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RESUMEN

Gran parte de la superficie terrestre estd expuesta a temperaturas permanentes bajo los 5°C,
incluyendo el fondo de los océanos, glaciares y altas cumbres. Estos lugares son el habitat
de diversos microorganismos que han desarrollado estrategias para sobrevivir a estas
condiciones, entre ellas, las enzimas adaptadas al frio. Estas enzimas han llamado la atencion
de los cientificos por las interrogantes que rodean su adaptacion a bajas temperaturas
respecto de sus contrapartes meséfilas y su potencial biotecnolégico como biocatalizadores
en diversas industrias, donde se busca reducir los costos energéticos y el impacto ambiental
de los procesos productivos. En este trabajo se estudié las diferencias estructurales entre
enzimas de levaduras antarticas y sus homélogos mesofilos, y su asociacion con una mayor

actividad a bajas temperaturas.

Se midié distintas caracteristicas estructurales de nueve tipos de enzimas y se realizaron
pruebas de correlacion y diferencia de medias entre los grupos adaptados al frio y mesdfilo,
encontrando diferencias significativas en interacciones como puentes de hidrégeno e
interacciones hidrofobicas, y la superficie apolar expuesta y excluida del solvente. Ademas,
se expres6 una glucoamilasa recombinante del hongo antartico Tetracladium sp., la cual se
purificd parcialmente y se determin6é su temperatura de maxima actividad, constante de
Michaelis-Menten y Velocidad maxima (45°C, 41,75 g/L y 0,006 min, respectivamente) con
almidon soluble como sustrato a pH 7. Por ultimo, se realizé un analisis mas acabado de las
caracteristicas estructurales de esta enzima con su molde mesoéfilo, encontrando diferencias
importantes en la composicién de ciertos residuos, motivos estructurales e interacciones

asociadas a la adaptacién a bajas temperaturas.



ABSTRACT

A large portion of Earth’s surface is exposed to permanent temperatures below 5°C, including
the bottom of the ocean, glaciers, and high mountains. These places are the habitat of a
diversity of microorganisms that developed strategies to survive these conditions; cold-
adapted enzymes are among those strategies. Scientists have focused on cold-adapted
enzymes because of their intriguing adaptations to cold, and their biotechnological potential
as biocatalysts in industries looking to reduce energy costs and their impact on the
environment. This study focuses on the structural differences of enzymes from Antarctic
yeasts, their mesophilic homologs, and their association with a greater catalytic activity at

lower temperatures.

Structural characteristics were measured in nine types of enzymes, which were analyzed
between cold-adapted and mesophilic groups, finding significant differences in the number of
hydrogen bonds, hydrophobic interactions, solvent-accessible surface, and solvent-excluded
surface. A recombinant glucoamylase from the Antarctic fungi Tetracladium sp. was
expressed, partially purified and its temperature of maximal activity, Michaelis-Menten
constant and maximal velocity (45°C, 41,75 g/L y 0,006 min, respectively) were determined
with soluble starch as substrate at pH 7. Finally, a thorough structural study between this
enzyme and its mesophilic template was performed, finding important differences in residue,

composition, structural motifs, and interactions associated with cold adaptation.



INTRODUCCION

En nuestro planeta, gran parte de la superficie esta expuesta a temperaturas permanentes
bajo los 5°C, compuesta principalmente por glaciares, cordones montafiosos y el fondo de los
océanos (Feller y Gerday, 2003; D’Amico y col., 2006; Feller, 2013; Baeza y col., 2019). Las
condiciones climaticas de estos lugares no han evitado que diversas formas de vida las hayan
colonizado, evolucionando y generando distintas estrategias para adaptarse y prosperar en
estos ambientes. En especial, los microorganismos que habitan estos lugares han captado la
atencion de los cientificos las ultimas décadas debido a las dudas que surgen alrededor de
sus mecanismos adaptativos y el potencial biotecnoldgico que presentan (Shivaji y Prasad,
2009; Santiago y col., 2016). A estos microorganismos se les conoce como psicrofilos o
psicrotolerantes dependiendo del rango de temperatura al cual crecen (Feller y Gerday,
1997). Para efectos de este trabajo, se les llamara microorganismos adaptados al frio o
microorganismos adaptados a bajas temperaturas. Los microorganismos adaptados a una
temperatura mayor a los 30°C aproximadamente se les conoce como mesofilos, mientras que
los adaptados a temperaturas mayores a 50°C son clasificados como terméfilos (Feller y

Gerday, 1997; Atalah y col., 2019).

A temperaturas tan bajas, la velocidad de las reacciones quimicas se ve disminuida de
manera importante, teniendo un efecto directo en el metabolismo de cualquier organismo vivo
(Feller y Gerday, 2003; Santiago y col., 2016). Hoy en dia existe evidencia de un gran nimero
de adaptaciones presentes en microorganismos adaptados al frio, que les ayudaria a
sobrellevar el efecto rigidizante que las bajas temperaturas tienen sobre los distintos

componentes celulares. Dentro de las mas estudiadas estan la mantencion de la fluidez



de la membrana plasmaética, la presencia de solutos crioprotectores en el citoplasma,
produccion de proteinas anticongelantes, producciéon de enzimas adaptadas al frio, entre
otras (D’Amico y col., 2006; Shivaji y Prasad, 2009; Goyal, D y col., 2022). Dado que las
reacciones quimicas que conforman el metabolismo de un organismo se llevan a cabo
principalmente por enzimas, no es sorpresa que se haya puesto gran atencion a las posibles

adaptaciones que estas puedan presentar en un microorganismo adaptado al frio.

Durante los ultimos 20 afios se han realizado una gran cantidad de trabajos que apuntan a
dilucidar los mecanismos bioquimicos y estructurales que les permite a las enzimas
adaptadas al frio llevar a cabo reacciones quimicas a bajas temperaturas (Parvizpour y col.,
2021). La mayoria consisten en la purificacion de estas enzimas y su caracterizacion, pero a
medida que se han ido resolviendo las estructuras tridimensionales se ha podido
complementar la evidencia empirica con predicciones computacionales, modelamiento y
dinamica molecular (Bhatia y col., 2021), pudiendo encontrar una creciente cantidad de
estructuras resueltas de enzimas adaptadas al frio en bases de datos como Protein Data
Bank. Por otro lado, técnicas como la metagenémica han permitido encontrar secuencias
novedosas de enzimas provenientes de ambientes extremos sin la necesidad de cultivar los
microorganismos de los cuales provienen, ampliando el espectro de posibles enzimas
candidatas para aplicar en procesos industriales que se beneficien de una reduccion en la

temperatura a la que se llevan a cabo (Vester y col., 2015).

Hoy en dia y desde las ultimas décadas es comun encontrar trabajos que complementen sus
resultados empiricos con predicciones bioinformaticas, principalmente mediante
modelamiento por homologia. Es de esta forma principalmente que se han ido proponiendo
teorias sobre distintas adaptaciones que podrian presentar las enzimas provenientes de
microorganismos adaptados al frio que les permitirian funcionar a bajas temperaturas de la
misma manera como lo harian sus contrapartes adaptadas a temperaturas mas elevadas.

Hoy en dia es aceptado que por lo general estas enzimas presentan una mayor flexibilidad



estructural, a cambio de una mayor inestabilidad estructural y sensibilidad a temperaturas
elevadas, permitiéndoles llevar a cabo los cambios conformacionales necesarios para su
actividad catalitica y contrarrestar el efecto rigidizante que el frio tiene en estas
macromoléculas (D’Amico y col., 2006). Mas aun, existe evidencia que sugiere una mayor
flexibilidad estructural localizada en el sitio activo de estas enzimas, generando que la
actividad de estas enzimas se pierda previo al desplegamiento del resto de la estructura

enzimatica (Feller y Gerday, 2003; Feller, 2013).

Estas teorias derivan de ensayos de actividad enzimatica y desplegamiento realizado en
diversas enzimas. D’Amico y col.,, (2003) realizaron experimentos en «a-amilasas de
Pseudoalteromonas haloplanktis, Sus scrofa y Bacillus amyloliquefaciens (psicréfila, meséfila
y terméfila, respectivamente), y observaron que mientras la temperatura de mayor actividad
para cada enzima (~30°C, ~50°C y ~90°C) aumentaba dependiendo de donde provenian, en
el caso de la enzima adaptada al frio su desplegamiento comenzaba desde los 40°C, mientras
gue para las enzimas restantes el desplegamiento comenzaba aproximadamente a la misma
temperatura de maxima actividad. Resultados similares fueron reportados por Collins y col.,
(2003) utilizando xilanasas de Pseudoalteromonas haloplanktis, Streptomyces sp. y
Clostridium thermocellum; Lonhienne y col., (2001) con quitobiasas de Arthobacter sp. y
Serratia marcescens; Berg y col., (2019) con DNA ligasas de Psychromonas sp., Aliivibrio
salmonicida y Pseudoalteromonas artica; y Bentahir y col., (2000) con fosfoglicerato quinasas

de Pseudomonas sp. y Saccharomyces cerevisae.

En los trabajos de Bentahir y col., (2000), Lonhienne y col., (2001) y Berg y col., (2019),
complementan sus resultados con modelamiento por homologia, herramienta que les permite
proponer caracteristicas estructurales posiblemente responsables de la adaptacién a bajas
temperaturas. En general se reporta una disminucion en distintos tipos de interacciones
conocidas por otorgar estabilidad y rigidez a la estructura terciaria de las proteinas, como

interacciones hidrofébicas, puentes de hidrégeno, interacciones idnicas, entre otras (Siddiqui



y Cavicchioli, 2006). Al mismo tiempo, se pone énfasis en residuos especificos, como la
glicina, arginina y prolina. La glicina es el aminoécido con la cadena lateral mas pequefia,
consistiendo en un hidrégeno, lo que le proporciona mayor libertad de rotacion a la cadena
principal de la proteina, asi como mayor libertad de movimiento a las cadenas laterales de
residuos adyacentes (Ramli y col., 2012). Por otro lado, la prolina posee una cadena lateral
unida covalentemente al atomo de nitrbgeno de la cadena principal de la proteina,
restringiendo la rotacién del enlace N-Ca, rigidizando la estructura secundaria y terciaria
(Siddiqui y Cavicchioli, 2006). Por ultimo, la arginina es un aminoacido capaz de formar varias
interacciones con residuos adyacentes, contribuyendo a la estabilidad de la estructura
proteica (Feller y Gerday, 2003). En los trabajos previamente mencionados se propone la
variacion en el contenido de estos residuos como parte de las adaptaciones a bajas
temperaturas de estas enzimas. Resultados similares se han reportado por trabajos
bioinformaticos, donde se analiza el contenido de residuos en -galactosidasas (Kumary col.,
2014), quitinasas (Ang y col., 2021) y lipasas (Yang y col., 2021) adaptadas al frio respecto
de sus contrapartes mesofilas y termofilas. Ademas, Ang y col., (2021) reporta la posible
importancia de los loops en la pérdida de estabilidad estructural al aumentar la temperatura.
Este resultado se ha replicado en una amilasa adaptada al frio comparado a una amilasa de
pancreas de cerdo (Socany col., 2020). Mas aun, en ambos trabajos se resalta la importancia
de los loops cercanos al sitio activo, que parecen presentar una inestabilidad particularmente
alta en las enzimas estudiadas, sumando evidencia que apunta a un aumento de la

inestabilidad y flexibilidad centrada en el sitio activo de enzimas adaptadas al frio.

La importancia de caracterizar estas enzimas no solo radica en esclarecer las preguntas que
surgen respecto de su adaptacion a bajas temperaturas, sino también a cémo pueden
beneficiar a distintas industrias con sus novedosas cualidades. Hoy en dia la aplicacion de
enzimas en procesos productivos es un mercado bien establecido, avaluado en US $5,5
billones en 2018, con proyecciones de llegar a US $7 billones en 2023 (Bhatia y col., 2021).

Industrias como la farmacéutica, alimenticia, detergentes, textil y biocombustibles han



incorporado ya a sus procesos la biocatalisis (Sanchez y Demain, 2011; Santiago y col., 2016;
Yuivar y col., 2017). Una de las caracteristicas mas importantes de estas enzimas es la alta
actividad catalitica a bajas temperaturas comparado con enzimas provenientes de
organismos mesofilos. Esta cualidad es bastante atractiva para diversas industrias debido a
que, por un lado, la cantidad de enzima necesaria para llegar a la misma productividad que
con enzimas convencionales es menor, y por otro no es necesario aumentar la temperatura
de los procesos productivos para que la enzima sea eficiente, ahorrando tanto en insumos
como en energia. Junto con lo anterior, las enzimas poseen un gran potencial en la industria
farmacéutica en el desarrollo de intermediarios y moléculas bioactivas. Esto debido a que las
condiciones que requieren para llevar a cabo las reacciones son menos adversas que con
métodos convencionales, por lo que se puede prescindir de aditivos toxicos y contaminantes,
ademas de pasos de calentamiento. En el caso de la produccion de compuestos quirales, las
enzimas son el perfecto catalizador, debido a su alta estereoselectividad, siendo capaces de
producir el compuesto deseado en un alto grado de pureza. Por Gltimo, llevar a cabo procesos
productivos a bajas temperaturas significa una ventaja en cuanto a la disminucién de
subproductos derivados de reacciones indeseadas producidas por altas temperaturas,

ademas de disminuir la probabilidad de contaminacién bacteriana.

