glucosidasas. En varios estudios
las celulasas de Trichoderma han sido suplementadas con -glucosidasas adicionales provenientes

de Aspergillus obteniéndose buenos resultados [18].

1.1.6 Regulacidn de la expresion de celulasas en hongos

En general, las celulasas de bacterias son producidas en forma constitutiva, no asi las celulasas de
hongos, que so6lo se producen en presencia de celulosa como sustrato. Se cree que la celulosa por si
misma es incapaz de desencadenar la inducciéon en forma directa debido a su insolubilidad. No
obstante, la presencia de un nivel basal de celulasas constitutivas podria degradar la celulosa a celo-

oligosacaridos solubles, capaces de entrar a la célula y ser convertidos en un inductor que
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desencadene la induccion. La presencia de celulosa como inductor, aumenta la expresién de los

genes de celulasas en al menos 1.100 veces [26].

Variados celo-oligosacaridos y sus derivados han sido ensayados con el propésito de identificar
inductores de celulasas. La celobiosa, el celo-oligosacarido mas pequefio con enlace (-1,4, ha sido
reportada como inductor de celulosa por numerosos investigadores. La soforosa, un disacarido de
glucosa con un enlace $-1,2, es capaz de inducir 2.500 veces mas celulasas que la celobiosa, en el
altamente estudiado hongo Trichoderma reesei [27]. Por otro lado, la gentiobiosa, un disacarido de
glucosa con un enlace (3-1,6, induce 50 veces mas la produccién de celulasas que la celobiosa en el
hongo Penicillium purpurogenum, sin embargo, la induccién fue observada sélo en presencia de un
represor de [3-glucosidasas [28]. Se cree que la induccién por moléculas que no corresponden a celo-

oligosacaridos se produce por transglucosilacion.

Una vez que el inductor entra a la célula, se desencadena una transcripciéon a gran escala de los
genes de celulasas, la cual es mediada por proteinas activadoras y elementos activadores. Hasta el
momento se desconoce como las proteinas activadoras y los elementos activadores son afectados
por el inductor. La secrecidon de grandes cantidades de celulasas permite la degradaciéon de mucha

mas celulosa a oligosacaridos y glucosa, los cuales son utilizados para el crecimiento del hongo [26].

Luego de la degradacion de la celulosa, una gran cantidad de glucosa es liberada, la cual causa
represion catabdlica. La proteina de represién catabdlica es directamente responsable de la
regulacion negativa a nivel transcripcional, previniendo al hongo de sintetizar un exceso de
celulasas en condiciones donde existe una fuente de carbono de facil asimilacion [26]. Este

fendmeno se presenta hasta que la glucosa alcanza niveles inferiores a ~0,1 mg/ml [6] .

1.1.7 Clasificacion de glicosil hidrolasas

Las glicosil hidrolasas (GHs) son enzimas claves en el metabolismo de los carbohidratos,
encontrandose en los tres reinos principales (bacterias, arqueas y eucariontes). La nomenclatura
para enzimas IUB (International Union of Bioechemistry, 1984) se basa en el tipo de reaccion que la
enzima cataliza y en su especificidad de sustrato. En el caso de las GHs (3.2.1.x), los tres primeros
digitos indican la hidrdlisis enzimatica de enlaces O-glicosidicos, mientras el ultimo digito
representa al sustrato y en algunos casos refleja el mecanismo molecular. Esta clasificacion tnica es
muy util, especialmente para evitar ambigiiedades y la proliferacién de nombres triviales. Sin

embargo, al menos para el caso de las GHs, no es una clasificacién que refleje necesariamente las
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caracteristicas estructurales de la enzima. Otro problema con la clasificaciéon EC es que no es

apropiada para enzimas que muestran actividad sobre mas de un sustrato [29].

Considerando lo anterior y dado que existe una relacién directa entre la secuencia y su plegamiento
y funcionalidad, se ha propuesto una clasificacion en familias basada en la similitud de las
secuencias primarias de las GHs. A partir de ésta se encontr6 (i) enzimas con EC distintos que
pertenecian a la misma familia y (ii) enzimas con especificidad de sustrato similares que
pertenecian a familias distintas [29]. Actualmente, esta clasificacién comprende 115 familias de GHs

[30].
1.1.8 Dominios conservados

Los dominios de proteinas son unidades distintivas de la evolucion molecular, usualmente
asociados con aspectos funcionales y/o estructurales. Estas dos caracteristicas, suelen encontrarse
ligadas, y lo que corresponde a una unidad de plegamiento independiente de una cadena

polipeptidica también conlleva una funcién especifica.

Los dominios conservados se definen como unidades recurrentes en la evoluciéon molecular, cuya
extension puede ser determinada por analisis de secuencia y estructural. Estos contienen patrones
de secuencias conservados o motivos, los que permiten su deteccion desde secuencias

polipeptidicas.

Los cluster de superfamilia agrupan a conjuntos de dominios conservados procedente de distintas
familias que poseen un ancestro evolutivo comtn, basandose en informacién estructural, funcional y

evolutiva.

La identificacién de dominios funcionales en secuencias proteicas, puede dar las primeras claves

sobre su funcién molecular y celular.

1.2 Descripcion y justificacion del proyecto

Como se menciond anteriormente, Chile necesita de manera urgente nuevas alternativas para
expandir su matriz energética. Dentro de éstas, la utilizaciéon de biocombustibles como el bioetanol
de segunda generacion, el cual es producido a partir de residuos lignocelulésicos, aparece como una
buena alternativa. Esto ultimo, debido a la gran cantidad de residuos forestales y agricolas

producidos en nuestro pais.
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El proceso de produccién de bioetanol, esta dividido en tres etapas principales: el pre-tratamiento
del material lignocelulésico, que tiene como objetivo dejar expuesta la celulosa presente en éste; la
hidroélisis de la celulosa, que tiene como finalidad llevar ésta a azucares simples que puedan ser
facilmente fermentables; y finalmente, la fermentacion de estos azicares a etanol. Dentro de estas
etapas, es sabido que el pre-tratamiento de los residuos y la hidrélisis de la celulosa, son las etapas
que presentan un mayor potencial para ser optimizadas, con el fin de obtener un proceso

econOmicamente rentable.

La hidrélisis de la celulosa, es catalizada por enzimas endoglucanasas, exoglucanasas y [3-
glucosidasas, las cuales actiian en forma sinérgica degradando la celulosa a monémeros de glucosa,
los cuales luego pueden ser fermentados por microorganismos. Cabe sefialar que el alto costo de
estas enzimas, las cuales en la actualidad provienen del hongo Trichoderma reesei [6], es el mayor
cuello de botella para hacer el proceso de produccién de bioetanol de segunda generacion
econdmicamente viable. Por esto ultimo, es fundamental encontrar nuevas enzimas, que permitan

disminuir los costos en cuanto a la hidrdlisis se refiere.

En este proyecto se busco identificar y clonar, a partir de una micoteca compuesta principalmente
por hongos de pudricién blanca, nuevas endoglucanasas que puedan ser utilizadas para la hidrélisis
de celulosa en el proceso de produccion de bioetanol de segunda generacidn. La utilizacion de este
tipo de microorganismos se debié a que se encuentran presentes en la degradaciéon de material
lignocelulésico en la naturaleza y por lo general han sido estudiados mas por su capacidad para

degradar lignina que por su produccion de celulasas [31].

En una primera etapa, se realizd6 un screening para identificar qué hongos poseian actividad
endoglucanasa. Luego, a partir del DNA gen6mico y cDNA de los hongos seleccionados, se realizaron
reacciones de PCR, utilizando partidores degenerados dirigidos a regiones de homologia presentes
en distintas familias de endoglucanasas. El disefio de los partidores se realizd mediante la
herramienta CODEHOP. Los fragmentos generados fueron enviados a secuenciar, para luego
analizar las secuencias in silico. Se procedié a completar las secuencias de los fragmentos
pertenecientes a enzimas con actividad endoglucanasa, utilizando la estrategia RACE. Finalmente, a
partir de la secuencia nucleotidica encontrada, se infirio el producto proteico utilizando

herramientas computacionales.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Identificar y clonar secuencias de endoglucanasas nuevas, potencialmente utiles para la hidrélisis de

material lignocelulésico.

1.3.2 Objetivos Especificos

o Identificar hongos productores de enzimas con actividad endoglucanasa.
e Aislar los genes codificantes para enzimas con actividad endoglucanasa, presentes en los

hongos seleccionados.

e Inferir el producto proteico generado a partir de las secuencias obtenidas, mediante el uso

de herramientas computacionales.
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2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

2.1.1 Reactivos

En la Tabla 2.1 se presentan los distintos reactivos utilizados en el trabajo de laboratorio y sus

respectivos proveedores.

Tabla 2.1 Reactivos utilizados en el trabajo de laboratorio.

Proveedor Reactivo

Ambion TRI®

CalBiochem Ampicilina

Difco Agar, Malta, LB

FCFM, Universidad de Chile  Nitrégeno liquido

Fermentas Proteinasa K, X-Gal, IPTG

IDT Oligonucleoticos

Invitrogen 3" RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends, 5°

RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends,
Desoxirribonucleasa I, ThermoScript™ RNase H- Reverse

Transcriptase

Lafken Agarosa

Merck Agar papa dextrosa, sales inorganicas, acido citrico, EDTA,
SDS, acido acético glacial, etanol, cloroformo, glucosa.

New England Biolabs EcoRI, TdT

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

QIAGEN Kit QIAEX II, kit QIAprep Spin Miniprep

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

2.1.2 Equipos

En la Tabla 2.2 se presentan los distintos equipos utilizados en el trabajo de laboratorio con sus

respectivos fabricantes y modelos.
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Tabla 2.2 Equipos utilizados en el trabajo de laboratorio.

Equipo Fabricante y modelo
Agitador orbital LabLine MaxQ 4000
Cémara fotografica Nikon Coolpix 4500
Centrifuga BOECO M-24

Eppendorf 5804 R
Electroporador Gibco BRL Cell-Porator
Fuente de poder para electroforesis BRL Model 500

Lector de absorbancia (placas 96 pocillos) Anthos 2010
Asys UVM 340

Termociclador M] Research PTC 100
Eppendorf Mastercycler Gradient

Transiluminador para geles de agarosa Vilber Loumat

2.1.3 Herramientas computacionales

En la Tabla 2.3 se presentan las herramientas computacionales utilizadas en este trabajo.

Tabla 2.3 Herramientas computacionales utilizadas.

Herramienta Fuente

BLASTX NCBI [32]

BlockMaker Fred Hutchinson Cancer Research Center [33]

CDD NCBI [34]

ClustalX2 NCBI [35]

CODEHOP Department of Pathobiology, School of Public Health and Community
Medicine, University of Washington [36]

Primer3 Whitehead Institute for Biomedical Research [37]

TreeView Taxonomy and Systematics at Glasgow [38]

2.1.4 Enzimas de restriccion

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

Tabla 2.4 Enzimas de restriccion utilizadas durante el trabajo.

Enzima Sitio de restriccion*
G"AATTC
EcoRI CTTAAG

* El simbolo " representa el sitio de corte de la enzima.
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2.1.5 Vector de clonacién

En la Figura 2.1 se presenta el vector de clonamiento pGEM®-T Easy y sus principales puntos de
referencia [39]. Este vector se encuentra linealizado y posee timidinas terminales en los extremos 3’
de ambas hebras, permitiendo una eficiente ligacién de productos de PCR generados mediante la
utilizacién de la enzima Taq DNA Polimerasa. Por otro lado, posee un gen de resistencia a ampicilina
Ampr y el gen lacZ, el cual codifica para la 3-galactosidasa, estando este dltimo interrumpido por el

sitio de multiple clonamiento. La utilizacion de estos genes permite un eficiente método de

screening.
Xmnl 2009
7l
- 1 start
Scal 1890 Nael 2707 / 7™Azar | 14
' Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZl | 31
Ncol 37
pi BstZl | 43
P s Notl 43
pGEM®-T Easy lacZ sgcn 49
Vector O EcoRl | 52
(3015bp)

Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstZ| 77
' Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
Bstxl | 118
Nsil 127
141

T spre

Figura 2.1 Mapa del vector pGEM®-T Easy y sus puntos de referencia. Ampr: gen de resistencia a
ampicilina. lacZ: gen que codifica para la -galactosidasa, interrumpido por el sitio de multiple clonamiento.
En el recuadro de la derecha se listan los sitios de restricciéon disponibles en la region de mdultiple
clonamiento.

2.2 Métodos

2.2.1 Construccion de la micoteca

Se trabajo6 a partir de 30 hongos provistos por el Laboratorio de Biodeterioro y Preservacion de la
Madera de la Facultad de Ciencias Forestales de la Universidad de Chile. Los hongos utilizados se
encuentran en la Tabla 2.5. A partir de cada una de éstos, se inocularon dos placas en medio agar

malta (ver Anexo 6.1.1.1). Para ello, manteniendo condiciones de asepsia, con ayuda de un bisturi se
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transfirié un cuadrado de 1 cm aproximado de lado de muestra (hongo mas agar) hacia las nuevas

placas. Las placas se mantuvieron a 28°C hasta que se cubrieron completamente con el hongo, luego

se retiraron a 4°C para evitar que el hongo siguiera creciendo. Las placas que presentaron

contaminacién se repitieron. Una de las placas se utilizé para el trabajo posterior, mientras la

segunda quedo6 como respaldo.

parda y inforamcién no disponible respectivamente.

Tabla 2.5 Micoteca de trabajo
La informacidon de la columna phylum fue obtenida del NCBI. La informacion de la columna tipo fue
proporcionada junto a la micoteca. Las siglas HPB, HPP y N/D, corresponden a hongo de pudricién blanca,

Clave* Especie Phylum Tipo
96 Amblyosporium sp. Microsporidia N/D
97 Coriolus multicolor Basidiomycota HPB
98 Lenzites separia Basidiomycota N/D
100 Auricularia polytricha Basidiomycota N/D
101 Pluteus cervinus Basidiomycota N/D
104 Poria monticola Basidiomycota HPP
106 Polystictus versicolor Basidiomycota HPB
108 Polystictus sulphureus Basidiomycota N/D
110 Poria placenta Basidiomycota HPP
113 Phanerochaete chrysosporium Basidiomycota HPB
114 Agrocybe aegerita Basidiomycota HPB
117 Ganoderma applanatum Basidiomycota HPB
121 Schizophyllum commune Basidiomycota HPB
127 Peniophora gigantea Basidiomycota HPB
140 Trametes cinnabarinus Basidiomycota N/D
147 Lentinula edodes Basidiomycota HPB
151 Trametes versicolor Basidiomycota HPB
152 Ungulina fomentaria Basidiomycota HPB
162 Coriolus versicolor Basidiomycota HPB
163 Fusarium oxysporum Ascomycota N/D
164 Gymnopilus spectabilis Basidiomycota HPB
167 Pycnoporus cinnabarinus Basidiomycota HPB
168 Stereum hirsutum Basidiomycota HPB
177 Gymnopilus spectabilis Ascomycota N/D
178 Lenzites betulinus Basidiomycota HPB
181 Alternaria alternata Basidiomycota HPB
183 Grifola gargal Basidiomycota HPB
186 Stereum hirsutum Basidiomycota HPB
190 Pleurotus ostreatus Basidiomycota HPB
202 Pleurotus ostreatus Basidiomycota HPB

*: Con el fin de identificar los aislados en forma mas facil se asigné una clave numérica para identificarlos.
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2.2.2 Ensayos de actividad endoglucanasa

2.2.2.1 Utilizando cultivos en medio solido

Desde cada placa de medio agar malta destinada para seguir trabajando, se transfirié un cuadrado
de 1 cm aproximado de lado de muestra a dos placas con medio agar malta CMC (ver Anexo 6.1.1.1).
Estas placas se llevaron a 28°C y se dejaron crecer hasta que el didmetro de crecimiento del hongo
fue aproximadamente la mitad del didmetro de la placa. Para determinar la actividad de los hongos,
se tifieron las placas utilizando rojo Congo al 0,1% durante 30 min, para posteriormente ser lavadas
con NaCl 1M durante 15 min con agitaciéon orbital suave. Este procedimiento revela halos sin

tincion, los cuales corresponden a las zonas donde el CMC ha sido degradado.

2.2.2.2 Utilizando cultivos en medio liquido

Los hongos se cultivaron en medio liquido para poder utilizar el sobrenadante en ensayos de
actividad. Para ello, se cort6 un cuadrado de aproximadamente un 1 cm de lado, desde las placas con
medio agar malta y se inocularon en 50 ml de medio minimo-CMC (ver Anexo 6.1.1.2). Los cultivos
se mantuvieron a 28°C con agitacidn orbital de 200 RPM, para luego realizar ensayos de actividad a
partir de una muestra de 1 ml obtenida desde éstos. Debido a que la velocidad de crecimiento de los
distintos hongos no es homogénea, se obtuvieron muestras luego de 3, 4, 5y 7 dias de cultivo, para

asf poder determinar el maximo de actividad de cada una de éstos.

Para realizar los ensayos de actividad, la muestra obtenida se centrifugd a 14.000 RPM a 4°C
durante 10 min y se recupero el sobrenadante. Este tltimo fue utilizado para hidrolizar el sustrato
soluble CMC. Luego, con el fin de cuantificar los aztcares reductores liberados se utilizd DNS.
Finalmente, el producto proveniente de la reduccién del DNS fue medido mediante
espectrofotometria Optica. La cantidad de aztcares reductores presentes en la mezcla es
directamente proporcional a la absorbancia de la muestra, por lo que a mayor absorbancia la
degradacion del CMC por accidn enzimatica es mayor. El protocolo utilizado es detallado en el Anexo

6.1.2.

Con el fin de cuantificar la actividad endoglucanasa de cada hongo, se utiliz6 una curva de
calibracion confeccionada con distintas concentraciones de glucosa (ver Anexo 6.1.3). Una unidad
de actividad enzimatica (U), se defini6 como la cantidad de umoles de aztlcares reductores

producidos en un minuto a 37°Cy pH 4,8.

21



Debido a la presencia de CMC en el medio de cultivo, fue primordial determinar qué azuicares
reductores se produjeron a partir de éste. Para ello, se realiz6 en forma paralela un blanco para cada
muestra, el cual consistié en realizar la reacciéon en buffer citrato sin CMC. De esta forma, para
calcular el valor real de la muestra fue necesario restar la absorbancia del blanco a la absorbancia de
la muestra. Todas las muestras fueron realizadas en duplicado y ambos valores fueron

promediados.

Por otro lado, a partir del sobrenadante centrifugado, se realiz6é un ensayo de actividad cualitativo
en geles de agarosa con CMC (ver Anexo 6.1.4). Si existen endoglucanasas en el sobrenadante éstas

degradaran el CMC presente en el gel, presentandose halos sin tincion.

