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Los desechos de biomasa lignocelulésica tienen gran potencial para ser reutilizados. El
xilano, componente de este desecho organico, puede ser degradado por medios
enzimaticos para obtener varios productos, entre ellos, xilooligosacaridos (XOS), que
poseen propiedades prebidticas. Los prebidticos son beneficiosos para la salud
digestiva de los humanos. Esta memoria se centré en la mutagénesis de una enzima
xilanasa de la familia GH10 llamada extraida del hongo Gloephyllum trabeum, llamada
GtXyn10A. Esta enzima hidroliza el sustrato xilano en XOS, y el objetivo de la mutacién
es aumentar su actividad catalitica a temperaturas moderadas (30-40°C). Utilizando
herramientas bioinformaticas se predijo la estructura tridimensional de GtXyn10A con lo
que se pudo identificar el residuo glutamina 124 (Q124) como posible blanco para
mejorar la actividad enzimatica. Utilizando técnicas de biologia molecular se hizo una
mutacion puntual sustituyendo Q124 por acido glutamico (E), para luego probar la
actividad de la enzima xilanasa mutada a distintas temperaturas entre 30-90°C. La
mutacion se realizé por medio de mutagénesis Overlap PCR. Para amplificar el gen,
éste fue subclonado en pGemT-easy y transformado en células de Escerichia coli cepa
DHb5a. Posteriormente, para la expresion recombinante de la xilanasa mutada, se utilizé
el vector de expresion pET22b(+) y se transformé en células E. coli BL21(DE3). La
expresion recombinante del gen silvestre se logro exitosamente, detectandose una
banda de 37kDa que corresponde a GtXyn10A con una actividad xilanasa especifica de
357,4 U en el medio de cultivo. Se expresd la enzima silvestre y mutada on Q124E en
ambas en BL21(D23) y se les aplicd precipitaciéon con sulfato de amonio, didlisis y
cromatografia liquida. Al comparar la actividad enzimatica de ambas luego de la
cromatografia, se observa un aumento de un 15% en actividad especifica de la enzima
mutante contra la silvestre, con estadisticas favorables a un aumento de valor. Sin
embargo, el nivel de purificacion o separacion de las proteinas no es apto para una
caracterizacion de la actividad y la comparacion especifica de actividades se debe
hacer luego de una purificacion adecuada para cada proteina. El trabajo concluye que
la enzima mutante posee una actividad especifica similar a la silvestre, y tiene potencial
para poder alcanzar mayor actividad enzimatica con xilano a temperaturas moderadas.
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1. Introduccion

1.1 Antecedentes

1.1.1 Alimentos funcionales

La dieta es un factor determinante en el riesgo de enfermedades en todo tipo de
poblacién humana. Hay evidencias de que los alimentos funcionales, alimentos que
tienen como funciéon mejorar la salud del individuo, tienen un impacto en enfermedades
digestivas y disfunciones provocadas por diferentes modos de vida y el envejecimiento.
La importancia de la microbiota intestinal en la salud humana ha sido un hallazgo
importante que ha permitido avanzar en la investigacion medicinal y nutricional. La
simbiosis entre la microbiota intestinal y probioticos en el colon es reconocida como un
gran factor en la salud y bienestar del humano, y para mantener esto, el concepto de
los prebidticos ha adquirido mayor interés. Los prebidticos son nutrientes no digeribles
por el ser humano que sirven como alimento para la microbiota intestinal y tienen
potencial influencia en el cuerpo, y, en consecuencia, en la salud humana [1].

Ademas, debido a una creciente concientizacién de la poblacion por preferir alimentos
saludables y con beneficios para la salud del cuerpo humano, y la busqueda de
produccion de alimentos de manera sustentable para mitigar las consecuencias del
cambio climatico, la obtencién de prebidticos a partir de procesos enzimaticos ha
adquirido mayor interés. Los procesos de degradacion enzimaticos son mas
sustentables y menos contaminantes que los de obtencién quimica, y por lo que se
prefieren [2].

Entre los prebidticos existentes, los xilooligosacaridos (abreviado XOS) poseen ventajas
ante otros prebidticos por su mayor rango de estabilidad a diferentes pH y una
temperatura de hasta 100°C, ademas de tener peor absorcién en acido biliar (en
comparacibn a otros prebidticos como isomaltooligosacaridos (GOS) vy
fructooligosacaridos (FOS), lo que permite un mejor control de azucares en la sangre
[3]. Ademas, se ha estudiado que los XOS en comparacién a FOS y GOS administrada
en menor cantidad en humanos, otorgan mayores beneficios a la salud, y mejoran
selectivamente la cantidad de bacterias beneficiosas para la salud en el colon [4].

Los prebidticos presentan, ademas, un gran potencial en el mercado mundial. Su valor
se avalué en USD 4.070 millones en 2017 y se espera un aumento hasta USD 7.370
millones para 2023. [1]



1.1.2 Residuos lignocelulésicos

Actualmente, las industrias alimentaria y farmacéutica se han enfocado en encontrar
procesos que permitan incrementar su produccidn y servicios sustentables. La
investigacion en el uso de residuos agroindustriales para produccion de alimentos debe
ser intensificada porque estos desechos son subutilizados y billones de toneladas se
desechan anualmente [5].

Considerando que el material lignocelulésico representa el residuo organico mas
abundante del planeta, se ha estudiado ampliamente cémo se puede reutilizar este
compuesto para producir otros para uso humano, promoviendo asi la economia circular.
El material lignocelulésico esta compuesto mayoritariamente por hemicelulosa, y a su
vez, este estd formanda principalmente de xilano. La hidrdlisis del xilano produce los
xilo-oligosacaridos [5].

1.1.3 Motivacion

A partir de las ideas presentadas, nace el objetivo de reutilizar el material
lignoceluldsico que se desecha a partir de los cultivos, en particular el xilano. Esto es
posible haciendo uso de endoxilanasas, que cortan este compuesto en cadenas mas
pequenas formando XOS. Estas moléculas tienen propiedades prebidticas, un nutriente
beneficioso para el ser humano.

Los xilooligosacaridos pueden ser producidos por métodos quimicos o enzimaticos,
estos ultimos siendo los de interés, al usar una xilanasa para el procesamiento del
material lignoceluldsico. Por el uso de la enzima, se tiene la necesidad de obtener una
xilanasa con alta capacidad de hidrolizacion del xilano para un proceso mas eficiente.

En base a esto, este trabajo se centra en la ingenieria de proteinas de una xilanasa
producida por el hongo Gloephyllum trabeum, para mejorar su actividad catalitica
especificamente para degradar xilano, a una menor temperatura 6ptima (ya que el de la
enzima silvestre es de alrededor de 80°C) o mejorar su rango de temperaturasa las que
posea mayor actividad catalitica, para asi tener una mejor variedad de temperaturas a
la que se pueda trabajar con esta enzima.

1.2 Marco teorico

1.2.1 Biomasa lignoceluldsica

La lignocelulosa es considerada como el compuesto organico mas abundante en la
tierra. Este material proviene de las plantas y es producto del desecho de actividades
agricolas, de los cuales se desechan alrededor de 5 billones de toneladas cada afo en
el planeta. Esto lo hace un material potencial para ser reutilizado y reciclado, al
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transformarlo en productos utiles para el ser humano, como por ejemplo comida para
animales, productos farmacéuticos, biogas, y suplementos alimenticios. [6]

Hemicellulose

Cellulose

Figura 1. llustraciéon de composicion del material lignocelulésico, formado por lignina,
hemicelulosas y celulosa. [6]

La biomasa lignocelulésica esta formada por tres principales polimeros: lignina, celulosa
y hemicelulosa (Figura 1). La hemicelulosa es un polimero formado por una cadena de
sacaridos ramificada, y constituye entre un 15-35% del material lignocelulésico [6]. La
cadena esta compuesta por residuos de glucosa, manosa y xilosa unidos por enlaces
1,4 p-D-piranosil. Las ramificaciones de la cadena son variadas y dependen de la planta
de origen de la hemicelulosa. El polimero mas abundante en la lignocelulosa es xilano,
el cual esta compuesto por una cadena de B-D-xilopiranosas (también llamada xilosa)
unidas por enlaces B-1,4-glicosil, como se observa en la Figura 2. Unidos a esta cadena
principal, se puede encontrar otros tipos de residuos de sacaridos, como arabinosa,
acido glucuronico, 4-O-metil éter o acido acético.

El xilano, al ser el componente mas abundante de la hemicelulosa (un 60-90% p/p,
dependiendo de la planta de origen) [7], tiene un gran potencial como producto residual
del material lignocelulésico. Entre ellos, se encuentra el uso de cadenas cortas de
xilano, llamadas xilooligosacaridos (abreviados XOS), como prebioticos. Las xilanasas
son las enzimas encargadas del hidrélisis del xilano y obtencién de XOS y xilosa como
productos. Este estudio se centra principalmente en una endoxilanasa obtenida a partir
de un hongo de pudricion marrén llamado Gloeophyllum trabeum [8].
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Figura 2. Estructura de cadena principal del xilano, formado por unidades de B-D-xilopiranosa
unidas por enlaces f3-1,4-glicosil, y con posibles cadenas laterales como acido fertlico, acetilo,
arabinosa y acido glucurénico. Se muestran las enzimas responsables del corte de estas
ramificaciones y la cadena principal de xilano en las flechas, que indican el lugar de escision.
Modificado de Pastor y cols. (2007) [9].

1.2.2 Xilo-oligosacaridos como prebidticos (XOS)

Los probidticos y prebioticos son dos ingredientes alimenticios que confieren efectos
fisiologicos a través del sistema gastrointestinal. Los prebidticos son ingredientes
alimenticios no digeribles que afectan la salud del huésped benéficamente al estimular
de manera selectiva el crecimiento o actividad de un numero limitado de bacterias en el
colon [10].

La asociacion cientifica internacional para probioticos y prebidticos (ISAPP) definié a los
prebidticos como “sustrato que es selectivamente elegido por microorganismos
hospedadores que otorgan un beneficio a la salud del huésped” [11], siendo el huésped
un humano o animal. El hecho de que sean selectivos quiere decir que los prebidticos
deberian afectar positivamente solo a bacterias que benefician a la salud del huésped,
tales como los microorganismos Lactobacillus y Bifidobacterium del tracto intestinal, y
no a los organismos patdgenos para el cuerpo. Al mejorar la calidad alimenticia de las
bacterias intestinales ingeridas, puede mejorar la salud digestiva del portador. Se ha
descubierto que la salud gastrointestinal esta involucrada en muchos otros procesos del
cuerpo, como la defensa inmunoldgica ante patdégenos y enfermedades, disminucion de
enzimas carcinogénicas, aumento de absorcion de minerales y otros nutrientes, entre
otros [11].

Los prebidticos mas industrializados son los fructooligosacaridos (FOS) y los
galactooligosacaridos (GOS). Los XOS son un prebi6tico emergente que posee varias
ventajas ante estos dos prebidticos. Como se menciond, los XOS resisten mayores
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valores de pH y temperaturas sin ser degradados. Ademas, mantienen sus propiedades
prebiodticas por mayor tiempo en almacenamiento. También, se necesitan menos dosis
diaria de XOS (2,8 g diarios) que de FOX y GOS (mas de 10 g diarios) para obtener un
efecto prebidtico similar [12].

Los XOS se pueden obtener mediante procesos quimicos, de auto-hidrélisis o
enzimaticos [7]. Los procesos quimicos y de auto hidrélisis poseen varias desventajas
como la produccion de compuestos no deseados y alto costo de procesamiento
rio-abajo, ademas de generar XOS con un rango amplio de polimerizacion (entre 2-20
monomeros). Es sabido que los XOS que actuan como prebidticos en el cuerpo
humano deben ser de 2-6 mondmeros, por lo que se requiere tener un bajo numero de
polimerizacién. Es por esto que se prefiere la produccion de XOS mediante procesos
enzimaticos o mediante procesos combinados, ya que las enzimas endoxilanasas
pueden generar menos xilosas y otros productos indeseados, y producir mayor
rendimiento de XOS con el valor de polimerizacion deseado (entre 2 y 4 mondémeros de
xilosa) [7].

1.2.3 Xilanasas

Los XOS pueden ser obtenidos desde xilano usando enzimas llamadas xilanasas, que
tienen actividad xilanolitica. Las endo-B-1,4-xilanasas son enzimas que rompen los
enlaces B-1,4-glicosidicos internos que unen a la cadena principal de los xilanos. Al
hidrolizarse estos enlaces, se producen xilooligosacaridos y xilosa en menor medida. La
estructura de las endo-B-1,4-xilanasas consiste en un modulo catalitico formado por 2
subunidades, a veces unido a modulos de union a carbohidratos (carbohydrate-binding
module, abreviado CBM). En la base de datos de glicosil hidrolasas (abreviadas GHs)
CAZy (Carbohydrate-active enzymes, http://www.cazy.org/), se clasifican las hidrolasas
segun su similitud en secuencia aminoacidica de los mdédulos cataliticos. La mayoria de
las xilanasas estan en las familias GH10 y GH11.

La familia GH10 tiene una estructura (mixta de hoja p/hélice a), denominada TIM-barrel,
mientras que las GH11 tienen un plegamiento ed rollo beta (B-jelly roll), como se
observa en la Figura 3. Las GH10 poseen en promedio un peso molecular mayor y un
menor punto isoeléctrico en comparacion a las GH11. En términos de escisién de la
cadena de xilano, las GH10 pueden cortarlas al lado de xilosas con cadena lateral,
mientras que las GH11 hidrolizan la cadena principal dos mondmeros después de
xilosas con cadena lateral. Esto sugiere que las GH10 pueden obtener productos de
XOS de menor largo que las GH11. Ademas, las GH10 pueden hidrolizar otros
compuestos ademas del xilano, como la celulosa, mientras que las GH11 sdlo hidrolizan
el xilano [13].



Figura 3. Estructura secundaria de cadena de aminoacidos de una GH10 (izquierda) y GH11
(derecha). Codigos uniprot: S7Q612, B2LWNS3, respectivamente. Se observa el TIM-barrel de
laminas beta al medio de la GH10, rodeado de hélices alfa (ademas presenta glicosilaciones,
representadas por cubos y circulos). En la estructura de la GH11 se observa la estructura de
rollos de laminas beta.

Las xilanasas GH10 son producidas y pueden obtenerse de bacterias y hongos. Las
enzimas provenientes de los hongos poseen alta estabilidad en amplios rangos de pH 'y
temperatura en comparacion con las de origen bacteriano. En particular, se propuso
estudiar la xilanasa del hongo Gloephyllum trabeum denominada GtXyn10A [14],
clasificada como una GH10. Esta enzima posee un alto potencial para la produccion de
XOS, por su alta termo estabilidad, ademas de tener producciéon de xilosa casi nula en
comparacién con la produccion de XOS [1]. Mas especificamente, la enzima GtXyn10A
(producida en sistema recombinante de Pichia pastoris) tiene una temperatura 6ptima
de 80°C, pH 6ptimo de 4-5 y alta termoestabilidad a 50°C [15].