Como se mencion6 anteriormente, hay diversas industrias que se benefician del uso de
enzimas, aun mas cuando son adaptadas al frio. Existe una gran cantidad de tipos de enzimas
gue se pueden aplicar en una diversidad de procesos de distintas industrias. Una de ellas que
se ve altamente beneficiada por el uso de enzimas adaptadas al frio es la alimenticia (Kuddus,
2018). Enzimas como la proteasa, son utilizadas en el ablandamiento de la carne, donde
bajas temperaturas son deseables para mantener la calidad de esta. Las pectinasas son
ampliamente utilizadas en la elaboracion de jugos de fruta, disminuyendo la viscosidad de
este. La mantencién de bajas temperaturas evita la pérdida de elementos inestables y
volatiles que le dan sabor al jugo, ademas de evitar contaminaciones de microorganismos

indeseados (Ramya y Pulicherla, 2015). La p-galactosidasa se utiliza en la hidrélisis de la



lactosa, para producir leche sin lactosa. Otra industria que se ve altamente beneficiada por la
incorporacion de enzimas adaptadas al frio es la de detergentes (Al-Ghanayem y Joseph,
2020). Las manchas de la ropa consisten principalmente de componentes lipidicos, proteicos
y almidon. Es por esto que las principales enzimas estudiadas y utilizadas para este fin son
las proteasas, lipasas, amilasas y celulasas. El beneficio de la adicién de enzimas adaptadas
a bajas temperaturas a los detergentes radica en eliminar la necesidad de utilizar agua
caliente para los lavados y disminuir la toxicidad del producto, volviéndolo eco amigable y
biodegradable. Por dltimo, los procesos de bioconversiébn en la industria quimica vy
farmacéutica han incorporado enzimas como parte de sus reactantes por las razones
explicadas anteriormente. Enzimas como esterasas, lacasas, glicosiltransferasas y alcohol
deshidrogenasas (Shoda y col., 2016; An y col.,, 2019) son utilizadas para producir
compuestos de alto valor agregado. En determinadas ocasiones, la evolucién dirigida es
utilizada como método para mejorar la selectividad y eficiencia de estas enzimas

(Fryszkowska y Devine, 2020).

La alta demanda de enzimas por parte de la industria se contrasta con los bajos niveles de
produccion que presentan por lo general los organismos de origen, por lo que la tecnologia
de DNA recombinante ha sido ampliamente utilizada para satisfacer esta necesidad (Kopetzki
y col., 1994). Los microorganismos mas utilizados para este fin son E. coli en el caso de los
procariontes y S. cerevisiae y Pichia pastoris en el caso de los eucariontes (Trono, 2019). E.
coli presenta la ventaja de un rapido crecimiento en condiciones de laboratorio y una gran
variedad de vectores, promotores, cepas, ect. para lograr el mayor nivel de expresion de la
enzima recombinante posible. Los sistemas procariotas no pueden llevar a cabo
modificaciones postraduccionales, lo que representa un problema al expresar enzimas que
las necesiten para ser activas. Los modelos de expresion eucariontes poseen la cualidad de
poder llevar a cabo estas modificaciones, ademas de poder secretar la enzima al medio
extracelular. S. cerevisiae presenta el fenédmeno de hiperglicosilacién, lo que puede afectar el

funcionamiento de la enzima producida. Este fendmeno es menos frecuente en P. pastoris



(Cereghino y Cregg, 2000). Una gran variedad de enzimas adaptadas al frio ha sido producida
mediante esta tecnologia (Santiago y col., 2016), principalmente en E. coli y P. pastoris,
resaltando la importancia de este método y su aplicabilidad a la produccién de enzimas de

diversos origenes.

Durante la ultima década, en nuestro laboratorio se ha investigado la diversidad, las
caracteristicas adaptativas y la produccion de metabolitos de interés industrial de levaduras
antarticas. En un principio, se puso atencion a la produccién de metabolitos como esteroles,
pigmentos, micosporinas, y enzimas extracelulares (Carrasco y col., 2012; Barahona y col.,
2016; Villarreal y col., 2016; Villarreal y col., 2018). En el caso de los esteroles, el Gnico que
se encontré fue ergosterol, mientras que en el caso de los pigmentos se encontraron
principalmente carotenoides como el licopeno, -caroteno, y-caroteno, toruleno, entre otros.
Junto con las micosporinas, los carotenoides y el ergosterol juegan un rol importante en la
adaptacion y prevencion de los efectos de las especies reactivas de oxigeno (Margesin y col.,
2007), generadas principalmente por la radiacion ultravioleta (UV). Teniendo en cuenta que
en la Antartica hay entre 16 y 18 horas de radiacion solar en el verano (McKenzie y col., 2007)
y con la reduccién de la capa de ozono, los niveles de radiacién en esta zona son muy altos
(McKenzie y col., 2011) por lo que es esperable que los microorganismos aislados de este
lugar presenten adaptaciones a estas condiciones. Adicionalmente, la evidencia apunta a que
el ergosterol tiene efectos en la fluidez y permeabilidad de la membrana plasmética de la
levadura Saccharomyces cerevisiae (Daum y col., 1998), por lo que su presencia en
levaduras antéarticas puede darles una ventaja al mantener la integridad y funcionamiento de

la membrana plasmética a bajas temperaturas.

Junto con los metabolitos mencionados anteriormente, se ha logrado comprobar la presencia
de enzimas hidroliticas extracelulares en distintas levaduras adaptadas a bajas temperaturas.
Carrasco y col.,, (2012) y Barahona y col., (2016) reportan actividades amilasa, celulasa,

esterasa, lipasa, proteasa, pectinasa, quitinasa, xilanasa, gelatinasa, fosfatasa alcalina e



invertasa. Esto da cuenta del enorme potencial que presentan las levaduras aisladas de la
region antartica para la obtencién de enzimas con importantes aplicaciones biotecnoldgicas.
Es por esto que en los ultimos afios los esfuerzos han estado puestos en la busqueda,
caracterizaciéon y purificacion de estas enzimas, con ejemplos de éxito como una glucosa
oxidasa de Goffeauzyma gastrica, invertasa de Wickerhamomyces anomalus, fosfatasa
alcalina de Dioszegia sp., a-glucosidasa de Dioszegia fristingensis, pectinasa y glucoamilasa
de Tetracladium sp. y una gelatinasa de Mrakia sp. (Carrasco y col., 2017 a, b; Yuivar y col.,
2017; Carrasco y col., 2019; Yuivar y col., 2019). La mayoria de estas enzimas muestra un
comportamiento esperable de una enzima adaptada al frio, con una temperatura de maxima
actividad bajo los 40°C a las condiciones ensayadas, e inactivandose rapidamente sobre los
50°C. Sin embargo, en el caso de la invertasa y glucosa oxidasa, presentan la mayor actividad
a 60°C, aunque manteniendo un nivel de actividad significativo hasta los 37°C, siendo activas

en un amplio rango de temperaturas.

Ademas de realizar analisis en enzimas especificas, nuestro esfuerzo también ha estado
orientado a determinar si las adaptaciones estructurales presentes en enzimas adaptadas al
frio descritas en la literatura se encuentran de manera general en el genoma y transcriptoma
de levaduras antarticas, las cuales difieren tanto en su temperatura de mayor crecimiento
como su velocidad de crecimiento en las condiciones ensayadas (Baezay col., 2021; Baeza
y col., 2022). Un resultado interesante es que, a nivel de genoma, no se encontrd correlacion
en la variaciéon del contenido de aminoacidos especificos y la temperatura 6ptima de
crecimiento de las distintas levaduras, la cual varia desde 10 a 30°C. Mas aun, si bien se
encontré una correlacion entre una menor temperatura 6ptima de crecimiento (TOC) y un
aumento en la cantidad de aminoacidos catalogados como flexibles al agrupar las secuencias
codificantes (CDS) por rutas metabdlicas, la mayor tendencia se vié cuando se comparé este
parametro con la velocidad de crecimiento (VC), existiendo una correlacién directa entre la
cantidad de aminoacidos flexibles en ciertos grupos de CDS de levaduras con una baja TOC

y una VC alta. En el caso de levaduras con TOC altas, se encontrd una relacion inversa entre



la VCy la cantidad de aminoacidos flexibles. Estos resultados concuerdan con los resultados
de los andlisis realizados con el transcriptoma de estas levaduras. Ademas, en este estudio
las levaduras se cultivaron a su TOC para luego dividir el cultivo y la mitad exponerlo a 4°C.
En base a esto, se estudio silas enzimas sobreexpresadas a 4°C contenian un mayor nimero
de adaptaciones a bajas temperaturas. No se encontr6 relacién entre los niveles de expresion
y la presencia de estas adaptaciones al realizar comparaciones dentro de cada levadura y
entre levaduras. Sin embargo, al comparar los modelos tridimensionales de un grupo selecto
de estas enzimas con los de sus enzimas molde, se encontraron diferencias significativas en
ciertos aspectos estructurales, como algunos tipos de interacciones electrostaticas y

presencia de tipos de aminoacidos en determinadas estructuras secundarias.

En general, es aceptado que dentro de la gran variedad de adaptaciones que pueden
presentar las enzimas adaptadas al frio, cada familia de enzimas puede adoptar su propio
repertorio, presentando variaciones entre especies y la procedencia del microorganismo
(D’Amico y col., 2006 ;Santiago y col., 2016), lo que dificulta la formulacién de una regla
unificada sobre qué es lo que le confiere a estas enzimas sus cualidades tan interesantes.
Ademas, la gran mayoria de las enzimas estudiadas procede de bacterias y organismos
procariontes (Baezay col., 2021), por lo que todavia queda mucho que estudiar y comprender

sobre otras formas de vida tan importantes como los hongos.

En un trabajo previo (Peragallo, 2020) se identificé marcos de lectura abierto procedentes del
transcriptoma de ocho levaduras antéarticas, las cuales poseen TOC que varian entre los 10
y 30°C, correspondientes a nueve tipos de enzimas, los cuales fueron sintetizados en
vectores comerciales para su posterior expresion heterdloga y caracterizacion (Tabla 3 del

Anexo).

En esta tesis se apunt6 a expresar estas enzimas de manera recombinante, y asi determinar

la temperatura de méaxima actividad y de desplegamiento bajo ciertas condiciones



10

experimentales, con el fin de comprobar experimentalmente si las enzimas expresadas por
levaduras adaptadas al frio tienen un comportamiento concordante con el descrito en la
literatura y los resultados obtenidos en nuestro laboratorio, asi como aportar al creciente
conocimiento sobre enzimas provenientes de levaduras adaptadas al frio y su potencial como

biocatalizadores para una industria mas sustentable.

HIPOTESIS

Las enzimas provenientes de levaduras antarticas poseen propiedades estructurales
significativamente diferentes de sus contrapartes mesofilas y asociadas a una mejor/mayor

actividad a bajas temperaturas

OBJETIVO GENERAL

Determinar caracteristicas estructurales de enzimas provenientes de levaduras antarticas y

analizar su implicancia en la adaptacion a bajas temperaturas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar y analizar bioinformaticamente caracteristicas estructurales de enzimas
adaptadas al frio.
e Obtener enzimas recombinantes en la levadura modelo Pichia pastoris.

e Analizar caracteristicas bioquimicas y estructurales de la/s enzimas recombinantes.



MATERIALES Y METODOS

1) Analisis bioinforméaticos de secuencias codificantes:

a)

b)

c)

Obtencién de secuencias preliminares:

Las secuencias utlizadas previo a los andlisis se obtuvieron como se
menciona en (Peragallo, 2020).

Seleccidn de secuencias y creacion de modelos tridimensionales:

Se crearon modelos tridimensionales por homologia de cada secuencia
codificante de aminoacidos utilizando la herramienta online Swiss-Model

(https://swissmodel.expasy.org/interactive) (Guex y col., 2009; Bertoni y col.,

2017; Bienert y col., 2017; Waterhouse y col., 2018; Studer y col., 2020). Por
cada secuencia, se seleccion6 el modelo que tuviera el mayor Global Model
Quality Estimate (GMQE). La secuencia de la enzima molde de cada modelo

se obtuvo del Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/) para realizar

alineamientos globales entre cada secuencia y su molde utilizando la
herramienta web EMBOSS Needle

(https://lwww.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss needle/) (Madeira, F. y col., 2022).