Para todos los ensayos se utilizé6 como control negativo una muestra proveniente desde un medio de

cultivo sin inocular.

2.2.2.3 Utilizando cultivos en medios inductores

Utilizando la metodologia detallada en el punto 2.2.1 los hongos fueron cultivados a 28°C en medio
minimo sélido utilizando CMC, avicel y Lenga como fuente de carbono (ver Anexo 6.1.1.1). Una vez
que el hongo cubri6 toda la placa, se obtuvieron sus proteinas utilizando un buffer de extracciéon
(detalle del procedimiento en el Anexo 6.1.12). A partir del extracto de proteinas obtenido, se
realizaron ensayos de actividad empleando el método DNS (ver Anexo 6.1.2). El calculo de la

actividad endoglucanasa se realiz6 en forma andloga al punto anterior.

2.2.3 Diseno de partidores

A partir de las bases de datos de EMBL-EBI [40], se obtuvieron las secuencias aminoacidicas de las
endoglucanasas presentes en hongos de las familias 5, 7, 12 y 61. La seleccién de estas familias, se

debid a que fueron en las cuales se encontraron una mayor cantidad de secuencias descritas.

Para el disefio de los partidores degenerados se sigui6 la estrategia CODEHOP[36]. En un primer
paso, las secuencias aminoacidicas fueron alineadas utilizando la herramienta ClustalX2 [35]. A
partir de los alineamientos, mediante la utilizacion de la herramienta BlockMaker [33] se generaron
bloques de homologia, los que finalmente son utilizados como input por el programa para el disefio
de partidores degenerados CODEHOP. Utilizando esta estrategia se diseflaron partidores forward y

reverse, para las 4 familias antes mencionadas, los que se presentan en la Tabla 2.6.
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Tabla 2.6 Partidores degenerados utilizados.

Nombre Direccion Familia Secuencia 5'a3™*

celF_endo_fwd5  Forward 5 tgatcttcgacatcatgaacgarymhcayra
celF_endo_rev5  Reverse 5 cccccaccaggagecdkydkecca
celF_endo_fwd7  Forward 7 cgacgaggagacctgcgsnvanaaytg
celF_endo_rev7 Reverse 7 cacgtagcactgggcgtcrcartancc
celF_endo_fwd12 Forward 12 cgccecctagatcgtgtayaabawbcewrt
celF_endo_revl2 Reverse 12 cgtcaggtagttgaacaactccttnabrtensc
celF_endo_fwd61 Forward 61 tggacaagaccaccaacaagtkbktnaarat
celF_endo_rev6l Reverse 61 acttctagatgttgatgaagatgccngsrtengt

* El alfabeto degenerado se presenta en el Anexo 6.1.5.

Por otra parte, para la estrategia RACE, fue necesario disefiar partidores especificos. Estos se
disefaron utilizando la herramienta Primer3 [37], la cual permite verificar la formaciéon de
estructuras secundarias indeseadas como horquillas y dimeros. Para cada secuencia seleccionada se
disefi6 un partidor en sentido forward y otro en sentido reverse, con un Tm de 65°C por
recomendacién del fabricante del kit. En la Tabla 2.7 se presentan los partidores especificos

utilizados.

Tabla 2.7 Partidores utilizados para realizar RACE en las secuencias seleccionadas.

Nombre Direccion Familia Hongo Secuencia5’a3’
106EN5Fwd  Forward 5 106 ggacccgaacaacaacattgcta
106EN5Rev  Reverse 5 106 gcgaggatgagctggctggt
117EN61Fwd Forward 61 117 gtgcagcaggaaatcatgaacg
117EN61Rev  Reverse 61 117 cgtgcacgacgggtagaactc

Ademas, se disefiaron partidores para las secuencias provenientes del hongo 163 los cuales se

presentan en el Anexo 6.1.15.

2.2.4 Extraccion de DNA genémico desde hongos

A partir de los hongos crecidos en medio agar malta, se inocularon placas con medio sé6lido agar
papa dextrosa (ver Anexo 6.1.1.1) utilizando el mismo procedimiento detallado en el punto 2.2.1.
Estas se cultivaron a 28°C hasta que su superficie estuviese completamente cubierta por el hongo.
Con ayuda de un bisturi se tom6 una muestra de micelio equivalente a la mitad de la superficie de la
placa y se introdujo en un tubo Eppendorf de 1,5 ml estéril con 100 pul de proteinasa K (pg/ul en
buffer 0,25 M Tris HC], 0,01 M CaClz). El tubo se congelé durante 30 s utilizando N2 (1), luego se llevd
a 60°C por 2 min y posteriormente a vortex por 2 min, estos 3 pasos se repitieron una vez. A
continuacion, la muestra se volvio a congelar durante 30 s con Nz (1), se llevé a 952C por 15 s, 4°C

por 30 s y vértex por 2 min. Finalmente, se centrifugé por 10 min a 9.000 RPM y se transfiri6 el
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sobrenadante a un tubo Eppendorf de 0,6 ml estéril. La extraccion de DNA fue verificada realizando
una reaccion de PCR con partidores universales para el gen 18S (ver detalle en el Anexo 6.1.6),

altamente conservado en hongos [41].

2.2.5 Amplificacion de fragmentos por PCR a partir de DNA genémico

Utilizando el DNA gendmico obtenido como templado y los partidores degenerados disefiados para
cada familia, se realizaron una serie de reacciones de PCR segtin se explica a continuacion. La mezcla
de reaccidn utilizada fue la siguiente: 1 pM de cada partidor (forward y reverse), 0,2 mM de dNTPs,
1,4 mM de MgCl,, buffer Taq 1X, 1 U Taq polimerasa y 0,5 pl de DNA gendmico en un volumen total
de 50 pl. El programa utilizado para el PCR fue el siguiente: un ciclo de 95°C por 5 min, 5 ciclos de
952C por 1 min, 502C por 1 min y 722C por 1 min, 35 ciclos de 952C por 1 min, 722C por 1 min con

gradiente de 4°C y 722C por 1 min y finalmente un ciclo de 722C por 10 min.

Ademas, con el fin de aumentar la eficiencia y especificidad, se realizaron reacciones de PCR
utilizando DMSO como agente adyuvante [42]. La mezcla de reaccion utilizada fue la siguiente: 1 uM
de cada partidor, 0,2 mM de dNTPs, 1,4 mM de MgCl,, buffer Taq 1X, 1 U Taq polimerasa, 1% DMSO
y 0,5 pl de DNA gendmico en un volumen total de 50 pl. El programa utilizado para el PCR fue el
siguiente: un ciclo de 952C por 5 min, 5 ciclos de 952C por 1 min, 502C por 1 min y 722C por 1 min,
35 ciclos de 952C por 1 min, 622C por 1 min con gradiente de 8°C y 722C por 1 min y finalmente un

ciclo de 722C por 10 min.

Los resultados de los distintos PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1,5%. Los fragmentos
seleccionados fueron purificados desde el gel, para posteriormente ser ligados al vector pGEM®-T
Easy. Luego, con el fin de obtener un mayor nimero de copias de los constructos vector-inserto,
éstos fueron clonados en células E.coli DH5a. Finalmente, se realizé una extraccion del DNA
plasmidial desde las células, el cual fue digerido mediante enzimas de restriccién para verificar que

el inserto era el deseado. Los detalles de estos protocolos se presentan en el Anexo 6.1.

2.2.6 Extraccion de RNA desde hongos

La extraccion de RNA se realiz6 mediante la utilizacion del reactivo TRI® seguin se indica a
continuacion. Con ayuda de un bisturi se obtuvo el micelio presente en la superficie de dos placas
Petri, se puso en un mortero y se le agregd N(1). La muestra congelada se homogenizé y luego se
disolvié en 1 ml de TRI REAGENT. Se incubd durante 5 min a temperatura ambiente y se centrifugd
a 12000 g a 4°C por 10 min. A continuacién, se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo, se le

agregaron 200 pl de cloroformo y se agit6 vigorosamente por 15 s. Se incub6 durante 10 min a
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temperatura ambiente, para luego centrifugar a 12000 g a 4°C por 15 min. La fase acuosa superior
(fase sin color) se transfirié a un tubo nuevo, al cual se le agreg6 500 pl de isopropanol, se agité con
vortex por 10 s y se incubd a temperatura ambiente por 10 min. Luego, se centrifugé a 12000 g a
4°C por 8 min y se descart6 el sobrenadante. El sedimento se lavé con 1 ml de etanol 75%, se
centrifugé a 7500 g por 5 min, se removi6 el etanol y se dejo secar a temperatura ambiente.

Finalmente, el sedimento se resuspendi6é en 50 pl de agua libre de RNAsas.

Con el fin de inhibir la accién de RNAsas, el material utilizado para la extraccion de RNA fue
previamente tratado con DEPC (ver Anexo 6.1.13). La extracciéon de RNA se verificd en un gel de

agarosa al 1,5%.

Debido a la posibilidad de que la muestra se encontrara contaminada con DNA, se realiz6 una
reaccion de PCR utilizando partidores universales para el gen 18S (ver Anexo 6.1.6). El resultado de
la reaccidn se verificé en un gel de agarosa al 1,5%. La presencia de una banda de aproximadamente
500 pb implicaria que la muestra se encuentra contaminada, haciendo necesario realizar un

tratamiento con DNAsas como se indica en el Anexo 6.1.14.

2.2.7 Generacion de cDNA a partir del RNA

Para la generacion de cDNA a partir de RNA extraido, se utiliz6 el kit reverse transcription system.
En primer lugar, se calenté la muestra de RNA a 70°C por 10 min, se centrifugd brevemente y se
mantuvo en hielo. A continuacién, se preparé la mezcla de reaccién como se indica a continuacién:
MgCl; 5mM, RT buffer 10X, dNTPs 1mM, rRNAsin® (inhibidor de RNAsas) 2U/ul, partidor Oligo dT
25 pg/ml, AMV RT 22 U/ul, RNA 46.7%. La mezcla se llev6 a 42°C por una hora, 90°C por 5 min y

finalmente se incub6 a 4°C por 5 min.

2.2.8 Amplificacion de fragmentos por PCR a partir de cDNA

Utilizando el cDNA generado como templado y los partidores degenerados disefiados para cada
familia, se realizaron una serie de reacciones de PCR segun se explica a continuacion. La mezcla de
reaccion utilizada fue la siguiente: 1 pM de cada partidor (forward y reverse), 0,2 mM de dNTPs, 1,4
mM de MgCly, buffer Taq 1X, 1 U Taq polimerasa y 0,5 pl de cDNA en un volumen total de 25 pl. El
programa utilizado para el PCR fue el siguiente: un ciclo de 952C por 5 min, 5 ciclos de 952C por 1
min, 502C por 1 min y 722C por 1 min, 35 ciclos de 952C por 1 min, 652C por 1 min con gradiente de
5°Cy 722C por 1 min y finalmente un ciclo de 722C por 10 min.
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Los resultados de los distintos PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1,5%. Los fragmentos
seleccionados fueron clonados en el vector pGEM®-T Easy en forma analoga a como se indica en la

seccion 2.2.5.

2.2.9 RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

Con el fin de conocer las secuencias rio arriba y rio abajo de los fragmentos encontrados desde el
cDNA, se utilizaron con algunas modificaciones los kits 3 RACE System for Rapid Amplification of

cDNA Ends y 5" RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends respectivamente.
A continuacioén se detalla el procedimiento realizado para obtener las secuencias faltantes.

2.2.9.1 Amplificacion del extremo 5’

Se sintetizé6 cDNA a partir del RNA utilizando los partidores gen-especifico direccién Reverse (ver
Tabla 2.7) y la enzima transcriptasa reversa ThermoScript™. En un tubo estéril se agregaron 1,5 pl
de partidor especifico 10 mM, 2 ul de dNTPs 10 mM y 8,5 ul de RNA. El tubo se incubé a 65°C por 5
min y luego se colocé en hielo. Posteriormente, se centrifugé brevemente y se agregd la siguiente
mezcla de reaccién: 5 pl de buffer de sintesis de cDNA 5X, 1 ul DTT 0,1 M, 2,25 pl de H20, y 0,75 de

ThermoScript™. Finalmente, 1a mezcla se llevé a 60°C por una hora y luego a 85°C por 5 min.

Con el fin de eliminar el exceso de partidores, dNTPs y proteinas que pudiesen entorpecer los
procesos posteriores, se realizé una purificaciéon del cDNA utilizando columnas S.N.A.P. segun las

instrucciones del fabricante.

Luego de la purificacion, mediante la utilizacion de la enzima desoxinucleotidil-transferasa terminal
(TdT), se agreg6 una cola poli(C) en el extremo 3’ del cDNA. La mezcla de reaccidn fue la siguiente: 5
ul de buffer TdT 10X, 5 pl de CoClz 2,5 mM, 0,5 ul dCTP 10 mM, 0,5 pl de TdT y 10 pl de cDNA en un
volumen final de 50 pl. Se colocaron todos los componentes salvo la enzima en un tubo Eppendorf
de 0,6 ml, el cual se llevé a 94°C por 3 min y luego se puso en hielo durante 1 min. El tubo se
centrifugd brevemente para que bajase el liquido condensado en las paredes y se agregé la enzima

TdT. Se llevé a 37°C durante 30 min y luego a 70°C durante 10 min.

Finalmente, se realiz6 una reaccién de PCR utilizando como templado el cDNA con la cola poli(C). La
mezcla de reaccién utilizada fue la siguiente: 10 pl buffer Taq 5X, 3 ul MgCl; 25 mM, 1 pl dNTPs 10
mM, 2 pl partidor gen-especifico direccion reverse 10 mM, 2 pl de partidor Abridged Anchor Primer
(5’-GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG-3") 10mM, 0,5ul de Taq DNA polimerasa 5 U/ul y

2,5 pl de cDNA con cola poli(C) en un volumen total de 50 pl. El programa utilizado para la reaccién
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fue: un ciclo de 94°C por 2 min, 5 ciclos de 94°C por 1 min, 50°C por 1 min y 722C por 1 min, 31
ciclos de 942C por 1 min, 682C por 1 min con gradiente de 5°C y 722C por 2 min y finalmente un
ciclo de 72°C por 10 min. Con el fin de aumentar la eficiencia de la reaccion, en algunas reacciones

de PCR se adicion6 BSA a una concentracion final de 0,56 mg/ml [43].

En la Figura 2.2 se presenta un diagrama resumen de las principales etapas antes descritas para la

amplificacion del extremo 5'.

mMRNA
5 (A Alineamiento del partidor gen-especifico (GSP)
S=m al mRNA
‘ GSP
g (A) . s .
n Extension del GSP utilizando transcriptasa
R = reversa
GSP
‘ Purificaciéon del cDNA con columnas S.N.A.P.
3 CC---CC — Adicion cola poli(C) al cDNA utilizando TdT
AAP
SC—IGI--1G () Amplificacion mediante PCR utilizando Abridget
3CC--CC e Anchor Primer (AAP) y GSP
GSP

Figura 2.2 Diagrama de la estrategia utilizada para RACE extremo 5".En el diagrama se presentan las
principales etapas realizadas para la amplificacién del extremo 5. GSP corresponde a un partidor gen-
especifico disefiado a partir de una secuencia nucleotidica conocida.

2.2.9.2 Amplificacion del extremo 3’

A partir del mRNA de los hongos seleccionados, se sintetizé cDNA en forma andloga al punto 2.2.7.
El cDNA generado fue utilizado para una amplificacion lineal a partir del partidor especifico
direccion forward (ver Tabla 2.7). La mezcla de reaccion se detalla a continuacién: 5 pl de buffer Taq
polimerasa 5X, 1,5 pl MgCl; 25 mM, 0,5 pul dNTPs 10 mM, 0,5 pl partidor especifico direccién forward
10 mM, 0,5 pl Taq polimerasa 5 U/ul y 0,5 pl de cDNA en un volumen total de 25pl. El programa
utilizado para la reaccién fue el siguiente: un ciclo de 94°C por 1 min, 20 ciclos de 94°C por 32 s,

58,5°C por 32 sy 68°C por 5 min y un ciclo final de 70°C por 7 min.
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Utilizando la amplificacion lineal como templado, se realizé una segunda reaccién de PCR
correspondiente a una amplificacién exponencial. La mezcla de reaccién fue la siguiente: 10 pl de
buffer Taq polimerasa 5X, 3 pl de MgCl; 25mM, 1 pl de dNTPs 10 mM, 1ul de partidor Adapter
Primer (5’-GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT-3") 10 mM, 1 pl partidor especifico
direccion forward 10 mM, 0,5 ul Ta polimerasa 5 U/ul y 1 pl del producto de la amplificacion lineal
diluida 10 veces en un volumen total de 50 pl. El programa utilizado fue el siguiente: un ciclo de
95°C por 5 min, 5 ciclos de 95°C por 1 min, 42°C por 1 min y 72°C por 1 min, 35 ciclos de 95°C por 1
min, 65°C por 1 min con un gradiente de 10°C y 95°C por 1 min, y un ciclo final de 72°C por 10 min.
Al igual que en el caso del extremo 5’, con el fin de aumentar la eficiencia de la reaccion, en algunas

reacciones de PCR se adicioné BSA a una concentracion final de 0,56 mg/ml [43].

mRNA cola poli(A)
o* AAA---AAAL s < .
‘TTT---TTT 5 Alineamiento del oligo(dT) al mMRNA
oligo(dT)
AAA---AAAL Extensién del oligo(dT) utilizando transcriptasa
ot R — ~4TTTTTT S reversa
GSP ‘
‘ Alineamiento del partidor gen-especifico (GSP)
3 <4 TTT--TTT 5 al cDNA
GSP ‘
‘. _____________ AAA---AAA Amplificacion lineal a partir de GSP utilizando
3 ¢ TTT---TTT 5 Taq polimerasa
l
55 AAA---AAAT Amplificacién del cDNA mediante PCR utilizando
37 TTT---TTT 5 GSP y el partidor Adapter Primer (AP)
4TTTTTT -
AP

Figura 2.3 Diagrama de la estrategia utilizada para RACE extremo 3".En el diagrama se presentan las
principales etapas realizadas para la amplificacién del extremo 3’. GSP corresponde a un partidor gen-
especifico disefiado a partir de una secuencia nucleotidica conocida.

En la Figura 2.3 se presenta un diagrama resumen de las principales etapas antes descritas para la

amplificacién del extremo 3’.
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Los resultados de la reacciéon de PCR para ambos extremos se visualizaron en un gel de agarosa al
2%. Los fragmentos seleccionados se purifican desde el gel, para posteriormente ser ligados al
vector pGEM®-T Easy. Luego, con el fin de obtener un mayor nimero de copias de los constructos
vector-inserto, éstos fueron clonados en células E.coli DH5a. Finalmente, se realizé una extraccion
del DNA plasmidial desde las células y luego una digestion de éste con el fin de verificar que los
fragmentos clonados son los deseados. Los detalles de estos protocolos se presentan en el Anexo

6.1.