1.2.4 Mecanismo de accion de Xilanasas GH10

Las xilanasas poseen una actividad clasificada como glicosidasa que hidroliza el
polisacarido xilano a xilooligosacaridos y ultimamente a xilosa (mondmero). Cabe
sefalar que, en condiciones experimentales y controladas, lo ideal es no llegar a la
produccion de xilosa ya que esta inhibe a la enzima (inhibicion por producto) y la
xilonsa, al ser un monémero, no es Util como prebidtico. Las xilanasas GH10 utilizan un
mecanismo de hidrolisis con retencion con configuracidn anomeérica. Este método
implica dos residuos de glutamato en el sitio activo, lo que indica un mecanismo de
acciéon de doble desplazamiento, en el que primero se forma una configuracion
intermediaria de unidén covalente enzima-sustrato y luego esta es hidrolizada usando
estados de transicién tipo ion oxocarbenio. Uno de los glutamatos del sitio activo actua
como acido catalitico y el otro hace un ataque nucleofilico, que resulta en el corte del
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grupo saliente y la formacién del intermediario a-glicosil enzima (ocurre una inversiéon
de configuracion a a B). En la segunda etapa, el grupo carboxilo del residuo del primer

acido carboxilico actua como base, tomando un proton desde una molécula de agua
nucleofilica, la cual ataca al carbono anomérico. Esto resulta en una substitucion en que
el carbono anomérico pasa por el estado de transicion del ibn oxocarbenio nuevamente,
para dar como resultado el producto con la configuracion 3, reteniendo la configuracién
inicial del carbono anomérico [16]. En la Figura 4 se observa una ilustracion del
mecanismo de retencién de configuracién anomérica en el enlace entre xilosas.
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Figura 4. Mecanismo de accion de xilanasas GH10 con retencién de la configuracion.
Modificado de [16].

1.2.5 Ingenieria de proteinas en xilanasa

Con el fin de hacer mas eficiente la reaccién a temperatura moderadas (30°C) y la
produccion de XOS con la xilanasa de Gloephyllum trabeum, el propésito de este
trabajo es aumentar su actividad catalitica a menor temperatura. Como se ha dicho
anteriormente, la temperatura 6ptima de la GtXyn10A silvestre (wild-type) es de 80°C y
es termoestable a 50°C [15]. Esto obligaria a mantener los equipos a una temperatura
Optima alta por mucho tiempo para producir XOS con alta eficiencia. Por tanto, al
disminuir la temperatura optima de operacién de la enzima, se desea aumentar su
actividad a menores temperaturas para asi ahorrar energia al producir XOS. Se ha
determinado que aumentar la actividad enzimatica a 30-40°C seria lo ideal, ya que se
desea utilizar la GtXyn10A dentro de un sistema de expresion eucarionte, como es la
levadura Pichia pastoris y producir XOS en este tipo de cultivo, en conjunto con el
crecimiento de la levadura.



Para lograr esto, se puede realizar ingenieria de proteinas sobre esta enzima, lo que
involucra el analisis de la secuencia de nucledtidos del gen que genera la GtXyn10A,
ademas del analisis de su secuencia aminoacidica traducida a partir de este gen. Con
esto, se podria disefiar una mutacion en alguno de sus aminoacidos, y producir una
mutante de xilanasa con las caracteristicas deseadas.

Xiong y cols. [17] produjeron mutantes de GH10 y GH11 en la bacteria Streptomyces
con el fin de minimizar la produccion de xilosas y aumentar la de los XOS llamados
xilobiosa (X2), xilotriosa (X3) o xilotetraosa (X4), de acuerdo al largo de la cadena del
monomero. La variante con mejor resultado fue la mutacion de un residuo de
asparagina en la posicion 86 a una glutamina. Esta posicion fue elegida por estar cerca
del sitio activo. El resultado de la mutacién fue una menor produccién de xilosa y un
aumento en la actividad catalitica de 1,85 veces. Sin embargo, no hubo mayores
cambios, como una mayor actividad enzimatica, que era lo que se deseaba. [17]

Siaoyu Wang y cols. [18] propuso el cambio de dos alaninas cerca del sitio catalitico a
acido aspartico o acido glutamico en una xilanasa del hongo Bispora MEY-1. Los
cambios se hicieron en dos alaninas en las posiciones 160 y 161, a aspartato y
glutamato por separado, con el fin de aumentar su actividad catalitica. Las mutantes
resultaron en una mayor actividad catalitica, con un aumento de 1,9 veces en
comparacién con la cepa silvestre (wild-type, sin mutaciones). Ademas, la enzima
resultante tiene un pH éptimo ligeramente mas acidos.

Aparte de estos trabajos descritos, en la mayoria de las otras mutaciones sitio-dirigidas
que se han hecho en endoxilanasas GH10 de otros hongos, al alinear las secuencias
de xilanasas con las del hongo Gloephyllum trabeum, resulta que las mutaciones con
intencion de mejorar su actividad enzimatica a diferentes temperaturas y pH ya son
parte del gen de GtXyn10A. Por esta razén, hay un limitado numero de opciones que se
pueden proponer en la xilanasa de estudio GtXyn10A (la secuencia nucleotidica y
aminoacidica de la proteina se puede ver en el Anexo 1).

1.2.6 Mutacion Q124E

A pesar de esto, You S., y cols [19] han identificado en la xilanasa Xyl10C del hongo
Bispora sp. MEY-1 un residuo de acido glutamico estructural en posicién 175 (E175),
que permite que la xilanasa mantenga una alta actividad catalitica en un variado rango
de temperatura y pH. Este residuo interactua fuertemente con la lisina de la posicidon
135 y la metionina en la posicién 137 (posiciones en XYL10C), ambos ubicados en el
loop 2 de la proteina. Esta interaccién entre residuos genera una estabilizacién en la
conformacién que se produce durante la union al sustrato, lo que influencia la eficiencia
catalitica de la enzima [19].



Para verificar la alta estabilidad y la importancia del residuo E175 en Xyl10C, los
autores realizaron una mutagénesis sitio dirigida de saturacién, que consiste en
mutaciones variadas de aminoacidos en la posicién del glutamato 175, produciendo
mutantes con diferentes substituciones aminoacidicas en su lugar. Sin embargo, todas
las variantes mostraron peor actividad catalitica y peor estabilidad en la actividad frente
a alto pH. También se muto6 otras 2 enzimas, XylE del hongo Penicillium scopiformis y
XynE2 de la bacteria Anoxybacillus sp., para mutar la glutamina en esa posicidon
homdloga a acido glutamico, y se observo un aumento en su actividad enzimatica de
hasta un 200%. Por tanto, se dedujo que el residuo E175 de Xyl10C tiene un rol clave
en la estabilizacion del sitio activo de la enzima que afecta su actividad catalitica. [19]

BOOE(E)
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Figura 5. (a) Estructura 3D de la enzima Xyl10C, mostrando los loops, hélices alfa y laminas
beta. (b) Mapa de densidad electroncia de la xilobiosa. (c) En verde, residuo E175 y xilobiosa en
el sitio activo. Se indican los aminoacidos importantes en la unién a la xilobiosa y los
aminoacidos cataliticos en rojo. (d) Comparacion estructural de Xyl10C y XylE. Los aminoacidos
de XylE estan entre paréntesis [19].

T

En la Figura 5(c), se muestran los residuos principales que actuan en la unioén al
sustrato xilobiosa. Se observan los dos residuos cataliticos glutamato en rojo y el
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glutamato en estudio, E175, en verde en la esquina inferior izquierda donde se observa
su interaccion con K135 y M137. El sustrato xilobiosa se encuentra en el bolsillo del
sitio activo, mostrando con lineas punteadas su interaccidon con los residuos indicados
del sitio activo de Xyl10C. En (d), se observan las diferencias de aminoacidos en el sitio
activo entre Xyl10C y XylE. A pesar de estas diferencias, al hacer la mutacion de Q a E
en este residuo, aumenta la actividad catalitica.

1.2.7 Sistemas recombinantes produccion de xilanasa silvestre y mutada

Se han wusado principalmente dos sistemas de produccidn de endoxilanasa
recombinante GH10: la bacteria Escherichia coli (E. coli) y la levadura Pichia pastoris (P.
pastoris) como hospederos. La ventaja de usar la levadura P. pastoris como sistema
recombinante es que es un sistema eucariota capaz de realizar las modificaciones
post-traduccionales de endoxilanasas producidas en hongos. Sus desventajas son su
lento crecimiento. Las ventajas de la bacteria E. coli son un rapido crecimiento, alta
densidad celular, medio de cultivo barato y facil accesibilidad a gran variedad de
vectores y plasmidos de clonacion. Las desventajas de usar E. coli como sistema
recombinante son su falta de capacidad de hacer glicosilaciones post-traduccionales o
puentes disulfuro de las proteinas heterdlogas, acumulacién de proteasas y toxinas.
Actualmente, se desconoce el grado en que afectan estas glicosilaciones en la actividad
de la endoxilanasa, o si es que tiene glicosilaciones en su estructura. También se sabe
que posee puentes disulfuro, que pueden afectar en su estrucutra y por tanto, también
en su actividad catalitica con el xilano.

Como muchas endoxilanasas de origen fungico contienen glicosilaciones y puentes
disulfuro, que son modificaciones post-traduccionales propias producidas por las células
eucariontes, lo ideal seria usar la levadura Pichia pastoris para la produccion
recombinante, ya que esta posee los mecanismos celulares necesarios para realizar
estas modificaciones. Sin embargo, para trabajos de corto tiempo, es posible usar E.
coli, pues ya se ha visto que las endoxilanasa GtXyn10A producidas en ellas son
activas. Sin embargo, esto podria potencialmente tener consecuencias negativas en la
endoxilanasa, como menor tiempo medio de vida y menor estabilidad, por la falta de
puentes disulfuro. Cabe hacer notar que la xilanasa de interés GtXyn10A, tiene un peso
molecular reportado de 37kD [14].

La cepa de E. coli mayoritariamente usada para la expresion recombinante de proteinas
es la E. coli BL21(DE3), por su baja cantidad de proteasas y mayor permeabilidad para
los vectores y por poseer el gen DE3, que contiene la secuencia para la T7 RNA
polimerasa bajo un promotor /ac, la cual produce alta cantidad de proteina
recombinante bajo el control del promotor T7 [20]. La transformacion con el inserto del
gen de interés se realiza en el vector pET22b(+) (ver Anexo 2 para ver el mapa del
vector). Este vector posee varias ventajas en la reproduccion recombinante de
proteinas tales como el promotor de T7 RNA polimerasa bajo el promotor /ac, que en
10



conjunto con la maquinaria de la cepa BL21(DE3), produce en altas cantidades la
proteina recombinante al inducir el cultivo con isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG). Ademas, posee una secuencia al final del polylinker para una cola de seis
histidinas, que es muy util para una purificacion por afinidad mediante cromatografia
liquida rapida de proteinas (FPLC) con columna IMAC, lo que beneficia una facil
purificacion de la proteina recombinante. [20]

1.3 Objetivos

El objetivo general de este trabajo es aplicar una estrategia racional utilizando una
mutagénesis sitio dirigida para aumentar la actividad catalitica de la enzima
endoxilanasa GtXyn10A obtenida del hongo Gloephyllum trabeum a temperatura
moderada, mas baja que la 6ptima de 80°C.

Los objetivos especificos son:
e Identificar y seleccionar los residuos aminoacidicos que permitan un incremento

en la actividad catalitica de GtXyn10A mediante la prediccion de estructura 3D y
alineamiento de secuencia aminoacidica usando métodos bioinformaticos.

e Generar una variante de GtXyn10A que contenga la mutacion seleccionada
(Q124E), utilizando técnicas de biologia molecular, y en particular, mutagénesis
sitio-dirigida.

e Producir la enzima mutada GtXyn10A_Q124E en células procariontes (E. coli),
evaluar su evaluar su actividad enzimatica frente la temperatura y compararla
con la de la enzima silvestre.

2. Metodologia experimental

2.1 Revisién Bibliografica

Se inicio el trabajo realizando una revision bibliografica, usando el buscador académico
Google Académico y el repositorio académico de la Universidad de Chile. Se utilizaron
palabras clave respecto al trabajo tales como: xilano, potencial de xilooligosacaridos
como prebidticos, xilanasa GH10, mutagénesis sitio-dirigida en xilanasas GH10,
mejoramiento de actividad xilanasas GH10, GtXyn10A y xilanasa Gloephyllum trabeum.
en inglés. También se usaron como referencia articulos de memoria y tesis anteriores
relacionados al tema, proporcionados por la profesora guia.
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2.2 Métodos experimentales

2.2.1 Modelacién 3D, alineamiento e identificacion de mutacion para GtXynOA

Se utiliz6 el programa |-TASSER (lterative Threading ASSEmbly Refinement,
Universidad de Michigan) para la generacion de un modelo 3D de la enzima en estudio
usando la secuencia aminoacidica de GtXyn10A provista por la profesora guia (Anexo
1). El programa compara la secuencia con otras secuencias y estructuras 3D obtenidas
experimentalmente de proteinas similares desde el banco de proteinas PDB (Protein
Data Bank, https://www.rcsb.org/). Luego, el modelo resultante fue sometido a una
minimizacién de energética, usando softwares tales como Yasara, Galaxyweb refine2 y
MolProbity. Este ultimo permite ademas verificar su estabilidad estructural. El resumen
de software utilizados y su funcion se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Nombre, descripcion y referencia de software usados.

Nombre Funcion Referencia

I-TASSER Generacion de modelo 3D predictivo [21]
de proteinas por homologia a partir de
una secuencia aminoacidica.

GalaxyWeb | Minimizacion de energia de enlaces y | [22]
formacion geométrica de modelo 3D.

Yasara Minimizacién de energia de enlaces 'y | [23]
formacién geométrica de modelo 3D.

MolProbity | Analisis geométrico y estérico de [24]
modelo 3D de macromoléculas.

Pymol Visualizacién y manipulacién de [25]
modelos 3D de macromoléculas.

Blast Base de datos de proteinas y [26]
busqueda por alineamiento de
secuencias nucleotidica o
aminoacidicas.

Clustal Alineamiento multiple de secuencias [27]
Omega aminoacidicas.

Swiss Traduccién de secuencias [28]
Model nucleotidicas a aminoacidicas, lee

Translate Open-reading frames, directo o

inverso y los 3 diferentes reading
frames del ADN.
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A partir de la busqueda bibliografica sobre posibles mutaciones en xilanasas GH10 de
otros hongos, se logré identificar una posible mutacion que mejoraria la actividad
catalitica de la GtXyn10A. Con un analisis bioinformatico de la secuencia de ADN del
gen codificante para GtXyn10A usando el programa Pymol, la secuencia se compard
con el ADN codificante de la enzima Xyl10C del hongo Bispora MEY-1, usando el
programa Clustal Omega (que esta integrado en Pymol) para alinear estas secuencias.
Se encontraron los aminoacidos homologos para las glutaminas del sitio activo, el
residuo a mutar y otros aminoacidos que interactuan en la union con el sustrato
(homologos de los residuos de la Figura 5).

2.2.2 Diseno de partidores

Se disenaron los partidores necesarios para mutar el residuo glutamina (Q) en la
posicion 124 del gen de GtXyn10A, mostrados en la Tabla 2. Como se explico en la
seccion de marco teorico, para la mutagénesis sitio-dirigida overlap extension se
necesitan 4 partidores. Dos de estos, llamados partidores de flanqueo, se ubican en los
extremos 5 y 3’ del gen, y otros 2, llamados partidores mutagénicos, contienen la
mutacion en su secuencia para introducirla en el lugar deseado. Se utilizaron los
partidores de flanqueo GtXylpET_F y GtXylpET_R, que se encontraban disponibles en
el laboratorio cuya secuencia se indica en la Tabla 2. Estos partidores contienen los
sitios de corte de las enzimas de restriccion Xhol y Ncol para poder insertar el producto
de amplificacion en el vector pET22b(+). Los partidores mutagénicos fueron disefiados
a partir de la secuencia de GtXyn10A, tal que puedan hibridar con la secuencia de ésta,
es decir, son disefiados en base a su secuencia complementaria a la hebra a la que se
uniran. Los partidores mutagénicos fueron sintetizados por Integrated DNA
Technologies (IDT, EEUU).