Se seleccionaron las secuencias que tuvieran un 30% o mas de identidad con
su respectivo molde. Se verifico la calidad del modelo creado mediante la

herramienta web Verify3D (https://saves.mbi.ucla.edu/) (Bowie, J.U y col.,

1991; Luthy, Ry col., 1992), donde se seleccionaron los modelos que tuvieran
una puntuacion de 0.8 o superior.

Analisis de composicién de residuos, interacciones y superficies:

11
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Se utilizaron las siguientes categorias de aminoacidos: Menor volumen
(A,C,G,S,T), Pequeiios (A,C,D,G,N,P,S,T,V), Alifaticos (A,l,L,V), Aromaticos
(F,H,W,Y), No Polares (A,C,F,G,l,L,M,P,V,W,Y), Polares (D,E,H,K,N,Q,R,S,T),
Cargados (D,E,H,K,R), Basicos (H,K,R), Acidos (D,E).

La cuantificacion de cada categoria de residuo por secuencia se calculé con
Microsoft Excel (V 16.6).

La visualizacion de los modelos tridimensionales, la cuantificacion de puentes
de hidrogeno (P_de H) y superficies apolares accesibles (Apolar_SAS) y
excluidas (Apolar_SES) del solvente se calcularon mediante el software UCSF
Chimera (V 1.14). La -cuantificacion de enlaces iénicos (int_ionic) e
interacciones hidrofobicas (int_hif) se realiz6 con la herramienta web PIC

(http://pic.mbu.iisc.ernet.in/) (Tina y col., 2007). La medicion de las distintas

interacciones se normalizd por el niumero total de residuos de la secuencia
respectiva. En el caso de las superficies apolares, se normalizaron por la
superficie apolar total.

El porcentaje de residuos flexibles (AAs_flex) se cuantificé con la herramienta

web MEDUSA (https://www.dsimb.inserm.fr/fMEDUSA/), utilizando dos niveles

de flexibilidad (Vander Meersche y col., 2021).

Andlisis estadisticos, de regresion y graficos:

Todos los analisis estadisticos y de regresion se realizaron en RStudio (V
4.1.2). La confeccion de los gréaficos se realizdé con Graphpad Prism 9.
Caracterizacion estructural de GT y AHja:

Se utilizd la secuencia de los modelos de ambas enzimas para realizar la
caracterizacion. En el caso de AHja, su modelo 3D corresponde a 2vn4. La
composicion de tipo de residuos y residuos especificos, asi como las
superficies y tipos de interacciones se evalué como se explica previamente. La

composicion de residuos flexibles se realiz6 con el software MEDUSA con tres
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niveles de flexibilidad. La identificacién de los residuos involucrados en la

catalisis y union del sustrato segun se describe en Bott y cols., 2008.

2) Produccion y purificacién de enzimas recombinantes:

a)

b)

Replicacién de secuencias en E. coli:

Las secuencias codificantes de las enzimas seleccionadas clonadas en los
vectores comerciales pUC57, pCCl o pJET1.2, fueron transformadas en E. coli
DH5a por electroporacion en cubetas de 2 mm y sembradas en medio LB
sélido suplementado con ampicilina (100 ug/mL). Se seleccionaron colonias
transformantes mediante PCR con partidores M13 (forward= 5'-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3’; reverse=5-GGAAACAGCTATGACCAT-3’).
Los vectores se purificaron por miniprep utilizando el Kit de minipreparacion de
plasmidos GeneJET (Thermo Scientific™) y digeridos con las enzimas de
restriccion EcoRI y Notl o Kpnl y Notl dependiendo de la secuencia.
Subclonamiento de secuencias en vector pPICZaA:

El vector pPICZaA se transformé en E. coli DH5a mediante electroporacion en
cubetas de 2 mm y las colonias transformantes se seleccionaron en medio LB
sélido con zeocina (85ug/mL) y se corroboraron por PCR con los partidores
forward=5-GAGTGGTCGGAGGTCGTGTC-3’ y reverse=5'-
AGCTTGCAAATTAAAGCCTTCG-3'. El vector fue purificado por miniprep
utiizando el Kit de minipreparacion de plasmidos GeneJET (Thermo
Scientific™) y digerido con las enzimas de restriccion EcoRI y Notl o Kpnl y
Notl para la posterior ligacion. Para ligar el vector pPICZaA con la secuencia
respectiva se utilizé la T4 DNA ligasa (Thermo Scientific™). El vector ligado se
transform6 en E. coli DH5«, las células se sembraron en medio LB sélido
suplementado con zeocina (85ug/mL) y las colonias transformantes se

corroboraron por PCR con los partidores incluidos en EasySelect™ Pichia
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Expression Kit (Invitrogen™). Los vectores se purificaron por kit de miniprep y
se linealizaron con la enzima de restriccibon Pmel. El DNA se precipitd
siguiendo el protocolo descrito en el manual de EasySelect™ Pichia
Expression Kit (Invitrogen™).

Transformacién de los vectores subclonados en Pichia pastoris:

Los vectores pPICZaA con sus respectivas secuencias codificantes fueron
transformados en P. pastoris KM71H y X-33 por electroporacion siguiendo el
protocolo del kit. Las células transformantes se seleccionaron en medio YEP
solido suplementado con zeocina (100ug/mL). La presencia del vector en el
genoma se comprob6 por PCR con los partidores incluidos en EasySelect™ o
los partidores forward=5-GAGTGGTCGGAGGTCGTGTC-3’ y reverse=5'-
AGCTTGCAAATTAAAGCCTTCG-3 en el caso de transformar el vector vacio.
Induccion y seleccién de clones productores de enzimas recombinantes:

Los clones transformantes de P. pastoris KM71H y X-33 se crecieron en medio
MGY (Minimal Glycerol Medium) (1.34% YNB, 1% Glicerol, 4 - 10~°% biotina)
a 28°C, 220 RPM por 24 horas y se indujeron con metanol al 0.5% del volumen
final del cultivo en medio MM (Minimal Methanol Medium) (1.34% YNB, 0.5%
metanol, 4 - 107>% biotina) con buffer fosfato 100 mM a 28°C, 220 RPM por 4
dias. La adicion de metanol se repitié cada 24h hasta recolectar los cultivos.
Para seleccionar clones transformantes que expresaran niveles cuantificables
de enzima, se cultivaron 5 colonias que previamente habian crecido en medio
solido YEP suplementado con zeocina (100ug/mL) en 100 mL de medio MGY
por 24 horas, para luego inducirlas en 10 mL de medio MM por 4 dias. Se
centrifugd los cultivos a 4000 RPM por 10 minutos y se recolecté las células y
el sobrenadante para los ensayos posteriores, guardandose a -20°C en caso
de no utilizarse de inmediato. El contenido intracelular se obtuvo realizando

lisis mecéanica mediante perlas de vidrio de 0.5 mm (BioSpec Products) en un
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moledor de células Mini-BeadBeater (BioSpec Products), realizando nueve
ciclos de lisis por 30 segundos intercalados con 30 segundos en hielo. Se
centrifugd la muestra a 15000 RPM a 4°C por 10 minutos y el contenido
intracelular se guardé a -20°C hasta su uso. El contenido de proteina se
visualiz6 mediante SDS-PAGE 10%.

Induccién de clon seleccionado:

El clon seleccionado de P. pastoris se crecidé en un total de 1,5 L de medio
MGY (Minimal Glycerol Medium) (1.34% YNB, 1% Glicerol, 4 - 10~5% biotina)
dividido en 6 cultivos de 250 mL en matraces de 1L a 28°C, 220 RPM por 24
horas. Se indujo con metanol al 0.5% del volumen final de los cultivos en medio
MM (Minimal Methanol Medium) (1.34% YNB, 0.5% metanol, 4 - 10~°% biotina)
con buffer fosfato 100 mM a 28°C, 220 RPM por 4 dias. La adicion de metanol
se repitié cada 24h hasta recolectar los cultivos.

Medicion de actividad amilolitica:

La actividad amilolitica se midi6 por el método del acido dinitrosalicilico
(DNS)(Miller G. L., 1959), para detectar la presencia de azUcares reductores,
utilizando almidén soluble 10 g/mL como sustrato. Para los ensayos se
utilizaron controles negativos de la enzima denaturada y sin enzima. Los
controles positivos se realizaron con glucosa. La absorbancia de 100uL de
muestra se midiod a 540 nm en un EPOCH2 (BioTek™) en placas de 96 pocillos
transparentes (Thermo Scientific™). Para evitar valores de absorbancia con
un nivel de error elevado, se consideraron valores significativos mayores a 0,2
para concluir que hay presencia de azUcares reductores. En caso de ser
ensayos comparativos, se cuantifico la cantidad de proteina utilizada mediante
el Kit de ensayo de proteinas BCA Pierce™ (Thermo Scientific™) segun las
instrucciones del kit, y se realizd los ensayos con la misma cantidad de

proteina por triplicado. En caso de querer determinar presencia de actividad,
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se utilizé6 30 uL de solucién de almidén y 30 uL de muestra problema. La
incubacion se llevo a cabo en un termociclador convencional.

En el caso de la determinacién de presencia de actividad amilolitica mediante
medio sélido, se utilizé placas de agar 1,5% con almidén soluble 0.2%. Se le
hizo orificios al agar con puntas estériles para depositar la solucion de enzima
en él. La actividad se determiné por la presencia de un halo transparente al
tefir el agar con solucién yoduro 0.625%. Se utiliz6 como control la enzima
denaturada, el buffer de la solucién enziméatica y extracto intracelular de P.
pastoris transformada con el vector sin secuencia de amilasa.

Purificacion de enzimas recombinantes:

Se utilizaron columnas de afinidad de niquel-sefarosa HisTrap™ FF crude de
1 mL (GE Healthcare) e intercambio i6nico HiPrep™ SP FF 16/10 (GE
Healthcare), HiPrep™ Q FF 16/10 (GE Healthcare), y columnas de exclusion
molecular Superdex™ 75 10/300 GL (GE Healthcare) y Superdex™ 200
Increase 10/300 GL (GE Healthcare). En el caso de la columna de afinidad
HisTrap™ FF crude, previo a cargar la muestra, se realiz6 un lavado con 10
volimenes de agua destilada y 10 volimenes de buffer de union (Tris-HCI 20
mM pH = 7.4, NaCl 500 mM, imidazol 5 mM), se cargd la muestra previamente
filtrada en filtros Durapore PVDF 0.22 um (Millipore) (1 mL de extracto
intracelular diluido 10 veces), se realizé un nuevo lavado de 10 volimenes de
buffer de unién, y se realiz6 una elucion por gradiente de concentracion de
imidazol con buffer de elucion (Tris-HCI 20 mM pH=7.4, NaCl 500 mM, imidazol
500 mM). Las fracciones se recolectaron en un equipo AKTAprime plus (GE
Healthcare), y se dializaron a 4°C por 2 horas en volimenes de 400 uL en un
volumen total de 1 L de buffer Tris-HCI 20 mM, pH = 7. Para las columnas
HiPrep™ SP FF 16/10, HiPrep™ Q FF 16/10, se equilibraron con buffer Tris-
HCL 20 mM, pH = 7. Se carg6 0.5 mL de lisado celular previamente filtrado y

se recolectaron las fracciones mediante gradiente de NacCl utilizando buffer de



h)

17

elucién (buffer Tris-HCI, pH = 7, NaCl 1M) y se dializaron como se mencioné
previamente. Para la columna de exclusion molecular Superdex™ 75 10/300
GL, se le realiz6 un lavado de un volumen de agua destilada y se equilibré con
un volumen de buffer Tris-HCI 20 mM, pH = 7. Se cargd 2 mL de contenido
intracelular previamente filtrado y se recolectd las fracciones con presencia de
proteina. Para la columna de exclusién molecular Superdex™ 200 Increase
10/300 GL, se le realiz6 un lavado de un volumen de agua destilada y se
equilibré con un volumen de buffer Tris-HCL 20 mM, pH = 7. Se cargb 2y 5
mL de contenido intracelular previamente filtrado y se recolectd las fracciones
con presencia de proteinas. Las fracciones recolectadas se visualizaron por
SDS-PAGE 10% y 8% y se guardaron a -20°C en caso de que no se utilizaran
inmediatamente.

Célculo de peso molecular de enzimas recombinantes:

El peso molecular de las enzimas recombinantes se determiné a partir de SDS-
PAGE, midiendo el avance relativo de las bandas del patrén de peso molecular
y la banda de la enzima recombinante como se menciona en Hames, 1998.