2.2.10 Secuenciamiento y analisis

Las muestras con los fragmentos clonados en pGEM®-T Easy provenientes del DNA gendmico,
cDNA y RACE, fueron enviadas a secuenciar a Macrogen S.A. (Corea), para lo cual se utilizaron los

partidores M13F-pUC y M13R-pUC (secuencias en el Anexo 6.1.16).

Con el fin de encontrar regiones de similitud con otras secuencias, los resultados fueron analizados
con la herramienta BLASTX [32]. Ademas, se utilizd la herramienta CDD [34] para verificar la

presencia de dominios conservados en las secuencias.

La herramienta BLASTX, utiliza como entrada una secuencia nucleotidica la cual compara contra
una base de datos de proteinas, entregando como resultado un pardmetro estadistico (e-value) el
cual indica la probabilidad de que el alineamiento haya sido obtenido producto del azar. Mientras
menor es el valor del e-value mas significativo es el alineamiento. Ademas, la herramienta BLASTX
permite conocer el marco de lectura con el cual se obtuvo el alineamiento, el cual puede ser util para
realizar andlisis posteriores a partir de la secuencia aminoacidica. La herramienta CDD, utiliza como
entrada una secuencia aminoacidica la cual comparara con una base de datos de dominios
conservados de proteinas, entregando como resultado el grado de similitud que posee la secuencia
con los dominios de la base de datos. El parametro estadistico utilizado al igual que la herramienta

BLASTX es el e-value.

Se consideraron como significativos todos los alineamientos que poseyesen un e-value de un orden

menor a 10-3.
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3. Resultados y Discusion

3.1 Construccion de la micoteca

La construccion de la micoteca permitié conocer los distintos ritmos de crecimiento de los hongos
analizados. Se pudo observar que la gran mayoria de éstos lograban cubrir la placa en
aproximadamente 7 dias, sin embargo, existieron casos en que pasados 14 dias la placa atin no se
encontraba completamente cubierta. Cabe sefialar, que debido a la necesidad de analizar una gran
cantidad de hongos distintos al mismo tiempo, la temperatura utilizada para el crecimiento de éstos
fue la misma (28°C). Considerando que las temperaturas 6ptimas de crecimiento de los distintos
hongos son distintas, el utilizar una tinica temperatura no permitié que todos creciesen a su maxima

velocidad.

Por otro lado, pese a extremar las precauciones para mantener las condiciones de esterilidad,
existieron hongos que no fue posible cultivar libre de contaminaciones, por lo que fueron
descartados. Se cree que estos ultimos provenian de placas que ya se encontraban contaminadas y

por ello no fue posible su cultivo en forma pura.

3.2 Identificacion de hongos productores de endoglucanasas

Con el fin de discriminar entre los hongos que poseian actividad y los que no, se realizaron ensayos
de actividad endoglucanasa en medio sélido. Sin embargo, los resultados obtenidos a partir de éstos
no fueron concluyentes. En algunos casos, la presencia del hongo en la placa no permitia visualizar
en forma clara el resultado del ensayo (un halo sin tinciéon si es que existia actividad
endoglucanasa). Por otro lado, el ensayo dependia en demasia de la velocidad de crecimiento del

hongo, que en algunos casos era bastante baja.

Debido a lo anterior, se procedié a realizar ensayos de actividad a partir del sobrenadante de
cultivos de hongos crecidos en medio liquido. Con el objetivo de inducir la produccion de
endoglucanasas, los hongos fueron cultivados en ausencia de glucosa y utilizando CMC como fuente

de carbono.

Considerando que existia una gran variabilidad en la velocidad de crecimiento de los distintos
hongos, se realizaron ensayos de actividad en una serie de dias, lo cual permitié determinar el valor

maximo de actividad para cada uno de éstos.
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En la Figura 3.1 se presentan los valores maximos de actividad para cada hongo. El ensayo consistid
en la medicién de los azicares reductores producidos luego de una reacciéon de hidroélisis sobre
CMC. La eleccion de este sustrato se debié a que al poseer un alto grado de polimerizacién, se suele
utilizar para la identificacién de endoglucanasas, ademas, su solubilidad permite trabajar con éste
en forma facil [25]. Para cuantificar los azdcares reductores se utiliz6 el método DNS. La
absorbancia obtenida es directamente proporcional a la cantidad de azicares reductores generados
por cada hongo (ver detalle del método en el punto 2.2.2.2). Los ensayos se realizaron luego de 3, 4,

5y 7 dias de crecimiento de los cultivos. Los datos brutos se presentan en el Anexo 6.2.1.

Actividad endoglucanasa [U/I]

Clave hongo

Figura 3.1 Grafico de maximos de actividad endoglucanasa sobre CMC para los distintos hongos.
Maximo valor de actividad endoglucanasa obtenido para cada hongo. B corresponde a una muestra
proveniente de un medio de cultivo que no fue inoculado, mientras los distintos hongos se presentan con sus
respectivas claves.

Ademas, utilizando el sobrenadante obtenido desde los hongos crecidos en medio liquido, se
realizaron ensayos de actividad en geles de agarosa utilizando CMC al 1% como sustrato. Luego de
una reaccion de hidrdélisis, la placa se tifié con rojo Congo, para luego ser lavada con NaCl (el detalle
del procedimiento se presenta en el Anexo 6.1.4). Los halos sin tincién corresponden a las zonas en
que el CMC fue degradado. Se debe mencionar que este ensayo es de indole cualitativo, debido a que
no es posible cuantificar la cantidad de CMC que es degradado. Se realizaron ensayos luego de 5y 7
dias de crecimiento de los cultivos, presentandose resultados similares. Los resultados
correspondientes al séptimo dia, se presentan en la Figura 3.2. Se puede observar que las muestras
100, 108, 127, 147, 152 y 186 no presentan generacion de halos, por lo que no existi6 degradacion
de CMC.

31



Los resultados obtenidos a partir de ambos ensayos son concordantes, presentdndose halos en
todas las muestras que poseen sobre 30 U/l de actividad endoglucanasa. A partir de los resultados
obtenidos, considerando que poseian maximos de actividad considerablemente superiores al resto,

se seleccionaron los siguientes hongos para seguir trabajando: 106,110, 113,117y 162.

104 106 108 110 113 114

117 121 127 147 162 162 163 164 167 177

178 181 183 186

Figura 3.2 Ensayo de actividad endoglucanasa sobre medio sélido. Ensayo de actividad sobre CMC al 1%,
utilizando el sobrenadante proveninete del septimo dia de cultivo. Los halos sin tincidn corresponden a las
zonas en que el CMC fue degradado. B corresponde a una muestra proveniente de un medio de cultivo que no
fue inoculado, mientras los distintos hongos se presentan con sus respectivas claves.

Cabe seifialar, que los ensayos utilizados no permiten determinar cuales son los hongos que poseen
las enzimas con mayor actividad endoglucanasa. Esto debido a que para realizarlos, se utiliza el
sobrenadante de los cultivos, encontrandose presente en éstos todas las enzimas extracelulares
producidas por el hongo. Por lo que por ejemplo, un hongo que produce una alta cantidad de enzima
de baja actividad especifica, puede presentar una actividad mayor que uno que produce poca
enzima de alta actividad especifica. Para poder determinar el hongo que produce las enzimas de
mayor actividad, seria necesario purificar la enzima para poder calcular su actividad especifica, sin
embargo, para esta etapa lo importante era asegurar la presencia de enzimas con actividad

endoglucanasa, para lo cual la metodologia utilizada dio resultados satisfactorios.

3.3 Diseiio de partidores degenerados.

El disefio de partidores degenerados se basé en la utilizacién de regiones de homologia presentes en
secuencias aminoacidicas de enzimas ya descritas. Se realizé una busqueda de secuencias

aminoacidicas, utilizando como criterio de busqueda el EC 3.2.1.4, correspondiente a la actividad
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enzimatica endoglucanasa. Se encontraron secuencias pertenecientes a 13 familias, esto segun la
clasificaciéon de glicosil hidrolasas basada en la similitud de secuencias aminoacidicas descrita por
Henrissat [29]. Las familias fueron las siguientes: 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 44, 45, 48, 51, 61 y 74. Sin
embargo, en varias de éstas s6lo se encontraron secuencias aminoacidicas correspondientes a

enzimas de bacterias, por lo que las familias 8, 44, 48, 51 y 74 fueron descartadas.

A partir de la base de datos de EMBL-EBI, se obtuvieron todas las secuencias aminoacidicas que
cumplian el siguiente criterio de busqueda: poseer actividad endoglucanasa (EC 3.2.1.4), ser
proveniente de hongos y pertenecer a una de las siguientes familias de: 5, 6, 7, 9, 10, 12, 45 y 61.
Tras la realizacion de la busqueda, las familias que poseian un mayor nimero de secuencias
descritas fueron seleccionadas para seguir trabajando, esto con el fin de asegurar regiones de

homologia mas representativas. Las familias 5, 7, 12 y 61 fueron las seleccionadas.

Mediante la utilizacion de la herramienta ClustalX2 [35], se realizé un alineamiento de las
secuencias aminoacidicas correspondientes a cada familia de GHs. A partir del alineamiento,
utilizando la estrategia CODEHOP [36] descrita en el punto 2.2.3, se disefiaron partidores
degenerados para cada familia. Se obtuvieron como resultado una serie de partidores para las
direcciones forward y reverse, seleccionandose parejas de partidores que tenian Tm similares y
generaban un amplicon de entre 300 y 600 pb, de modo de facilitar la reacciéon de PCR. Los

partidores disefiados se muestran en la Tabla 2.6.

En la Figura 3.3 se presenta el alineamiento correspondiente a las secuencias aminoacidicas
seleccionadas pertenecientes a la familia 5 de GHs. Ademas, en la misma figura, se presentan las
regiones de homologia para las cuales fueron disefiados los partidores degenerados. Los
alineamientos generados para las familias de GHs 7, 12 y 61 y las regiones de homologia a partir de

las cuales fueron disefiados los partidores, se presentan en el Anexo 6.2.2.

Como se puede observar en los alineamientos, las zonas utilizadas para disefar los partidores
degenerados presentan un alto grado de homologia, sin embargo, en el resto de la secuencia la
homologia es menor. Considerando lo anterior, se espera que la utilizacion de esta estrategia
permita obtener nuevas proteinas que posean actividad endoglucanasa, sin necesariamente tener

un alto grado de homologia con las enzimas ya descritas.

A partir de los alineamientos generados, fue posible calcular un largo esperado de amplicon para las

distintas familias, éstos se presentan en la Tabla 3.1.
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Figura 3.3 Alineamiento de secuencias de endoglucanasas pertenecientes a la familia 5 de GHs.

Alinemaiento realizado utilizando la herramienta ClustalX2. Debajo de cada alineamiento se presenta una
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Tabla 3.1 Largo esperado de amplicones para las distinas familias de GHs.

Familia  Largo amplicén [pb]

5 500
7 360
12 530
61 300

3.4 Amplificacion de fragmentos mediante PCR desde DNA gendmico

La estrategia utilizada para realizar la reaccion de PCR consistié en un programa con ciclos iniciales
a una temperatura de alineamiento baja, para luego pasar a ciclos a una temperatura de

alineamiento mas alta.

Considerando que se estaban utilizando partidores degenerados, los cuales no eran perfectamente
complementarios al DNA templado, los ciclos iniciales a baja temperatura permitian enriquecer la
muestra con templado proveniente de hibridaciones inespecificas. Luego, al aumentar la
temperatura de alineamiento, la especificidad de la hibridacién de los partidores aumentaba,

promoviendo la amplificacién de los fragmentos de interés.

Cabe sefialar, que debido a la utilizaciéon de partidores degenerados, no fue facil determinar la
temperatura de alineamiento para los segundos ciclos. Esto, ya que la Tm de los partidores
degenerados no era un valor fijo, sino que se encontraba dentro de un rango amplio. Debido a lo
anterior, se utilizaron gradientes de temperatura, los cuales permitian analizar una gran cantidad de
condiciones al mismo tiempo. La utilizacién de gradientes, también permitié analizar muestras
pertenecientes a distintos hongos en forma simultanea, conllevando a una disminucidn en el tiempo

utilizado en la realizacion de las reacciones.

Los principales resultados obtenidos utilizando la estrategia antes descrita, se presentan a
continuacion. En las Figuras 3.4, 3.5 y 3.6 se pueden observar los productos de PCR obtenidos

utilizando los partidores degenerados disefiados para las familias de GHs 5, 7 y 61 respectivamente.

Por otro lado, como se mencion6 anteriormente, con el fin de aumentar la eficiencia y especificidad
de las reacciones de PCR, se utiliz6 DMSO como agente adyuvante. Este facilita la separacién de las
hebras de DNA al impedir el apareamiento de las bases [44]. Su utilizacion permitio la aparicion de
nuevas bandas en algunos casos, sin embargo, en otros éstas desaparecieron. En las Figuras 3.7, 3.8

y 3.9, se presentan los resultados para las familias de GHs 5, 12 y 61 respectivamente.
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Las bandas seleccionadas para su purificacién se encuentran senaladas con flechas blancas, las
cuales estan acompafadas de un niimero para facilitar su identificacion. El criterio utilizado para
realizar la seleccion, fue la intensidad de éstas, priorizando por las que fuesen mas intensas. En la

Tabla 3.2 se presenta un resumen de las bandas seleccionadas para ser purificadas.

Tabla 3.2 Resumen de fragmentos amplificados desde DNA gendmico de los hongos.

Fragmento Partidores* Hongo Largo aproximado [pb] Nombre
1 Familia 5 106 500 f5h106A
2 Familia 5 106 400 f5h106B
3 Familia 5 106 280 f5h106C
4 Familia 7 162 400 f7h162A
5 Familia 61 162 380 f61h162A
6 Familia 61 162 280 f61h162B
7 Familia 61 162 220 f61h162C
8 Familia 5 117 900 f5h117A
9 Familia 5 117 750 f5h117B
10 Familia 5 117 500 f5h117C
11 Familia 5 117 350 f5h117D
12 Familia 5 117 300 f5h117E
13 Familia 5 162 530 f5h162A
14 Familia 5 162 450 f5h162B
15 Familia 5 162 300 f5h162C
16 Familia 12 110 400 f12h110A
17 Familia 61 110 530 f61h110A
18 Familia 61 110 450 f61h110B

* Familias de glicosil hidrolasas segin Henrissat [29] .

En la Tabla 3.2 se puede observar que los fragmentos poseen largos variados, sin coincidir
necesariamente con los largos esperados para las distintas familias (ver Tabla 3.1). Esto se puede
deber a que como la amplificacién se realiz6 desde DNA gendémico proveniente de organismos
eucariontes, es probable que las secuencias presenten intrones, los cuales aumentarian el largo
esperado para ellas. Por otro lado, existe la posibilidad de hibridacién inespecifica por parte de los
partidores, uniéndose a regiones que no corresponden a los sitios de homologia para los cuales

fueron disefiados, esto implicaria la amplificacion de fragmentos que no son de interés.

Desde cada banda purificada, se obtuvo dos clones con el fragmento inserto en el vector pGEM®-T
Easy. A partir de éstos, se extrajo el DNA plasmidial, al cual se le realiz6 una restriccién para
verificar que el inserto era el correcto. Las muestras verificadas fueron enviadas a secuenciar a
Macrogen S.A. (Corea) para su posterior andlisis. El detalle del procedimiento se encuentra en el

Anexo 6.1.
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Figura 3.4 Amplificacion de framentos de DNA genémico utilizando partidores degenerados para la
familia 5 de GHs. Resultado de electroforesis de productos de PCR en un gel de agarosa al 1,5%. Columna M:
Marcador de peso molecular 1 kb; columnas del 1 al 3: hongo 106; columnas del 4 al 6: hongo 117; columnas
del 7 al 9: hongo 162; B: control negativo. Las temperaturas de alineamiento para los segundos ciclos fueron
las siguientes: columnas 1, 4 y 7: 70,3°C; columnas 2, 5 y 8: 72,5°C; columnas 3, 6 y 9: 74,6°C. Los productos
seleccionados (indicados con flechas blancas) fueron purificados para luego ser secuenciados.

w M 1 2 3 4 5 6 B

Figura 3.5 Amplificacion de framentos de DNA gendmico utilizando partidores degenerados para la
familia 7 de GHs. Resultado de electroforesis de productos de PCR en un gel de agarosa al 1,5%. Columna M:
Marcador de peso molecular 1 kb; columnas del 1 al 3: hongo 110; columnas del 4 al 6: hongo 162; B: control
negativo. Las temperaturas de alineamiento para los segundos ciclos fueron las siguientes: columnas 1 y 4:
70,3°C; columnas 2 y 5: 72,5°C; columnas 3 y 6: 74,6°C. El producto seleccionado (indicado con una flecha
blanca), fue purificado para luego ser secuenciado.
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Figura 3.6 Amplificacion de framentos de DNA genémico utilizando partidores degenerados para la
familia 61 de GHs. Resultado de electroforesis de productos de PCR en un gel de agarosa al 1,5%. Columna M:
Marcador de peso molecular 1 kb; columnas del 1 al 3: hongo 106; columnas del 4 al 6: hongo 110; columnas
del 7 al 9: hongo 162; B: control negativo. Las temperaturas de alineamiento para los segundos ciclos fueron
las siguientes: columnas 1, 4 y 7: 70,3°C; columnas 2, 5 y 8: 72,5°C; columnas 3, 6 y 9: 74,6°C. Los productos
seleccionados (indicados con flechas blancas) fueron purificados para luego ser secuenciados.
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Figura 3.7 Amplificacion de framentos de DNA gendmico utilizando partidores degenerados para la
familia 5 de GHs con DMSO. Resultado de electroforesis de productos de PCR en un gel de agarosa al 1,5%.
Columna M: Marcador de peso molecular 1 kb; columnas del 1 al 3: hongo 106; columnas del 4 al 6: hongo
117; columnas del 7 al 9: hongo 162; B: control negativo. Las temperaturas de alineamiento para los segundos
ciclos fueron las siguientes: columnas 1, 4y 7: 62,7°C; columnas 2, 5y 8: 64,9°C; columnas 3, 6 y 9: 66,9°C. Los
productos seleccionados (indicados con flechas blancas) fueron purificados para luego ser secuenciados.
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Figura 3.8 Amplificacion de framentos de DNA genémico utilizando partidores degenerados para la
familia 12 de GHs con DMSO. Resultado de electroforesis de productos de PCR en un gel de agarosa al 1,5%.
Columna M: Marcador de peso molecular 1 kb; columnas del 1 al 3: hongo 110; columnas del 4 al 6: hongo
162; B: control negativo. Las temperaturas de alineamiento para los segundos ciclos fueron las siguientes:
columnas 1 y 4: 58,4°C; columnas 2 y 5: 60,5°C; columnas 3 y 6: 62,7°C. El producto seleccionado (indicado
con una flecha blanca), fue purificado para luego ser secuenciado.
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Figura 3.9 Amplificacion de framentos de DNA gendmico utilizando partidores degenerados para la
familia 61 de GHs con DMSO. Resultado de electroforesis de productos de PCR en un gel de agarosa al 1,5%.
Columna M: Marcador de peso molecular 1 kb; columnas del 1 al 3: hongo 106; columnas del 4 al 6: hongo
110; columnas del 7 al 9: hongo 162; B: control negativo. Las temperaturas de alineamiento para los segundos
ciclos fueron las siguientes: columnas 1, 4y 7: 62,7°C; columnas 2, 5y 8: 64,9°C; columnas 3, 6 y 9: 66,9°C. Los
productos seleccionados (indicados con flechas blancas) fueron purificados para luego ser secuenciados.
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3.4.1 Analisis de fragmentos clonados provenientes desde DNA gendmico.