Tabla 2. Partidores utilizados en la mutagénesis sitio-dirigida y subclonacion desde vector
PGEM-T Easy a pET22b(+).

Nombre partidor | Secuencia (5’-3’) Funcién

GtXylpET_F TATCCATGGATGCACCTCCTACTCC [ Mutagénesis sitio-dirigida y

(flanqueo) clonacion en vector pGem-T
Easy y pET22b(+) (para el

fragmento direccion 5’-3’)
Temperatura de hibidracion:

75°C
GtXylpET_R ATACTCGAGCTGCCAGCCAGCAAC | Mutagénesis sitio-dirigida y
(flanqueo) clonacion en vector pGem-T

Easy y pET22b(+) (para el
fragmento direccién 3’-5’)
Temperatura de hibidracion:
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75°C
GtXyn10A TGGTACAACGAACTCCCCAGC Insertar mutacién en
Q124E_F GtXyn10A (para el
(mutagénico) fragmento direccion 5’-3’)
Temperatura de hibidracion:
55°C
GtXyn10A GCTGGGGAGTTCGTTGTACCA Insertar mutacion en
Q124E_R GtXyn10A (para el
(mutagénico) fragmento direccion 3-5’)
Temperatura de hibidracion:
55°C

2.2.3 Mutagénesis sitio dirigida

La sustitucidon del residuo de glutamina (Q) por un acido glutamico (E) en la posicion
124 de GtXyn10A se realizé mediante mutagénesis sitio-dirigida, siguiendo el método
de overlap extension descrito por Ho, y cols [29]. Esta técnica consiste basicamente en
la sintesis de 2 fragmentos de PCR utilizando 4 partidores, dos de flanqueo y dos
mutagénicos, insertando la mutaciéon en una parte de una secuencia elegida en los
partidores mutagénicos que se disefian para que contengan la mutacién deseada, a
partir de la secuencia del gen que se muestra en el Anexo 1. Luego, ambos fragmentos
de PCR se utilizan como templados para obtener el gen completo utilizando solo los
partidores de flanqueo para obtener la secuencia completa con el gen conteniendo la
mutacion. En el laboratorio, el gen de GtXyn10A a mutar se obtuvo de una cepa de E.
coli que posee el plasmido pET22b+ solo.

2.2.3.1 Extraccion de plasmido pET22b(+) con el gen de GtXyn10A silvestre

Se extrajo el plasmido a partir de la cepa de E. coli DH5a que posee el plasmido
pET22b(+) (Novagen) conteniendo el gen silvestre de la GtXyn10A previamente hecho
en el laboratorio [30]. Esta cepa, conteniendo el gen de interés, fue cultivada en medio
Luria-Broth (LB; BD Biosciences, EEUU) suplementado con ampicilina (Winkler, Chile) a
100 pg/mL en un tubo Falcon de 50 ml en un incubador orbital Yihder LM-250D a 200
rom, a 37°C durante toda una noche. Al dia siguiente, el cultivo de células fue
centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos en una centrifuga Eppendorf 5804R (Sigma
Aldrich, EE UU). Se desechd el sobrenadante y se procedié a la extraccion del plasmido
utilizando el GenedJet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fischer, EEUU). La extraccién del
plasmido se eluyd en 100 pl y se midid la concentraciéon del plasmido purificado en un
nanofotometro (Fermelo MaestroGen, Chile) directamente, usando 1 pl de éste,
midiendo a longitudes de onda de 280 y 260 nm.
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2.2.3.2 Mutagénesis sitio-dirigida

El plasmido purificado conteniendo el gen silvestre de la GtXyn10A se utilizd para
realizar las reacciones de PCR necesarias para iniciar la mutagénesis sitio-dirigida. Se
prepararon dos mezclas de PCR para generar dos fragmentos que correspondian al
inicio y final de la secuencia del gen. Una mezcla se prepar6 conteniendo 0,5 M del
partidor de flanqueo directo 5’ (GtXylpET_F) y partidor mutagénico reverso conteniendo
la mutacion (GtXyn10A Q124E_F), 200pM de cada dNTP, 5,8 ng de ADN templado, 0,2
Ml de ADN polimerasa X7 (Phusion X7, New England Biolabs, Reino Unido) y
completando con agua miliQ hasta llegar al volumen indicado (detalles de
concentraciones en Anexo 1). La segunda mezcla para el segundo fragmento en
direccion 3'-5' contuvo los mismos componentes, pero con el partidor de flanqueo
reverso 3’ y el partidor mutagénico directo, en las mismas concentraciones anteriores.
Ambas mezclas de PCR se llevaron a un termociclador Thermomixer PCR Touch T960
(EEUU) usando un programa con una incubacion de 98°C por 2 minutos, 30 ciclos de
98°C por 10 segundos, seguido de un gradiente de temperaturas de hibridacion de
55°C, 58°C y 68°C por 20 segundos, finalizando con 72°C por 30 segundos, y
finalmente, una incubacion de 1 minuto a 75°C. Se probé una gradiente de
temperaturas de hibridacién de 55°C, 58°C y 68°C para elegir aquella mas eficiente, de
las que se eligio la de 68°C para el resto de reacciones de PCR por presentar. Esto se
debe a que la temperatura indicada por el proveedor (IDT) de los partidores es de 55°C,
pero temperaturas mayores a ésta demuestran tener mejores resultados que aquella
recomendada.

2.2.3.3 Purificacion de los productos de PCR

Los productos de PCR fueron sometidos a una electroforesis en gel de agarosa
(Fermelo, Chile) al 1%, a 80 V por 30 min en una camara de electroforesis PowerPac
Basic (BioRad, EEUU). Las bandas de los fragmentos de ADN de interés fueron
escindidas con un bisturi estéril bajo lampara UV para visualizar las bandas. Para
purificar el ADN a partir del gel, se utilizo el kit Genedet Plasmid miniprep
(ThermoFischer, EEUU), obteniendo un volumen final de 50 pyl de cada uno de los
fragmentos. Se midi6 la concentracion de cada fragmento en el nanofotometro.

Utilizando ambos productos de PCR conteniendo el inicio y el final del gen mutado
generados en la primera reaccion de PCR, se procedié a la unién y extension del gen
en una segunda reaccion. Se prepard una mezcla conteniendo 0,5 pl de Polimerasa X7,
2,5 ng del fragmento 1 (300bp), 2,5 ng del fragmento 2 (700bp), 1X de buffer Phusion
5x, 200 uM de dNTPs, y se completd con agua miliQ (detalles de concentraciones en
Anexo 3). Se puso en el termociclador con un programa empezando por una incubacién
de 98°C por 2 minutos, seguida de 27 ciclos de 98°C por 30 segundos, seguidos por
68°C por 30 segundos, y finalmente 30 segundos a 72°C. En el séptimo ciclo, se pausé
el programa para rapidamente agregar 2,5 ul de los partidores de flanqueo de la
secuencia GtXynpET_F y GtXynpET_R (que estan a una concentracién de 100 mM), y
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luego siguieron los 20 ciclos restantes. Al finalizar estos ciclos, se cerr6 el programa con
1 ciclo de 10 minutos a 72°C. Se realizdé un gel de agarosa al 0,7% con tincion GelRed
(Probiotek) para verificar el tamafio de los productos de PCR.

2.2.3.4 Subclonacién con Cloning TA

También conocida como clonacion rapida, es una técnica de subclonamiento que evita
el uso de enzimas de restriccion, o que hace el proceso mas rapido y facil. Esta técnica
se basa en la propiedad de las bases complementarias de timina para unirse a la
adenina, que estan en los extremos del vector cortado, con tal que puede usarse para
hibridar cualquier inserto con extremos de adenina a un vector con extremos de timidina
(mapa del vector en Anexo 2).

Se hizo la subclonacién TA al gen producido por PCR para insertarlo en un vector de
clonacion pGEM-T Easy (Promega, EEUU), el cual posee extremos cohesivos con
timinas singulares en su forma linealizada. Para ligar los productos de PCR al vector
con estas timinas salientes, se adenula los extremis del producto de PCR. La
adenilacion consiste en agregar adeninas singulares a la secuencia de interés por
medio de PCR con polimerasa Taq (Promega, usando las instrucciones del proveedor).

Para esto, se hizo una mezcla que contenia 0,2 mM de dATP (adenina) a 10 mM (1 pl),
1X del buffer GreenTaq Polimerasa (4 pl), 1,5 mM de MgCI2 a 25 mM (1,28 pl), 0,025
U/L de Taq Polimerasa (1 ul) y 0,125 pg/ul del producto de PCR (12,27 pl) (detalles de
concentracioes en Anexo 3). La mezcla se incubd en el termociclador a 72°C por 30
minutos. El producto de PCR se corri6é en una electroforesis con gel de agarosa al 0,7%
y se purifico el fragmento de 1 kb a partir de la banda escindida desde el gel, usando el
kit de extraccion de plasmidos geneJET (Thermofisher, EEUU) para purificacion a partir
de geles.

Para la ligacion al vector pGEMT-Easy, se hizo una mezcla de ligacién con T4 Ligasa
(ThermoFischer, EEUU) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. La mezcla fue
hecha con 1X rapid ligation buffer (5 ul) (ThermoFischer, EEUU), 50 ng de pGEM-T
Easy (Promega, EEUU) (1 ul), 10 U de T4 ADN Ligasa (1 pl), 300 ng de inserto del PCR
(2 pl) y agua mili-Q (detalles de concentraciones en Anexo 3). Esta mezcla se dejé
incubando durante una noche a 4°C en refrigerador.

También se hizo un control positivo y negativo para verificar una transformacion exitosa.
El control positivo sirve para confirmar que el método de transformacion funciona, y el
negativo sirve para confirmar que el antibiético usado funciona en células que no
integran los plasmidos. Para el control positivo, se realizé la misma mezcla, pero se
reemplazé el plasmido por pBlueScript. En el negativo, se hizo la misma mezcla, pero
se reemplazé la solucon con el inserto por agua mili-Q. Las mezclas de ligacion se
pusieron a incubar a 4°C durante una noche.
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2.2.4 Transformacion de células E. coli DH5a

Se prepararon 4 capsulas Petri con 100 ml de medio LB suplementado con 1,4 g de
bacto-agar (BD, EEUU), agregando 100 pl de ampicilina a 100 pl/ml, 10 yl de IPTG
(Fermentas, Lituania) a 1 M, y 100 ul de X-gal (Fermentas, Lituania) a 0,02 mg/ul. Esta
mezcla se dividid en 4 capsulas Petri bajo campana estéril.

Se llevé a cabo la transformacion de células E. coli quimiocompetentes DH5a vy la
mezcla de ligacion descrita en el paso anterior. Se agregoé toda la mezcla de ligacion
(alrededor de 10 ul) en 100 ul de una suspensioén de E. coli (segun protocolo para hacer
células quimiocompetentes) DH5a. La mezcla se dejo en hielo por 20 minutos, se le
sometid a un shock térmico en bafio de agua a 42°C por 1 minuto, y luego se dejé en
hielo por 5 minutos. Se sembraron las placas con el medio LB que se prepard
anteriormente, con las células transformadas y los controles positivos y negativos. Se
dejaron incubando todas las placas en una incubadora Gallenkamp a 37°C durante una
noche.

Se seleccionaron 4 colonias de la placa de células transformadas con el gen mutado
(GtXyn10A_Q124E) en pGEm-T-Easy y se dejaron crecer por separado en medio de
cultivo LB (20 mL) con 20 ul de ampicilina a concentracién de 100 ug/ml a 37°C y 200
rpom en incubador orbital. Al dia siguiente se usaron 10 ml del cultivo de células
transformadas con el gen mutado para extraer los plasmidos usando GenedJet Plasmid
Miniprep Kit y enviarlos a secuenciar a Macrogen (Corea). Los otros 10 ml se usaron
para hacer un stock de células transformadas. Para esto, se tomaron 300 ul de cada
cultivo y se mezclaron con 100pl de glicerol (Winkler) estéril al 80% y se guardaron en
un freezer a -80°C.

2.2.4 1 Verificacion de la mutacion

Se verifico que el inserto en pGEM-T-Easy fuese el gen GtXyn10A_Q124E, y que la
ligacién ocurrié correctamente. Se purificaron los plasmidos de las 4 colonias elegidas
con el Genedet Plasmid Miniprep. Se hizo una digestion enzimatica de los plasmidos
usando las enzimas de restriccidon Ncol y Xhol (New England Bio Labs, Reino Unido).
La reaccion se realizo en el buffer SmartCut (Bio Labs, EEUU) y se incubd a 37°C por 1
hora en un termoagitador Dlab HM100-pro (DLab, EEUU). Luego se incubd a 65°C por
20 minutos para denaturar las enzimas. Finalmente, se hizo un gel de agarosa al 1%
para ver las bandas de ADN y confirmar la banda de 1 Kb que correspondia al inserto
del gen mutante.

2.2.5 Clonacion en el vector pET22b(+)

Se tomaron células DH5a transformadas con el gen GtXyn10A Q124E clonado en
pGEMTeasy para hacer un cultivo de 10 ml en medio LB, ampicilina a 100 y/ml. Se dejo
24 horas creciendo a 37°C y 200 rpm en una incubadora orbital. Paralelamente, se
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cultivdo 20 ml de E.coli TOP10 conteniendo el plasmido pET22b(+) (Novagen, EEUU) en
las mismas condiciones que el cultivo de células DH5a.

Se extrajeron los plasmidos de ambos cultivos con Genedet Plasmid Miniprep Kit luego
de centrifugarlos por 10 minutos a 10.000 rpm en una centrifuga DLAB D3024 (DLBA,
EEUU). Se obtuvieron 60 ul de cada plasmido; los del gen mutante en pGem-T-Easy y
en pET22b(+) que fueron extraidos. Luego se procedié a digerir cada plasmido con las
enzimas de restriccion Ncol y Xhol. Los plasmidos fueron incubados con las enzimas de
restriccion a 37°C por 5 horas en el termoincubador Dlab HM100-pro.

Los productos de la digestion fueron cargados en un gel de agarosa al 0,7%. Se
cortaron los fragmentos correspondientes a 5kb para pET22b(+) y 1kb para el inserto
mutante. Se procedié a extraerlos usando el kit de extraccion de plasmidos geneJET,
obteniendo 100 pl de extracto de cada uno. Se midi6 la concentracién de cada extracto
en el nanofotometro.

Para la ligacion al vector pET22b(+), se procedié a realizar la ligacion del gen
GtXyn10A_Q124E y pET22b(+) extraidos. Se hizo una mezcla de 21 yl conteniendo T4
Ligasa (ThermoFischer, EEUU) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. La mezcla
fue de hecha con 1X rapid ligation buffer (5 ul) (ThermoFischer, EEUU), 70 ng de
pET22b(+) extraido (3 pl), 10U de T4 ADN Ligasa (1 ul), 190 ng del inserto (gen
mutado) purificado (9 pl) y agua mili-Q (detalles en Anexo 3), para alcanzar una
proporcion alrededor de 1:3 de vector a inserto. La ligacion se dejo a 16°C durante una
noche en el termoagitador.