El tamafio esperado de la enzima purificada se determindé mediante el servidor
online Compute pl/Mw (https://web.expasy.org/compute_pi/).

La presencia de sitios para glicosilacién se predijo mediante los servidores
NetOGlyc (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetOGlyc-4.0) vy
NetNGlyc (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0).
Célculo experimental de temperatura de mayor actividad, constante de
Michaelis-Menten y Velocidad maxima:

Para determinar la temperatura de maxima actividad, se incubd la reaccion
enzimatica por un maximo de 4 horas a 30, 40, 45, 50 y 55°C, tomando puntos
por triplicado cada 30 minutos. Se graficd la absorbancia obtenida por el
método de DNS versus el tiempo y se calcul6 la pendiente de la curva, la cual

corresponde a la velocidad de reaccion en cada condicion. La velocidad
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medida a cada temperatura se graficd para determinar a qué temperatura se
obtuvo la mayor velocidad.

Para determinar la constante de Michaelis-Menten y la Velocidad maxima, se
incub6 la reaccibn enzimatica a la temperatura de maxima actividad
determinada previamente a concentraciones ascendentes de sustrato. Se
tomaron puntos por triplicado cada 30 minutos hasta llegar a un maximo de 3
horas y 30 minutos para cada concentracion. La absorbancia de cada punto
se graficé versus el tiempo de reaccion y la pendiente de cada curva se grafico
versus la concentracion de sustrato para obtener la curva de Michaelis-
Menten. Por ultimo, se calcul6 la constante de Michaelis-Menten y la Velocidad
maxima a partir del modelo ajustado a la curva de Michaelis-Menten.

Se utiliz6 18,5 nug de proteina por ensayo.
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RESULTADOS

Identificacion y andlisis bioinformatico de caracteristicas estructurales de enzimas

adaptadas al frio:

En un trabajo previo en el laboratorio, se identificaron 57 marcos de lectura abierto (ORF) en
el transcriptoma de 8 levaduras antarticas, pertenecientes a 9 tipos de enzimas con potencial
aplicacion industrial (Tabla 3 y 4 del Anexo). Estos tipos de enzimas estaban presentes en al
menos 4 de las 8 levaduras analizadas. Ademas de crear esta base de datos, se enviaron a
sintetizar 34 de estas secuencias (Alcohol deshidrogenasas, B-Glucosidasas, Amilasas,
Isocitrato Deshidrogenasas y Fosfatasas Acidas) en vectores comerciales con el fin de

estudiar su posible adaptacion a bajas temperaturas y potencial aplicacion industrial.

Con el objetivo de encontrar caracteristicas estructurales en las enzimas presentes en la base
de datos mencionada previamente, descritas en otras enzimas adaptadas al frio y asociadas
a la adaptacién a bajas temperaturas, se construyeron modelos tridimensionales (3D) a partir
de las secuencias codificantes de estas enzimas, los cuales se seleccionaron como se
describe en Materiales y Métodos. Los modelos y secuencias seleccionadas se analizaron
tanto en composicion de tipo de residuos como ndimero de interacciones no covalentes y
residuos flexibles. Ademas, se cre6 una variable adicional llamada Clase, la cual tomé el valor
de 0 si la secuencia proviene de una levadura antartica o 1 si la secuencia corresponde a la
enzima molde (Tabla 1 del Anexo). Creando estos dos grupos de secuencias se busco
determinar, primero, si existe una correlacion entre alguna de las variables y la pertenencia a
alguno de los dos grupos, para luego buscar diferencias estadisticamente significativas entre

ambos grupos respecto de estas variables.
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Como se muestra en la Tabla 1, se encontré correlaciones significativas entre cuatro variables
y Clase. Especificamente, los puentes de hidrogeno (P_de_H) e interacciones hidrofébicas
(int_hif) muestran una correlacion directa con la variable Clase cuando toma el valor 1 (Clase
= 1). Por otro lado, tanto la superficie apolar accesible al solvente (Apolar_SAS) y excluida
del solvente (Apolar_SES) muestran una correlacion inversa respecto de la variable Clase =
1. int_hif muestra el mayor indice de correlacion entre las variables con una correlacion
estadisticamente significativa, ademas de tener la mayor significancia entre las cuatro
variables mencionadas anteriormente. Por otro lado, el indice de correlacion de P_de H es
el mas cercano a cero, y su p-valor es bastante cercano a 0,05, indicando que es la variable

menos significativa en términos de correlacion.

Tabla 1: Correlacion entre las variables del set de datos y la variable Clase

Variable 1 Variable objetivo Correlacioén p-valor
int_hif Clase 1 0,635 1,35E-08
Apolar_ SES Clase 1 -0,354 0,00385
Apolar_SAS Clase 1 -0,323 0,00868
P de H Clase 1 0,252 0,043
int_ionic Clase 1 0,214 0,0876
Menor volumen Clase 1 -0,176 0,16
No_Polares Clase 1 -0,149 0,237
Polares Clase 1 0,149 0,237
Aromaticos Clase 1 0,124 0,325
Alifaticos Clase 1 -0,122 0,335
Pequefios Clase 1 -0,0602 0,634
Cargados Clase 1 0,0376 0,766
Acidos Clase 1 0,0357 0,778
Basicos Clase 1 0,031 0,806
AAs_flex Clase 1 -0,0275 0,828

Sabiendo que existe una correlacion significativa entre el grupo al que pertenece cada
secuencia y las cuatro variables mencionadas anteriormente, lo siguiente fue determinar si
existe una diferencia significativa entre ambos grupos de secuencias si se agrupan por cada
variable y graficar los datos para poder comparar visualmente las distribuciones de cada

grupo. Para esto, primero se evalué si estas variables siguen una distribucion normal
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mediante la prueba estadistica de Shapiro-Wilk, y si se cumple la presencia de
homocedasticidad mediante la prueba de Fligner-Killeen en caso de no existir normalidad o
Bartlett en caso de existir normalidad. En caso de cumplirse la normalidad y
homocedasticidad, se evalué la diferencia de las medias de los grupos mediante la prueba t
de student. En caso de no cumplirse la normalidad o la homocedasticidad se utilizé la prueba

Suma Rango de Wilcoxon.

Como se puede observar tanto en la Figura 1 como en la Tabla 2, existe una diferencia
significativa de la media entre ambos grupos cuando se evallan las variables seleccionadas.
Los resultados son consistentes con el analisis anterior, siendo la variable int_hif la que
muestra la diferencia mas significativa de las cuatro variables. Asimismo, P_de H es la
variable que muestra la diferencia menos significativa. La cruz en los graficos de la Figura 1
muestran la media de cada grupo, donde se puede comprobar los resultados de las pruebas
estadisticas. Ademas, al observar la distribucion de los grupos para cada variable, es posible
verificar que la separacion de los datos de ambos grupos es mas acentuada para int_hif
(Figura 1la) donde el sobrelapamiento ocurre entre un extremo y el rango intercuartil. En
contraste, para el resto de las variables (Figura 1b, ¢, d) se puede observar un
sobrelapamiento entre los rangos intercuartil de ambos grupos, e incluso entre el resto de los

datos en cada distribucion.
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Figura 1: Distribucion de los grupos de secuencias antarticas y molde para las variables
int_hif (a), Apolar_SES (b), P_de_H (c) y Apolar_SAS (d). La cruz en cada distribucion
indica la media de cada grupo. En cada grafico muestra del percentil 5 al 95.

Tabla 2: Andlisis de significancia entre clases

Variable Prueba estadistica p-valor

int_hif Wilcoxon test 4,74 -1077
SAS apolar t-test 43-1073
SES apolar Wilcoxon test 4,25-1073

P de H Wilcoxon test 2,25-1073

En base a estos resultados se puede inferir que, para este grupo de datos, existe una
correlacion directa entre una menor cantidad de interacciones hidrofébicas y puentes de
hidrégeno y que la secuencia pertenezca a una enzima proveniente de levaduras antarticas.
Consistentemente, existe una diferencia significativa en el nUmero de estas interacciones
entre secuencias de levaduras antarticas y sus moldes, habiendo en promedio menor
cantidad de estas interacciones en el primer grupo mencionado. Por otro lado, se determiné
una correlacién inversa entre una menor superficie hidrofébica accesible y excluida del
solvente y que la secuencia pertenezca a una enzima proveniente de levaduras antarticas.
De manera concordante, se determiné una diferencia significativa entre los dos grupos de
secuencias respecto de las dos variables anteriormente mencionadas, habiendo en promedio
una mayor superficie hidrofébica expuesta y excluida del solvente en enzimas de levaduras

antarticas.

Obtencion de enzimas recombinantes en la levadura modelo Pichia pastoris:

El siguiente paso de este trabajo fue obtener enzimas recombinantes en la levadura modelo

Pichia pastoris. Se trabaj6 con las secuencias sintetizadas mencionadas previamente. Para
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este objetivo se utilizaron las cepas X-33 y KM71H y el vector de expresion pPICZaA, el cual
tiene la caracteristica de incluir en el extremo 5’ del sitio de clonamiento multiple (SCM) el
factor-o. de S. cerevisiae, el cual sirve para exportar la enzima recombinante al medio de
cultivo. En el extremo 3’ del SCM se encuentra la cola de histidina, para la eventual
purificacién de la enzima recombinante por columna de niquel-sefarosa. En un comienzo, se
intenté la produccion de enzimas recombinantes en la cepa X-33, sin obtener actividad
enzimatica intra y extracelular luego de intentar diferentes condiciones de cultivo, por lo que
se intento con la cepa KM71H. La presencia de enzima recombinante se identificé realizando
un screening a cinco clones de una glucoamilasa y dos amilasas provenientes de las
levaduras Tetracladium sp. (GT y Tetsp_amy) y Vishniacozyma victoriae (Vvic_amy). Se
midi6 la produccion de azucares reductores tanto del medio intra como extracelular de estos
clones, y el mismo procedimiento se realizé para la cepa KM71H transformada con el vector

vacio (KM71H pPICZaA) como control negativo.

En la Figura 2 se muestran graficos de la actividad de cada clon analizado para cada enzima.
A partir de los controles negativos de transformacion de la Figura 2 se puede inferir que P.
pastoris no tiene actividad amilolitica intra ni extracelular. Se identifico actividad amilolitica
intracelular en tres clones de GT (Figura 2a) y cuatro de Vvic_amy (Figura 2b). Ninguno de
los cinco clones analizados de Tetsp_amy mostré actividad amilolitica intra o extracelular
(Figura 2c). De la misma manera, ningun clon analizado mostré actividad amilolitica
extracelular. A partir de estos resultados, se opté por continuar los experimentos con el

contenido intracelular de estos clones.
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Figura 2: Deteccién de azucares reductores en medio intra y extracelular por método de
DNS en clones de P. pastoris recombinantes transformados con GT (a), Vvic_amy (b) y
Tetsp_amy (c). En cada grafico se incluye el control negativo de P. pastoris transformada
con el vector vacio pPICZaA. Las mediciones se realizaron una vez.
Adicionalmente, se quiso saber si el vector se insert6 exitosamente en el genoma de los
clones analizados. En la Figura 3 se muestran las PCR realizadas en los cinco clones de GT,
los clones 1 y 5 de Tetsp_amy y Vvic_amy, y el clon transformado con el vector vacio. Se

verificd la presencia del vector en todos los clones analizados, por lo que la diferencia, e

incluso ausencia de actividad es atribuible a otros factores.

2000 pb
1500 pb|

500 pb

Figura 3: PCR de clones recombinantes de P. pastoris transformados con GT (~1859 pb)
(@), Tetsp_amy (~1548 pb) y Vvic_amy (~1599 pb) (b) y pPICZaA vacio (~500 pb) (c). C+:
control positivo. C-: control negativo.

Por dltimo, se quiso determinar estadisticamente si existen diferencias en la actividad de las

enzimas estudiadas comparadas entre ellas y con el control. Para esto se seleccion6 un clon

de GT y de Vvic_amy en base a la actividad obtenida previamente, y se efectuaron ensayos
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de actividad por triplicado. No se analiz6 a Tetsp_amy debido a la ausencia de actividad
amilolitica. Se determiné si los datos de cada grupo se distribuyen de manera normal con la
prueba de Shapiro-Wilk y si hay presencia de homocedasticidad con la prueba de Fligner-

Killeen en caso de no existir normalidad o Bartlett en caso de existir normalidad.

En el caso de que se cumplieran las condiciones anteriores, se determind si existe una
diferencia significativa entre los datos mediante la prueba estadistica t de student. En caso
de que no se cumpliera una de las condiciones anteriores, se utilizé la prueba Suma Rango

de Wilcoxon.