Los resultados de los secuenciamientos fueron analizados utilizando las herramientas BLASTX [32]
y CDD[34], como se indic6 en el punto 2.2.10 de Metodologia. La herramienta BLASTX, permite
compara secuencias nucleotidicas con bases de datos de proteinas, entregando como resultado un
parametro estadistico (e-value) que indica qué tan probable es que la analogia presentada sea
producto del azar; mientras mas cercano se encuentre este valor a 0, el alineamiento tiene un mayor
grado de confianza. La herramienta CDD, permite comparar secuencias aminoacidicas con una base
de datos de dominios conservados, utilizando al igual que la herramienta BLASTX, el parametro e-

value para evaluar el grado de confianza del alineamiento.

Previo a realizar los andlisis, las secuencias debieron ser “limpiadas”, lo cual consistié en eliminar de

éstas las secuencias correspondientes al vector de clonacién que flanqueaban el inserto.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos. El niimero que acompafia al nombre,

corresponde al clon del cual se obtuvo el inserto.

f5h117A-1:
El analisis con BLASTX indicé que esta secuencia tiene alta similitud (e-value del orden de 10-42) con
proteinas predichas para el hongo Postia placenta, sin embargo, se desconoce la funcién de éstas. Al

utilizar la herramienta CDD, no se encontraron dominios conservados.

f5h117C-1:

El andlisis con BLASTX indic6 que esta secuencia posee alta similitud (e-value del orden de 10-28)
con la proteina hipotética CC1G-03926 proveniente del hongo Coprinopsis cinerea, la cual posee
dominios conservados de proteina hamartin (supresor de tumores) y proteinas de segregacion
cromosOmica SMC. Al realizar una busqueda con la herramienta CDD para la muestra f5h117C-1, no

se encontraron dominios conservados.

f5h162B-1:

El andlisis con BLASTX indic6 que esta secuencia posee alta similitud (e-value del orden de 10-19)
con una proteina predicha para el hongo Postia placenta, sin embargo, se desconoce la funcién de
ésta. Al realizar una busqueda de dominios conservados utilizando el marco de lectura -3, se
encontr6 que la secuencia tiene similitud con la superfamilia CDC24 (e-value del orden de 106).
Particularmente, posee un dominio de homologia a calponin, el cual se encuentra presente en
proteinas de unién a actina, las cuales tienen rol importante en la contraccién muscular [45]. En
Figura 3.10 la se presenta la region de similitud con la superfamilia, no obstante, el dominio
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catalitico no se encuentra completo, esto se deduce a partir de los bordes irregulares presentes en el

extremo derecho de la barra que representa a la superfamilia.

1 15 30 45 60 75 a0 107
B e e e ]
( CDC24 superfamily {

Figura 3.10 Resultado de busqueda de dominios conservados utilizando la herramienta CDD para la
secuencia f5h162B-1. Se utilizé el marco de lectura -3.La barra gris representa a la secuencia f5h162B-1,
mientras que la superfamilia CDC24 es representada con una barra roja. La regla azul indica la posicion de los
residuos aminoacidicos.

f7h162A-2:

El andlisis utilizando la herramienta BLASTX indic6 que esta secuencia posee alta similitud (e-value
del orden de 10-2°) con una proteina predicha para el hongo Laccaria bicolor, sin embargo, se
desconoce el rol de ésta. Al realizar una buisqueda de dominios conservados utilizando el marco de
lectura +1 mediante la herramienta CDD, se encontr6 que la secuencia posee alta similitud (e-value
del orden de 10-15) con la superfamilia PKc-like. Esta familia estd compuesta principalmente por los
dominios cataliticos de proteinas kinasas, las cuales catalizan la transferencia del grupo y-fosforil
desde el ATP a grupos hidroxilos de sustratos especificos. En la Figura 3.11 se presenta la region de
similitud con la superfamilia, pudiéndose apreciar que el dominio catalitico no se encuentra
completo, esto se deduce del borde irregular presente en el extremo derecho de la barra que
representa a la superfamilia. Ademas, se puede observar la posiciéon de 7 pocillos de unién a ATP

asociados a la superfamilia, éstos se encuentran indicados con triangulos rojos.
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Figura 3.11 Resultado de busqueda de dominios conservados utilizando la herramienta CDD para la
secuencia f7h162A-2. Se utilizé el marco de lectura +1. La barra gris representa a la secuencia f7h162A-2,
mientras la superfamilia PKc_like es representada con una barra roja. Los tridngulos rosados corresponden a
sitios de union a ATP. La regla azul indica la posicién de los residuos aminoacidicos.

f61h110B-2:

El andlisis con BLASTX indic6 que esta secuencia posee alta similitud (e-value del orden de 10-15)
con la proteina hipotética CC1G_07263 proveniente del hongo Coprinopsis cinerea, sin embargo, se
desconoce el rol de ésta. Se realizé una busqueda de dominios conservados con la herramienta CDD
a partir del marco de lectura +1, obteniéndose similitud (e-value del orden de 10°) con la
superfamilia CHROMO. El dominio CHROMO se encuentra en una variedad de proteinas
cromosomales, teniendo aparentemente un rol en la organizacion funcional del nticleo eucariota. En
la Figura 3.12 se presenta la region de similitud con la superfamilia, correspondiendo los triangulos

rojos a sitios de union de histonas.
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Figura 3.12 Resultado de busqueda de dominios conservados utilizando la herramienta CDD para la
secuencia f61h110B-2. Se utilizé el marco de lectura +1. La barra gris representa a la secuencia f61h110B-2,
mientras la superfamilia CHROMO es representada con una barra roja. Los triangulos rojos corresponden a
sitios de union a histonas. La regla azul indica la posicion de los residuos aminoacidicos.

Cabe sefialar, que los fragmentos obtenidos, se generaron a partir de DNA gendmico, existiendo la

posibilidad de que los dominios conservados se vean interrumpidos por la presencia de intrones.

En la Tabla 3.3 se presenta un resumen del analisis realizado de los fragmentos obtenidos desde el

DNA gendmico. Para los fragmentos restantes, no se encontraron alineamientos significativos.

Tabla 3.3 Resumen de resultados obtenidos para fragmentos encontrados en el DNA genémico.

Mejor alineamiento Dominio conservado
Fragmento ; pep

Organismo e-value Marco Superfamilia e-value
f5h117A-1 Postia placenta 10-42 +1 No se encontro -
f5h117C-1 Coprinopsis cinerea 10-28 -3 No se encontro -
f5h162B-1 Postia placenta 10-19 -3 CDC24 106
f7h162A-2 Laccaria bicolor 10-20 +1 PKc-like 10-15
F61h110B-2  Coprinopsis cinerea 1015 +1 CHROMO 10-°

Como se puede observar, no se obtuvieron secuencias pertenecientes a las familias de
endoglucanasas hacia las cuales estaban dirigidos los partidores degenerados. Una posible
explicacion para esto, es la baja especificidad de la estrategia utilizada. Al utilizarse partidores
degenerados, sumado a las bajas condiciones de astringencia a las cuales se realizaron las
reacciones de PCR, es probable que se produjesen hibridaciones demasiado inespecificas,
promoviendo la amplificacién de fragmentos de DNA no deseados. Otra posible explicacion, es que
considerando que se utiliz6 DNA gendmico como templado y que los partidores se disefiaron a
partir de secuencias de homologia aminoacidica, es posible que estas ultimas se encontrasen
interrumpidas por intrones, impidiendo la hibridacién de los partidores. Otro factor que puede ser
importante, es que los genes se encuentren presentes en un bajo nimero de copias, dificultando el

encuentro con los partidores.

3.5 Aislamiento de genes de endoglucanasas a partir de RNA/cDNA

Teniendo en consideracion los resultados obtenidos a partir del DNA gen6mico, se plante6 una

nueva estrategia para poder obtener las secuencias de las endoglucanasa presentes en los hongos.
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Esta se basa en la utilizacién de cDNA como templado para las reacciones de PCR. Sus principales
ventajas son: la posibilidad de tener un alto nimero de copias de las secuencias que se desea
amplificar (aumentando la cantidad de mRNA codificante utilizando un medio inductor de

endoglucanasas) y la ausencia de intrones debido a que se parte desde el mRNA.

3.5.1 Seleccion de medio inductor y segunda seleccion.

Con el fin de determinar el mejor medio inductor de endoglucanasas para cada hongo, se realizaron
ensayos de actividad a partir de cultivos crecidos utilizando distintas fuentes de carbono. Las
fuentes de carbono testeadas fueron el sustrato soluble CMC y los sustratos insolubles Avicel y
Lenga en astillas. La utilizacién de estos sustratos se debi6 a que para que el hongo produzca
celulasas en forma considerable, es necesaria la presencia de celulosa en su medio de cultivo [26].
En particular, la utilizacién de Lenga se debié a que las enzimas que se buscan seran utilizadas en

sustratos naturales como éste.

Las proteinas presentes en los cultivos fueron obtenidas mediante la utilizacién de un buffer de
extraccién (ver Anexo 6.1.12). La actividad de éstas fue testeada mediante un ensayo de actividad
endoglucanasa en medio liquido, el cual consisti6 en la mediciéon de los azicares reductores

producidos luego de una reaccion de hidrélisis de CMC.
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Actividad endoglucanasa [U/1]

20 A —

97 106 110 113 114 117 127 147 163 202

Clave hongo

Figura 3.13 Seleccion de medio inductor de endoglucanasas para los distintos hongos. Hongos crecidos
utilizando Avicel, CMC y Lenga como fuente de carbono. Ensayo de actividad en medio liquido sobre CMC.
Absorbancia medidad a 550 nm, siendo ésta proporcional a la cantidad de azuicares reductores producidos en
la reaccién de hidroélisis de CMC

En la Figura 3.13 se presentan los resultados del ensayo. Se puede observar que los hongos 127, 147

y 202 obtuvieron bajos niveles de actividad en todos los sustratos, por lo que fueron descartados. En
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el caso del hongo 110, se observa un alto nivel de actividad cuando se cultivé en CMC, sin embargo,
al utilizar Lenga como sustrato casi no presenté actividad, por lo que fue descartado. Esta ultima
decision fue tomada considerando que se espera que las enzimas sean capaz de hidrolizar este
sustrato en forma eficiente. Para el resto de los hongos el mejor medio de induccidn fue Avicel, salvo
los hongos 97 y 117 que alcanzaron su mayor actividad al cultivarse en Lenga y CMC
respectivamente. A partir de lo anterior, los hongos seleccionados para seguir trabajando fueron:
97,106,113, 114,117 y 163. En la Tabla 3.4 se presenta un resumen con los hongos seleccionados y

sus respectivos medios inductores.

Tabla 3.4 Medios de induccion seleccionados para los distintos hongos.

Clave hongo Medio inductor

97 Lenga
106 Avicel
113 Avicel
114 Avicel
117 CMC

163 Avicel

3.5.2 Amplificacién de fragmentos mediante PCR desde cDNA

Los hongos seleccionados fueron cultivados en sus respectivos medios inductores, con el fin de
enriquecer la producciéon de mRNA codificante para endoglucanasas. Una vez que el crecimiento de
éstos fue el deseado, se procedid a la extraccion del RNA. A partir de éste, se sintetizo cDNA
utilizando la enzima transcriptasa reversa. Para ver el detalle de estos procedimientos, consultar el
punto 2.2 de Metodologia. No se pudo obtener RNA a partir del hongo 97, por lo que fue descartado

para el analisis.

La estrategia para realizar la reaccion de PCR fue analoga a la utilizada para la amplificaciéon desde
el DNA genomico, es decir, se utilizdo un programa con ciclos iniciales con baja temperatura de
alineamiento y luego ciclos con una temperatura de alineamiento mas alta (utilizando un gradiente

de temperaturas, con el fin de ensayar varias condiciones en forma simultanea).

Los resultados de las reacciones de PCR se presentan a continuaciéon. Las bandas seleccionadas, se
indican con una flecha blanca acompafiada de un nimero para facilitar su identificacién. En este
caso, la amplificacion se llevo a cabo a partir de cDNA, por lo que no debiese existir presencia de
intrones. Considerando esto ultimo, el criterio de seleccién se basé tanto en la intensidad de la

banda, como en su tamaifio, el cual debiese ser acorde a lo estimado en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.5 Resumen de fragmenos obtenidos desde cDNA.

Fragmentos Partidores* Hongo Largo aproximado [pb] Nombre
1 Familia 5 106 500 f5h106
2 Familia 7 106 340 f7h106
3 Familia 7 163 340 f7h163
4 Familia 12 117 350 f12h117
5 Familia 61 117 320 f61h117
6 Familia 61 163 320 f61h163

* Familias de glicosil hidrolasas segun Henrissat [29].

En la Tabla 3.5 se presenta un resumen con las bandas seleccionadas para ser purificadas.

A partir de cada banda purificada, se obtuvieron dos clones con el fragmento inserto en el vector
pGEM®-T Easy. El DNA plasmidial de éstos fue extraido y enviado a secuenciar a Macrogen S.A.

(Corea) para su posterior analisis. Para mayor detalle del procedimiento consultar Anexo 6.1.
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Figura 3.14 Amplificacion de framentos de cDNA utilizando partidores degenerados para la familia 5
de GHs. Resultado de electroforesis de productos de PCR en un gel de agarosa al 1,5%. Columna M: Marcador
de peso molecular 1 kb; columnas del 1 al 3: hongo 113; columnas del 4 al 6: hongo 114; columnas del 7 al 9:
hongo 163; columnas del 10 al 12: hongo106; columnas del 13 al 15: hongo 117; B: control negativo. Las
temperaturas de alineamiento para los segundos ciclos fueron las siguientes: columnas 1, 4, 7, 10 y 13:
60,5°C; columnas 2, 5, 8, 11 y14: 64,9°C; columnas 3, 6,9, 12 y 15: 70,5°C. El producto seleccionado (indicado
con flecha blanca) fue purificado para luego ser secuenciado.
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Figura 3.15 Amplificacién de framentos de cDNA utilizando partidores degenerados para la familia 7
de GHs. Resultado de electroforesis de productos de PCR en un gel de agarosa al 1,5%. Columna M: Marcador
de peso molecular 1 kb; columnas del 1 al 3: hongo 113; columnas del 4 al 6: hongo 114; columnas del 7 al 9:
hongo 163; columnas del 10 al 12: hongo 106; columnas del 13 al 15: hongo 117; B: control negativo. Las
temperaturas de alineamiento para los segundos ciclos fueron las siguientes: columnas 1, 4, 7, 10 y 13:
60,5°C; columnas 2, 5, 8, 11 y14: 64,9°C; columnas 3, 6, 9, 12 y 15: 70,5°C. Los productos seleccionados
(indicados con flechas blancas) fueron purificados para luego ser secuenciados.

w M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 w M 10 11 12 13 14 15 B

1636 - 1636 -

1018 - 1018 -
506 - 506 -
396 - 396 -
344 - 344 -

Figura 3.16 Amplificacion de framentos de cDNA utilizando partidores degenerados para la familia 12
de GHs. Resultado de electroforesis de productos de PCR en un gel de agarosa al 1,5%.. Columna M: Marcador
de peso molecular 1 kb; columnas del 1 al 3: hongo 106; columnas del 4 al 6: hongo 113; columnas del 7 al 9:
hongo 114; columnas del 10 al 12: hongo 117; columnas del 13 al 15: hongo 163; B: control negativo. Las
temperaturas de alineamiento para los segundos ciclos fueron las siguientes: columnas 1, 4, 7, 10 y 13:
60,5°C; columnas 2, 5, 8, 11 y14: 64,9°C; columnas 3, 6,9, 12 y 15: 70,5°C. El producto seleccionado (indicado
con flecha blanca) fue purificado para luego ser secuenciado.

46



w M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 wm M 10 11 12 13 14 15 B

1636 - |8
1018 -

=23

Figura 3.17 Amplificacion de framentos de cDNA utilizando partidores degenerados para la familia 61
de GHs. Resultado de electroforesis de productos de PCR en un gel de agarosa al 1,5%. Columna M: Marcador
de peso molecular 1 kb; columnas del 1 al 3: hongo 106; columnas del 4 al 6: hongo 113; columnas del 7 al 9:
hongo 114; columnas del 10 al 12: hongo 117; columnas del 13 al 15: hongo 163; B: control negativo. Las
temperaturas de alineamiento para los segundos ciclos fueron las siguientes: columnas 1, 4, 7, 10 y 13:
60,5°C; columnas 2, 5, 8, 11 y14: 64,9°C; columnas 3, 6, 9, 12 y 15: 70,5°C. Los productos seleccionados
(indicados con flechas blancas) fueron purificados para luego ser secuenciados.