2.2.6 Transformacion en células E.coli BL21(DE3)

Se transformaron células quimiocompetentes BL21(DE3) utilizando el mismo protocolo
que se utilizé para transformar células DH5a con la mezcla de ligacion con pET22b(+).
Se envié a secuenciar el plasmido obtenido de células BL21(DE3) transformadas a
Macrogen (Corea) para verificar la mutacion en el gen GtXyn10A_Q124E y se guardo
en stock algunas colonias a -80°C en medio de congelacidon preparado con 100 pl de
medio de cultivo LB y 300 pl de glicerol estéril al 80%. También se realizdé una digestion
con enzimas Ncol y Xhol para luego verificar en un gel de agarosa al 1% la presencia
del inserto y su peso molecular, al igual que en el paso 2.2.3.1.

2.2.7 Produccion de enzima recombinante silvestre GtXyn10A y mutante
GtXyn10A _Q124E

Las enzimas recombinantes silvestre y mutante fueron producidas para medir su
actividad catalitica a distintas temperaturas y compararlas. Las cepas de E. coli

BL21(DE3) transformadas con el gen silvestre GtXyn10A y mutante GtXyn10A_Q124E
se hicieron crecer en dos litros de medio Terrific-Broth (medio TB, ver Anexo 4), el cual
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presenta las ventajas de permitir una mayor densidad de crecimiento celular de E. coli
en comparacidon a otras cepas, lo que resulta en mayor produccién de enzima
recombinante. Se inoculé con cada una de las E. coli conteniendo el vector pET22b+
con inserto del gen silvestre GtXyn10A y GtXyn10A_Q124E en matraces Erlenmeyer de
500 ml con 300ml de medio TB segun la densidad optica del preinéculo. Se midio la
absorbancia a 600 nm de 1 ml de ambos pre inéculos en un espectrofotdmetro
Biochrom Libra (Reino Unido), y se calculé cuantos mililitros se deben inocular en los
cultivos para que la densidad Optica de éstos quede entre 0,05y 0,95. En este caso, se
inocularon 7,6 ml de la cepa silvestre y 8,945 ml de la cepa mutante. Se calculo la
densidad Optica nuevamente para dedjarla como registro. Los matraces se pusieron a
incubar a 37°C y 200 rpm en incubadora orbital por 40 minutos. Luego, se dejaron los
cultivos en hielo y se midié la densidad éptica a 600 nm cada 20 minutos hasta alcanzar
una lectura de 0,4 de densidad optica. En este punto, se indujo las células en cada
cultivo con 120ul de IPTG 100 mM. Inmediatamente después de la induccion, los
cultivos se dejaron incubando a 20°C y a 200 rpm en incubador orbital, durante una
noche.

Al dia siguiente se centrifugaron los cultivos a 10.000 rpm por 10 minutos en una
centrifuga Sorvall RC 6+ de ThermoFisher (EE UU). Se guardd el sobrenadante y se
desecho el pellet de células. Se guardé una alicuota de 1 ml de los sobrenadantes de
cultivo a 4°C para posteriores experimentos. Luego, se midié el volumen de cada
sobrenadante para calcular la cantidad de sales sulfato de amonio a usar en la etapa de
precipitacion. Se hizo pasar los sobrenadantes por filtros de 0,3 ym marca Whatman
(Reino Unido) para eliminar contaminantes usando una bomba de vacio, obteniendo un
volumen de 300 ml aprox en ambos sobrenadantes. Las proteinas producidas por
ambos cultivos fueron precipitadas incubando los sobrenadantes con sulfato de amonio
0,5 M a pH 7 en buffer TRIS a 4°C por 2 horas (ver detalles en Anexo 5).

Se centrifugaron los medios a 10.000 rpm por 45 minutos en centrifuga Sorvall RC 6+.
Se descart6 el sobrenadante y se guardo el pellet de proteinas, el cual fue disuelto en
15 ml de buffer TRIS. Las sales fueron extraidas por medio de dialisis. Se usaron bolsas
de dialisis de 15 ml (Spectra, EE UU) previamente remojadas en agua mili-Q por 30
minutos y se dializ6 cada muestra de proteina contra 2 L de buffer TRIS agitando
durante una noche. La proteina dializada fue centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos
a 4°C en la centrifuga Eppendorf 5804R para decantar proteina degradada y otros
contaminantes. El sobrenadante se paso6 por un filtro de jeringa de 0,22 pym (Biofil,
Espafa), y se guardd una alicuota de 1 ml en un tubo eppendorf a 4°C para posteriores
experimentos.

Se realizd una cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC) para separar los
componentes producidos en el medio de cultivo por ambas cepas de E. coli
transformadas con el gen silvestre GtXyn10A y mutante GtXyn10A_Q124E, utilizando el
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cromatografo AKTA Avant 25. Se utiliz6 una columna de intercambio i6nico de
Q-Sefarosa con un volumen de lecho de 8 ml y el software Unicorn 5.1.1 para
programar cada paso en el equipo, configurando un flujo de 2 ml/min y presion de 0,3
mPA. Se hizo un lavado y calibracion de la columna con 4 volumenes de columna,
usando buffer Tris 20 mM, a pH 7,5, que fue preparado con agua mili-Q vy filtrado a
través de un filtro de 0,22 ym usnado una bomba de vacio. Luego se inyecto6 la muestra
directamente, en el caso de la enzima mutante, una dilucién de 1:10 con buffer Tris 20
mM, a la columna. Al finalizar la carga de la muestra se hizo pasar 3 volumenes de
columna con Buffer Tris 20 mM a pH 7,5, y de inmediato se eluy6 con 10 volumenes de
columna con buffer Tris 20 mM NaCl 0,5 M a pH 7,5, aforado con agua miliQ y filtrado a
través de un filtro de 0,22 ym. Las muestras pasadas por la columna se fueron
recolectando en una placa DeepWell de 96 pocillos de 2 ml/pocillo. ElI cromatégrafo
midié la conductividad eléctrica en microsiemens (mS) y la absorbancia a 280 nm en
tiempo real en cada fraccion.

Para seleccionar las fracciones la cromatografia que contienen la mayor concentracion
de enzima, se realiz6 un ensayo de actividad enzimatica de azucares reductores (AR),
incubando con xilano de haya como sustrato y acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), como se
detalla a continuacion. En una microplaca de 96 pocillos, se tomé una alicuota de 20 ul
de cada fraccion de la placa DeepWell obtenida del FPLC, y se agregaron 80ul de
xilano de haya al 1% disuelto en buffer acetato de sodio 50 mM a pH 5. La microplaca
se incubd6 a 37°C, 200 rpm, por 20 minutos en el termoagitador. Luego, se agregaron
100 ul de DNS a cada pocillo, y se incubé a 95°C por 5 minutos en el termoagitador. El
DNS es un reactivo que cambia de color de amarillo a anaranjado (550 nm) en
presencia de AR. En este caso, detecta la produccion de xilosa por la actividad
enzimatica de la xilanasa. Luego, se traspasaron 100 ul de cada pocillo a otra placa de
96 pocillos para la lectura en espectrofotometro a 550 nm (ClarioStar, BMG Labtech),
utilizando el programa MARS para interpretar las lecturas. Se eligieron las fracciones
con mayores valores de absorbancia, y se mezclaron en un tubo Falcon. Se guardé una
alicuota de 1 ml de estas fracciones conteniendo la proteina recombinante silvestre y
mutante para posterior ensayo de proteinas totales y la medicidon de actividad
enzimatica en cada fase de la purificacion.

2.2.8 Cuantificacion de proteinas totales por método de Bradford

Se realizé una cuantificacion de proteinas de los productos de FPLC vy las alicuotas
recolectadas del sobrenadante del cultivo inicial y la didlisis, en triplicado. Se prepard
una dilucién del reactivo del reactivo de Bradford (Pierce 660 nm Protein Assay Agent,
Thermo Scientific) con proporcion 1:5 con agua miliQ. La diluciéon de Bradford se filtré
con un filtro de 11 uym, 24 cm de diametro marca Whatman. Las alicuotas fueron
diluidas en proporcién 1:16. En una placa transparente de 96 pocillos, se mezclaron 200
Ml del reactivo de Bradford mas 10 uyl de cada una de las alicuotas obtenidas del
sobrenadante de la cepa silvestre y mutante. En total se realizaron 18 mediciones. El
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blanco contenia solamente 10 pl de agua y 200 pl de reactivo de Bradford. Se dejo
incubar 5 minutos y se leyo la absorbancia a 595 nm a temperatura ambiente.

Se hizo una curva de calibracién usando la proteina de suero de albumina de bovino
(BSA) en concentraciéon 2 mg/ml a diferentes concentraciones. Con esta curva fue
posible extrapolar la absorbancia leida con la concentracién de proteinas (Anexo 6).

2.2.9 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para analizar la pureza de las enzimas recombinantes purificadas, se hizo un gel de
poliacrilamida denaturante (sodium deodecyl sulphate, SDS-PAGE) al 12,5%. Se
prepararon las muestras segun la concentracion calculada por el método de Bradford.
Se cargaron 5 ug de proteina de cada muestra, las cuales se mezclaron con 4 ul de
solucion buffer de carga denaturante (Anexo 7), y se completd con agua mili-Q hasta
llegar a un volumen final de 20 ul y se incubaron a 95°C por 5 minutos para denaturar
las proteinas.

Se cargaron las muestras y en pocillos separados, 3 yl de marcadores de peso
molecular (Invitrogen) en el gel y se llevd a cabo la electroforesis de proteinas en una
camara vertical Bio-Rad. Esta se llené con aproximadamente 800 ml de buffer de
corrida con dodecilsulfato sédico (SDS). Se ejecutd a temperatura ambiente a 200 V por
45 minutos.

Pasados los 45 minutos, se saco el gel de la camara y se puso en un recipiente para
tefirlo con tincion con Coomassie Blue R al 0,25% por 2 horas con agitacién suave.
Luego, se destifid con solucion de acido acético al 10% por aproximadamente 2 horas.
Se llevd a un lector de geles Gel Doc EZ Imager BioRad (EEUU) en luz blanca y se
registro el resultado en una foto.

2.2.10 Ensayo de actividad enzimatica a diferentes temperaturas

Como se menciond anteriormente, en el paso de medicion enzimatica del producto de
FPLC (2.2.7), se utilizé el método de azucares reductores (AR) con DNS. Primero, se
midié la actividad enzimatica de las enzimas silvestre y mutante a diferentes
concentraciones utilizando diluciones de 1:10, 1;100 y 1:1000 con agua mili-Q, para
obtener un estimado de la dilucidn adecuada para el ensayo. Las mediciones se
realizaron en triplicado en una microplaca de 250 pl. Para realizar las mediciones, se
colocd primero 20 pl de las muestras y 80 ul de xilano de haya al 1%. El blanco fue
hecho con 20ul de buffer acetato de Sodio 50mM pH 5 y 80ul de xilano de haya. Se
sellé la microplaca con una goma protectora y se incubé a 37°C por 10 minutos a 200
rom. Luego, se pipeteé 100 yl de DNS en cada pocillo y se llevo a incubar a 95°C por 5
minutos. Las muestras se traspasaron a una placa transparente para ser leida en un
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lector de placas a 550 nm. Este procedimiento se repitié para incubar las reacciones
enzimaticas de las muestras de enzima silvestre y mutante a 30°C, 40°C, 60°C, 70°C y
80°C.

Curva de Calibracion de Xilosa. Se prepard una curva de calibracion utilizando un stock
de xilosa a 1 mg/ml mediante el método de azucares reductores con DNS. Asi, se pudo
usar los valores de densidad 6ptica de la curva de calibracion para extrapolar con la
concentracion de xilosa de cada muestra producidos por la enzima y calcular la
actividad enzimatica de cada muestra en unidades por litro (U/L). Cada unidad de
actividad enzimatica corresponde a la liberacion de 1 pM de xilosa por minuto (Anexo
8).

3. Resultados y discusion

El objetivo general de este trabajo fue aplicar una estrategia racional utilizando
mutagénesis sitio-dirigida, para aumentar la actividad catalitica de la enzima
endoxilanasa GtXyn10A obtenida del hongo Gloephyllum trabeum a temperatura
moderada, por ejemplo a 30°C.

El primer objetivo especifico planteado fue identificar y seleccionar residuos
aminoacidicos que potencialmente permitan aumentar la actividad catalitica de
GtXyn10A mediante la prediccion de su estructura tridimensional y alineamiento de
secuencia aminoacidica usando métodos bioinformaticos (BLASTP, I-TASSER, Yasara,
GalaxyWeb, Molprobity, Pymol, referencias en la Tabla 1). Para lograr este objetivo, se
llevé a cabo los siguientes pasos y actividades.

3.1 Alineamiento de GtXyn10A con GH10 caracterizadas

En la busqueda de mutaciones para GtXyn10A, se alined la secuencia de esta enzima
con la secuencia de la xilanasa GH10 de la bacteria Streptomycces cepa L10608.1. En
la investigacion de Xiong y cols [17]., se mutd el aminoacido asparagina en posicion 86
a una alanina, lo que cambid su rango de temperaturas optimas desde alrededor de
60°C en la enzima silvestre hasta alrededor de 50°C. En la Figura 6 se observa el
alineamiento de la secuencia de esta enzima con GtXyn10A.
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Figura 6 Alineamiento de secuencias de Streptomycces L10608.1 (WP_05561903.1) a GtXyn10A. Enmarcados en
rojo se muestran los residuos cataliticos, y enmarcado en azul se muestra el residuo a mutar: asparagina 81 a
alanina.

Se decidid no seguir con esta mutacién ya que el trabajo de Bernal [30], en que se
realizd esta mutacion y se expreso, pero no mostré cambios de actividad catalitica en la
temperatura 6ptima o menores. También se decidié buscar una mutacién homologa a
partir de una enzima de origen fungico, no de bacteria, como es en este caso (trabajo
con bacteria de género Streptomycces).

Como se explicod en la seccion Metodologia, se hizo un alineamiento de la secuencia de
un hongo llamado Bispora Mey-1, cuya enzima se denomina Xyl10C, con la secuencia
de GtXyn10A utilizando el programa Clustal Omega [27], el cual permite alinear las
secuencias aminoacidicas de ambas xilanasas. Se lograron identificar los aminoacidos
cataliticos, siendo éstos acidos glutamicos en todas las xilanasas, como es de esperar
de la familia GH10. También se identifico el aminoacido estructural glutamina 124
(Q124) en la enzima GtXyn10A, siendo el equivalente al acido glutamico 175 (E175) en
Xyl10C, como se observa en la Figura 7. Esta posicion se identific6 como residuo
aminoacidico clave en mejorar la actividad catalitica de Xyl10C y otras 2 GH10
reportadas, llamadas XylE y XynE2 que son del hongo Penicillium scopiformis y de la
bacteria Anoxybacillus sp., respectivamente[19]. El residuo participa como un aminacido
estructural que mantiene el sitio activo de la xilanasa (interactia con aminacidos
resaltados en naranja de la Figura 7), ayudando a mantener la forma de éste tal que la
hidrélisis del sustrato (xilobiosa) sea éptimo. El propésito de esta estrategia fue hacer el
sitio activo de GtXyn10A similar al de Xyl10C, sustituyendo Q124 por acido glutamico

(E124) como el residuo en la posicion equivalente de Xyl10C.
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XylE VASCMNAGPRCIGVVYWPFDDAYSWVPSAFAGOGGACLFNNTLEA- - - --- KPAYYAVAD 325
xyLiec, ALQHKAESP 424

GtXyn184 GO 351
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Figura 7. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de Xyl10C, GtXyn10A y XylE mediante el
programa de alineamiento Clustal Omega [27]. Se muestra enmarcado en rojo la posicidn del
residuo a mutar. Enmarcado en azul, los aminoacidos cataliticos (E). Enmarcado en naranja, los
aminoacidos que participan en la unién al sustrato. Simbologia: Rojo: aminoacido (aa)
pequeﬁo/hidrofébico Verde: aa polar; Azul: aa acido, Magenta: aa basico; “*’: aa idénticos, “.”:
aa algo similares, “:” : aa muy similares.