Como se muestra en la Figura 4, existe una diferencia significativa entre la actividad de todos
los clones analizados, siendo mayor la de GT en comparacién a Vvic_amy. Tanto GT como
Vvic_amy tienen una actividad significativamente mayor que KM71H pPICZaA. En base a

estos resultados, se decidié continuar trabajando con GT para los analisis posteriores.
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Figura 4: Analisis de diferencia en la produccién de azlcares reductores en el medio
intracelular del clon seleccionado de GT y Vvic_amy, con almidon soluble como sustrato.
Se incluye a KM71H pPICZaA como control negativo. Las mediciones se realizaron por
triplicado. * p-valor<0,05.
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Para comprobar la presencia de actividad amilolitica de manera directa en el medio
intracelular del clon elegido de GT y descartarla completamente en KM71H pPICZaA, se
decidié realizar un ensayo de actividad en placa de agar almidon 0,2% (Figura 5a). La
presencia de actividad amilolitica se comprueba tifiendo la placa con solucién yoduro y
observando la presencia de un halo claro donde se agregé el lisado celular. Se puede
observar que existe actividad amilolitica en el lisado celular del clon GT, mientras que no se
evidencia un cambio donde se agreg6 el lisado de KM71H pPICZaA. Ademas, se visualizo el
contenido de proteinas totales de estos dos clones por SDS-PAGE, normalizado por
concentracion (Figura 5b). Se observa una banda mas intensa en el carril correspondiente al
lisado del clon GT, indicado con la flecha roja. El tamafio esperado para GT es de aprox. 80

kDa, por lo que la banda se encuentra dentro del rango de peso molecular esperado.

KM71H pPICZaA

KM71HpPICZaA o (1000

R (100°C)

Figura 5: (a) Determinacion de la actividad amilolitica del contenido intracelular del clon
seleccionado de GT por medio de ensayo en placa agar almidén (0,2%). Se incubd el lisado
celular de este clon (GT), su lisado celular denaturado (GT (100°C)), lisado celular de
KM71H pPICZaA (KM71H pPICZaA), lisado celular de KM71H pPICZaA denaturado
(KM71H pPICZaA (100°C)) y el buffer de resuspensién del contenido intracelular (Buffer).
(b) SDS-PAGE del contenido intracelular de GT y KM71H pPICZaA diluidos 1:10. La flecha
roja indica la banda correspondiente a GT.

Habiendo comprobado la actividad amilolitica del clon recombinante seleccionado de P.
pastoris para GT y habiendo visualizado su expresion por medio de SDS-PAGE, se quiso
saber preliminarmente la temperatura de maxima actividad a las condiciones ensayadas para

los andlisis posteriores. Se probd tres temperaturas distintas (22, 30 y 37°C) detectando la
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mayor cantidad de azlcares reductores a 37°C (Figura 6a). Se realiz6 el mismo ensayo en

KM71H pPICZaA para contrastar. Consistente con los resultados mostrados previamente, la
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Figura 6: Andlisis preliminar de la temperatura de maxima actividad del clon seleccionado
de GT (a) y KM71H pPICZaA (b). Se incluye la medicién del lisado celular denaturado
(rojo). Las mediciones se realizaron una vez.
sefial observada por absorbancia no parece ser de una enzima amilolitica, ya que no hay un
cambio de absorbancia detectable a medida que se aumenta la temperatura de la reaccion.
Ademas, en estos graficos se muestra la sefial medida para la enzima denaturada. Se
observa que los valores de estas mediciones son consistentes en los dos clones analizados,

y en el caso de KM71H pPICZaA, no hay una diferencia aparente entre los niveles de

absorbancia medidos para la muestra problema y la denaturada.

Teniendo seleccionado el clon a analizar y habiendo comprobado la presencia de la enzima
recombinante, se procedié a purificarla. Se intentaron los métodos de cromatografia por
columna de niquel-sefarosa, intercambio aniénico y catiénico, y exclusion molecular. Se pudo
purificar parcialmente GT a partir de cromatografia de exclusion molecular (Figura 7a), donde
la banda obtenida se condice con el tamafio esperado de GT. Ademas, se detectd actividad
amilolitica en algunas de las fracciones (Figura 7a), lo que no se logré por los otros métodos.
De la purificacién se obtuvo aproximadamente 30 fracciones, en las que se observd un
aumento de la actividad amilolitica hasta la fracciéon 20 y 21, las cuales ademas mostraron la

mayor pureza. Estas fracciones se recolectaron y se utilizaron para los analisis posteriores.
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En la Figura 7b se muestra una imagen representativa de la mezcla de las fracciones

recolectadas, donde se puede observar la presencia de GT, sefialada por la flecha roja.

a b
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Actividad 713506 185 0 0 0 0 0 0
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Figura 7: Purificacion y determinacion de actividad amilolitica en fracciones de GT. Se
visualizaron las fracciones obtenidas de la purificacion de GT desde el lisado celular del
clon seleccionado por SDS-PAGE, y se midio la presencia de azucares reductores en cada
una por el método de DNS, mostrandose la actividad relativa (a). Se visualizé la mezcla de
las fracciones seleccionadas por SDS-PAGE. La flecha roja muestra la banda
correspondiente a GT (b).

A partir de la Figura 7b se calcul6 el peso molecular de GT, utilizando el avance relativo del

patrén de peso molecular y la banda correspondiente. Se obtuvo un peso molecular de 95,9

kDa. Como es un peso molecular mayor al predicho previamente a partir de la secuencia de

GT, se predijo la presencia de glicosilaciones, encontrando un total de 28 sitios predichos

como glicosilados (Tabla 1 del Anexo).

Con estos resultados se puede decir que se logré obtener enzimas recombinantes en la
levadura modelo P. pastoris. Se analiz6 la presencia de actividad amilolitica directa e
indirectamente, seleccionando el clon de la enzima recombinante con mayor actividad, la cual
se logré purificar parcialmente por medio de cromatografia de exclusibn molecular.
Adicionalmente, se calculé el peso molecular de dicha enzima y posibles sitios de

glicosilaciones.
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Analisis de caracteristicas bioquimicas y estructurales de la/s enzimas recombinantes:

Teniendo la GT parcialmente purificada, se procedié a caracterizar esta enzima. Se quiso
saber principalmente la temperatura de maxima actividad (Tmax), la constante de Michaelis-
Menten (Km) para almidén soluble, y la Velocidad maxima de reaccion (Vmax). En la Figura
8a se muestran graficadas las velocidades de reaccion obtenidas para las temperaturas
estudiadas (30, 40, 45, 50 y 55°C). El rango de mayor actividad (dado por las velocidades de
reaccion) se encuentra entre los 40 y 50°C. Asimismo, existe una disminucién abrupta de la
actividad a los 55°C. La Km y Vmax se calculd6 mediante el grafico de Michaelis-Menten
(Figura 8b). Sus valores calculados fueron 41,75 g/L y 0,006 Absorbancia DNS/min,
respectivamente. Ademas, a partir de la Figura 8b se puede afirmar que GT tiene cinética de

Michaelis-Menten.
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Figura 8: Influencia de la temperatura y concentracion de sustrato en la actividad de GT.
Cada velocidad de reaccion se determind una vez, a partir de los graficos de la Figura 3y
4 del Anexo. (a) Efecto de la temperatura en la velocidad de reaccion de GT. (b) Gréfico de
Michaelis-Menten de GT. Este grafico se utilizoé para calcular Vmax y Km de GT.
Por ultimo, teniendo datos empiricos sobre la temperatura de maxima actividad y algunos
datos cinéticos de GT, se realiz6 una caracterizacion bioinformatica mas detallada de esta
enzima. Para esto, se utilizé su modelo 3D y se compararon caracteristicas estructurales con

su enzima molde, una glucoamilasa del hongo filamentoso Hypocrea jecorina (AHja), con el

fin de determinar si existen variaciones atribuibles a una diferencia en la adaptacién a bajas
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temperaturas. Como este hongo esta clasificado como mesdéfilo, AHja es un candidato

perfecto para realizar esta comparacion.

Tabla 3: Comparacion de composicion de residuos, interacciones y superficies entre

GTy AHja
Parametro Organismo
Hypocrea jecorina Tetracladium sp.

%Arg 3,0 4,5
%Pro 5,7 5,0
%Gly 8,0 8,4
%Pro alfa 2,0 2,1
%Gly alfa 3,7 3,7
%Pro loop 9,7 7,3
%Gly loop 12,0 12,6
%Menor volumen 39,2 41,1
%Pequefios 64,1 64,4
%Alifaticos 30,4 29,5
%Aromaticos 12,2 12,0
%No Polares 56,8 56,1
%Polares 43,2 43,9
%Cargados 14,5 12,9
%Acidos 6,5 6,8
%Basicos 8,0 6,1
%AAs_flex 34,0 34,0
P _de H 0,6 0,6
int_ionic 0,1 0,05
int_hif 0,9 0,8
Apolar_SAS 0,3 0,3
Apolar_SES 0,4 0,4

En la Tabla 3 se muestran los datos obtenidos para los distintos parametros estudiados. Se
observa que int_hify las interacciones iénicas (int_ionic) son menores en GT, lo que generaria
una mayor flexibilidad e inestabilidad de la estructura enzimatica respecto de AHja.
Consecuentemente, los residuos cargados (%Cargados) y basicos (%oBasicos) son mayores
en AHja, lo que explicaria el aumento de las interacciones ionicas, y la disminucion de
residuos alifaticos (%Alifaticos) en GT respecto de AHja explicaria la disminuciéon en
interacciones hidrofébicas. Por otro lado, se observa que hay una disminucién en la cantidad

de prolinas totales y en los loops (%Pro loop) de GT (30 y 22, respectivamente) respecto de
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AHja (34 y 29, respectivamente), y un aumento general de los residuos de menor volumen
(%Menor volumen) (GT: 249; AHja: 235), lo cual es usual en enzimas provenientes de
microorganismos adaptados a bajas temperaturas, debido a que promueven la flexibilidad de
la estructura enzimatica. El Unico caso excepcional es que el nimero de argininas (%Arg) es
mayor en GT (27) respecto de AHja (18), lo cual es inusual en una enzima proveniente de un
organismo adaptado al frio, ya que este es un aminoacido cominmente asociado a una mayor
estabilidad estructural debido a que puede generar una gran cantidad de puentes de

hidrogeno e interacciones idnicas.

Una de las caracteristicas mas relevantes de las enzimas adaptadas al frio es su mayor
flexibilidad estructural respecto de sus contrapartes mesoéfilas. Es por esto que se analizé a
GT y AHja para predecir la cantidad y la posicién de residuos flexibles de cada una. Resulta
interesante que, en términos de cantidad, ambas enzimas poseen el mismo porcentaje de
residuos flexibles (%AAs_flex). Ademas, a partir de la Figura 9, se observa que la posicién de
los residuos flexibles no presenta gran variacién en su ubicacion, estando principalmente en
el exterior de la enzima y en loops, por lo que no es evidente que exista este tipo de
adaptacion en el contexto global de la estructura enzimatica. Para el resto de los parametros

tampoco se encontré una diferencia importante.

Una caracteristica importante tanto de GT como AHja es una estructura que conecta los dos
dominios de la enzima, la cual se llamara bisagra de aqui en adelante y se indica en la Figura
9a, b con flechas rojas. Al corresponder a un loop y ser el Unico punto de union fisica entre
ambos dominios, es posible que este motivo juegue un rol clave en la actividad catalitica, por
lo que se caracteriz6 estructuralmente para determinar si existen diferencias que den cuenta

de adaptaciones que incrementen la flexibilidad de esta zona.
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Figura 9: Visualizacién de residuos flexibles y bisagra de GT (a, c) y 2vn4 (b, d). Los
modelos se visualizaron mediante el software UCSF Chimera. Las flechas rojas indican la
bisagra de ambos modelos. Los residuos flexibles de GT se resaltan en azul y de 2vn4 en
rojo.

Tabla 4: Composicion residuos importantes de la bisagra de GT y AHja

Organismo Largo bisagra (AAs) %Pro %Gly %Arg %AAs_flex
Tetracladium sp. 47 149 106 4,3 63,8
Hypocrea jecorina 37 243 108 2,7 67,6

En la Tabla 4 se resumen los parametros investigados para la bisagra de GT y AHja. La mayor
variacion se encuentra en el largo de esta bisagra, el nUmero de prolinas y el porcentaje de
residuos flexibles, mientras que no se observa una diferencia importante en el porcentaje de
glicinas. La bisagra de GT es 10 residuos mas larga que la de AHja, y en términos
porcentuales posee un 9,4% menos de prolinas (GT: 7; AHja: 9). Estas caracteristicas son
cominmente encontradas en enzimas adaptadas al frio al ser comparadas con enzimas
mesdfilas. Por otro lado, al cuantificar los residuos catalogados como flexibles, el porcentaje

de estos es mayor en AHja respecto de GT. Estos porcentajes se traducen en 25 residuos
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flexibles para AHja y 30 para GT, por lo que, aunque AHja tiene un mayor porcentaje de
residuos flexibles en su bisagra, GT tiene una bisagra mas larga y con un mayor namero total
de residuos flexibles, lo que indicaria cambios estructurales orientados a una mejor
adaptacion a las bajas temperaturas por parte de GT. En el caso del porcentaje de argininas,
existe un aumento de estas en la bisagra de GT respecto de AHja, aumentando de 1 a 2
argininas, lo cual se condice con el aumento visto en las argininas de la estructura enzimatica

general.