3.5.3 Secuenciamiento y analisis de fragmentos provenientes desde cDNA.

Para realizar el andlisis, tal como en el caso de las secuencias encontradas a partir del DNA

gendmico, se utilizaron las herramientas BLASTX y CDD.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos. El niimero que acompafia al nombre,

corresponde al clon del cual se obtuvo el inserto.

f5h106-1:

Mediante la utilizacién de la herramienta BLASTX, se obtuvo que la secuencia posee un alto grado de
homologia con endoglucanasas, siendo una del hongo Trametes hirsuta con la cual obtuvo el mejor
alineamiento (e-value del orden de 10-79), con un 93% de identidad a nivel de aminoacidos. Ademas,
se obtuvo que los mejores alineamientos se generaron con el marco de lectura -1, por lo que se
procedid a realizar una bisqueda de dominios conservados con la herramienta CDD utilizando este
marco. Se obtuvo que la secuencia posee un dominio de la superfamilia de celulasas,
especificamente de GHs de la familia 5 con un alto grado de seguridad (e-value del orden de 10-19).
En la Figura 3.18 se puede observar que la secuencia integramente es parte del dominio conservado,
el cual no se encuentra completo (borde irregular del extremo izquierdo de la barra que representa

al dominio).
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Figura 3.18 Resultado de busqueda de dominios conservados utilizando la herramienta CDD para la
secuencia f5h106-1. Se utilizd el marco de lectura -1. La barra gris representa a la secuencia f5h106-1,
mientras la barra roja representa a la superfamilia de celulasas. La regla azul muestra la posiciéon de los
residuos aminoacidicos.

f7h106-1:

Utilizando la herramienta BLASTX, se obtuvo que la secuencia posee un alto grado de homologia con
secuencias de celobiohidrolasas, obteniendo el mejor alineamiento con una proteina proveniente
del hongo Polyporus arcularius (e-value del orden 10-51), con un 80% de identidad a nivel de
aminodcidos. Utilizando el marco de lectura +2, se realizé una buisqueda de dominios conservados
con la herramienta CDD, obteniéndose como resultado la presencia de un dominio de la
superfamilia Glyco_hydro_7 (e-value del orden de 10-58), correspondiente a GHs de la familia 7. En la
Figura 3.19 se puede observar que el dominio de GHs de la familia 7 comprende toda la secuencia,
sin embargo, éste se encuentra incompleto, lo que se ve reflejado en el extremo irregular de la barra

que lo representa.
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Figura 3.19 Resultado de bisqueda de dominios conservados utilizando la herramienta CDD para la
secuencia f7h106-1. Se utiliz6 el marco de lectura +2. La barra gris representa a la secuencia f7h106-1,
mientras la banda roja representa a la superfamilia de GHs de la familia 7. La regla azul muestra la posicion de
los residuos aminoacidicos.

f7h163-1y f7h163-2:

Utilizando la herramienta BLASTX, se obtuvo que la secuencia posee alta similitud con
endoglucanasas de la familia 7, en particular, su mejor alineamiento se registré con una proteina
proveniente del mismo organismo del cual se obtuvo el fragmento, el hongo Fusarium oxysporum (e-
value del orden de 10-54), con un 97% de identidad a nivel de aminoacidos. Debido a lo anterior, se
revis6 el alineamiento entre las secuencias nucleotidicas, notando que diferian sélo en 3
nucleétidos, encontrandose éstos situados en un extremo del alineamiento. Considerando que se
utilizaron partidores degenerados, los cuales pudieron haber insertado alguna mutacion, las
regiones correspondientes a ellos fueron removidas de la secuencia. A partir de la secuencia sin
partidores, se volvio a utilizar la herramienta BLASTX, obteniéndose un 100% de identidad con la
endoglucanasa antes mencionada (cédigo de acceso P46237), siendo altamente probable que se
trate de la misma enzima. Pese al aumento en el porcentaje de identidad, el e-value aumenté a un

valor en torno a 10-5° (es decir disminuy6 la probabilidad de que sea la misma secuencia), esto se
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debi6 a que al eliminar los partidores, el largo de la secuencia disminuyd, siendo éste un factor

importante para el calculo del parametro.

Al realizar una buisqueda de dominios conservados con la herramienta CDD, utilizando el marco de
lectura +2 , se obtuvo como resultado la presencia de un dominio de la superfamilia Glyco_hydro_7
(e-value del orden de 10-41), correspondiente a GHs de la familia 7. En la Figura 3.20 se puede
observar que el dominio de GHs de la familia 7 comprende toda la secuencia, sin embargo, éste se
encuentra incompleto, lo cual se deduce del borde irregular presente en el extremo derecho de la

barra que lo representa.

1 20 40 60 a0 100 118
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Figura 3.20 Resultado de busqueda de dominios conservados utilizando la herramienta CDD para la
secuencia f7h163-1. Se utiliz6 el marco de lectura +2. La barra gris representa a la secuencia f7h163-1,
mientras la banda roja representa a la superfamilia de GHs de la familia 7. La regla azul muestra la posicion de
los residuos aminoacidicos.

f12h117-1:

El andlisis utilizando la herramienta BLASTX, indica que esta secuencia posee alta similitud (e-value
del orden de 10-31) con una proteina predicha para el hongo Laccaria bicolor, sin embargo, se
desconoce el rol de ésta. Al realizar una buisqueda de dominios conservados mediante la utilizacion
de la herramienta CDD, a partir del marco de lectura -3, se encontr6 que la secuencia posee similitud
(e-value del orden de 10-3) con la superfamilia TPR. Esta esta compuesta por dominios repetidos de
tetratricopéptidos, los cuales son importantes para las interacciones proteina-proteina. En la Figura
3.21 se puede observar, que el dominio TPR se encuentra en forma integra, siendo éste gran parte

de la secuencia.

1 20 40 60 &0 100 117
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Figura 3.21 Resultado de bisqueda de dominios conservados utilizando la herramienta CDD para la
secuencia f12h117-1. Se utilizé el marco de lectura -3. La barra gris representa a la secuencia f12h117-1,
mientras la banda roja representa a la superfamilia TPR. La regla azul muestra la posicién de los residuos
aminoacidicos.

f61h117-1:

Mediante la utilizacién de la herramienta BLASTX, se obtuvo que la secuencia posee un alto grado de
homologia con endoglucanasas de la familia 61, siendo una del hongo Laccaria bicolor con la cual
obtuvo el mejor alineamiento (e-value del orden de 10-28), con un 58% de identidad a nivel de
aminodacidos. El marco de lectura que generd los mejores alineamientos fue el -1, por lo que se

procedio a realizar una biisqueda de dominios conservados con la herramienta CDD utilizando este
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marco. Se obtuvo que la secuencia posee un dominio de la superfamilia Glyco_hydro_61, compuesta
por GHs de la familia 61 (e-value del orden de 10-22). En la Figura 3.22 se puede observar que la
secuencia integramente es parte del dominio conservado, el cual no se encuentra completo (borde

irregular del extremo izquierdo de la barra que representa al dominio).
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Figura 3.22 Resultado de busqueda de dominios conservados utilizando la herramienta CDD para la
secuencia f61h117-1. Se utilizé el marco de lectura -1. La barra gris representa a la secuencia f61h117-1,
mientras la banda roja representa a la superfamilia de GHs de la familia 61. La regla azul muestra la posicion
de los residuos aminoacidicos.

f61h163-2:

El andlisis utilizando la herramienta BLASTX, indica que esta secuencia posee alta similitud con
endoglucanasas de la familia 61, en particular, con la proteina hipotética CHGG_10043 proveniente
del hongo Chaetomium globusum , obteniendo un e-value del orden de 10-32y un porcentaje de
identidad del 60%. Al realizar una buisqueda de dominios conservados mediante la utilizacién de la
herramienta CDD, a partir del marco de lectura -1, se encontr6 que la secuencia posee similitud con
la superfamilia Glyco_hydro_61, compuesta por GHs de la familia 61 (e-value del orden de 10-29). En
la Figura 3.22 se puede observar que la secuencia integramente es parte del dominio conservado, el
cual no se encuentra completo (borde irregular del extremo izquierdo de la barra que representa al

dominio).
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Figura 3.23 Resultado de busqueda de dominios conservados utilizando la herramienta CDD para la
secuencia f61h163-1. Se utilizé el marco de lectura -1. La barra gris representa a la secuencia f61h163-1,
mientras la banda roja representa a la superfamilia de GHs de la familia 61. La regla azul muestra la posicién
de los residuos aminoacidicos.

En la Tabla 3.6 se presenta un resumen del andlisis realizado para los fragmentos obtenidos.

Tabla 3.6 Resumen de resultados obtenidos para fragmentos encontrados en el cDNA.

Mejor Alineamiento Dominio conservado
Fragmento - - - —

Organismo % identidad e-value Marco superfamilia e-value
f5h106 Trametes hirsuta 93 10-70 -1 Cellulase 10-19
f7h106 Polyporus arcularius 80 10-51 +2 Glyco_hydro_7  10-8
f7h163 Fusarium oxysporum 100 10-50 +2 Glyco_hydro_7  10-50
f12h117 Laccaria bicolar 62 10-31 -3 TPR 103
f61h117 Laccaria bicolor 58 10-28 -1 Glyco_hydro_61 10-22
f61h163 Chaetomium globusum 60 10-32 -1 Glyco_hydro-61 10-29
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Como se puede observar, al contrario de lo ocurrido cuando se utiliz6 como templado DNA
gendmico, fue posible encontrar 4 secuencias con fragmentos de dominios cataliticos pertenecientes
a endoglucanasas, hallandose éstas en las familias de GHs para las cuales se habian disefiado los

partidores degenerados.

Por otro lado, se encontré una secuencia para una celobiohidrolasa (f7h106-1), la cual pertenece a
la familia de GHs para la cual estaban disefiados los partidores que se utilizaron (familia 7).
Realizando un alineamiento de este fragmento con secuencias pertenecientes a celobiohidrolasas de
la familia 7 (ver Figura 3.24), se pudo apreciar, que pese a no ser 6ptima, existe cierta homologia
entre el fragmento obtenido y las demdas secuencias en la regién correspondiente a los partidores.
Considerando que se utilizaron partidores degenerados, existe la posibilidad de que alguna de las
conformaciones de éstos pudiese ser complementaria a la regién de homologia, lo cual sumado a
condiciones relajadas de hibridacién de los primeros ciclos del PCR, pudo haber promoviendo la

amplificacién del fragmento en cuestion.
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Figura 3.24 Alineamiento del fragmento f7h106-1 con secuencia de exoglucanasa de la familia 7.
Alineamiento realizado utilizando la herramienta ClustalX2. Las columnas coloreadas indican conservacion
del residuo aminoacidico en esa posicién. Las regiones correspondientes a los partidores se encuentran
encuadradas en negro.

Al utilizar los partidores disefiados para la familia 7 de GHs, se obtuvieron tanto endoglucanasas
como exoglucanasas, lo cual se debi6 a que las regiones de homologia a partir de las cuales fueron
disefiados los partidores se encontraban conservadas en toda la familia. Considerando lo anterior, si
se desea obtener secuencias pertenecientes a enzimas con una actividad en particular, se
recomienda verificar que las regiones de homologia se conserven so6lo en proteinas de la familia con
la actividad buscada y no en la familia completa. Para el caso de las familias 5, 12 y 61 de GHs, no se
presento este problema, debido a que para ellas sdlo existian secuencias descritas correspondientes

a endoglucanasas.

Se realizé un alineamiento utilizando la herramienta BLASTX, con el fin de determinar el grado de
homologia entre las secuencias aminoacidicas correspondientes a los fragmentos obtenidos
utilizando los partidores disefiados para la familia 61 de GHs (f61h117 y f61h163). Los resultados

del analisis entregaron un 44% de identidad y un 60% de similitud entre las secuencias, lo que
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indica que pese a utilizar los mismos partidores, se pueden obtener secuencias considerablemente

distintas con esta estrategia.

Ademas de las celulasas, se encontré un fragmento que posee un dominio de tetratricopéptido,
siendo altamente probable que éste se obtuviese debido a una hibridacién inespecifica. Cabe
destacar, que éste era el Unico fragmento en que el tamafio de la banda a partir del cual fue
purificado no concordaba con el tamaiio esperado. De lo anterior, se desprende que la utilizacion del

tamafio esperado como criterio para seleccionar las bandas es adecuado.

Se realizé un estudio filogenético de los fragmentos de endoglucanasas encontrados. Para ello,
mediante la herramienta ClustalX2, se alinearon éstos con todas las secuencias que habian sido
utilizadas para el disefio de los partidores degenerados de las familias 5, 7 y 61. El resultado del
alineamiento, presentando en la Figura 3.25, fue visualizado con la herramienta TreeView [38]. Se
puede observar que se formaron 3 grandes ramas, cada una correspondiente a una familia de
endoglucanasas. En cuanto a los fragmentos encontrados, éstos se situaron en las ramas
pertenecientes a las familias de las cuales se le habian encontrado dominios conservados,
confirmando el andlisis anterior. En particular, se observa que el fragmento f7h163 se encuentra
solapado con la enzima de c6digo de acceso P46237, siendo ésta la endoglucanasa proveniente de
Fusarium oxysporum con la cual posee un 100% de identidad. Los fragmentos se encuentran

indicados con flechas rojas, para facilitar su identificacion.

Basandose en el arbol filogenético generado, se realizé un estudio preliminar para determinar la
presencia de dominios CBD en las endoglucanasas encontradas, considerando las secuencias de

mayor cercania.
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Figura 3.25 Analisis filogenético de los fragmentos de endoglucanasas encontrados. Alineamiento
generado con el programa ClustalX2 y visualizado mediante el programa TreeView. Las flechas rojas indican
los fragmentos de endoglucanasas encontrados. Las distintas familias de GHs se encuentran encerradas en
elipses. Las secuencias fueron obtenidas desde la base de datos de la EMBL-EBI.

Se observé que gran parte de las secuencias procedentes de la familia 5 no poseen dominio CBD; sin
embargo, las que tienen un mayor grado de similitud con el fragmento f5h106, si lo poseen. Esto se
puede observar en el alineamiento presentado en la Figura 3.26, en donde se indica la posicién del
dominio CBD en la secuencia, encontrandose cercano al extremo 5. Ademas, se tiene que las 4
secuencias que presentan este dominio son las que mas cercanas se encuentran del fragmento
f5h106 en el arbol filogenético. De lo anterior, se puede inferir que es probable que la enzima de la
cual procede el fragmento f5h106 posea un dominio CBD y que al continuar la secuenciacion hacia

el extremo 5’ debiese encontrarse el CBD.
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Figura 3.26 Posicion del dominio CBD en secuencias de endoglucanasas de la familia 5 de GHs. Las
secuencias con mayor grado de similitud con el fragmento f5h106 se encuentran encuadradas en rojo,
mientras la regién en el alineamiento donde se presenta el dominio CBD, se encuentra encuadrada en gris.
Ademas, se presenta una regla celeste, la cual indica la posicién de los residuos aminoacidicos.

Segun lo discutido anteriormente, con un alto grado de certeza se tiene que el fragmento f7h163

pertenece a la enzima de c6digo de acceso P46237, 1a cual no posee un dominio CBD.

Las secuencias pertenecientes a la familia 61 poseen el domino CBD indistintamente, encontrandose
situado cercano al extremo 3’ de éstas. Debido a que las secuencias de la familia 61 poseen largos
muy disimiles (ver Figura 6.4), no fue posible determinar una regién en la cual se encontrara éste.
Las secuencias vecinas en el arbol al fragmento f61h117 (A2R5N0 y 014405 o Q4WF08) poseen
CBD, en cambio, sélo una de las que flanquea a la secuencia f61h163 posee el dominio (014405 o
Q4WF08). Considerando lo anterior, es dificil determinar si las enzimas a las cuales corresponden

los fragmentos poseen CBD.

Se hizo una estimacion del porcentaje identificado de las enzimas de endoglucanasas encontradas.
Para ello, se realiz6 un alineamiento de secuencias aminoacidicas mediante la herramienta
ClustalX2 y se baso6 en la que presentaba mayor similitud. En la Tabla 3.7 se presentan los resultados

obtenidos.

Tabla 3.7 Porcentaje de la secuencia aminoacidica identificado de las endoglucanasas encontradas.

Nombre aaidentificados aa faltantes extremo N aa faltantes extremo C Identificado [%]

f5h106 157 158 26 46
f7h163 117 88 255 25
f61h117 105 128 127 29
f61h163 105 128 127 29

Finalmente, con el fin de determinar el porcentaje de identidad y similitud entre las secuencias
encontradas y enzimas comerciales utilizadas en el proceso de hidrélisis de celulosa, se realizé un
analisis con la herramienta BLASTX. La busqueda se restringié s6lo a secuencias pertenecientes a
Trichoderma reesei, dado que las celulasas utilizadas hoy en dia en este proceso provienen de este
hongo [6]. En la Tabla 3.8 se presentan los mejores alineamientos para cada fragmento, cabe sefialar

que las secuencias obtenidas pertenecen a las mismas familias de GHs que los fragmentos
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analizados. Se puede observar que los porcentajes de identidad y similitud presentados entre los
fragmentos encontrados y las secuencias de Trichoderma reesei son bastante bajos. Cabe destacar
que las enzimas de T. reesei han sido estudiadas y optimizadas por afos, por lo que de encontrar
secuencias similares a éstas, dificilmente poseeran mejores caracteristicas para el proceso de
hidrolisis de celulosa. Considerando lo anterior, el haber encontrado secuencias con un bajo
porcentaje de similitud permite prever éstas enzimas poseen diferencias estructurales
considerables y por ende diferente funcionalidad, existiendo la posibilidad que sean mas adecuadas
para el proceso de hidrolisis de celulosa, dependiendo de las condiciones utilizadas para realizar

este proceso.

Tabla 3.8 Porcentaje de identidad y similitud entre sencuencias encontradas y enzimas comerciales.

Nombre Secuencia de Trichoderma reesei* Identidad [%] Similitud [%]

f5h106 ABA64553 33 50
f7h163 AAX28897 47 66
f61h117 Q7Z9M7 37 55
f61h163 Q7Z9M7 54 70

* Codigo de acceso de la proteina.

3.6 Obtencion de secuencias aledafias a los fragmentos seleccionados.

A partir de los resultados anteriores, las secuencias seleccionadas para ser completadas fueron:
f5h106-1 y f61h117-1. Esto debido a que son secuencias provenientes de hongos de los cuales no se
cuentan endoglucanasas descritas. Con el fin de obtener las secuencias aledafias a los fragmentos ya
conocidos, se utilizé la estrategia RACE (para el detalle de ésta, ver punto 2.2.9 de Metodologia).
Para ésta, fue necesario disefiar partidores especificos a partir de las secuencias que se deseaban

completar, los cuales se muestran en la Tabla 2.7.

3.6.1 Amplificacion del extremo 5’de los genes de endoglucanasas.

La estrategia se basa en la adicién de una cola poli(c) al extremo 5’ de todo el cDNA perteneciente al
organismo. Luego, utilizando un partidor que posee una secuencia complementaria a ésta y otro
disenado a partir de la secuencia de interés (el cual otorga la especificidad a la reaccién), se realiza

un PCR para obtener el fragmento deseado.

Segun la posicion en la secuencia del partidor especifico disefiado y la estimaciéon de aminodacidos
faltantes presentada en la Tabla 3.7, tras la realizacion de la reaccion de PCR, se esperaban
fragmentos de aproximadamente 594 y 600 pb, utilizando los partidores 106EN5Rev y

117EN61Rev respectivamente. A continuacidn, se presentan los principales resultados obtenidos.
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En la Figura 3.27, que corresponde a la utilizacion del partidor 106EN5Rev en contra del cDNA del
hongo 106, se puede observar que se obtuvo una banda tenue de aproximadamente 450 pb. Esta
posee un largo menor al esperado, no obstante, no fue posible obtener una banda de mayor tamafio,

por lo que fue purificada para su posterior analisis.