3.1 Modelo de la estructura tridimensional por homologia de
GtXyn10A

Se realizé un modelo 3D de la enzima GtXyn10A obtenido por homologia con otras
xilanasas GH10 (encontradas por el programa I-TASSER) con estructura reportada para
identificar la posicién estructural del residuo a mutar en la estructura de la enzima. Se
comparé y alined con el modelo de cristalizacion de Xyl10C, ya que GtXyn10A no ha
sido cristalizada. Se generaron 5 modelos tridimensionales usando I-TASSER, de los
cuales se eligiéo aquel que mostré el mayor valor de C-score (C-score = -0,5), que es un

puntaje de confianza para estimar la calidad del modelo predicho. El modelo elegido fue
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analizado mediante el software MolProbity. MolProbity valida el modelo atémico 3D de
proteinas producidas experimentalmente pero también se utiliza para modelos
tridimensionales generados por I-TASSER. Su principal caracteristica es el analisis de
contacto de todos los atomos, de su interaccién estérica y el grado de libertad rotacional
de sus electrones [24]. El modelo fue mejorado considerablemente al pasar la
estructura tridimensional por los programas Yasara y GalaxyWebRefine2 (detalles de
puntajes MolProbity en Anexo 9), los cuales refinan la estructura tridimensional
considerando el estado energético mas bajo, y por ende, el mas estable. Entre ellos,
esta 98,6% de rotameros favorecidos, 95% de numero de ramachandran favorecidos y
menor cantidad de angulos y enlaces no favorecidos (Anexo 9). El modelo
tridimensional resultante se muestra parcialmente en la Figura 8.
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GTXylT0A

Gin241

Figura 8. Modelo tridimensional de GtXyn10A (a) y del sitio activo en el loop 2 de la proteina(b).
Los aminoacidos rojos son los acidos glutamicos cataliticos. El aminoéacido en verde de
GitXyn10A es el residuo GIn124 a mutar El resto de los aminoacidos calipso son algunos
residuos esenciales en el sitio activo para la interaccion con el sustrato. (b), equivalente en
posicion a Glu175 en Xyl10C. Los residuos calipso son aquellos que interactian entre si o en
union al sustrato xilobiosa

En la Figura 8, se puede observar el modelo de GtXyl10A y el sitio de interaccién con el
sustrato de la enzima de referencia Xyl10C que ya ha sido cristalizada, y la enzima en
estudio GtXyn10A. Se confirma que la posicion Q124 en GtXyn10A es equivalente a la
de E175 en Xyl10C (Figura 5).

3.2 Mutagénesis para el cambio Q124E en GtXyn10A

El segundo objetivo especifico de esta memoria fue generar una variante de GtXyn10A
que contenga la mutacion seleccionada (Q124E). Para esto se utilizd técnicas de
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biologia molecular, especificamente, mutagénesis sitio-dirigida por Overlap Extension
PCR.

3.2.1 Produccion del gen mutado por Overlap Extension PCR

La temperatura Optima para la hibridacion de los partidores mutagénicos y no
mutagénicos en la PCR fue de 68°C (ver seccién Metodologia), por lo que se eligio para
realizar todas las reacciones de PCR en adelante.

Para llevar a cabo la mutagénesis sitio dirigida por Overlap Extension PCR, el partidor
de flanqueo 5’ fue disefiado para comenzar rio abajo de la secuencia correspondiente al
péptido sefal de 16 pb del gen silvestre de GtXyn10A, por lo que el producto de PCR
mutante posee 16 pb menos que el silvestre. Luego se inicié el primer paso de la
mutagénesis que consistid en la sintesis del fragmento ‘A’ de 300bp y, por separado, el
fragmento ‘B’ de 700bp, este ultimo correspondiente al que tiene la mutacion,(Figura 9a,
b) con los partidores sefialados en la Tabla 1. Los productos de este PCR fueron
corridos en gel de agarosa y sus pesos moleculares verificados (Figura 9b). El segundo
paso consistio en la extension de ambos fragmentos 'A’ y ‘B’ para formar el gen
completo de 1 kb conteniendo la mutacién en su secuencia. En el tercer y ultimo paso,
se agregaron los partidores de flanqueo para amplificacion del gen completo
GtXyn10A_Q124E (Figura 9a). El producto de este PCR fue analizado mediante
electroforesis en gel de agarosa y se confirmé su peso molecular de 1 kb (Figura 9c).
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Frapnento A’ Frasmento ‘B
Fragmento 300ph Fragmento TO0pb
l Oreerlap
— = = —
S l c)
GHXyIpET_F Amplificacion con partidoras

,l, CHY¥IpET B

il =
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Gen complefo de GIXym104_Q124E

x: mutacion QLI4E

Figura 9. Mutagénesis sitio dirigida por Overlap Extension PCR. a) Representacion esquematica

de los pasos involucrados en la mutagénesis sitio-dirigida por Overlap Extension PCR. Lineas

en negro: gen GtXyn10A; en verde: partidores de flanqueo; en morado: partidores mutagénicos;

en celeste: producto de PCR de 300pb (fragmento A); en rojo: producto de PCR de 700 pb
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(fragmento B) b,c) Productos de PCR del primer y tercer paso fueron analizados en gel de
agarosa al 1% y fotografiados bajo luz UV con tincion con RedGel. b) Carriles M: Ladder de
tamanos moleculares. Carriles 1, 2 y 3: producto de PCR del primer paso (fragmento A), generé
una banda de 300pb. Carriles 4 y 5: productos de PCR del primer paso (fragmento B), generd
una banda de 700pb. c) Carril M: Ladder de tamafio moleculares. Carril 1: productos de PCR
del tercer y dltimo paso (fragmento C), produjo una banda de aproximadamente 1 kb
correspondiente al gen completo GtXyn10A_Q124E.

Cabe destacar aqui las razones por las que se eligio realizar la mutacion mediante la
llamada mutagénesis por Overlap Extension PCR. De los principales métodos para
hacer mutagénesis dirigida, el de mutagénesis por Overlap Extension PCR tiene la
ventaja de ser 100% eficiente en aplicar una mutacion, obteniendo con seguridad la
secuencia mutada al purificar los fragmentos amplificados con los partidores
mutagénicos, ademas de ser especialmente util para mutaciones puntuales. La
desventaja que tiene es la mayor probabilidad de mutaciones no intencionales que
pueden aparecer en la secuencia al tener que realizar dos amplificaciones por PCR, lo
que se puede minimizar usando una DNA polimerasa termoestable con actividad
autocorrectora. Por limitaciones de tiempo, se eligié éste método que ademas permite
ahorrar el paso de seleccion de colonias transformadas con el gen mutado, ya que es
un método 100% eficiente [29]. Otros métodos de mutagénesis sitio dirigida, como el
Rapid PCR Site-Directed Mutagenesis (cambio rapido), es mucho menos efectivo y mas
lento ya que se requiere la amplificacion del plasmido completo y la remocion posterior
del plasmido parental con una endonucleasa dependiente de metilaciones [29].

3.2.2 Obtencion de un clon de E. coli con el gen de GtXyn10A mutado

Ya teniendo el gen GtXyn10A_Q124E, este fue introducido en un vector pGEM-T Easy
el cual tiene las ventajas de ser un vector linealizado con extremos de timinas
desapareadas en el sitio de insercion (Figura 10), permitiendo el facil subclonamiento de
productos de PCR. Ademas, este plasmido posee el gen de la beta galactosidasa
(lac2), el cual permite la seleccion de colonias blanco/azul. Por lo tanto, previo a la
ligaciéon en el vector pGEM-T Easy, se realizé una adenilaciéon en el producto de
mutagénesis sitio-dirigida por Overlap Extension, para agregar adeninas desapareadas
en los extremos del gen de GtXyn10A_Q124E (Figura 10) y ligarlo en el vector pGEM-T
Easy.
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bj Secuaencia con colas de adenina

a)

1kh Vector pEM [-easy

Figura 10 Subclonacién TA: al producto de la muta génesis sitiodirigida, GtXyn10A_Q124E se le
agregaron las colas de adenina para posterior ligacion al plasmido pGEM-T Easy. a) Los
productos de la reaccion de PCR fueron cargados y corridos en un gel de agarosa al 1% y
fotografiado bajo luz UV con tincién con GelRed. Carril izquierdo: Ladder de peso molecular.
Carril derecho: gen GtXyn10A_Q124E producto de la mutacién sitio-dirigida, después de la
reaccién de adenilacion,que generé un producto de PCR de aproximadamente 1 kb. b)
Resultado de adenilacion en una secuencia nucleotidica, y diagrama del vector pGEM-T easy y
sus timidinas desapareadas en los extremos.

El producto de PCR de subclonacion TA del gen GtXyn10A_Q124E, fue ligado al vector
pGEM-T Easy con T4 ligasa para luego ser transformado en células quimiocompetentes
E. coli DH5a. El vector pGEM-T Easy contiene el gen /lac Z que produce la enzima
B-galactosidasa, la cual, al expresarse en la bacteria, forma una colonia de color azul en
la presencia de X-gal en el medio de crecimiento. Esto es util para hacer una seleccién
de colonias transformadas por medio del color de las mismas. Las colonias blancas
resultan cuando el gen de estudio se ha insertado en el plasmido correctamente,
irrumpiendo en la secuencia del gen de lacZ, lo cual evita que se exprese la
B-galactosidasa y por lo tanto hace que no haya reaccién con el X-gal. En la Figura 11 se
muestran las colonias resultantes luego de sembrar las células E. coli DH5a
transformadas con pGEM-T Easy-GtXyn10A_Q124E (Figura 11a). Como control positivo
de transformacién se us6 el vector pBlueScript que también posee el gen lacZ
produciendo colonias azules cuando no se ha introducido inserto (Figura 11b). De
cientos de colonias desarrolladas se seleccionaron 17 colonias de células
transformadas (Figura 11), de las cuales sélo 4 de ellas fueron azules. Las trece colonias
blancas restantes corresponden a las células transformadas exitosamente. De estas
trece colonias, cuatro se eligieron para verificar la secuencia nucleotidica del gen
transformado en cada una de las cuatro colonias. Las muestras fueron enviadas a
secuenciar a Macrogen (Corea).
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Figura 11 Transformaciéon de células DH5a y seleccion de transformadas con pGEM-T
Easy-GtXyn10A_Q124E. a) Céapsula de Petri sembrada con células DH5a transformadas con
PGEM-T Easy-GtXyn10A_Q124.; de ésta placa se seleccionaron cuatro colonias al azar. b)
Capsula de Petri sembrada con células DH5a transformadas con pBlueScript como control
positivo de la transformacion.

La secuencia nucleotidica producto de la secuenciacion de las cuatro colonias
seleccionadas fue traducida a una secuencia aminoacidica usando un programa de
traduccién de nucledtidos a aminoacidos Expasy Translate (Swiss Model). Este
programa traduce la secuencia nucleotidica directa y reversa, ademas de dar resultados
de los 3 marcos de lectura posibles para cada uno de los genes. Al buscar la secuencia
aminoacidica de la secuencia de GtXyn10A silvestre, se puede hacer coincidir con parte
de la secuencia de la mutante, reconociendo el marco indicado de lectura.

Como se observa en la Figura 12, el alineamiento de GtXyn10A y las secuencias
aminoacidicas obtenidas de las cuatro colonias transformadas con el gen
GtXyn10A_Q124E, muestra que todas poseen la mutacion disefiada Q124E. A su vez,
se observa una mutacién no intencional en todas ellas, en la posiciéon 304 de
GtXyn10A_Q124E, donde Val fue sustituida por lle (V304l). Se observa ademas que
GtXyn10A_Q124E_3, gen obtenido de la tercera colonia, posee una segunda mutacion
no intencional que sustituye Gly por Asp en posicién 95 de GtXyn10A_Q124E (G95D).
Por ultimo, la secuencia correspondiente a la Colonia 4 posee una tercera y cuarta
mutacién no intencionales que substituye Val por lle en posicién 251 (V2511) y Asn por
His en posicion 259 (R259H). Se observa que la secuencia de las colonias
GtXyn10A_Q124E_1 y GtXyn10A_Q124E_2 no poseen ninguna otra mutacion aparte
de las indicadas, por lo que se selecciond la primera colonia para realizar el resto de los
experimentos.
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Figura 12. Alineacion de secuencias de los genes GtXyn10A y GtXyn10A_Q124E, obtenidos de
cuatro clones de E. coli DH5a seleccionadas con el screening de colonias blancas. La
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alineacion se realizé mediante el programa Clustal Omega. Se observa enmarcado en rojo que
la mutacion deseada Q124E se realizo efectivamente en los 4 genes seleccionados. Enmarcado
en azul se encuentran algunas mutaciones no intencionales de algunas colonias particulares, y
en azul oscuro la mutacion que tuvieron todas las colonias mandadas a secuenciar. Simbologia:

ks, “ 9, 6“0

:aa idénticos, “.”: aa algo similares, “:” : aa muy similares.

Las razones por las que se produjeron mutaciones no intencionales son discutibles y
podrian tener variado origen. En particular, esto puede ser debido a:
a) Errores de la polimerasa durante la mutagénesis sitio dirigida por Overlap
Extension PCR.
b) Errores de secuenciacion.
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La mutacién V304l en todas las colonias se puede explicar por una mutacién no
intencional que ocurrid en una etapa temprana de la mutagénesis sitio dirigida, en la
amplificacion del fragmento de 700 pb (donde se encuentra la mutacién), que fue
heredada en los siguientes pasos durante las amplificaciones. La segunda alternativa,
es que la secuenciaciéon del DNA de las cuatro colonias no fuese correcta. Por una
parte, porque es dificil que haya un error de lectura que se repita exactamente igual
cuatro veces. En segundo lugar, el electroferograma de secuenciacion muestra un peak
normal sin superposiciones en la seccion de este aminoacido, como se muestra en la
Figura 13.

En la secuencia de la enzima silvestre, el aminoacido valina 304 (V304) esta codificado
por un triplete “GTA”, en tanto que los cuatro genes mutantes muestran la secuencia
“ATA” por lo que hubo una mutacioén singular de “G” a “A”, resultando en la codificacion
de isoleucina.

1040
ITGGATACCG.
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Figura 13. Electroferograma de la secuenciacion de una de las colonias de GtXyn10A_ Q124E.
Se observa que el primer “A” de la isoleucina (I, triplete ATA), en verde, tiene un peak alto, sin
otro peak de otro nucledtido.