Por ultimo, se identificaron los residuos de la cavidad catalitica de ambas enzimas,
involucrados en la catalisis 0 union a sustrato. Estos residuos corresponden a una asparagina,
dos acidos glutamicos, dos treoninas, una arginina y un triptéfano. En la Figura 10 se muestra
la disposicidn espacial de estos residuos, y se observa que no existen sustituciones entre GT
y AHja. La Unica diferencia observable es que, en el caso de GT, el triptéfano esta catalogado
como flexible (resaltado en azul). A partir de esta informacién se puede inferir que cualquier
diferencia en las caracteristicas cataliticas y cinéticas entre GT y AHja, no se debe a una

mutacién en los residuos involucrados en la catalisis, presentes en el sitio activo.
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Figura 10: Visualizacion de residuos involucrados en catalisis y union del sustrato en la
cavidad catalitica de GT (a) y 2vn4 (b). Los residuos catalogados como flexibles se resaltan
en azul para GT y rojo para 2vn4. Los modelos se visualizaron mediante el software UCSF
Chimera.
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A partir de estos resultados se demuestra que se pudo determinar caracteristicas
estructurales y bioquimicas de la enzima recombinante obtenida. Se determiné la temperatura
de maxima actividad bajo las condiciones analizadas, la Vmax y la Km. Ademas, la enzima
se caracterizd estructuralmente por métodos bioinformaticos, encontrando caracteristicas

clave que pueden estar potencialmente ligadas a la adaptacién a bajas temperaturas.



DISCUSION

Identificacion y analisis bioinformético de caracteristicas estructurales de enzimas

adaptadas al frio:

Se construyeron modelos 3D predictivos de enzimas de levaduras antarticas, los cuales se
analizaron en términos de composicion de tipos de aminoacidos, aminoacidos flexibles y
cantidad de tipo de interacciones, y se compararon a sus enzimas moldes. Se encontro una
correlacion significativa inversa entre el numero de interacciones hidrofobicas, puentes de
hidrégeno y que la secuencia provenga de levaduras adaptadas al frio. Del mismo modo, se
observé una correlacién significativa inversa entre el area apolar excluida y accesible al
solvente con que la secuencia provenga de organismos no adaptados al frio. El subsecuente
analisis estadistico de comparacion de medias comprueba que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos de secuencias respecto de estas
variables. Las interacciones hidrofébicas son claves para la termoestabilidad de las enzimas,
puesto que permiten mantener compacto el interior de estas. Los puentes de hidrogeno por
su lado, si bien son una interaccién intermolecular débil, son importantes para la estabilidad
conformacional de las proteinas debido a su gran nimero (Feller y Gerday, 2003; D’Amico y
col., 2006; Mandelman y col. 2018). En el estudio de Gianese y col., (2002) realizaron un
andlisis estructural comparativo de 7 tipos de enzimas adaptadas al frio con sus homélogos
mesofilos y/o termofilicos, encontrando una tendencia al aumento del ndmero de
interacciones hidrofébicas y puentes de hidrégeno a medida que aumenta la temperatura de
méxima actividad, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. En el

estudio realizado por Ang y col., (2021) se reportd una mayor cantidad de

35
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interacciones hidrofébicas en una quitinasa termofilica, comparado a sus homélogos
mesofilos y adaptados al frio, mientras que se encontré una mayor cantidad de puentes de
hidrogeno en la quitinasa adaptada al frio.

Una mayor superficie hidrofébica se asocia cominmente a enzimas adaptadas al frio
(Santiago y col., 2016). Esto principalmente porque la exposicién de residuos hidrofébicos al
solvente genera un efecto desestabilizante en la enzima al ser una condicion
termodinamicamente desfavorable, aumentando la flexibilidad de esta y favoreciendo la
adaptacion a temperaturas mas bajas (Feller, 2013). Al mismo tiempo, una menor area apolar
excluida del solvente implica un centro hidrofébico menos compacto, otorgando menor rigidez
a la estructura enzimatica. Si bien los resultados obtenidos en este trabajo se condicen con
la literatura en el caso de la superficie apolar accesible al solvente, se obtuvo el resultado
opuesto para la superficie apolar excluida del solvente. Es posible que las enzimas adaptadas
al frio compensen la pérdida de interacciones estabilizantes como los puentes de hidrogeno
e interacciones hidrofébicas con un centro hidrofébico mas grande y asi mantener su
integridad estructural y funcién catalitica. Un caso similar se propone en el estudio de Vogt y
col., (1997), donde las tres familias de enzimas que no presentaron un aumento de puentes
de hidrégeno conforme aumentaba la estabilidad térmica, compensaron con un aumento de

las interacciones idnicas.

Resulta interesante no haber encontrado correlaciones significativas que incluyeran algun tipo
de residuo, considerando la relevancia que se les atribuye como caracteristicas asociadas a
una mayor adaptacioén al frio. Kumar y col., (2014) reportan un aumento significativo de
residuos pequefios y de menor volumen en B-galactosidasas adaptadas al frio, respecto de
sus homélogos mesofilos y termofilos, asi como una disminucion significativa de residuos
aromaticos, cargados y bésicos. Resultados similares fueron reportados por Yang y col.,
(2021), obteniendo un aumento significativo de residuos pequefios y de menor volumen en
lipasas adaptadas al frio respecto de lipasas mesdéfilas. Hay que tener en cuenta que en estos

estudios se analizé una sola familia de enzimas, mientras que en este trabajo se agrupoé las
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enzimas dependiendo de su proveniencia, sin hacer distincién entre familias, por lo que no es
posible descartar que este tipo de diferencias se puedan ver si los datos se organizan y
analizan de una manera diferente. De hecho, debido a las caracteristicas del grupo de
secuencias final con el cual se trabajo, es posible que ciertas estrategias adaptativas estén
sobrerrepresentadas, ya que hay tipos de enzimas mas abundantes que otros. Otra manera
de organizar las enzimas en futuros estudios es por la arquitectura de plegamiento, ya que
dependiendo de a qué categoria correspondan (all-a, all-B, a+p, a/B) podria variar el tipo y
namero de interacciones intramoleculares (Gromiha y Selvaraj, 2004). Por ultimo, mas
adelante debera ser tomado en cuenta el nimero de secuencias analizadas y la
representatividad de la levadura de proveniencia, ya que una mayor cantidad de secuencias
otorgaria mayor robustez estadistica al estudio, mientras que una representatividad mas
equitativa entre levaduras ayudaria a dilucidar si existen diferentes estrategias adaptativas
entre ellas.

Dicho esto, a partir de este grupo de datos se puede inferir que los tipos de residuos no son
una caracteristica general de gran importancia para la adaptacion al frio, como si lo son las
interacciones hidrofdbicas, puentes de hidrégeno y superficies hidrofébicas accesibles y

excluidas del solvente.

Obtencién de enzimas recombinantes en la levadura modelo P. pastoris:

Para expresar las secuencias de enzimas seleccionadas para este estudio, se eligio la
levadura modelo P. pastoris y el vector de expresion pPICZaA. En este trabajo se utilizaron
las cepas X-33 y KM71H. En un comienzo, se intentd la expresion de las enzimas
recombinantes Tetsp_amy, Vvic_amy y GT en la cepa X-33, sin obtener actividad amilasa en
el lisado celular o el medio de cultivo, por lo que se intentd la expresion en la cepa KM71H,

encontrando actividad amilasa intracelular. La diferencia entre ambas cepas es que X-33 es
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fenotipo Mut*, es decir, posee el gen AOX1 que le permite metabolizar metanol de manera
normal. La cepa KM71H solo puede metabolizar lentamente metanol mediante la enzima
alcohol oxidasa 2 del gen AOX2 (Play col. 2006). Existen distintos estudios donde se compara
la expresion de enzimas en distintas cepas de P. pastoris, con distintos resultados.
Lindenmuth y McDonald, (2011) expresaron una endoglucanasa de Acidothermus
cellulolyticus en las cepas GS115, X-33 y KM71H. La cepa GS115 tiene auxotrofia para la
histidina ademas de ser Mut®. La mayor produccion de la endoglucanasa se determiné en la
cepa KM71H, encontrada en el medio de cultivo. Seo y Rhee, (2004) reportan la expresion
de una fosfolipasa C recombinante proveniente de Bacillus cereus en las cepas GS115,
KM71H y X-33. La mayor expresion extracelular se observé en la cepa X-33. Por ultimo,
Zheng y col.,, (2016) expresaron una o-galactosidasa en las cepas X-33 y KM71H,
encontrando la actividad de esta enzima tanto en el medio de cultivo como en el lisado celular.
Curiosamente, la actividad intracelular determinada en ambas cepas fue mayor que la
extracelular, indicando que una proporcién importante de la enzima recombinante no estaba
siendo exportada al medio de cultivo. Esto se puede explicar principalmente por un mal
procesamiento del factor-a, el cual se puede ver ocultado por el plegamiento de la enzima
recombinante, dificultando el acceso de la endopeptidasa Kex2 y la proteina Stel3
(Cereghino y Cregg, 2000). Por un lado, esta evidencia sugiere que al momento de expresar
proteinas recombinantes en P. pastoris, es necesario realizar pruebas en mas de una cepa
para obtener el mejor resultado posible, y estos pueden variar caso a caso. Por otro, la
exportacion de enzimas recombinantes al medio extracelular debe ser evaluado para cada
una, asi como la presencia de la enzima en el lisado celular. En este trabajo, no se detectd
actividad amilolitica en el medio extracelular al utilizar la cepa KM71H, pero si en el lisado
celular en el caso de GT y Vvic_amy al comparar con el control, por lo que es posible que la
exportacion de las enzimas recombinantes se haya visto afectada por el plegamiento de

estas.
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Se evalud la actividad amilolitica del lisado celular de los clones elegidos de Vvic_amyy GT,
encontrando diferencias significativas entre la actividad de GT y Vvic_amy, asi como entre
ambos clones recombinantes y el control sin inserto. En base a este resultado, y teniendo en
cuenta el tiempo y dedicacion para la obtencién de una enzima recombinante, se opt6 por
continuar con GT. Ademas, en vista de una posible aplicacion industrial, este primer resultado

apuntaria a que GT es el mejor candidato.

El método del DNS para la determinacion de presencia de azUcares reductores es un método
indirecto, ya que es necesario que el azicar reduzca al DNS para producir 4cido 3-amino-5-
nitrosalicilico (ANS) (Teixeira y col., 2012) el cual tiene una coloracion café rojiza, medible en
un espectrofotémetro (Sagib y Whitney, 2011). Si bien la literatura es escasa, se ha reportado
la reaccién cruzada del DNS con otros compuestos diferentes a azlcares reductores (Teixeira
y col., 2012; Deshavath y col., 2020). Una leve coloracion naranja se encontr6 en los controles
negativos de los ensayos de actividad realizados, por lo que para descartar que exista una
actividad amilolitica basal intracelular en P. pastoris y demostrar de manera directa la
actividad amilolitica del lisado celular del clon seleccionado de GT, se realizdé un ensayo de
actividad en placas agar almidon. Este método ha sido utilizado con éxito en nuestro
laboratorio para encontrar actividad amilolitica y otras mas en levaduras antérticas (Carrasco
y col.,, 2017). Otro método convencional que se pudo haber utilizado para determinar la
presencia de GT en el medio intra y extracelular es el Western-Blot. De esta manera se pudo
haber comprobado la presencia de la cola de histidinas o el epitope c-myc. Por motivos de la
contingencia mundial al momento de realizar la tesis, no se contaba con los reactivos y tiempo
necesarios para realizar este experimento, por lo que el método de la placa agar-almidon

resulté muy util.