Por otro lado, al utilizar el partidor 117EN61Rev sobre el cDNA del hongo 117, tampoco fue posible
obtener una banda del largo esperado, produciéndose una poco definida de aproximadamente 400
pb, la cual se indica con un flecha blanca en la Figura 3.28. Al igual que en el caso anterior, la banda

fue purificada para su posterior analisis.

Cabe sefialar, que para poder obtener la banda en el primer caso, se utiliz6 como agente adyuvante
BSA, el cual estabiliza las interacciones proteina-DNA [44], sin embargo, al utilizarlo en el segundo

caso, no se obtuvo banda alguna.

g M 1 2 3

1636 -
1018 -

506 -
396 -

Figura 3.27 RACE extremo 5’ utilizando partidor especifico 106EN5Rev. Resultado de electroforesis de
productos de PCR con BSA utilizando como templado el cDNA del hongo 106, en un gel de agarosa al 2%.
Columnas M: Marcador de peso molecular 1 kb; columna 1: temperatura de alineamiento 60°C; columna 2:
temperatura de alineamiento 63,3°C; columna 3: temperatura de alineamiento 66°C. El producto seleccionado
para purificar se indica con una flecha de color blanco.
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Figura 3.28 RACE extremo 5’ utilizando partidor especifico 117EN61Rev. Resultado de electroforesis de
productos de PCR utilizando como templado el cDNA del hongo 117, en un gel de agarosa al 2%. Columnas M:
Marcador de peso molecular 1 kb; columna 1: temperatura de alineamiento 55°C; columna 2: temperatura de
alineamiento 63,2°C. El producto seleccionado para purificar se indica con una flecha de color blanco.

3.6.2 Amplificacion del extremo 3’ de los genes de endoglucanasas.

La estrategia se basa en el aprovechamiento de la cola poli(A) presente en todo el cDNA del
organismo. Luego, utilizando un partidor que posee una secuencia complementaria a ésta y otro
disefiado a partir de la secuencia de interés (el cual da la especificidad a la reaccién), se realiza un

PCR para obtener el fragmento deseado.

Utilizando como referencia la estimaciéon de aminoacidos faltantes presentada en la Tabla 3.7 y la
posiciéon en la secuencia para la cual fueron disefiados los partidores gen-especifico, tras la
realizacion de la reacciéon de PCR, se esperaban bandas de 320 y 580 pb aproximadamente,
utilizando los partidores 106EN5Fwd y 117EN61Fwd respectivamente. Los principales resultados

obtenidos, se presentan a continuacion.

En la Figura 3.29, correspondiente a la utilizacion del partidor 106EN5Fwd sobre el cDNA del hongo
106, se puede observar la presencia de una banda de aproximadamente 250 pb, la cual aumenta
notoriamente su intensidad al utilizar BSA en la mezcla de reaccién de PCR. Esta banda posee un
largo inferior al esperado, no obstante, fue purificada para su posterior andlisis (la banda purificada

se indica con un flecha blanca).
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Al utilizar el partidor 117EN61Fwd sobre el cDNA del hongo 117, no se lograron obtener bandas
definidas. En la Figura 3.30 se presentan los resultados obtenidos utilizando las mismas condiciones
que el caso anterior. Se puede observar, que se genera un chorreo, el cual s6lo se ve intensificado al

utilizar BSA en la mezcla de reaccion.

Por consideraciones de tiempo no fue posible seguir intentando mejorar las condiciones para la
reaccion de PCR, obteniéndose sélo las bandas antes mencionadas. En la Tabla 3.9 se presenta un

resumen de las bandas obtenidas.

Tabla 3.9 Resumen bandas obtenidias mediante estrategia RACE

Nombre Direccion Largo [pb]

f5h106-5’ 5 450
f61h117-5 5 400
f5h106-3’ 3 250

Las bandas obtenidas fueron purificadas, para luego ser enviadas a secuenciar.

w M 1 2 3 mwmwm M 4 5 6

Figura 3.29 RACE extremo 3’ utilizando partidor especifico 106EN5Fwd. Resultado de electroforesis de
productos de PCR utilizando como templado el cDNA del hongo 106, en un gel de agarosa al 2%. Columnas M:
Marcador de peso molecular 1 kb; columnas del 1 al 3: sin BSA; columnas del 4 al 6: con BSA. Las
temperaturas de alineamiento para los segundos ciclos fueron las siguientes: columnas 1y 4: 51°C; columnas
2y 5: 53.2°C; columnas 3 y 6: 55°C. El producto seleccionado para purificar se indica con una flecha de color
blanco
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Figura 3.30 RACE extremo 3’ utilizando partidor especifico 117En61Fwd. Resultado de electroforesis de
productos de PCR utilizando como templado el cDNA del hongo117, en un gel de agarosa al 2%. Columnas M:
Marcador de peso molecular 1 kb; columnas del 1 al 3: sin BSA; columnas del 4 al 6: con BSA. Las
temperaturas de alineamiento para los segundos ciclos fueron las siguientes: columnas 1 y 4: 51°C; columnas
2y 5:53.2°C; columnas 3y 6: 55°C.

3.7 Secuenciamiento y analisis de secuencias obtenidas por RACE

Las secuencias obtenidas fueron analizadas utilizando las herramientas BLASTX y CDD. Los

resultados de este andlisis se presentan a continuacion.

f5h106-5":

Al utilizar la herramienta BLASTX, se obtuvo que posee alta similitud con una cadena pesada de una
miosina tipo 2 (e-value en torno a 10-23), proveniente del hongo Laccaria bicolor. Esta proteina,
participa en la contracciéon muscular [46]. Al realizar una busqueda de dominios conservados con la

herramienta CDD, no se obtuvo similitud con ningtin dominio.

f61h117-5":

Mediante la utilizacion de la herramienta BLASTX, se obtuvo que posee alta similitud con una GH de
la familia 61 (e-value en torno a 10-3%), proveniente del hongo Laccaria bicolor. Al realizar una
busqueda de dominios conservados con la herramienta CDD, utilizando el marco de lectura -3, se
obtuvo que posee alta similitud con un domino de la superfamilia Glyco_hydro_61 (e-value en torno

a 10-21), correspondiente a GHs de la familia 61. En la Figura 3.31 se puede observar que dominio
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conservado, representado por una banda roja, se encuentra situado en el extremo 5’ de la secuencia,

existiendo un fragmento de aproximadamente 35 aa que no posee ningiin dominio asociado.

1 20 40 60 a0 100 120 132

> Glyco_hydro_61 superfamily )

Figura 3.31 Resultado de busqueda de dominios conservados utilizando la herramienta CDD para la
secuencia f61h117-5". Se utilizé el marco de lectura -3. La barra gris representa a la secuencia f61h117-5’,
mientras la banda roja representa a la superfamilia de GHs de la familia 61. La regla azul muestra la posicion
de los residuos aminoacidicos.

f5h106-3":

Al utilizar la herramienta BLASTX, no se obtuvieron alineamientos significativos.

A partir de lo anterior, se tiene que sélo la secuencia correspondiente a la amplificacién hacia el
extremo 5’ de la secuencia f61h117 presentd similitud con dominios conservados de GHs, por lo que
se procedié analizar si realmente correspondia a la regién aledafia a esta secuencia. Para esto, se

compararon las secuencias involucradas con el fin de detectar si existian zonas en comun.

A continuacion se presentan las secuencias, las cuales se encuentran orientadas de tal forma que

coincidan con el marco de lectura entregado por el buscador de dominios conservados.

>f61hl117-1
TTGGACAAGACCACCAACAAGTGGGTGAAGATCGACGAGGTCGGGCGCGAGGCCAACGGCGGCGACTGGGTGCAGCAGGAAATCATG
AACGGCGGCACCTACACCGTGACGCTCCCGTCGAACATCGCGCCCGGCGACTACCTCATCCGGCACGAGATCATCGCGCTGCACCTG
GGCATGACCGAGGACGGCGCGGAGTTCTACCCGTCGTGCACGCAGGTGCGCATCACCGGCAACGGGAGCGGCACGCCCAACCAGACC
GTGTCCTTCCCCGGCGCGTACTCAGACACTGACCAAGGCATCTTCATCAACATCTAGAAGT

>f61h117-5"
TGGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGGGGGGCAGAACGTGAGTGCTTGTTTGCTTGCTTTGGCTGCGCGGGAGGATATGATAG
GTGCTGATGTGGATACGTGGGTGTGCGTGTAGTGGCCGCACAATACGGGCCCGCTGATGACTTATATGGGCGCGTGCGAGGGGACGA
CGTGTGACAAGTACACCGCGACGGACGCAAAGTGGTTCAAGATCGACGAGGTCGGGCGCGAGGCCAACGGCGGCGACTGGGTGCAGC
AGGAAATCATGAACGGCGGCACCTACACCGTGACGCTCCCGTCGAACATCGCGCCCGGCGACTACCTCATCCGGCACGAGATCATCG
CGCTGCACCTGGGCATGACCGAAGGCGGCGCGGAGTTCTACCCGTCGTGCACG

Los nucle6tidos marcados de color rojo, corresponden a las regiones en comun entre las dos
secuencias. Los nucleétidos marcados de color azul, corresponden al partidor Abridged Anchor
Primer, utilizado al realizar la estrategia RACE 5’. Las regiones que se encuentra subrayadas

corresponden a los partidores degenerados utilizados en la amplificacién a partir de cDNA.

Se puede observar que el fragmento f61h117-1 posee la regiéon de homologia hacia el extremo 5’,
mientras el fragmento f61h117-5’ la presenta hacia el 3’, lo cual permite la unién entre estas dos
secuencias. No obstante, en el extremo 5’ del fragmento f61h117-1 se observan una serie de
diferencias en los nucledtidos, éstas se deben a que esa regién corresponde al sitio de unién de uno
de los partidores degenerados utilizados para la amplificaciéon desde cDNA, por lo que

probablemente existen mutaciones asociadas a éste.
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A partir de la unién de las secuencias (considerando los nucledtidos pertenecientes al fragmento
f61h117-5 en la regién asociada al partidor degenerado) y eliminando los nucledtidos
correspondientes al partidor Abridged Anchor Primer, se obtuvo una nueva secuencia la cual fue
denominada 117EN61 y se presenta a continuacion.

>117EN61
AACGTGAGTGCTTGTTTGCTTGCTTTGGCTGCGCGGGAGGATATGATAGGTGCTGATGTGGATACGTGGGTGTGCGTGTAGTGGCCG
CACAATACGGGCCCGCTGATGACTTATATGGGCGCGTGCGAGGGGACGACGTGTGACAAGTACACCGCGACGGACGCAAAGTGGTTC
AAGATCGACGAGGTCGGGCGCGAGGCCAACGGCGGCGACTGGGTGCAGCAGGAAATCATGAACGGCGGCACCTACACCGTGACGCTC
CCGTCGAACATCGCGCCCGGCGACTACCTCATCCGGCACGAGATCATCGCGCTGCACCTGGGCATGACCGAAGGCGGCGCGGAGTTC
TACCCGTCGTGCACGCAGGTGCGCATCACCGGCAACGGGAGCGGCACGCCCAACCAGACCGTGTCCTTCCCCGGCGCGTACTCAGAC
ACTGACCAAGGCATCTTCATCAACATCTAGAAGT

Al utilizar la herramienta BLASTX, se obtiene que posee un 55% de identidad con una GH de la
familia 61 (e -value en torno a 10-42), perteneciente al hongo Laccaria bicolor. Mientras que al
utilizar la herramienta CDD, se obtuvo que posee alta similitud con un dominio de GHs de la familia
61 (e-value en torno a 10-39), como se observa en la Figura 3.32. Si se compara este dominio con el
obtenido desde la secuencia f61h117-1 (ver Figura 3.22), se tiene que su longitud aument6 en
aproximadamente 30 aminoacidos, lo que indica que la amplificacion hacia el extremo 5’ fue exitosa,

sin embargo, el dominio obtenido no se encuentra completo.

b 25 S0 75 100 125 154

B e e e

5 Glyco_hydro_61 superfamily )

Figura 3.32 Resultado de bisqueda de dominios conservados utilizando la herramienta CDD para la
secuenciall7EN61. Se utiliz6é el marco de lectura +1. La barra gris representa a la secuencia 117EN61,
mientras la banda roja representa a la superfamilia de GHs de la familia 61. La regla azul muestra la posiciéon
de los residuos aminoacidicos.

Si se revisa la secuencia 117EN61, cerca del comienzo de ésta se presenta un coddn de stop (TAG,
indicado con color rojo), el cual justamente coincide con el inicio del dominio conservado. Se cree
que éste se pudo haber generado por una mutacién introducida por la enzima Taq polimerasa.
Considerando lo anterior, se recomienda realizar nuevamente RACE hacia el extremo 5’, utilizando
un partidor gen-especifico disefiado a partir de la secuencia aledafia encontrada, esto con el fin de
asegurar que se posee la secuencia completa hacia ese extremo. Considerando solo los nucleétidos a

partir del coddn de stop, el conocimiento de la secuencia aumenté de un 29 a un 38%.

Por otro lado, se cree que existe la posibilidad de formacién de estructuras secundarias en el RNA
hacia el extremo 5’, lo que pudo haber impedido la sintesis completa del cDNA. Se recomienda

realizar la sintesis de éste a mayor temperatura, para evitar la formacion de este tipo de estructuras.
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3.8 Discusion final

A continuacion se presenta un analisis del trabajo realizado, haciendo hincapié en sus principales

ventajas y desventajas.

El método de screening de actividad utilizado, permitié identificar la presencia de endoglucanasas
en forma facil y relativamente rapida en una gran cantidad de hongos a la vez, permitiendo reducir
el nimero de éstos para el trabajo posterior. Sin embargo, éste método no permite comparar entre
enzimas, por lo que existe la posibilidad de que se descarten hongos que producen proteinas con
gran actividad especifica, pero en baja cantidad. Por otro lado, al utilizar condiciones comunes de
crecimiento, es posible que algunos hongos no crezcan de manera éptima, presentando menor
actividad de la que podrian poseer. Pese a todo lo anterior, se cree que el método utilizado fue
adecuado para este trabajo, considerando que el interés era encontrar enzimas endoglucanasas, sin

ser prioridad la actividad especifica de éstas.

En cuanto al trabajo de biologia molecular, se utilizaron procedimientos que permitieron el analisis
de todos los hongos seleccionados al mismo tiempo. Una de las grandes ventajas de utilizar como
estrategia el uso de partidores degenerados, fue el poder realizar una bisqueda de enzimas sin
poseer antecedentes previos sobre éstas. No obstante, al ser una técnica poco especifica, el
encontrar las condiciones éptimas para realizacion de las reacciones de PCR presenté gran

dificultad, siendo necesario probar una gran cantidad de condiciones para cada hongo.

Al utilizar DNA gendémico como templado para las reacciones de PCR, no fue posible obtener
secuencias de endoglucanasas pertenecientes a las familias para las cuales se habian disefiado los
partidores degenerados. Sin embargo, utilizando los mismos partidores pero sobre cDNA, si se
obtuvieron secuencias, con una gran selectividad en cuanto a actividad enzimatica y familias de GHs
se refiere. De lo anterior se desprende que la causa principal de la amplificacién inespecifica al
utilizar DNA genémico, no fue un mal disefio de los partidores y probablemente se deba a un bajo
numero de copias de los genes o la presencia de intrones que pudiesen interrumpir las regiones de
homologia para las cuales fueron disefiados los partidores. Una forma de dilucidar esto ultimo, seria
una vez obtenida la secuencia completa, disefiar partidores especificos que flanqueen ésta y realizar
una reacciéon de PCR utilizando éstos sobre el DNA gen6mico. Otra opcién seria verificar si el sitio de
los intrones se conserva en las secuencias de mayor similitud y utilizar esa informaciéon para
predecir su ubicacién en la secuencia obtenida. Se encontré que en el caso de la familia 12 de GHs,

existen 4 intrones que conservan su posicién en las secuencias [47], encontrandose uno de éstos
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interrumpiendo la secuencia nucleotidica para la cual se encontraba disefiado el partidor
degenerado en sentido reverse. No se encontré informacion para el resto de las familias de GHs.
Dado los antecedentes encontrados, se cree que la presencia de intrones en los genes de
endoglucanasas pudiese haber sido la razén por la cual la identificacién no fue efectiva al utilizar

DNA gen6mico como templado para el PCR.

Cabe sefialar, que las regiones de las secuencias encontradas que corresponden a los partidores
degenerados, no pueden ser consideradas como parte de la secuencia nucleotidica de la enzima, esto

debido a que la presencia de los partidores pudo haber introducido mutaciones indeseadas.

La utilizacion de la estrategia RACE, salvo el caso del extremo 5’ en el fragmento f61h117, no dio los
resultados esperados en cuanto la obtencién de la secuencias nucleotidica completas de las enzimas
que se encontraron. Se cree que esto se debi6 a la poca especificidad del método, el cual se basa en
la utilizacion de so6lo un partidor especifico en la reaccién de PCR, mientras el otro es comun para
todas las secuencias del cDNA, teniendo estos dos partidores grandes diferencias en sus Tm. Es
posible seguir modificando las condiciones de los PCR utilizados, no obstante, es poco probable que
los resultados varien en demasia. Se propone realizar pequefias modificaciones en la estrategia
utilizada, con el fin de aumentar la selectividad de la reaccién de PCR, éstas se detallan a

continuacion:

En el caso de la amplificacion del extremo 5’, se propone realizar una amplificacion lineal (utilizando
el partidor AAP) previa a la reacciéon de PCR exponencial, para luego realizar esta ultima, utilizando
como partidor uno que corresponda a la regién aledafia a la poli(G) del AAP y un partidor gen-

especifico de Tm similar. En la Figura 3.33 se presenta el diagrama para el RACE 5’ modificado.

En cuanto a la amplificacion del extremo 3’, se propone realizar la sintesis del cDNA a partir del
partidor AP, para luego realizar una reacciéon de PCR exponencial utilizado como partidor uno que
corresponda a la region aledafia a la poli(T) del AP (P3’) y un partidor especifico para el gen de Tm

similar. En la Figura 3.34 se presenta el diagrama para el RACE 3’ modificado.
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5 (A Alineamiento del partidor gen-especifico (GSP)
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Figura 3.33 Diagrama estrategia 5’ modificada. Se presentan las principales etapas de la estrategia. GPS:
partidor gen especifico; AAP: partidor Adapter Anchor Primer: P5’: partidor AAP sin poli(G).

mRNA cola poli(A)

5 AAA---AAA, . ; :
‘TTT---TTT_ Alineamiento del partidor AP al cDNA

AP

i AAA--AAA, Extension del partidor AP utilizando transcriptasa
R R ittt ~4TTT-TTTEEEES  reversa
GSP ‘
‘ Amplificacion del cDNA mediante PCR utilizando
3 TTT---TTT I 5 GSP y partidor P3’
P3’

Figura 3.34 Diagrama estrategia RACE 3’ modificada. Se presentan las principales etapas de la estrategia.
GPS: partidor gen especifico; AP: partidor Adapter Primer: P3’: partidor AP sin poli(T).