Los tripletes de valina e isoleucina se diferencian solo en su primer nucleétido (“GTA”
para valina, “ATA” para isoleucina), por lo que la mutacioén fue unica en este nucleétido.

3.3 Clonamiento de GtXyn10A en el vector de expresion
PET22b(+)

Para el tercer objetivo especifico, que es producir la variante mutante de GtXyn10A en
E. coli, se realizé la produccién de GtXyn10A y GtXyn10A _Q124E, las xilanasas
silvestre y mutada respectivamente. Con el propésito de expresar el gen
GtXyn10A_Q124E para sintesis recombinante de la enzima en grandes cantidades, se
uso la cepa de E. coli BL21(DE3), la cual posee 2 grandes ventajas, que son la carencia
de proteasas que podrian degradar la enzima recombinante, y poseer los genes para la
produccion de la maquinaria para la sintesis de la ARN polimerasa T7. Los genes de la
xilanasa silvestre y mutada fueron subclonados en el plasmido pET22b(+), el cual
posee el promotor de la ARN Polimerasa T7 bajo el control del operdn lac inducible con
IPTG. La ARN Polimerasa T7 permite la transcripcion masiva de genes que estan bajo
su control, permitiendo la sintesis de grandes cantidades de enzima recombinante [21].
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Para todos los experimentos con la enzima mutada se eligié la colonia que contiene el
gen de la colonia 1 (GtXyn10A_Q124E_1), por su bajo numero de mutaciones no
intencionales en comparacion a las otras colonias secuenciadas. Este gen fue extraido
y escindido de pGEM-T Easy con las enzimas de restriccion Ncol y Xhol para luego ser
insertados en el vector pET22b(+), obtenido de una cepa de E. coli TOP10 con dicho
vector. Se verificd el tamafo de los fragmentos a ligar de pET22b(+) y del gen mutante
cortados con enzimas de restriccion Ncol y Xhol, tal que puedan ser ligados con
extremos cohesivos. Los fragmentos cortados se observan en la Figura 14.

5Kb—=

1Kb

¥

Figura 14 Gel de agarosa 1% con fragmentos de pet22b y gen mutado. El carril M es el
marcador molecular, en que se destacan los tamafios importantes, correspondientes a 5 Kb
para el carril 1 que es el vector pet22b cortado, y 1 Kb en el carril 2, que corresponde al gen

mutante, cortados con Ncol y Xhol cada uno.

Estos fragmentos se ligaron con ligasa T4 toda la noche a 16°C. Los resultados de la
extraccion y digestion de los plasmidos de estas colonias (digeridos con Xhol y Ndel) se
observan en la Figura 15. Se puede ver que hay una banda de 5kb en las 4 colonias
que corresponde al largo de pET22b(+) y una banda de 1kb correspondiente al gen
mutado, por lo que la transformacion fue un éxito.
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Figura 15 Gel agarosa de confirmacion de insercidn del gen en pET22b(+). Carril M es el
marcador molecular, y del 1-4 son las colonias elegidas para verificar el inserto. En cada uno, se
observa una banda de 1kb, correspondiente al gen mutado que se ligé al vector pET22b(+).

Luego se transformé E. coli BL21(DE3) con los plasmidos extraidos de las colonias 1y
2 para la produccion recombinante de enzima mutada. Se obtuvieron colonias luego de
la transformacion y se realiz6 el mismo procedimiento de extraccion y digestion desde 2
colonias para verificar que hayan sido transformadas con el vector mutado. Los
resultados se muestran en la Figura 16, en la que se observa que al menos la colonia 1
del carril “1” posee el vector pET22b(+) de 5 kb y el gen mutado de 1 kb. El resto de las
colonias en carriles 2, 3 y 4 no se alcanza a apreciar las dos bandas. Esto se puede
deber a la baja cantidad de plasmido que producen las células BL21(DE3), ademas de
que éstas poseen nucleasas que pueden degradar el plasmido extraido durante la
extraccion con miniprep.

Figura 16 Gel agarosa de confirmacion de transformacion del vector ligado correctamente en
células BL21(D3). Carril M es el marcador molecular, y del 1-4 son las colonias elegidas para
verificar el inserto. En cada uno, se observa una banda de 1 kb, correspondiente al gen mutado
que se ligo al vector pET22b(+).
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Se realizaron dos cultivos con medios Terrific-Broth de 300 ml con 100 um/ml de
antibidtico carbecinilina cada uno, para enzima silvestre y mutante Q124E. Se indujeron
con IPTG cuando su densidad 6ptica a 600 nm calzé el valor de 0,4, y se dej6é a 20°C
toda la noche en una incubadora a 200 rpm.

Al dia siguiente, se realizaron los métodos de separacién descritos en el informe:
centrifugacion para separar las células, precipitacion de sales sulfato de amonio con
saturacion al 80%, dialisis, y finalmente cromatografia i6nica con la columna de
Q-Sefarosa de 8 ml, en un rango de 3 dias.

Se realiz6é un gel de poliacrilamida al 12,5% y SDS-PAGE para observar la presencia y
grado de separacion de proteina la enzima GtXyn10A, observado en la Figura 17. En
esta, se puede ver que la muestra de sobrenadante se encuentra mas diluida que las
demas. Esto tiene sentido, ya que, en la precipitacion de sales y dialisis, se
concentraron la mayoria de las proteinas del sobrenadante, pasando de un volumen de
aproximadamente 300ml de sobrenadante de cultivo a 23ml de proteinas precipitadas.
Por esto, se obtiene mayor definicion de proteinas rescatadas desde la cromatografia
idnica.

El gel de proteinas no presenta alto nivel de purificacion como muestra el carril 3 y 6
(ultima etapa para enzima silvestre y mutada, respectivamente), por la gran cantidad de
barras notorias ademas de la correspondiente a 37kDa (tamafio reportado de GtXyn10A
[14]). Esto afectara la medicion de actividad catalitica de las enzimas, ya que hay
factores extra que no permiten una medicion precisa.

Gel

Figura 17 Gel de proteinas de enzima silvestre y mutante en diferentes etapas de separacion.
“M” se refiere al marcador de peso molecular de proteinas. Los carriles 1, 2y 3 son
respectivamente una muestra del sobrenadante inicial, resultado de la dialisis y resultado del
pooling luego de la cromatografia para la enzima silvestre. Los carriles 4, 5 y 6 son lo mismo,
pero para la enzima mutante. Se puede distinguir la barra de 37 kDa (indicada con las flechas
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blancas) mas notoria en los carriles de pooling, correspondiente a la GtXyn10A silvestre y
mutante [14].

En la Tabla 3 y Tabla 4 se muestran los parametros de purificacion de la enzima silvestre
y mutante respectivamente.

Tabla 3 Tabla de purificacién de enzima GtXyn10A silvestre a 50°C, por 10 minutos de reaccién

a pH 5.

Tabla 4 Tabla de purificacién de enzima GtXyn10A mutada Q124E a 50°C, por 10 minutos de

Etapa Sobrenadante [ Dialisis Cromatografia

Volumen (L) 0,3 0,023 0,018
3916,49

U/L 1170,027 6 4493,565

Concentracion

Proteina (g/L) 1,846 5,304 1,073

Proteina total

(9) 553,894 [ 121,984 19,323

U 351,008 90,079 80,884

Act. especifica

(U/mq) 0,634 0,738 4,186

Purificacion 1 1,165 6,605

Rendimiento

(%) 100 25,663 23,043

reaccion a pH 5.

Etapa Sobrenadante | Dialisis Cromatografia
Volumen (L) 0,3 0,023 0,018
U/L 1191,353 | 6278,767 5869,681
Concentracion

Proteina (g/L) 1,729 5,539 1,124
Proteina total (g) 518,603 127,396 20,227
U 357,406 | 144,412 105,654
Act. especifica

(U/mgq) 0,689 1,134 5,223
Purificacion 1 1,645 7,579
Rendimiento (%) 100 40,405 29,561

Los valores de absorbancia para el calculo de la concentracion de proteinas y la curva
de calibracion usada se pueden ver en el Anexo 1.1. La concentracién de cada fraccion
en ambas tablas de separacién es coherente entre cada fraccidn de purificacion
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Se puede observar de ambas tablas que se tienen valores similares de actividad
especifica, purificacion y rendimiento final (luego de la cromatografia) entre ambas
enzimas, lo que indica similitud entre ambas enzimas a pesar de la mutacion.

Los valores de actividad especifica son bajos por el bajo nivel de purificacién o
separacion de contaminantes u otras proteinas. El valor de actividad especifica de una
enzima purificada apropiadamente es del orden de los 1000, como en el trabajo de You,
et al., que muestra que la enzima Xyl10C pura tiene actividad especifica de 8600 [19].

3.3.1 Comparacion de la dependencia de la actividad con diferentes
temperaturas.

A continuacion, se realizaron ensayos de actividad enzimatica de las enzimas en el pool
(fraccion mas separada de otros contaminantes) de GtXyn10A silvestre y mutada a
diferentes temperaturas desde 30°C hasta 90°C. Esta comparacion se hizo para
observar los cambios en la actividad catalitica que podria haber producido la mutacion
Q124E en la xilanasa. Se muestran los resultados de la actividad enzimatica en
actividad especifica de cada proteina a estas temperaturas en la Figura 18. También se
puede ver la actividad relativa de cada enzima en la Figura 19.

Actividad enzimatica a diferentes temperaturas de
enzima silvestre y mutada.
40.00
35.00

30.00 4 Silvestre
& Mutada
25.00

20.00
15.00
10.00

Act. especifica (U/mg)

5.00

0.00

30 40 50 60 70 80 a0
Temperatura (°C)

Figura 18 Actividad especifica de GtXyn10A silvestre y mutante. Se observa la misma curva a
casi la misma cantidad de actividad especifica para cada temperatura. U/g fue calculado como
U(uM/L*min de xilosa producidos)*gramos de proteinas totales.
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Actividad relativa a diferentes temperaturas de
xilanasa silvestre y mutada.
120.0

100.0
80.0

60.0
& Silvestre
¥ Mutada

Act. relativa %

40.0

20.0

0.0

30 40 50 60 70 80 50 100
Temperatura (°C)

Figura 19 Actividad relativa de enzimas GtXyn10A silvestre y mutante Q124E.

Debido al nivel de contaminantes que tienen las muestras de enzima usada (luego de
cromatografia), los valores de la Figura 18 no predicen con precision los valores de
actividad especifica de cada enzima. Por tanto, no se podria decir que la enzima
mutada tiene mejor actividad que la enzima silvestre a menores temperaturas, a pesar
que asi se ve en el grafico incluido con los errores, que muestran que son diferentes
valores. Hace falta una mayor purificacion y caracterizacion de las enzimas para
compararlas y medir su actividad especifica correcta, sin embargo, al verse ambas
similares, se observa que la enzima mutada es al menos igual o no tiene mucho cambio
respecto a la silvestre.

Desde la Figura 19, se puede apreciar de manera normalizada las curvas que tienen las
actividades de las enzimas a las diferentes temperaturas. Se observa que la curva de
actividad de la enzima mutada es mas amplia que la silvestre en temperaturas
moderadas, lo que indica una posible mejora de actividad a estas temperaturas de la
enzima mutada. Esto requeriria confirmacién a partir de una purificacion adecuada de
ambas enzimas para la comparacion de sus actividades y sus parametros cinéticos.

En la Figura 18, también se observa que la actividad de la enzima silvestre a 40°C baja
en respecto a la de 30°C, que debe ser un error de medicion en el momento, ya que
tedricamente la actividad deberia subir hasta alcanzar su temperatura 6ptima. Este
suceso contribuye al hecho de que los valores de actividad pueden verse influenciados
por factores externos al experimento. Ademas, es sabido que el ensayo de azucares
reductores con DNS no es el mas eficaz para medir la actividad xilanasa de las GH10

[7].
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Las posibilidades del cambio en actividad catalitica de la enzima mutada y silvestre se
explican segun las diferencias que se lograron gracias a la mutacién sitio-dirigida en el
lugar del sitio activo de cada enzima.

Tabla 5 Tabla de comparacion de residuos del sitio activo entre Xyl10C y GtXyn10A. En azul se
muestra el residuo a mutar; en naranja los residuos que permanecen iguales en ambas
xilanasas; en rojo las que difieren en las xilanasas. Las funciones de los residuos fueron
sacadas de You et al y del analisis de secuencia para encontrar los aminoacidos cataliticos de

GtXyn10A. El ligando corresponde a la xilobiosa.

Posicion Posicion
en en
Xyl10C |Residuo [ GtXyn10A Residuo Funcién
132 N (Asn) 81 N (Asn) Unidn a ligando
Union a Glu124 y
135 K (Lys) 84 K (Lys) ligando

137 Unién a Glu124
168 Unidn a ligando
Estructural, lugar de

175 mutacion

218 N (Asn) 165 N (Asn) Unién a ligando
219 E (Glu) 166 Residuo catalitico
300 241 Unidn a ligando
332 E (Glu) 271 E (Glu) Catalitico

372 W (Trp) 311 W (Trp) Unidn a ligando
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La Tabla 5 muestra en forma comparativa los residuos de aminoacidos que participan
en el sitio activo de XYL10C y GtXyn10A incluyendo los acidos glutamicos cataliticos, y
el residuo estructural E175. Se observa que solo 2 aminoacidos difieren, uno de ellos es
la metionina 137 en XylC, que es el acido glutamico 86 de GtXyn10A, y el acido
glutamico (E300) en Xyl10C, que corresponde a la glutamina en GtXyn10A (Q241). Se
concluye que no habrian mayores diferencias en el sitio activo, y que se podrian ver los
cambios esperados en actividad catalitica con la mutacién Q124E en GtXyn10A, ya que
en las xilanasas Xyl10C y XylE habian diferentes aminoacidos en el sitio activo también
(Figura 5, d), pero XylE mostr6 un aumento en su actividad catalitica a pesar de esto.
Por tanto, se deduce que lo mismo pasaria con GtXyn10A.

Una comparacion de 50 xilanasas de la familia GH10 mediante alineamiento de la
secuencia, muestra que cuatro de ellas tienen glutamina en este sitio, equivalente a
E175 de Xyl10C [19]. De acuerdo a la estructura tridimensional de esta xilanasa, E175
interactua con Lys135 y Met137 del loop 2 de la proteina por lo que se piensa que
podria tener una importante funcién en la estabilizacion del complejo formado por la
enzima con el sustrato influenciando la actividad catalitica de XYL10C. De hecho, You y
cols. [19] demostraron que al mutar solamente este residuo E175 sustituyéndolo por
otros 19 aminoacidos diferentes, todos redujeron su eficiencia catalitica (Km) entre 50 y
10%. A su vez, estos autores mostraron que al mutar el residuo GIn116 de XylE, en
posicion equivalente a E175 de Xyl10C, aumenta su actividad catalitica en 370% [19].
Estas evidencias indican la importancia clave de este residuo estructural E175 de
XYL10 por lo que se decidié mutar el residuo equivalente en GtXyn10A, GIn124 a acido
glutamico (Q124E). Esta mutacioén coincide con la que se realizé en XylE (Q116E), que
incrementd su actividad en casi cuatro veces como se menciono anteriormente. En la
Tabla 6 se observan la actividad especifica, Km, Kcat/Km, temperatura y pH 6ptimos de
Xyl10C, XylE y XynE2.