Se intento purificar GT por los métodos de cromatografia por columna de niquel-sefarosa,
intercambio anidnico y cationico, y exclusion molecular. El tnico método por el cual se obtuvo

fracciones con actividad fue la cromatografia de exclusién molecular. Si bien el sistema de
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expresion utilizado fusiona una cola de histidina en el extremo carboxilo terminal a la enzima
recombinante, este método no fue efectivo. Se ha reportado el efecto deletéreo que puede
tener la cola de histidina en el plegamiento nativo de la enzima recombinante (Yadav y col.,
2016), por lo que se puede inferir gue el mismo plegamiento puede ocultarla, asi como ocurre
con el factor-a discutido anteriormente. Es dificil inferir la posicion de la cola de histidina a
partir de los modelos tridimensionales creados, ya que los primeros y ultimos residuos no se
lograron incluir dentro de estos. La pureza que se obtuvo de GT fue subdptima, sin embargo,
se pudo obtener actividad amilolitica luego del paso de purificacion. Hay que tener en cuenta
gue se esta purificando un lisado celular, por lo que hay una gran cantidad de proteinas que
ademas de tener el mismo tamafio, pueden interactuar entre ellas por afinidad de carga o
hidrofobicidad. Por otro lado, la heterogeneidad de formas de las proteinas puede producir
que eluyan al mismo tiempo siendo que tienen pesos moleculares distintos (Burgess, 2018).
Resultados similares se reportan en Bhardwaj y col., 2019 donde expresan una xilanasa de
Aspergillus oryzae, la cual purifican mediante una serie de métodos, entre ellos cromatografia
de exclusién molecular, y se muestra la presencia de proteinas inespecificas en las fracciones
purificadas, evidenciando la posibilidad de que no se logre una separacion especifica de las

proteinas por este método.

GT nativa fue aislada y purificada previamente por Carrasco y col., (2017 a). En ese trabajo
se determind que la secuencia de residuos tiene un peso molecular predicho de 66 kDa,
mientras que por SDS-PAGE se observé una banda a los 80 kDa. Esta discrepancia en peso
molecular se le atribuy6 a glicosilaciones. Las glicosilaciones son algo comun en enzimas
extracelulares, y se cree que juegan un rol importante en su estabilidad y funcion (Vite-Vallejo
y col., 2009). El peso molecular predicho para la secuencia de GT utilizada en este estudio
fue de 80 kDa, mientras que se determind que tiene un peso molecular relativo de 95,9 kDa.
Se predijo sitios de glicosilacion en la secuencia de GT, por lo que estas modificaciones
postraduccionales podrian explicar esta diferencia en peso molecular, y seria concordante

con lo previamente reportado.
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Analisis de caracteristicas bioquimicas y estructurales de la/s enzimas recombinantes:

Se caracteriz6 bioquimica y estructuralmente la enzima recombinante GT, calculando la Km,
Vmax y temperatura de maxima actividad por un lado, e identificando, cuantificando y
comparando caracteristicas asociadas a la adaptacién al frio en los modelos 3D de GT y AHja
por otro. Las glicosidasas adaptadas al frio, especificamente las a-amilasas y glucoamilasas
han sido sujeto de bastante estudio debido a su potencial biotecnolégico en industrias como
la alimenticia, papel, textil, detergentes, entre otras (Duarte y col., 2018). La caracterizacion
de una a-amilasa adaptada al frio de Bacillus sp. indic6 que su Km es de 2,8 mg/mL, su Vmax
21,8 mg/mL min y su temperatura de maxima actividad fue de 20°C bajo las condiciones
reportadas, teniendo un rango de actividad de 4-60°C (Dou y col., 2018). Una a-glucosidasa
purificada en nuestro laboratorio desde la levadura antartica D. fristingensis mostro una Km
de 1,3 g/L, una Vmax cercana a 3,25 mg/ L min y una temperatura de maxima actividad de
37°C en las condiciones reportadas, teniendo un rango de actividad entre 4-40°C (Carrasco
y col., 2017 b). Adicionalmente, una glucoamilasa purificada en nuestro laboratorio del hongo
antartico Tetracladium sp., fue caracterizada y se determin6é su Km, Vmax y temperatura de
maxima actividad (4,5 g/L, 0,006 g/L min y 30°C, respectivamente). Ademas, el rango de
mayor actividad se determiné entre los 30 y 45°C, disminuyendo considerablemente al
disminuir y aumentar la temperatura (Carrasco y col., 2017 a). La secuencia de esta enzima
fue incluida en este trabajo, y fue finalmente la enzima que se logro expresar y purificar
parcialmente. Debido al vector y método de expresién, es necesario volver a caracterizar la
enzima, ya que existe evidencia de que la presencia de una cola de histidinas puede tener
cambios en la termoestabilidad y constantes cinéticas de una enzima recombinante respecto
a la enzima nativa (Bentahir y col., 2000; Flores y col., 2022). Adicionalmente, al haber
purificado a GT desde el espacio intracelular, es posible que el factor-a. no se haya procesado,
y su presencia podria cambiar ciertas propiedades de la enzima. Por ultimo, al no haber

podido purificar a GT de manera 6ptima, no se puede descartar que el resto de las proteinas
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presentes afecten la reaccion. Se determiné que GT tiene una Km de 41,75 g/L, una Vmax
de 0,006 min! y una temperatura de maxima actividad de 45°C. El rango de temperatura de
mayor actividad se determin6 entre 40-50°C. Si bien esta caracterizacion no se llevé a cabo
en las mismas condiciones de pH, temperatura y pureza que en Carrasco y col., (2017a), por
lo que no se puede hacer una comparacion directa, se puede decir que para GT nativa como
recombinante existe un rango de temperatura similar en el cual actian, de entre 10 y 15°C.
La Km de GT recombinante es bastante mas alta que la de GT nativa (41,75 g/L y 4,5 g/L,
respectivamente). Esto implica que GT disminuy6 bastante su afinidad por el almidén soluble,
y mas esfuerzos de caracterizacién son necesarios para saber si aun retiene su actividad de
glucoamilasa. Esta es la principal razon de por qué no se expresa la Vmax en g/L*min, ya que
no se sabe el producto especifico que se esta generando, mas alla de que es un azlcar
reductor, por lo que no se puede utilizar un coeficiente de extincidbn molar o una curva estandar

de un compuesto en especifico para convertir la absorbancia en concentracion.

En base a la temperatura de méaxima actividad, esta enzima tiene un comportamiento
mesdfilo. Es posible que las modificaciones introducidas por el vector de expresion, como la
cola de histidina y el a-factor tengan un efecto estabilizante en la enzima, aumentando su
temperatura de maxima actividad, aunque mas experimentos deben ser realizados para
comprobar esta propuesta. Por otro lado, existe evidencia en trabajos previos en el laboratorio
gue no todas las enzimas aisladas de levaduras antarticas tienen una temperatura de maxima
actividad correspondiente a la de una enzima adaptada a bajas temperaturas. Este es el caso
de una glucosa oxidasa (GOD), invertasa (Inv) y fosfatasa alcalina (ALP) de Goffeauzyma
gastrica, Wickerhamomyces anomalus y Dioszegia sp., respectivamente (Yuivar y col., 2017).
Las temperaturas de maxima actividad de GOD, Inv y ALP fueron 64°C, 60°C y 47°C,
respectivamente. Esto sugiere que no es necesario que todas las enzimas de una levadura
antartica sean eficientes cataliicamente a bajas temperaturas, sino que deben ser lo
suficientemente activas para cumplir su funcién fisioldgica. Si bien este no parece ser el caso

de GT, debido a la evidencia que se tiene sobre GT nativa, es necesario realizar experimentos
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comparativos entre GT nativa y GT en las mismas condiciones de pH y pureza para poder
descartar estas variables como las responsables de la diferencia en la temperatura de

maxima actividad de ambas enzimas, antes de realizar otras comparaciones.

Las caracteristicas de esta enzima no la convierten en una buena candidata para las
aplicaciones industriales que se pensaban en un inicio, principalmente porque es activa a
temperaturas mas altas que lo que se tenia previsto. Las amilasas mas utilizadas en la
industria hoy en dia son producidas por cepas de Aspergillus, con temperaturas de maxima
actividad entre los 45-60°C (Carrasco y col., 2017a), muy similar a la obtenida con GT.
Ademas, GT tiene una Km bastante alta comparada con otras amilasas, lo que podria ser
indicio de que su afinidad por el almidén soluble sufrié una disminucion importante por las
modificaciones introducidas a la enzima o las condiciones utilizadas para los experimentos.
Sin embargo, se necesita mas evidencia sobre la estabilidad y actividad de GT en el tiempo
a distintas temperaturas, para asi determinar si tiene potencial en procesos en donde se

requiera incubar la reaccion por largos periodos.

Se creé un modelo 3D de GT utilizando la amilasa de H. jecorina como molde. Ambos
modelos se caracterizaron y compararon en términos de caracteristicas asociadas a la
adaptacion a bajas temperaturas. Como se dispone de datos empiricos sobre la
termoestabilidad y cinética de actividad de ambas enzimas, se decidié hacer un analisis mas
profundo. No fue posible incorporar el factor-a ni la cola de histidina en el modelo,
probablemente porque el método utilizado se basa en la homologia de la secuencia ingresada
con el molde seleccionado para recrear la estructura terciaria. Por lo tanto, se compararon las
caracteristicas que comparte GT y la enzima nativa respecto de su molde. Analizando las
caracteristicas de las enzimas completas, en general los cambios que mas resaltaron dan
indicios de una adaptacion a bajas temperaturas por parte de GT. La disminucion de
interacciones hidrofébicas y ibnicas son un factor desestabilizante (Vogt y col., 1997;

Mandelman y col. 2018). Este resultado se puede explicar en parte debido a una disminucion
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de los residuos cargados en GT respecto de AHja. Ademas, GT presenta un mayor porcentaje
de residuos de menor volumen, lo cual esta asociado a una mayor flexibilidad de la estructura
terciaria de la enzima, al igual que la disminucion de prolinas en los loops (Russel y col., 1998;
Hashim y col., 2018). El aumento de argininas en GT llama la atencién, debido a que es por
lo general una caracteristica asociada a la adaptacién a temperaturas mas altas debido a la
capacidad de este aminoacido de crear una mayor cantidad de interacciones iénicas y
puentes de hidrégeno (Vogt y col., 1997; Lonhienne y col., 2001). Sin embargo, al no
encontrar una mayor cantidad de interacciones idnicas, es posible que estas sustituciones no
se encuentren en proximidad de residuos cargados negativamente. Ademas, este puede ser
un caso mas de compensacion, donde la disminucion general de residuos basicos se
compensa con un mayor numero de argininas, que puede generar mas interacciones por

residuo que la lisina o histidina.

Ding y col., (2021) describen la importancia de la bisagra de una amilasa proveniente de la
bacteria Saccharophagus degradans para su actividad a bajas temperaturas. Esta estructura
presentd una gran flexibilidad estructural, capaz de adoptar un gran rango de conformaciones.
En el analisis previo de GT nativa, se encontro diferencias entre la bisagra esta enzima y AHja
gue apuntarian a una mayor flexibilidad de esta estructura, principalmente el contenido de
prolinas y tirosinas, proponiéndose como la principal adaptacion a bajas temperaturas en esta
enzima. Consecuentemente, el andlisis realizado en este trabajo permite sacar conclusiones
similares. Esta bisagra es 10 residuos mas larga en GT, posee 5 residuos mas catalogados
como flexibles, tiene dos prolinas menos y un mayor nimero de argininas. En linea con los
resultados discutidos previamente, la bisagra de GT tiene un mayor nimero de argininas. En
general, estos resultados apuntan a que efectivamente la bisagra de GT es un motivo
estructural mas flexible que el de su molde mesdfilo, siendo probablemente una caracteristica
significativa para la actividad a bajas temperaturas de esta enzima comparada a su

contraparte mesofila, la cual, para las condiciones estudiadas, presenté una temperatura de
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maxima actividad a los 70°C, siendo mas estable entre los 45 y 65°C (Fagerstrom y Kalkkinen,

1995).

Por ultimo, se identificd los residuos cataliticos de GT, descritos en la resolucion de la
estructura de AHja (Bott y col., 2008). Todos los residuos descritos se encuentran
conservados en GT, indicando la importancia de estos para el correcto funcionamiento de la
enzima. La conservacion de residuos cataliticos en enzimas adaptadas al frio respecto de
sus contrapartes mesdéfilas y terméfilas es algo comun (Feller y Gerday, 2003), contrastando

con las multiples modificaciones que pueden presentar en otros sitios de su estructura.

El consenso general es que si bien existe una gran variedad de modificaciones que puede
sufrir una enzima para adaptarse a temperaturas mas bajas, cada familia de enzimas adopta
su propio repertorio (D’Amico y col., 2006; Santiago y col., 2016), haciendo la caracterizacion
y el analisis de estas enzimas y el enigma que presentan una tarea compleja, donde el
establecimiento de una regla general para este fendmeno ha sido motivo de debate en la
comunidad cientifica hasta el dia de hoy. En ese contexto, este trabajo buscé aportar con
informacidn sobre caracteristicas estructurales y bioquimicas de enzimas provenientes de
levaduras antarticas, microorganismos de los que queda mucho por estudiar y aprender,
pudiendo ser un gran aporte para la ciencia, las industrias y el bienestar humano y del planeta

en general.