Considerando las altas posibilidades de que el fragmento f7h163 pertenezca a la endoglucanasa de
c6digo de acceso P46237, se propone disefiar partidores especificos a partir de ésta, con el fin de

obtener su secuencia completa utilizando el cDNA del hongo 163. Pese a que la secuencia de esta
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proteina ya se encuentra descrita, ésta puede utilizarse para pruebas de expresion recombinante o
como material de inicio para una posible evolucion dirigida, la cual permita hacerla mas adecuada

para el proceso de hidrdlisis de material lignocelulésico.

Dado el éxito en la identificaciéon de endoglucanasas utilizando partidores degenerados sobre el
cDNA, se plantea la utilizacion de esta técnica para obtener fragmentos de mayor longitud. Para que
lo anterior sea factible es necesario verificar la existencia de regiones de homologia cercanas a los
extremos de la secuencia que permitan el disefio de partidores degenerados para las distintas
familias de GHs. Con el fin de aumentar la especificidad de la reaccién, una opcidn seria realizar una
reaccion de PCR utilizando el partidor degenerado disefiado en un sentido y un partidor especifico

disefiado a partir de las secuencias ya encontradas en el sentido contrario.

Una estrategia alternativa para el proceso global de identificacion de nuevas endoglucanasas, seria
la utilizacion de genotecas de cDNA. Las principales etapas para esta estrategia son las siguientes:
(i) generacion de una genoteca de cDNA para cada hongo, (ii) clonamiento de la genoteca en un
sistema de expresion recombinante y (iii) seleccién de los clones productores mediante ensayos de
actividad. La principal ventaja de esta estrategia, es la posibilidad de encontrar enzimas con
actividad endoglucanasa totalmente nuevas, ya que estas no son encontradas basdndose en regiones
de homologia presentes en las enzimas ya descrita, como en el caso de la estrategia utilizada en este
trabajo. Por otro lado, de encontrar alguna enzima con la actividad buscada, se tendria toda la
secuencia de ésta y se sabria que se expresa en forma funcional. Sin embargo, posee desventajas
importantes como es la dificultad para producir las enzimas en forma activa, esto debido a que las
enzimas provienen de un organismo eucarionte y por ende poseen modificaciones post-
traduccionales. Ademas, para poder identificar una enzima, es necesario analizar un gran niimero de

clones, lo que conlleva a gastos en cuanto a tiempo y recursos elevados.

Una vez que las secuencias nucleotidicas pertenecientes a las endoglucanasas encontradas se
encuentren completamente identificadas, se espera poder producir éstas en un sistema de
expresion recombinante. Esto ultimo, con el fin de obtener grandes cantidades de enzima en forma
pura, lo cual permita poder caracterizarlas. Considerando que los genes provienen de organismos
eucariontes, la seleccion de un correcto sistema de expresiéon es de suma importancia. Una
alternativa es utilizar un sistema bacteriano (por ejemplo el vector de expresion pET22 en la cepa E.
coli BL21), sin embargo, la expresién no necesariamente se producird correctamente debido a la
carencia de modificaciones post-traduccionales en este tipo de huésped. Se ha reportado la

expresién de endoglucanasas de Trichoderma reesei en E. coli, sin embargo, s6lo una pequeia
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fraccion de las proteinas se expresé en forma activa [48]. La utilizaciéon de un sistema eucarionte,
como la levadura Saccharomyces cerevisiae, parece ser una opciéon mas adecuada. Existe informacién
de la expresion de un niimero importante de celulasas de origen flingico utilizando este sistema,
pudiendo ser secretadas al medio extracelular en forma exitosa pese a la hiperglicosilacién de las
proteinas [16]. Otro sistema de expresidn eucarionte que se ha utilizado exitosamente para la

expresion activa de endoglucanasas de hongos, es la levadura Pichia pastoris [49] .

Luego, con el fin de mejorar las propiedades de las enzimas y hacerlas mas apropiadas para el
proceso de hidrélisis de celulosa, se plantea la realizaciéon de una evolucidn dirigida. La eleccién de
esta estrategia, se debe principalmente a que el desconocimiento de la estructura de las enzimas
encontradas impide un enfoque racional. Una posible técnica para realizar esta estrategia, es la
utilizacién de PCR con error para generar enzimas mutantes, las cuales luego son testeadas para
determinar si sus propiedades se vieron mejoradas. Se ha reportado la utilizaciéon de evolucién
dirigida en celulasas para alterar propiedades tales como actividad, termoestabilidad y la
estabilidad a pHs alcalinos [8]. Para la seleccién de la propiedad a optimizar es necesario tomar en
cuenta bajo qué condiciones se utilizara la enzima, por ejemplo si el proceso se lleva a cabo a altas
temperaturas se requiere que la celulasa posea una mayor termoestabilidad, por lo que la evolucién

dirigida sera enfocada a mejorar esa propiedad.
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4. Conclusiones

La metodologia utilizada para realizar el screening de actividad endoglucanasa, empleando el
sustrato soluble CMC, permitid identificar de manera eficiente hongos que poseian enzimas con esta

actividad, permitiendo realizar una seleccion preliminar entre éstos.

La etapa correspondiente al aislamiento de los genes codificantes para endoglucanasa presentes en
los hongos seleccionados, se cumplié en forma exitosa, siendo posible clonar fragmentos de
secuencia correspondiente a cinco glicosil hidrolasas en células de E.coli DH5a. Sin embargo, no fue
posible completar las secuencias de los genes encontrados. Cabe destacar que la estrategia adecuada
fue la utilizacién de cDNA como templado y no DNA gendémico, ya que a partir de este tltimo no fue

posible encontrar ningtn fragmento con utilidad para el proceso de hidroélisis de celulosa.

Ademas, el uso de partidores degenerados disefiados a partir de regiones de homologia, es
altamente selectivo en cuanto a familias de glicosil hidrolasas y actividad se refiere. Todas las
secuencias encontradas, pertenecen a las familias de glicosil hidrolasas para las cuales estaban

disefiados los partidores con las que fueron amplificadas.

Debido al alto grado de identidad (100%) presentando entre la secuencia f7h106 y la proteina de
c6digo de acceso P46237 y considerando que provienen del mismo hongo (Fusarium oxysporum),

existen altas probabilidades de que se trate de la misma proteina.

Los fragmentos obtenidos, fueron clasificados como endoglucanasas (secuencias f5h106,
procedente de Polystictus versicolor; f61h117, procedente de Ganoderma applanatum; y f7h163 y
f61h163, procedentes de Fusarium oxysporum) y exoglucanasas (secuencia f7h106, procedente de
Polystictus versicolo), mediante la utilizacién de las herramientas bionformaticas BLASTX y CDD,
obteniendo resultados con un alto grado de confianza (e-value en torno 10-28 y 10-22 como maximo,
respectivamente). Se obtuvo que éstos no poseen un porcentaje de identidad significativo con
enzimas que se utilizan actualmente en el proceso de hidroélisis de celulosa, siendo éste inferior al

54%.

Finalmente, considerando todo lo anterior, se concluye que la estrategia global utilizada permitié
identificar y clonar fragmentos de tres secuencias nuevas pertenecientes a endoglucanasas, las

cuales son potencialmente utiles para ser utilizadas en el proceso de hidroélisis de celulosa.
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6. Anexos

6.1 Metodologia adicional

6.1.1

Medios de cultivo

Todos los medios son preparados en agua destilada MilliQ y son esterilizados utilizando autoclave.

6.1.1.1

6.1.1.2

Medios solidos

Medio agar malta

Agar 1,5%, malta 2%.

Medio agar malta CMC

Agar 1,5%, malta 2%, CMC 1%.

Medio agar papa dextrosa

Agar papa dextrosa 39 g/1.

Medio LB selectivo

Agar 1,5%, ampicilina 100 pg/ml, X-Gal 40 pg/ml, IPTG 0,1 mM.

Medio minimo s6lido CMC

Agar 1,6%, (NH4)2S04 0,05%, KH2PO4 0,1%, KCI 0,05%, MgS04x7H:0 0,041%, CaCl. 0,005%,
extracto de levadura 0,05%, CMC 0,5%.

Medio minimo sélido avicel

Agar 1,6%, (NH4)2S04 0,05%, KH2PO4 0,1%, KCI 0,05%, MgS04x7H:0 0,041%, CaCl, 0,005%,
extracto de levadura 0,05%, avicel 0,5%.

Medio minimo sé6lido Lenga

Agar 1,6%, (NH4)2504 0,05%, KH2PO4 0,1%, KCl 0,05%, MgS04x7H20 0,041%, CaCl2 0,005%,
extracto de levadura 0,05%, lenga 0,5%. Caracteristicas fisicas de la lenga: 1-2 mm de

espesor, 1 mm de ancho y 5-7 mm de largo, con una densidad aparente de 156 kg/m3.

Medios liquidos

Medio minimo-CMC

KH2PO4 1,5%, (NH4)2S04 0,5%, MgS04 0,06%, CaCl: 0,06%, FeSO4+x 7H,0 0,0005%,
MnSO4xH20 0,00016%, ZnS04+x7H,0 0,00014%, CoCl,x6H20 0,00037%, CMC 2%.

Medio LB

LB 15,5 g/1, NaCl 9,5 g/1.

Medio LB de recuperacion
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Glucosa 0,02 M, Mg(Cl20,05 M en medio LB.
e Medio LB-amp

Ampicilina 0,1 mg/ml en medio LB.

6.1.2 Determinacion de azucares reductores mediante el método DNS

En primer lugar, para realizar la reaccién enzimatica, se transfieren 50 pl de la muestra con enzimas
a una placa que contiene 100 ul de CMC al 1% (en buffer citrato 50 mM, pH 4.8) y se incuba a 37°C
por 30 min. Para detener la reaccidn, se transfieren 90 ul a una placa que contiene 90 pl de DNS.
Esta mezcla es calentada durante 10 min a 100°C y luego enfriada en hielo durante 5 min.
Finalmente, para cuantificar actividad, se transfieren 100 pl a una placa Falcon de 96 pocillos y se

mide la absorbancia a 550 nm.

6.1.3 Curva de calibracion DNS

Se utilizaron distintas diluciones de una solucién de glucosa de concentracion 1 g/1. A 90 pul de cada
solucion se le agregé 90 pl de DNS. Esta mezcla fue calentada durante 10 min a 100°C y luego
enfriada en hielo durante 5 min. Finalmente, se transfieren 100 ul a una placa Falcon de 96 pocillos

y se mida la absorbancia a 550 nm.
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Figura 6.1 Curva de calibracién DNS

6.1.4 Ensayos de actividad en geles de agarosa -CMC

El gel se prepara utilizando agarosa al 1% y CMC al 1% en buffer citrato (50mM en agua destilada
MilliQ y ph 4.8). Se calienta y luego se vacia en una placa Petri para realizar el ensayo. Una vez
gelificado, se agregan 3ul del sobrenadante previamente centrifugado proveniente de los hongos
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crecidos en medio liquido. Se incuba la placa durante 2hr a 37°C para que se lleve a cabo la reaccion.
Se tifie la placa con rojo Congo al 0,1% a temperatura ambiente durante 15 min con agitacion orbital
suave. Se lava varias veces con NaCl 1M a temperatura ambiente y agitaciéon orbital suave, hasta

notar claramente halos sin tincidn.

6.1.5 Alfabeto degenerado

Tabla 6.1 Alfabeto degenerado.

Letra Base(s)
A
C
G
T
AG
CT
AC
GT
AT
CG
CGT
AGT
ACT
ACG
ACGT

Z<TOWULNSRI<ITIOO>

6.1.6 Verificacion de extraccion de DNA

Para verificar una correcta extraccion de DNA, se realizé un PCR utilizando partidores universales
para hongos, disefiados para amplificar un fragmento del gen 18S rRNA [41]. El programa de PCR
utilizado fue: 34 ciclos de 94°C por 30 s, 62°C por 1 min y 72°C por 2 min, seguidos por una
extension terminal a 72°C por 5 min. Los partidores utilizados se presentan en la Tabla 6.2. El

fragmento generado debe poseer un largo entre 482 y 503 pb dependiendo del hongo.

Tabla 6.2 Partidores para gen 18S rRNA de hongos.

Nombre Direccion Secuencia (5’a 37)

F18S_fwd Forward attggagggcaagtctggtg
F18S_rev Reverse ccgatccctagtcggceatag

6.1.7 Purificacion de fragmentos de DNA desde gel de agarosa

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

eluido en 15 ul de buffer EB, debido a la baja concentraciéon de DNA presente en la muestra.
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6.1.8 Ligacion de fragmentos de DNA al vector pGEM®-T Easy.

En un tubo Eppendorf de 0,6 ml estéril, se realiza una mezcla de ligacién como se indica a
continuacion: 50 ng de pGem®-T Easy, buffer de ligacion 2X, 1 U de DNA ligasa de T4 y 3 pul de DNA
proveniente de la purificacion desde gel de agarosa, en un volumen final de 10 pl. La mezcla de

reaccion se deja toda la noche a 42C.

6.1.9 Transformacion de células E.coli DH5«

Con el fin de obtener un alto niimero de copias del vector en el cual se encuentra el inserto, éstos se
clonan en células electrocompetentes E.coli DH5a mediante electroporacion. Para ello, a 20 pl de
células se le agrega 1 pl del producto de la ligacién. La electroporacidn se lleva a cabo utilizando un
equipo Cell-Porator, con 420 V, 330 uF, baja impedancia, una tasa de carga rapida y un tiempo
maximo de 2,5 ms. Tras la transformacion, las células se mezclan con 1 ml de medio de recuperacion
(ver Anexo 6.1.1.2) y se incuban durante 1 hr a 37°C. Luego, la mezcla es centrifugada a 13000 RPM
durante 2 min, se descartan 950 pl de sobrenadante y el sedimento es resuspendido en el volumen
restante, el cual se utiliza para sembrar placas con medio LB selectivo (ver Anexo 6.1.1.1). Estas
ultimas, se incuban a 37°C durante toda la noche. Una vez terminada la incubacién, se tendran
colonias blancas y azules, correspondiendo las blancas a colonias que poseen el inserto. Se
seleccionan 4 colonias blancas por placa y se traspasan a tubos de ensayo con 4 ml de medio LB-
amp (ver Anexo 6.1.1.2), los cuales se dejan incubando a 37°C con agitacion orbital de 200 RPM

durante toda la noche.

6.1.10 Extraccion del DNA plasmidial desde las células E.coli DH5« transformadas.

Los cultivos en LB-amp son centrifugados a 13000 RPM por 2 min para obtener un sedimiento de
células E.coli DH5a. A partir de éste, utilizando el kit QIAprep Spin Miniprep segun las instrucciones

del fabricante, se obtiene el DNA plasmidial.

6.1.11 Verificacion de presencia de inserto en el vector pGEM®-T Easy.

Para verificar la presencia de inserto en el vector, se realiza una digestion sobre éste utilizando la
enzima de restricciéon EcoRI. La reaccién se lleva a cabo segtn se indica a continuacion: 5 pl del DNA
plasmidial, 1 U de EcoRI y buffer NE EcoRI 1X en un volumen final de 10 pl, durante 4 h a 37°C. El

resultado de la digestidn se observa en un gel de agarosa al 1,5%.
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6.1.12 Extraccion de proteinas utilizando buffer de extraccion

Se prepara un buffer de extraccién compuesto por: buffer acetato de sodio (0,1 M, pH 5,5), NaCl
0,02M y azida de sodio 0,02%. Con ayuda de un bistur{ se corta el agar en cuadrados de 2 mm de
lado y se mezclan en un tubo falcon con 15 ml de buffer de extraccién. La mezcla se incuba a
temperatura ambiente durante 2 hr, para luego ser centrifugada a 4400 RPM por 10 min a 4°C. El
sobrenadante es guardado con PMSF (inhibidor de proteasas) a una concentracién final de 1mM

para ser utilizado en pruebas posteriores.

6.1.13 Tratamiento contra RNAsas utilizando DEPC

Los morteros a utilizar para la extraccion de RNA se dejan inmersos en agua con DEPC al 0,1 % a
37°C durante toda la noche. Al otro dia, éstos se forran en papel kraft y se esterilizan por autoclave.
Ademas, es necesario esterilizar agua con DEPC al 0,1%, la cual se utiliza para la dilucién del etanol

y la elucién final del RNA.

6.1.14 Tratamiento del RNA con DNAsas

En un tubo Eppendorf de 0,6 ml estéril, se realiza la siguiente mezcla de reaccion: 1 pg de RNA, 1 pl
de buffer de reaccion DNAsa I 10X y 1 pl de DNAsa I 1U/pl llevando a un volumen total de 10 pl
utilizando agua tratada con DEPC. La mezcla se incuba por 15 min a temperatura ambiente. Con el
fin de inactivar la DNAsa |, se agrega 1 pul de EDTA 20 mM. Finalmente, la mezcla se calienta durante

10 min a 65°C.

6.1.15 Secuencias de partidores gen-especifico adicionales para RACE

En la Tabla 6.3 se presentan los partidores gen-especificos disefiados para la estrategia RACE.

Tabla 6.3 Secuencias de partidores adicionales para RACE

Nombre Direccion Familia Hongo Secuencia5’a3’
163EN7Fwd  Forward 7 163 caggatggtggtaagagcacgag
163EN7Rev Reverse 7 163 ccacaaggaagcttctccatctc
163EN61Fwd Forward 61 163 caaccgaacatggacgacaaag
163EN61Rev  Reverse 61 163 ttggcagttcccgaccctataa

6.1.16 Secuencia de partidores utilizados para secuenciar

En la Tabla 6.4 se presentan los partidores utilizados para la secuenciacién a partir del vector

pGEM®-T Easy.
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Tabla 6.4 Partidores utilizados para la secuenciacion.

Nombre Secuencia 5’'a 3’
M13F-pUC GTTTTCCCAGTCACGAC
M13R-pUC CAGGAAACAGCTATGAC
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6.2 Resultados adicionales

6.2.1 Datos de ensayos de actividad en medio liquido

Tabla 6.5 Datos de ensayos de actividad en medio liquido.
Los valores de absorbancia corresponden al promedio de los ensayos en duplicado, al cual se le sustrae el
promedio del valor del experimento blanco en duplicado. La columna maximo corresponde al dia en el cual se
obtuvo el maximo de abosorbancia. La fila B corresponde a los valores obtenidos desde un medio de cultivo
que no fue inoculado.