Considerando el rol de E175 en la actividad catalitica de Xyl10C, se procedié a
seleccionar el aminoacido equivalente en la estructura de GtXyn10A, bajo la hipétesis
de que este cambio provocara un cambio estructural en las propiedades de la enzima, y
en consecuencia incrementando la actividad de esta xilanasa a temperaturas
moderadas.

Tabla 6 Propiedades de las enzimas xilanasas GH10 Xyl10C, XylE y XylE2 usadas por You y
cols. [19]

Parametro Actividad | pH 6ptimo | Temperatura | Km (mg/ml) | Kcat/Km
especific optima (°C) (ml/s/mg)
a (U/mg)

Xyl10C 8700 4,0 80 0,71 8800
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XylE 620 5,0 70 1,01 490

XynE2 870 8,0 65 0,93 1600

Las propiedades de valina e isoleucina son similares, ambos siendo aminoacidos con
cadena lateral sin carga. La unica diferencia es que isoleucina tiene un carbono mas en
la cadena, por lo que se propone que no habria mayores cambios en la funcion de la
enzima por esta mutacion no intencional. Por lo tanto, se espera que su presencia no
interfiera en la interpretacion del efecto de la mutacion Q124E en las propiedades de
GtXyn10A. En un intento por verificar que no hay mayores cambios conformacionales,
se introdujo la mutacién en la estructura de GtXyn10A Q124E utilizando Pymol. Los
cambios geométricos pueden ser visualizados predictivamente en la Figura 20, que
incluye la mutacion Q124E en magenta y en celeste la valina e isoleucina.

Esta mutacién extra de isoleucina en esta posicidn puede alterar la forma del sitio
activo, por ejemplo, desplazando el Trp311, lo que puede ser un cambio deletéreo para
el sitio activo y afectar negativamente la actividad de la enzima. Es necesario purificar
correctamente las enzimas silvestre y mutante para poder hacer una comparacion de

actividad enzimatica y determinar si esta mutacion no intencional tuvo un efecto a pesar
de la mutacion principal.

b
2) )/{ valina (V304) )
Sitio activo Trp311 k-‘ .
g Glu271 Sitio activo  Trp311 kr Clu271

/ GIn241 ' 577
__ Asn81 GIn241
) ;;S-‘E, ) : His117 .

Glul66

Isoleucina (1304)

/

Figura 20 a) Modelo 3D del sitio activo de GtXyn10A_Q124E con valina V304 (aminoécido en
celeste). b) Modelo 3D del sitio activo de GtXyn10A_Q124E con isoleucina 1304 (aminoacido en
celeste). Los aminoacidos en rojo son los acidos glutamicos cataliticos. En magenta se muestra

la mutacion Q124E. Se observa que la geometria del aminoacido 1304 en el contexto
tridimensional del sitio activo no cambia respecto a V304, excepto una cadena de un carbono
mas a la derecha del sitio activo.
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4. Conclusiones

En conclusion, se logré completar los objetivos. Los dos primeros objetivos especificos,
de modelar computacionalmente un modelo 3D con herramientas bioinformaticas la
enzima GtXyn10A vy la identificacion de un residuo Q124 que podria ser clave en la
actividad enzimatica, como ha mostrado ser su equivalente en funcién y posicion en
otras 2 xilanasas XYL10C, XylE y XylE2. Se logré introducir una mutacién puntual
Q124E en su secuencia aminoacidica utilizando herramientas de biologia molecular,
aunque el método experimental trajo consigo una mutacion no intencional en otra
posicion.

De acuerdo a la discusidon presentada en la seccion Resultados y Discusion, es poco
probable que esta mutacion no intencional V304! tenga algun efecto significativo sobre
la actividad enzimatica de GtXyn10A_Q124_1, sin embargo, si acaso tiene
consecuencias en la actividad funcional de la enzima, debe ser considerado.

El ultimo objetivo, sobre la produccion y comparacién de las actividades enzimaticas de
las enzimas GtXyn10A silvestre y mutada, se logré hacer y llegar a conclusiones
preliminares sobre las diferencias entre las actividades. Los resultados muestran que la
enzima mutada posiblemente tenga una actividad xilanasa levemente mayor a
temperaturas moderadas (entre 30°C-60°C), que es lo que se planteaba como objetivo.
Sin embargo, un estudio con la comparacion con las enzimas purificadas
adecuadamente es necesario para llegar a esa conclusion totalmente.

5. Proyecciones a futuro

En las discusiones se menciona el bajo nivel de purificacion que se tuvo de las
GtXyn10A silvestre y mutante. Por tanto, como primera proyeccion, se sugiere purificar
adecuadamente estas enzimas luego de la produccidon recombinante. Esto puede
hacerse agregando etapas de purificacién, como una cromatografia de afinidad (IMAC)
usando la cola de histidinas que posee la traduccién de pET22b(+), que deberia estar
presente en las xilanasas expresadas. Para esta cromatografia, se debe intentar usar
varios buffers, ya que la bibliografia muestra que el buffer con fosfato puede denaturar
la xilanasa GtXyn10A.

Luego de obtener una proteina pura, se debe hacer una caracterizacion
correspondiente a ambas enzimas silvestre y mutante, ya que la proteina no ha sido
expresada usando sistema con E. coli. Se puede intentar expresar la GtXyn10A con la
mutacion Q124E expresada usando Pichia pastoris como sistema recombinante y medir
su actividad enzimatica para obtener mejor factibilidad de su uso comercial para
obtener XOS.
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Finalmente, se deberia proyectar ver el impacto de la mutaciéon no deseada V203l en la
actividad enzimatica, y observar si la mutacion Q124E aumenta la actividad sin la
influencia de esta mutacion.
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7. Anexos

Anexo 1.1 Datos crudos y curva de calibracion Bradford y
DNS

Tabla 7 Absorbancias 550nm de ensayos DNS en triplicado a diferentes temperaturas para
enzima silvestre y mutante

Silvestre Mutante

Temperatur

a (°C) abs 1 abs 2 abs 3 abs 1 abs 2 abs 3
30 0,309 0,326 0,303 0,336 0,399 0,361
40 0,295 0,292 0,25 0,513 0,514 0,525
50 0,821 0,823 0,763 1,065 0,974 1,102
60 1,097 1,16 1,169 1,24 1,405 1,483
70 1,01 1,068 1,036 1,206 1,274 1,294
80 0,725 0,767 0,812 0,62 0,637 0,716
90 0,093 0,082 0,083 0,138 0,082 0,087

Tabla 8 Absorbancias de ensayo de AR con DNS de etapas de enzima silvestre

Silvestre
Sobrenadant
Etapa e Dialisis Pool
0,238 0,144 0,821
Absorbanci 0,22 0,164 0,823
a (550nm) 0,291 0,12 0,763
Dilucién 1 0,01 0,05

Tabla 9 Absorbancias de ensayo de AR con DNS de etapas de enzima mutante

Mutante
Sobrenadant
Etapa e Dialisis Pool
0,182 0,224 1,065
Absorbanci 0,245 0,262 0,974
a (550nm) 0,143 0,194 1,102
Dilucion 1 0,01 0,05

46



Absorbancia

Tabla 10 Absorbancias a 595nm de concentracion de proteinas con método de reactivo de

18
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Curva calibracion DNS
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Figura 21 Curva de Calibracion de ensayo de AR con DNS

Bradford con BSA para la curva de calibracion.

Concentracio
n proteina 0,007812
(mg/ml) 0 51| 0,015625 0,03125 0,125
0,299 0,781 0,834 0,351 0,39
(595nm) 0,266 0,286 0,301 0,349 0,505

Tabla 11 Absorbancias a 595 con reactivo de Bradford de concentracion de proteinas de

diferentes fracciones en enzima mutante y silvestre.

1

0.8

Fraccion de Silvestr Silvestre Mutant

purificacion | Sobrenadant | e luego luego de e luego Mutange luego

e de de | cromatografi | Sobrenandant de de

silvrestre dialisis a e Mutante | dialisis cromatografia

Dilucion 0,1 0,05 0,25 0,1 0,05 0,25
Absorbancia

S 0,318 0,438 0,414 0,292 0,445 0,435

0,311 0,458 0,465 0,283 0,47 0,489

0,297 0,434 0,467 0,292 0,474 0,485

47




Curva calibracion BSA con reactivo de
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Figura 22 Curva de calibracién con reactivo de Bradford
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Anexo 1. Secuencia nucleotidica y aminoacidica de
GtXyn10A

La secuencia aminoacidica en rojo corresponde a la secuencia de péptido sefal.

Secuencia nucleotidica GtXyn10A de G. trabeum (G1:469658689) *Considera péptido senal
nativo y coddn stop.

ATGATTTCTAAGACCTTCACCGTTCTCCTTGCCTTGCTGCCCCTTGTGCAATGCGCACCTCCTACTCCCGCC
GCCTCTTCGGCTTTGCCGACTGGTACATCTACCGTCGCCCTCAATACTGCGGCGAAGGCGGCAGGGAAA
CTGTACATGGGTACTGCCACCGACAACGGGGAGCTTACTGACACCGCTTATACCACTATCCTGGACAACA
ATGCAAACTTCGGCCAGATCACCCCTGCGAACGCCATGAAATGGGAAAATACAGAGCCGGAGCAGGG
AACATGGACCTGGACGAACGCTGACCAGATCGCCAACCTCGCGAAGACCAATGGCCAGCTCCTGAGAG
GCCACAACTGTGTCTGGTACAACCAGCTCCCCAGCTGGGTGACCTCCGGGTCTTGGACCAATGCCACAC
TTACTGCCGTAGTTCAGGACCATACTACGGAATTGGTTAGCCGCTATAAGGGACAAGTTTATGCCTGGG
ATGTAATCAATGAGCCCTTCAATGACGACGGTACTTACCGCTCGGATGTCTTCTACAACACCATCGGCCC
AGCATACATTCCCATCGCCCTGCGCGCAGCCAGAGCCGCCGACCCTAATGCCAAGCTCTACATCAACGA
GTACAACATTGAGTACACGGGTTCCAAGGCGACAGCTATGCTGAACCTCGTGGA
TAAGGCAGAGGGCGTTCCCATCGACGGTGTTGGTCTGCAGTCCCACTTCATCGTCGGCGAAGTCCCCAC
CTCGCTTCAGTCCATCATGGAGCAGTTCACCGCGCTCGGCGTCGAGGTCGCCATCACCGAGCTGGACAT
CCGCATGACCCTCCCCGAAACTGCTGCCCTCCTGGAGCAGCAGAAGACCGATTATGACACTGTCATCTCT
GCATGCAGGGCCGTCTCCGGCTGCGTTGGCGTCACCGTTTGGGACTTCACTGACAAGTACTCTTGGGTA
CCGAGCACCTTCTCCGGTCAGGGTGCCGCGACACCTTACGACTCGAACCTTGTGAAGAAGCCTGCCTAC
GACGGAATTGTTGCTGGCTGGCAGTAA

Secuencia aminoacidica GtXyn10A de G. trabeum (GI:521722511) *Considera péptido seial
nativo y coddn stop.

MISKTFTVLLALLPLVQCAPPTPAASSALPTGTSTVALNTAAKAAGKLYMGTATDNGELTDTAYTTILDNNA
NFGQITPANAMKWENTEPEQGTWTWTNADQIANLAKTNGQLLRGHNCVWYNQLPSWVTSGSWTNA
TLTAVVQDHTTELVSRYKGQVYAWDVINEPFNDDGTYRSDVFYNTIGPAYIPIALRAARAADPNAKLYINEY
NIEYTGSKATAMLNLVESLKAEGVPIDGVGLQSHFIVGEVPTSLQSIMEQFTALGVEVAITELDIRMTLPETA
ALLEQQKTDYDTVISACRAVSGCVGVTVWDFTDKYSWVPSTFSGQGAATPYDSNLVKKPAYDGIVAGWQ
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Anexo 2. Mapas de vectores pGEM-T Easy y pET22b+

Mapa vector pPGEM-T Easy de Promega

xmnl 2009
Scal 1890 Nael 2707 7L f st
ael £ Apal 14
) Aatll 20
f1 ori Sphi o295
BstZl | 31
E-’.:DZI 37
stfl | 43
Amp' . Notl | 43
pGEM*-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRI 70
[atl 77
BstZl 7
_ Pstl 88
ari Sall a0
el a7
Sacl 109
BstXl 118 &
Msil 127 &
141 2
T sps i
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Mapa vector pET22b(+) de Novagen

Ava l[(158)
Xho 1{158)
Not |I(1E~EJ
Eag l(168)
Hind lll{173)
Sal l{179)
Sac li190)
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Nco l{220)
BMSCRE{[:ES)
) seR l(260)
Dra lllis251) —_BspM lizes)
) — — —— Nde l{za8)
Xba I626) gy

I SgrA li433)
“=—Sph I(za8)
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., “— ApaB li798)

Bpu1102 l{80)
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Miu 1(1114)
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Pst li4353) \.f;' {
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|
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_1

pET-22b(+} Apa l{1325)

(5493bp)

f svm-vgﬂ ‘-“e“

f BssH ll{1525)
/ /~Hpa (g2

AlwN liae21) o
e

(C_?‘;,)%

BspLU11 |(311m\ Psp5s lli2221)
Sap l{2089) ] -

] R Bpu10 l23z1)
Bst1107 l2988) / ,l
Tth111 li2980) /

PshA l{1a53)

TBspG li2741)

Anexo 3. Tabla de concentraciones para Polimerasa X7,
Polimerasa Taq y Ligasa T4

Se detallan las concentraciones finales que necesitan las mezclas de PCR y ligacion
segun los protocolos de cada componente.

Tabla 12 Componentes y concentraciones para una mezcla de reaccion PCR con Phusion
Polimerasa (https://international.neb.com/protocols/0001/01/01/pcr-protocol-m0530)

Componente

Reaccion de 20 pl

Reaccion de
50 pl

Concentracion
final
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Agua libre de Hasta 20 ul Hasta 50 pl -
nucleasas

5X Phusion HF o 4 ul 10 pl 1X

GC Buffer

10 mM dNTPs 0,4 pl 1 ul 200 uM
10 uM Partidor 1 ul 2,5 ul 0,5 uM
directo

10 uM Partidor 1 pl 2,5 pl 0,5 uM
reverso

ADN templado variable variable < 250 ng
DMSO (opcional) (0,6 pl) (1,5 ul) 3%
Phusion DNA 0,2 pl 0,5 pl 1,0 U/50 pl PCR
Polimerasa

Tabla 13 Componentes para GoTaq Polimerasa de Promega.

Componente Volumen final Concentracion final
5X Grgen GoTaq Buffer de 10 pl 1X (1.5mM MgClI2)
reaccion

dNTps 1l 0,2mM cada dNTP
Partidor directo variable 0,1-1,0 uM
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Partidor reverso variable 0,1-1,0 uM
GoTaq Polimerasa ADN (5U/ 0,25 pl 1,25U

ul)

ADN templado variable <0,5 pg/50 pl
Agua libre de nucleasas Hasta 50 pl -

Tabla 14 Componentes para hacer una mezcla de ligacion con T4 ligasa de fragmentos con
extremos cohesivo
(https.//www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https://assets.ther
mofisher.com/TFS-
Assets%2FLSG%2Fbrochures%2F711-011109%20TB%20T4%20DNA%20Ligase.pdf)

Componente Cantidad
5x Buffer de Ligasa 2 ul
Vector ADN 1ug

ADN inserto 50ng
Agua destilada Hasta 10yl
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Anexo 4. Preparacion Medio Terrific-Broth y sales fosfato

Se preparé medio Terrific-Broth (TB) y sales fosfato para TB. El medio TB se preparo,
para 450 ml, con: 12 g de extracto de levadura, 10 g de triptona (Gibco, EE UU) y 2 ml
de glicerol.