CONCLUSIONES

Este trabajo presenta una aproximacion inicial a la caracterizacion bioinformatica de
secuencias putativas de enzimas provenientes de levaduras antarticas, por lo que en el futuro
los esfuerzos deben estar puestos en realizar estos analisis con un mayor nimero de
secuencias y evaluar la agrupacion de estas respecto del tipo de enzima o la arquitectura
estructural, dandole mayor robustez a las pruebas estadisticas realizadas y permitiendo

realizar analisis mas profundos.

A partir de los analisis de correlacién y comparacion de medias, se puede concluir que las
secuencias predichas como enzimas adaptadas al frio presentan diferencias significativas
respecto de sus contrapartes mesofilas. Estas diferencias se encontraron en caracteristicas
asociables a una mayor adaptacioén a temperaturas bajas, especificamente, se observé una
disminucion de las interacciones hidrofébicas y puentes de hidrégeno, y un aumento de la
superficie apolar excluida y accesible al solvente. Estos resultados se condicen con los

obtenidos en trabajos del mismo laboratorio y otros ejemplos encontrados en la literatura.

En nuestra experiencia, P. pastoris y el sistema de expresion pPICZaA presenta la desventaja
de introducir modificaciones a la secuencia nativa de la enzima expresada que podrian tener
un impacto en sus propiedades cataliticas y estructurales. Esto se debera comprobar en
futuros estudios para el caso mostrado en este trabajo y asi determinar si es necesario utilizar

otro sistema de expresion que permita conservar las propiedades de la enzima expresada.

La enzima expresada y parcialmente purificada en este trabajo presentd caracteristicas

bioquimicas de una enzima adaptada a bajas temperaturas, comparandola con lo
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reportado en la literatura sobre su homélogo mesoéfilo. Sin embargo, sus caracteristicas
difieren respecto de la enzima nativa, lo que es atribuible a las modificaciones estructurales
inducidas por el sistema de expresién utilizado, el grado de pureza con el que se logré aislar
y las condiciones utilizadas para los ensayos de actividad enzimatica, los cuales difieren de
las condiciones empleadas en la caracterizacion de la enzima nativa. En cuanto a sus
caracteristicas estructurales, existen diferencias respecto de su homélogo mesobfilo,

asociables a adaptaciones a bajas temperaturas.

GT no es una buena candidata para la aplicacion industrial que se tenia pensada en un
principio, debido principalmente a su temperatura de méaxima actividad, que es bastante
similar a las enzimas ya utilizadas en la industria, y la disminucion de la afinidad de esta
enzima por el almidén soluble, reflejado en el aumento considerable de su Km respecto de

GT nativa.
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ANEXO

a
[ Fosfatasa Acida Il Cryptococcus sp.
[ Alcohol Deshidrogenasa [ C. sake
[ Beta-Glucosidasa 3 L. creatinivorum
Bl Isocitrato Deshidrogenasa [ M. gelida
Il Amilasa Wl P glacialis
[l Alfa-Glucosidasa Il Tetracladium sp.
Il Celulasa Il V. victoriae
Il Proteinasa K Bl W. anomalus
Invertasa

Total=33 Total=33

Figura 1 Anexo: Composicion del set de datos de secuencias utilizado para los analisis
bioinformaticos. (a) Frecuencia de tipos de enzimas. (b) Frecuencia de cada levadura.

2.5+

2.0+

log(PM)

1.0 1 1 1 1 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Rf

Figura 2 Anexo: Gréfico del logaritmo del peso molecular versus el avance relativo de las
bandas del patron de peso de la Figura 7b, utilizado para calcular el peso molecular de GT.
El rombo azul corresponde al peso molecular calculado para GT.
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Tabla 1 Anexo: Sitios de glicosilacion predichos en la secuencia de GT

Posicion N-Glicosilacion? O-Glicosilacién?®

23 +

25 +
57 +
67

273 +
389

464

475

560

566

570

571

572

578

580

585

586

587

5901

592

593

595

597

598

599

600

606

653 +

+ + + + + 4+ + + + + + + + + + + + + + o+ o+ +

ILa presencia de + en cada columna indica si la posicion sefialada corresponde a una N-
Glicosilacion o una O-Glicosilacion.
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Figura 3 Anexo: Determinacion de velocidad de reaccién de GT a distintas temperaturas.
Se midi6 la absorbancia a distintos intervalos de tiempo por triplicado hasta los 240 minutos.
La velocidad de reaccion para cada temperatura se calculé como la pendiente de la zona
lineal de la curva respectiva. Las reacciones se llevaron a cabo a pH 7,0, con almidén
soluble como sustrato.
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reaccion de GT a distintas

concentraciones de sustrato. Se midio la actividad de GT por medio del método de DNS
con almidén soluble como sustrato a concentraciones de 1, 2, 3, 4 (a), 5, 6, 7, 8, 9 (b), 10,
13, 15, 17 y 20 g/L (c). La medicion de cada punto se hizo por triplicado hasta los 210
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minutos. La velocidad de reaccién a cada concentracién se determiné por la pendiente de
la zona lineal de cada curva. Las reacciones se llevaron a cabo a 45°C y pH 7.0.

Tabla 2 Anexo: Secuencias utilizadas en este trabajo y sus respectivos moldes

Secuencia Cddigo molde Organismo
Csake FA?! 24dfi Debaryomyces castelli
Crysp_AD? 7kqv Cladosporium herbarum
Csake_AD 7kqv Cladosporium herbarum
Lcrea_AD 6alj Homo sapiens
Mgeli_AD 6lpn Homo sapiens
Pgla_AD 7kqv Cladosporium herbarum
Lcrea_bglu® 3abz Kluyveromyces marxianus
Mgeli_bglu 6jbs Lentinula edodes
Crysp_ID* 3blx Saccharomyces cerevisiae
Lcrea_ID liwd Sus scrofa
Mgeli_ID 6adi Homo sapiens
Pgla_ID 6kdf Homo sapiens
Tetsp_ID 2gfw Saccharomyces cerevisiae
Vvic_ID 2gfw Saccharomyces cerevisiae
Wanom_ID 2qfw Saccharomyces cerevisiae
Mgeli_amy?® 6yga Aspergillus oryzae
Pgla_amy 2gjr Bacillus halmapalus
Tetsp_amy 1le43 Bacillus amyloliquefaciens
Vvic_amy 6XS] Aspergillus oryzae
GT 2vn4 Hypocrea jecorina
Lcrea_aglu® 3abz Kluyveromyces marxianus
Mgeli_aglu 6jbs Lentinula edodes
Vvic_aglu luok Bacillus cereus
Csake_cel’ 1czl Candida albicans
Pgla_cel 2pc8 Candida albicans
Tetsp_cel 71po Cryptococcus neoformans var. grubii serotype A
Wvic_cel 4mdo Humicola grisea var. thermoidea
Csake PK® 1dpj Saccharomyces cerevisiae
Lcrea PK 1dpj Saccharomyces cerevisiae
Mgeli_PK 1dpj Saccharomyces cerevisiae
Vvic_PK 1dpj Saccharomyces cerevisiae
Mgeli_inv® 5ann Xanthophyllomyces dendrorhous
Wvic_inv deqv Saccharomyces cerevisiae

IFA: Fosfatasa Acida (EC 3.1.3.2)

2AD: Alcohol Deshidrogenasa (EC 1.1.1.1)
3bglu: B-Glucosidasa (EC 3.2.1.74)

4ID: Isocitrato Deshidrogenasa (EC 1.1.1.41)
Samy: Amilasa (EC 3.2.1.1)

faglu: a-Glucosidasa (EC 3.2.1.3)
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’cel: Celulasa (EC 3.2.1.4)
8PK: Proteinasa K (EC 3.4.21.64)
%inv: Invertasa (EC 3.2.1.26)

Tabla 3 Anexo: Levadura de procedenciay tipo de enzima de ORFs encontrados en Seminario de Titulo

AD!  Amy? a-Glu® B-Glu* IDS  Cel® Inv’ PK&® FA®

Cryptococcus sp. X X X X X
Candida sake X X X X X X X
Leucosporidium creatinivorum X X X X X X

Mrakia gelida X X X X X X X X X
Phenoliferia glacialis X X X X X X X
Tetracladium sp. X X X X X X X X X
Vishniacozyma victoriae X X X X X X X X X

X X X X

Wickerhamomyces anomalus

1Alcohol Deshidrogenasa (EC 1.1.1.1)
2Amilasa (EC 3.2.1.1)

3a-Glucosidasa (EC 3.2.1.3)
4B-Glucosidasa (EC 3.2.1.74)

SIsocitrato Deshidrogenasa (EC 1.1.1.41)
Celulasa (EC 3.2.1.4)

"Invertasa (EC 3.2.1.26)

8Proteinasa K (EC 3.4.21.64)

SFosfatasa Acida (EC 3.1.3.2)

Tabla 4 Anexo: Secuenias iniciales y parametros de seleccion

Nombre secuencia GMQE!* 9% _ident m® Verify 3D
Crysp_FA? 0.38 9.1 77.88
Csake FA 0.82 48.7 96.63

Mgeli_FA 0.27 11 86.56
Pgla_FA 0.3 12.7 80.63
Tetsp_FA 0.25 13.1 73.39
Vvic_FA 0.55 24.7 81.9
Crysp_AD? 0.82 59.2 80.37
Csake AD 0.77 51.7 84.27
Lcrea AD 0.83 47.9 92.16
Mgeli_AD 0.77 47.7 89.37
Pgla_AD 0.82 59.2 80.37
Tetsp_AD 0.64 18.9 73.85
Vvic_AD 0.51 20.8 85.67
Wanom_AD 0.81 27.2 74.14
Crysp_bglu® 0.43 10.5 58.64
Csake_bglu - - -
Lcrea_bglu 0.77 425 88.93



Mgeli_bglu 0.73 41.2 90.53

Pgla_bglu 0.52 7.3 68.89
Tetsp_bglu 0.71 29.4 74.84
Vvic_bglu 0.71 25.4 76.61
Wanom_bglu 0.71 9.7 88.16
Crysp_ID* 0.79 53.3 92.98
Csake_ID 0.86 61.8 78.6
Lcrea_ID 0.87 63.4 90.27
Mgeli_ID 0.85 63.4 92.04
Pgla_ID 0.75 54.6 82.69
Tetsp_ID 0.77 60.6 92.89
VWvic_ID 0.82 64.2 93.17
Wanom_ID 0.9 67.8 90.63
Mgeli_amy?® 0.65 38.9 91.4
Pgla_amy 0.8 35.7 90.44
Tetsp_amy 0.76 41.9 93.57
Vvic_amy 0.73 39 98.3
Glucoamilasa tetracladium 0.82 55.7 91.58
Crysp_aglu® 0.76 9.3 40
Csake_aglu 0.78 27.1 83.75
Lcrea_aglu 0.77 42.5 88.93
Mgeli_aglu 0.73 41.2 90.53
Pgla_aglu 0.1 5.3 0
Tetsp_aglu 0.68 26.6 76.25
Vvic_aglu 0.74 43.1 91.47
Csake_cel’ 0.7 35.6 98.65
Lcrea_cel 0.39 16.2 83.23
Mgeli_cel 0.65 24.9 92.25
Pgla_cel 0.71 35.8 97.48
Tetsp_cel 0.73 34.1 87.91
Vvic_cel 0.8 42.8 89.5
Csake PK3 0.74 59.4 86.54
Lcrea_PK 0.62 43.8 87.31
Mgeli_PK 0.68 47.6 92.33
Tetsp_PK 0.57 25.2 79
Vvic_PK 0.67 49.3 90.74
Mgeli_inv® 0.87 55.2 97.64
Tetsp_inv 0.6 18.5 82.35
Vvic_inv 0.64 34.9 87.47
Wanom_inv 0.47 7.6 17.5

IFA: Fosfatasa Acida (EC 3.1.3.2)

2AD: Alcohol Deshidrogenasa (EC 1.1.1.1)
3bglu: B-Glucosidasa (EC 3.2.1.74)

4ID: Isocitrato Deshidrogenasa (EC 1.1.1.41)



Samy: Amilasa (EC 3.2.1.1)
faglu: a-Glucosidasa (EC 3.2.1.3)

‘cel: Celulasa (EC 3.2.1.4)

8PK: Proteinasa K (EC 3.4.21.64)

%inv: Invertasa (EC 3.2.1.26)

1094 ident_m: % de identidad con secuencia molde

1GMQE: Global Model Quality Estimate. Es un valor entre 0 y
1 que indica la calidad del modelo creado.

En gris se muestran las secuencias seleccionadas-
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