Clave hongo Absorbancia [U,] Max. actividad
Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia7 Maximo endoglucanasa [U/1]

B 0,098 0,073 0,232 0,089 0,232 14,625
96 0,361 0,424 0,312 0,319 0,424 30,667
97 0,561 0,486 0,335 0,331 0,561 42,042
100 0,243 0,267 0,187 0,216 0,267 17,583
104 0,483 0,470 0,342 0,405 0,483 35,583
106 0,602 0,753 0,368 0,478 0,753 58,042
108 0,253 0,351 0,280 0,364 0,364 25,625
110 0,624 0,976 0,404 0,417 0,976 76,667
113 0,589 0,899 0,384 0,456 0,899 70,250
114 0,636 0,453 0,388 0,375 0,636 48,333
117 0,818 0,997 0,370 0,425 0,997 78,417
121 0,224 0,273 0,218 0,277 0,277 18,417
127 0,144 0,155 0,087 0,111 0,155 8,208
147 0,125 0,111 0,089 0,074 0,125 5,750
152 0,122 0,073 0,069 0,287 0,287 19,208
162 0,870 0,966 0,541 0,593 0,966 75,792
163 0,321 0,300 0,387 0,393 0,393 28,042
164 0,378 0,486 0,307 0,337 0,486 35,792
167 0,633 0,523 0,280 0,195 0,633 48,083
177 0,287 0,466 0,247 0,247 0,466 34,167
178 0,376 0,447 0,299 0,358 0,447 32,583
181 0,426 0,315 0,342 0,399 0,426 30,792
183 0,220 0,233 0,261 0,415 0,415 29,875
186 0,145 0,110 0,075 0,078 0,145 7,417
202 0,663 0,546 0,251 0,403 0,663 50,542
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6.2.2 Alineamientos de secuencias aminoacidicas adicionales

A continuacién se presentan los alineamientos de las secuencias aminoacidicas pertenecientes
endoglucanasas de las familias de GHs 7, 12 y 61. Ademas, se presentan la posicidn en la secuencias

de los partidores degenerados disefiados para cada familia.

=p|P07962 |GUNL_TRIRE

=p1Q127141GUN1_TRILO
©r |Q4WCHS |QIWCHS_ASPET
©x|0134551013455_ASFOR
©z|Q8NKO01 |QBNKO1_EMENT
©r|Q4WATE |QEWATE_ASPFT

g

g
&
X

=p1Q12622 | GUN1_HUMGT
=p|P56680 | GUN1_HUMIN
=p|P46237 | GUNC_FUSOX

©r |QSHGT3 |QSHGT3_FUSOX

=p|P07981|GUN1_TRIRE
=piQ127141GUN1_TRILO
©z|Q4RCHS |Q4WCHS_ASPFT
©r10134551013455_ASEOR
©r|QENKO1IQBNRO1_EMENT
©x|QEWATE|Q4WATE_ASPFT
=pIQ12622 |GUN1_HUMGT
=p|PSEEE0 | GUNL_HUMIN
=p|P46237 | GUNC_FUSOX
+x|QOHGT3 |QSHGT3_FUSOX

=p|P079611GUN1_TRIRE
=piQ127141GUN1_TRILO
©r1Q4RCHS |QEWCHS_ASPFT
©21013455]013455_ASPOR
+z|QBNKO1 |QBNKO1_EMENT
©rIQ4WATE|Q4WATE_ASPFT
=p|Q12622 |GUN1_HUMGT
=p|P56680 | GUN1_HUMIN
=p|P46237 |GUNC_FUSOX
©x|Q9HGT3 |QSHGT3_FUSOX

Figura 6.2 Alineamiento de endoglucanasas pertenecientes a la familia 7 de GHs.Resultado del
alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la familia 7 utilizando la herramienta ClustalX2. Debajo de
cada alineamiento se presenta una regla que indica la posicién de los aminoacidos. La flechas roja y azul
representan la posicién en la secuencia de los partidores degenerados celF_endo_fwd7 y celF_endo_rev7
respectivamente.
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Figura 6.3 Alineamiento de endoglucanasas pertenecientes a la familia 12 de GHs.Resultado del
alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la familia 12 utilizando la herramienta ClustalX2. Debajo de
cada alineamiento se presenta una regla que indica la posicion de los aminoacidos. La flechas roja y azul
representan la posiciéon en la secuencia de los partidores degenerados celF_endo_fwd12 y celF_endo_rev12
respectivamente.
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Figura 6.4 Alineamiento de endoglucanasas pertenecientes a la familia 61 de GHs. Resultado del
alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la familia 61 utilizando la herramienta ClustalX2. Debajo de
cada alineamiento se presenta una regla que indica la posicién de los aminoacidos. Las flechas roja y azul
representan la posicion en la secuencia de los partidores degenerados celF_endo_fwd61 y celF_endo_rev61
respectivamente.




6.2.3 Secuencias

A continuaciéon se presentan las secuencias que exhibieron alineamientos significativos. Las

secuencias correspondientes al vector de clonacién fueron removidas.

6.2.3.1 Provenientes desde DNA genémico

>f5h117A-1
CCCCCACCAGGAGCCGGTAGCCCAGACATTCCCCTTCGAGAAACCATCCAAAGTCGTCATCGCGCAGCGTCCAACCCGGAGTCCGGA
GCCCTTAACGTTTCCCATCCATTTATCCCATCGCCAATACAGTCAGAGTCCATTCCCTCATCATCGTCCGGCCTCGTCGAAATTCCC
TCCAACAATATCAGCACTCCGGAGTTAATTCAGCCGCCTCCCATCGGTACTGTCACAATGTCGGACACTCTACCCTCTCGCTACGAC
AAGCACGCACCTCGCTTCGATCCGGAACAGCCGCGGACCCTACTTCGCTATTTCGAGGACCTGGCGGACTTATTTGCCGCTCATCCA
AATGCGGTCCCGAATGAAGCAACAAAAAAGGCGGTAGTGGTGAAATATGTGCCTATGTATGAGGAGGAGCTATGGAAAGGCGTCCCG
GAATTTTCGGACGACTCCAAAAGCTTTGAGGACTTCAAGGGAGCAGTCTTGGCGTTATACCCAGCCGTTAAGGAGGACCAGAGATAT
AGCGTCGGGGATATGGACCGACTAGTGGGGGAACGGCAACGAGTGGGCATCCACAATTTGGCGGACCTGGCAGCATTTCATCGCGAC
TTCCTACTTATCACTCGATATCTGCGCAAGAACGACATCATTTCCGTTCGAGAGCAGGGGAGGGCATTCCAGCGAGGGTTTCAGCCG
GAGTTGTGGAACAAAATATTCGGGCGACTCCAGATCAAGGACGTAGACCACCAACCAGACACTCCATATGGCGTGNACGAGGTTTAC
AAGGCAGCGGAGTTTATTCTTCATGGGCCGCCGGCTCCTGGTGGGGGA

>f5h117C-1
CCCCCACCAGGAGCCAGCGGCCCATTCCAAGACGTCCTCACCCGATATCTCGTTATGAACGTCTAGCAAATATAGATCCATTAGACG
CCGCCGAAAGTCTTTGATCTTTCGTAGTAGTCATCGGTTCTTCTCTGGAGGGCTGATAAGATGAGCTCCTTTGCACGGTTGACGGTA
CCGTCGGGGAGCTTAGGGTCCCGCAGCGCAGGGCGGAGTATGATGTCGAACCAAGTAGAAATCAACGAGCAAGGGGAGAGAATCGGA
GACAACTCCTGGAGTACGGTCAGAAATGAGTCCACATGCCGCGGCGATGTGTGGTCGACGAGGTCCTTGTGAATGGTGAGCAACTCG
TCGTCCAGACGGGTCTGTAGGACGTCGGGCTCTGAGGACGTCGTGTATTCGTGGATGAAGGCATCAATAGCAGGCGATAGCTGGGCC
GCCGGCTCCTGGTGGGGGA

>f5h162B-1
CCCCCACCAGGAGCCTGCGGCCCATGGCGAACTGTGCGATGGCACGCTTGCGCGTCTTCTCGTTCGTCGGATCAAACGACGCCGTGT
CGACATCGAGCGGAGTGATGTTGTTGAGCTGGTTGAAGAGGTAGCAGAGCGGGACACCCAAAGCGAAGCAGTCCCAGAGCTGGGTGA
CGGGGTCGGTCGAGCGTCAGGACGACGAGGACTCGGGGTCGGGTGAGAGGCTAAAGAAGTCGGAAAAGTCGTGCACACGCATCAAGC
GGTTGCGGAGAGCGGAGCATTGCTGGTAGAGGGACGTCGACTGGGCCACAGGCTCCTGGTGGGGGA

>f7h162A-2
CCCCCACCAGGAGCCGGCGGCCCACCATCGGAGGGCCTATACGCGCACTACGACGTGACCGAGGAGCTCGGCAAGGGCTCCTTTGCG
ACAGTCATGAAGGCCATGAGCAAGGCCAACGGTCACTGGTACGCCGTGAAGATGATCCACAACAAGAACCTCAAGCGTTCGGTCACA
AAGTACATCAACGGCAATGGCGAGCGTGTCACGGAGGACGCGTCCAAGGCGCTGCACAAGGAGGTACAGATCCTGCAGCGGCTGCAG
CACCCGAACATCTGTCAGCTGAAGGAAGTGTTCTACGAGGAGAACTACATCCGTGAGTTGAGTTTTGTCCAGCTGAATGCATGTGCT
CACTATTGGGACAGATATCGTCCTCGAGTGGGCAGCCGGCTCCTGGTGGGGGA

>f61h110B-2
ACTTCTAGATGTTGATGAAGATGCCGGGGTCGGTTGCAGTACCTCGTCAAATGGAAGGGTTATGACGACTCGCATACGTCATGGGAA
CCGGCGCGCAACGTTGCCAATGCGCCGGCCCTCGTAGCCGACTTCCACCGGAAGAACCCGAATGCCCCTCGCCGCCTCAATGCTACT
ACCTTTGGTGATCTCAACTTCCAGCCAACGCCTTCGCCGCTGACTGTAGCGCGCTGCCGCTCCGGGTGGGAGATGGGCCGGGGGGLL
TCGCATGAGGTCATGCGCCGTTGAGGGGGGGGTAATGTCACGAGTTGGTACGGTGTCTAGCCGTCTTTTAATTTTTTCCTTTTCGCG
GGCTCGAACCCGCGACCTCTGTACTACATGCCTGATACGGACCCGGGCATCTTCATCAACATCTAGAAGTA

6.2.3.2 Provenientes desde cDNA

>f5h106-1
CCCCCACCAGGAGCCGGCGGCCCACCTGAGCGCGCCGAGCCACGTCCCGCCGGCCTGCTGCATCTCGCAGAGCGCGCCCTGCAGCGC
GGTCACGCACTGCGTGTTGTTGCCCGTGCCGATCTCGCCGAGGAAGCCCTTGAGGCCCTTCTGCTGCAGCCACTGCGTCGCCGCCTG
CAGGCGCTCCGCGCCGATCGTGTCCGACACGCAGATCGGGGACGTGCCCGAGCCGTCCGAGTCCAGGTACTGGTGCATCTGGATAGC
AATGTTGTTGTTCGGGTCCTTGATCGCGCCGAACGCGTCGCTGTTGCCCGAGGTCGTCCACGTCCACGCCCCAGTCCAGCTCGTGCC
CTCGGCGAGGATGAGCTGGCTGGTCGCGCCGCTCGCGCGCACGCCGTTGACGGCCGCTTGCATGAGCTGGAAGACGGTCTGCGCGGG
GATGTCATGTGACTCGTTCATGATGTCGAAGATCAA
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>f7h106-1
CGACGAGGAGACCTGCGCGGAGAACTGCGCGATGGACGGCGCTGACTACGCCGGCACCTACGGTATCACGACCAACGGCAACGCGCT
CACGCTCAAGTTCGTGCAACAGGGTCAGTACTCGAAGAACATCGGCTCGCGCGTGTACCTCATGGACGCGAACGACAAGGAGTACGA
GCTCTTCAACCTGAAGAACCAGGAGTTCACCTTCGACGTTGACATGTCGAACCTCCCCTGCGGCCTCAACGGCGCGCTCTACTTCAT
CGAGATGGACGCCGACGGTGGCTCGTCCCGCTTCCCCACCAACAAGGCTGGCGCCAAGTACGGAACCGGTTACTGCGACGCCCAGTG
CTACGTGA

>f7h163-1
CGACGAGGAGACCTGCGCGGATAACTGTATCCTCAGTGGTATGGACTCAAACGCTTACAAGAACGCTGGTATCACTACTTCTGGCAA
CAAGCTTCGTCTTCAGCAGCTTATCAACAACCAGCTTGTTTCTCCTCGAGTTTATCTGCTTGAGGAGAACAAGAAGAAGTATGAGAT
GCTTCACCTCACTGGCACTGAGTTCTCTTTTGATGTTGAGATGGAGAAGCTTCCTTGTGGTATGAATGGTGCTTTGTACCTTTCTGA
GATGCCCCAGGATGGTGGTAAGAGCACGAGCCGAAACAGCAAGGCTGGCGCCTACTATGGTGCTGGCTACTGCGACGCCCAGTGCTA
CGTGA

>f7h163-1 sin partidores
TATCCTCAGTGGTATGGACTCAAACGCTTACAAGAACGCTGGTATCACTACTTCTGGCAACAAGCTTCGTCTTCAGCAGCTTATCAA
CAACCAGCTTGTTTCTCCTCGAGTTTATCTGCTTGAGGAGAACAAGAAGAAGTATGAGATGCTTCACCTCACTGGCACTGAGTTCTC
TTTTGATGTTGAGATGGAGAAGCTTCCTTGTGGTATGAATGGTGCTTTGTACCTTTCTGAGATGCCCCAGGATGGTGGTAAGAGCAC
GAGCCGAAACAGCAAGGCTGGCGCCTACTATGGTGCT

>f7hl163-2
CGACGAGGAGACCTGCGCCGAAAACTGTATCCTCAGTGGTATGGACTCAAACGCTTACAAGAACGCTGGTATCACTACTTCTGGCAA
CAAGCTTCGTCTTCAGCAGCTTATCAACAACCAGCTTGTTTCTCCTCGAGTTTATCTGCTTGAGGAGAACAAGAAGAAGTATGAGAT
GCTTCACCTCACTGGCACTGAGTTCTCTTTTGATGTTGAGATGGAGAAGCTTCCTTGTGGTATGAATGGTGCTTTGTACCTTTCTGA
GATGCCCCAGGATGGTGGTAAGAGCACGAGCCGAAACAGCAAGGCTGGCGCCTACTATGGTGCTGGCTATTGCGACGCCCAGTGCTA
CGTGA

>f12h117-1
CGTCAGGTAGTTGAACAACTCCTTGATGTCGGCCATCTCCACCAGTGCCTTTGCTTTTCTGAAGTGCCCCTTACTCCATGGCCGCTT
GAGCGCGATGACGGTCTCTGCGTCTACGAGAGCACCAATCAGGTCGCCCGATTCGAGGTACGCAGCGGACCGGTTGGAGATGACAGT
GGAGAGCTCGTCTCGCATGAGTTGACTGGCTTCCCAAGGTGGGCGCTGCATAGCGTAGTTCGCGGCCAAGGTGTATTTGGCGACGGC
CTTGTCTGGCTGGCCTGCTTTGAACAGTTGGTTTCCTTCCTCCTTCGTGTTGTTCACTACCTGCGACAGCTTCTTGTACACGATCTA
GGGGGCGA

>f61hl117-1
ACTTCTAGATGTTGATGAAGATGCCTTGGTCAGTGTCTGAGTACGCGCCGGGGAAGGACACGGTCTGGTTGGGCGTGCCGCTCCCGT
TGCCGGTGATGCGCACCTGCGTGCACGACGGGTAGAACTCCGCGCCGTCCTCGGTCATGCCCAGGTGCAGCGCGATGATCTCGTGCC
GGATGAGGTAGTCGCCGGGCGCGATGTTCGACGGGAGCGTCACGGTGTAGGTGCCGCCGTTCATGATTTCCTGCTGCACCCAGTCGC
CGCCGTTGGCCTCGCGCCCGACCTCGTCGATCTTCACCCACTTGTTGGTGGTCTTGTCCAA

>f61hl163-2
ACTTCTAGATGTTGATGAAGATGCCGGGGTCCGTGGGAGTGTAGAGCTTAGTGCCCAAGACACCCTCAGGCTTGGCAGTTCCCGACC
CTATAATCTCGATATTGAAGCATTGAGGGTAGTTCTGTGCGCCGCCAATCCTGTTCGACCCGTGAACAGCGATTGTTTCGTGACGGA
AGACATATTTGCCGGCAGTTAGCGTCGAGGGTATCTTTGTCGTCCATGTTCGGTTGTTGTTGACCATCTTTCTAGCCGCCCACACTT
GAGTGTCAAAATCGATCCCCGCTTCGTCAATCTTCACCCACTTGTTGGTGGTCTTGTCCAA

6.2.3.3 Provenientes desde RACE

>f61h117-5"
CGTGCACGACGGGTAGAACTCCGCGCCGCCTTCGGTCATGCCCAGGTGCAGCGCGATGATCTCGTGCCGGATGAGGTAGTCGCCGGG
CGCGATGTTCGACGGGAGCGTCACGGTGTAGGTGCCGCCGTTCATGATTTCCTGCTGCACCCAGTCGCCGCCGTTGGCCTCGCGCCC
GACCTCGTCGATCTTGAACCACTTTGCGTCCGTCGCGGTGTACTTGTCACACGTCGTCCCCTCGCACGCGCCCATATAAGTCATCAG
CGGGCCCGTATTGTGCGGCCACTACACGCACACCCACGTATCCACATCAGCACCTATCATATCCTCCCGCGCAGCCAAAGCAAGCAA
ACAAGCACTCACGTTCTGCCCCCCCCCCCCCCGTACTAGTCGACGCGTGGCCA

>117EN61
AACGTGAGTGCTTGTTTGCTTGCTTTGGCTGCGCGGGAGGATATGATAGGTGCTGATGTGGATACGTGGGTGTGCGTGTAGTGGCCG
CACAATACGGGCCCGCTGATGACTTATATGGGCGCGTGCGAGGGGACGACGTGTGACAAGTACACCGCGACGGACGCAAAGTGGTTC
AAGATCGACGAGGTCGGGCGCGAGGCCAACGGCGGCGACTGGGTGCAGCAGGAAATCATGAACGGCGGCACCTACACCGTGACGCTC
CCGTCGAACATCGCGCCCGGCGACTACCTCATCCGGCACGAGATCATCGCGCTGCACCTGGGCATGACCGAAGGCGGCGCGGAGTTC
TACCCGTCGTGCACGCAGGTGCGCATCACCGGCAACGGGAGCGGCACGCCCAACCAGACCGTGTCCTTCCCCGGCGCGTACTCAGAC
ACTGACCAAGGCATCTTCATCAACATCTAGAAGT
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