Para las sales, se uso6 5,75 g de KH2PO4 para hacer 200 ml de una solucion de buffer
fosfato 0,89 M (KH2PO4 0,17M; K2HPO4 0,72 M).

Se hicieron dos frascos con 300 ml de TB cada uno, se autoclavaron con un autoclave
(Eppendorf, EE UU) y luego se le agregé 50ml de sales autoclavadas a cada uno.
También se le agregd 300upl de carbenicilina (Biological, EE UU) a 100mg/ml
(concentracion final de 100 ug/ml) todo bajo campana estéril. El medio TB se llevo a
dos matraces de 2 litros cada uno, uno de ellos rotulado para la bacteria con plasmido
con el inserto silvestre y el otro para el plasmido con la mutacion Q124E.
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Anexo 5. Precipitacion de proteinas con sales de sulfato
de amonio

Se precipitaron los sobrenadantes con la técnica de “salting out” por precipitacién de
sales. Para la precipitacién con sulfato de amonio, se agregé 50 ml buffer Tris (Winkler,
Chile) 0,5 M a pH7 a una concentracion 10x a cada sobrenadante. Ademas, se
prepararon 4,7 ml de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, Winkler) disuelto en
isopropanol (Sigma Aldrich) con concentracion 100 ug/ml, para evitar la degradacion de
proteinas por actividad de proteasas.

Para calcular la cantidad de sales de sulfato de amonio a usar, se consideré 0% de
saturacién de sales inicial y 80% de saturacion final. Se calcul6 usar 236,6 g de amonio
siguiendo los valores de la tabla 9 en cada sobrenadante, ya que ambos tienen un
volumen similar (300ml).

Luego se siguieron los siguientes pasos:

e Se dej6 cada vaso de precipitados con estas mezclas de sobrenadante sobre un
agitador magnético Velp Arec (ltalia) rodeadas de hielo, para mantener una
temperatura de 4°C a cada uno.

e Lentamente, se fue agregando sulfato de amonio sdlidod hasta que este se
disolvié totalmente.

Luego de disolver las sales, se dejé 2 horas en reposo a 4°C.
Se procedio a centrifugar a 10.000 rpm por 45 minutos, segun la metodologia. Se
descarto el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet de proteinas en buffer Tris.
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Tabla 15 Tabla de saturacion con sales de sulfato de amonio, cantidad a agregar segun la
saturacion inicial y final de la solucién.[31]

Final percent saturation to be obtained
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 BO B85 90 95 100

Starting percent Amount of ammonium sulphate to add (grams) per liter of solution at +20 °C
saturation

0 113 144 176 208 242 277 314 351 390 430 472 516 561 &08 657 708 76l
;] B85 115 146 179 212 246 282 319 358 397 439 4Bl 526 572 &21 671 723
10 57 B6 117 149 182 216 251 287 325 3564 405 447 49] 537 584 634 685
15 28 58 88 119 151 185 219 255 293 331 371 413 456 501 548 596 647
20 0 29 53 89 121 154 188 223 260 298 337 378 421 485 511 559 609
25 0 29 60 91 123 157 191 228 2656 304 344 386 429 475 522 571
30 0 30 61 92 125 160 195 232 270 309 351 393 438 485 533
35 0O 30 62 94 128 163 199 236 275 316 358 402 447 495
a0 0 31 63 96 130 166 202 241 281 322 365 410 457
45 0 31 64 98 132 169 206 245 286 329 373 419
50 0 32 65 99 135 172 210 250 292 335 381
55 0 33 66 1001 138 175 215 256 298 343
60 0 33 67 103 140 179 219 261 305
65 0 34 69 105 143 183 224 267
0 0 34 70 107 146 185 228
75 0 35 72 110 148 190
80 0 36 73 112 152
85 o 37 75 114
90 0 37 76
95 0 38

56



Anexo 6. Curva de calibracion de proteinas segun método
de reactivo de Bradford

Se preparo el reactivo de Bradford como se menciond en la seccion de Metodologia y
se prepararon varias diluciones de albumina de suero bovino (BSA), partiendo por
concentracion 1 mg/ml hasta llegar a una dilucion de 1/256, como se muestra en la
tabla. Se muestran también los resultados de las absorbancias medidas a 595 nm

Tabla 16 Datos de absorbancia a 595 nm de ensayo de BSA con reactivo de Bradford

Dilucion BSA Absorbacia a 595nm
(mg/ml)

0,5 1 1,198 1,577 1,282
0,25 0,5 1,446 1,543 1,164
0,125 0,25 1,349 1,519 1,52

0,0625 0,125 0,601 0,675 0,659
0,03125 0,0625 0,396 0,455 0,449
0,015625 0,03125 0,313 0,331 0,328
0,0078125 |0,015625 |0,283 0,295 0,284
2,0039062 0,0078125 | 0,281 0,285 0,279
0 0 0,271 0,29 0,272

Para calcular los valores de absorbancia para la curva de calibracién, se calcula el
promedio de los valores de absorbancia de cada dilucion. Luego, siguiendo la formula
(1), se calculd el promedio corregido el cual considera la lectura de absorbancia del
blanco. Para determinar la diferencia entre el promedio y los datos, se calculé la
desviacion estandar (o) y para evaluar la diferencia relativa entre la variabilidad de los
datos con la media, se calculd el coeficiente de variabilidad porcentual (CV). Se calculd
la raiz del error cuadratico medio (RMSE) entre la desviacion estandar del blanco y el
resto de los datos, valor que sirve para observar el error asociado a cada grupo de
datos. Se sintetizan estos datos en la Tabla 17.

— Abs

Ab = Abs

8595 corregida 595 muestra 595 blanco (1 )
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Tabla 17 Datos estadisticos de la absorbancia de BSA con reactivo de Bradford

Dilucion BSA Promedio | Promedio o Ccv RMSE
(mg/ml) | Absorbanci | corregido
a
0,5 1 1,352 1,075 0,199 14,719 0,094
0,25 0,5 1,384 1,107 0,197 14,222 0,093
0,125 0,25 1,463 1,185 0,098 6,730 0,044
0,0625 0,125 0,645 0,367 0,039 6,037 0,014
0,0312 0,0625 0,433 0,156 0,032 7,493 0,011
0,0156 0,0312 0,324 0,046 0,010 2,976 0,001
0,00781 0,0156 0,287 0,010 0,007 2,317 0,002
0,00390 |[0,00781 0,282 0,004 0,003 1,085 0,004
0 0 0,278 0,000 0,011 3,851 0,000

Se muestra el grafico de la curva de calibracién de proteinas con el método de Bradford

en la Figura 23, en conjunto con su coeficiente de determinacién de la recta (R”) para
esclarecer la linealidad de los puntos. Para la curva, se omitieron las diluciones de 0.5,
0.25, y 0.125, pues no se encuentran en el rango lineal.
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Curva calibracion Bradford
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Figura 23 Curva de calibracién para ensayo con reactivo de Bradford, para la medicién de
concentracion de proteinas totales.

La proteina total fue calculada usando la curva de calibracion y luego multiplicando por
el volumen de la fraccion respectiva desde la que se esta calculando la proteina total.
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Anexo 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida

La composicion del gel de resolucion al 12,5% y la composicion del gel de
concentracion se presentan en la Tabla 18 y Tabla 19, respectivamente.

Tabla 18 Composicion gel de resolucion 12,5%.

Gel de resolucion 12,5%
Reactivo Volumen [ul]
Acrilamida-Bisacrilamida 29:1 1,580
Buffer Tris 1,5M pH 8,8 + SDS 0,4% 950
Glicerol 40% 1,270
TEMED 2
Persulfato de amonio (PSA) 10% 20

Tabla 19 Composicion gel de concentracion.

Gel de concentracion 12,5%
Reactivo Volumen [ul]
Acrilamida-Bisacrilamida 29:1 168,5
Buffer Tris 0,5M pH 6,8 + SDS 0,4% 250
Agua destilada 575
TEMED 1,25
Persulfato de amonio (PSA) 10% 7,5

El buffer de carga denaturante 5X se compone de:
Buffer Tris 60 mM pH 6,8

Glicerol 25% p/v

2-mercaptoetanol 5% p/v

Azul de bromofenol 0,1% p/v

El buffer de corrida Tris-Glicina 10X se compone de:
e 30gde Tris
e 114 g de Glicina
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e 10gde SDS
e Agua destilada hasta completar 1 L de solucion

La composicién de la solucion de tincion de Azul de Coomassie es:
Azul de Coomassie 0,25% p/v

Metanol 50% v/v

Acido acético 10% v/v

Agua destilada 40% v/v

Por otra parte, la composicion de la solucion de destincién es:
e Metanol 50% v/v
e Acido acético 10% viv
e Agua destilada 40% v/v
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Anexo 8. Curva de calibracion de xilosa

Se preparo la xilosa como se menciono en la secciéon de Metodologia y se prepararon
varias diluciones de ésta, partiendo por concentracién 1 mg/ml hasta llegar a una
dilucion de 1/8, que se muestra en la Tabla 20 (ademas del blanco). Se muestran
también los resultados de las absorbancias medidas a 550 nm.

Tabla 20 Datos de absorbancia a 550 nm de ensayo de aztcares reductores con DNS con
xilosa

Dilucién Xilosa Absorbacia a 550 nm
(mg/ml)
1 1 2,566 2,648 2,371 2,649
0,75 0,75 1,668 1,706 1,691 1,851
0,5 0,5 1,318 1,37 1,216 1,296
0,25 0,25 0,567 0,568 0,549 0,58
0,125 0,125 0,229 0,238 0,217 0,228
0 0 0,046 0,048 0,046 0,044

Para calcular los valores de absorbancia para la curva de calibracién, se calcula el
promedio de los valores de absorbancia de cada concentracion. Luego, siguiendo la
férmula (2), se calculd el promedio corregido en que se resta la lectura del blanco. Para
determinar la diferencia entre el promedio y los datos se calculé la desviacion estandar
(o) y para evaluar la diferencia relativa entre la variabilidad de los datos con la media,
se calculd el coeficiente de variabilidad porcentual (CV). Se calcul6 la raiz del error
cuadratico medio (RMSE) entre la desviacién estandar del blanco y el resto de los
datos, valor que sirve para observar el error asociado a cada grupo de datos. Se
sintetizan estos datos en la Tabla 21.

Ab = Abs — Ab

s s 2
550 corregida 550 muestra 550 blanco ( )

Tabla 21 Datos estadisticos de absorbancias de xilosa con ensayo de azucares reductores con
DNS.

Dilucién Xilosa Promedio Promedio o CVv RMSE
(mg/ml) | absorbancia | corregido

1 1 2,559 2,513 0,131 5,117 0,065
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0,75 0,75 1,729 1,683 0,083 4,790 0,041
0,5 0,5 1,300 1,254 0,064 4,925 0,031
0,25 0,25 0,566 0,520 0,013 2,258 0,006
0,125 0,125 0,228 0,182 0,009 3,773 0,003
0 0 0,046 0,000 0,002 3,550 0,000

Se muestra el grafico de la curva de calibracién de xilosa en la Figura 24, en conjunto

. . . . 2 . .
con su coeficiente de determinacion de la recta (R) para esclarecer la linealidad de los
puntos. Para la curva, se omitié la dilucion de 1, pues no se encuentra en el rango

lineal.

Absorbancia
=

Curva calibracion DNS v-=23706x+0,0034

R?=0,9888

1,8
1,6

1,4

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2 K

0 Q/ . ; ; ; .

0,3 0,4 0,5
Xilosa (mg/ml)

0,6 0,7 0,8

Figura 24 Curva de calibracién para el ensayo de AR con DNS.

Los calculos para las unidades de enzima para las tablas de purificacion fueron usando
las siguientes formulas para la concentracion de azucares reductores, actividad
enzimatica y actividad especifica:

AR(uM) = AR (mg/ml) * PM Xilosa (g/mol)

Actividad enzimatica (U/L) = AR (uM) / Tiempo de reaccién (min)
Actividad especifica (U/g) = Actividad enzimatica (U/l) / Concentracién de enzima

Gtxyn10A_Q124E (mg/ml)
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Parametros para las tablas de purificacion:

Volumen: Volumen obtenido al final del proceso indicado medido con probetas o
tubos falcon.

U/L: Actividad catalitica que transforma 1 ymol de sustrato por min por litro. Fue
medido dividiendo los micromoles (uM) de xilosa producidos en los minutos que
se dejo la reaccion.

uM

U
L min

Concentracién Proteina (g/L): medida al final de cada proceso indicado usando
el método de Bradford.

Act. especifica (U/g): Actividad catalitica que transforma 1 umol de sustrato/min

por gramo de proteina. Fue calculado con la siguiente férmula:
U U/L

g Concentraciéon proteina (%;L)
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Anexo 9. MolProbity del modelo 3D de GtXyn10A

Se muestran los puntajes en molProbity de los modelos 3D de Gtxyn10A antes (Figura
25) y después (Figura 26) de pasarlos por Yasara y Galaxyweb.

Summary statistics

Poor rotamers 30 10.49% ||Goal: <0.3%
Favored rotamers 226 79.02%  |Goal: =98%
Ramachandran outliers 37 10.60% |Goal: <0.05%
Protein Ramachandran favored 280 80.23% ||Goal: =98%
Geometry Rama distribution Z-score -4.64 = 0.36 Goal: abs(Z score) = 2
CB deviations =0.25A 31 9.48%  ||Goal: 0
Bad bonds: 3/2735 0.11% Goal: 0%
Bad angles: 82/3753 [2.18% Goal: <0.1%
Peotide O Cis Prolines: 0/18 0.00% Expected: <1 per chain, or <5%
eptide Omegas
P € Twisted Peptides: 23 /350 6.57% Goal: 0
i o CaBLAM outliers 38 11.0% Goal: <1.0%
Low-resolution Criteria - =
CA Geometry outliers 12 3.46% Goal: <0.5%
Additional validations Tetrahedral geometry outliers 4

Figura 25 Puntajes de analisis geomeétrico y estérico de MolProbity para el primer modelo
generado por I-TASSER de GtXyn10A.

Summary statistics

Poor rotamers 2 0.70% Goal: <0.3%
Favored rotamers 282 98.60% Goal: =98%
Ramachandran outliers 4 1.15% Goal: <0.05%
Protein Ramachandran favored 332 95.13% Goal: =98%
Geometry Rama distribution Z-score -0.58 = 0.40 Goal: abs(Z score) <2
CPB deviations =0.25A 6 1.83% Goal: 0
Bad bonds: 5/2736 0.18% Goal: 0%
Bad angles: 32/3755 0.85% Goal: <0.1%
. Cis Prolines: 0/18 0.00% Expected: =1 per chain, or 5%
Peptide Omegas = =
Twisted Peptides: 2/350 0.57% Goal: 0
i o CaBLAM outliers 12 3.5% Goal: <1.0%
Low-resolution Criteria =
CA Geometry outliers 5 1.44% Goal: <0.5%
Additional validations Tetrahedral geometry outliers 1

Figura 26 Puntajes de analisis geométrico y estérico de MolProbity para el primer modelo
generado por I-TASSER de GtXyn10A, después de pasarlo por Yasawa web y Galaxyweb.
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