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RESUMEN

Las proteinas llamadas expansinas, identificadas en plantas, tienen la capacidad de relajar los
componentes de la pared celular y promover el crecimiento. Estas proteinas participan en diferentes
procesos como la organogénesis, la abscisidn, la maduracion de los frutos, el crecimiento del tubo
polinico y otros procesos del desarrollo en donde ocurren modificaciones a la pared celular.

El mecanismo molecular de las expansinas aun es desconocido, sin embargo, se ha propuesto
que estas proteinas estarian rompiendo los puentes de hidrogeno que unen entre ellos a los
filamentos de celulosa y a la celulosa con otros polisacaridos a través de un proceso no enzimatico.

Algunas proteinas tipo expansinas se han identificado en hongos ascomicetos pero no se han
reportado en hongos basidiomicetos. En este trabajo, se clond la secuencia codificante /oos! de una
biblioteca de cDNA del hongo basidiomiceto Bjerkandera adusta crecido en paja de trigo, esta
secuencia codifica para una proteina tipo expansina llamada loosenina que se expresd en
Saccharomyces cerevisiae. La proteina tipo expansina, LOOS1, con un tamano predicho de 13.4 kDa
se excretd al sobrenadante del cultivo, se enriquecid por ultrafiltracion y se utilizd en ensayos de
actividad cuantitativos y cualitativos, mostrando que LOOS1 es capaz de rearreglar la estructura
cristalina de la fibra de algoddn y de favorecer la liberacion de azlcares reductores después de tratar
fibras de algodén y de agave en presencia de una celulasa y una mezcla enzimatica comerciales,
respectivamente. El principal aztcar que se libera en los ensayos cuantitativos de fibra de agave es la
glucosa, lo cual podria ser consecuencia del rearreglo que causa LOOS1 sobre la estructura de la
celulosa favoreciendo la actividad de las celulasas del cdctel. La liberacién de xilosa es minima.

Los analisis bioinformaticos de la secuencia gendmica de /oos! revelan la presencia de 3 intrones
en su secuencia genomica. Ademas del dominio DPBB identificado en la secuencia primaria de
LOOS1, el modelamiento estructural de LOOS1 con proteinas expansinas cristalizadas permitio
identificar una serie de residuos altamente conservados en el sitio de unién a polisacaridos.

Debido a que LOOS1 es capaz de modificar la estructura de la celulosa y a tolerar diferentes
condiciones de pH, la hacen un buen candidato como un aditivo para facilitar de sacarificacion
enzimatica de la biomasa celuldsica para mejorar su solubilidad y subsecuente uso en procesos como
la obtencion de biocombustibles.

Este es el primer reporte de una proteina con actividad expansina de un hongo basidiomiceto

expresada en levadura.



ABSTRACT

Expansins, a group of proteins identified in plants have the ability to relax the cell wall
components and promote their growth. These proteins participate in processes where modifications
to cell wall occur, such as organogenesis, abscission, fruit ripening and growth of the pollinic tube.

The expansins molecular mechanism of action is still unknown; however it has been proposed
that they disrupt hydrogen bonds between cellulose filaments and cellulose and other
polysaccharides through a non enzymatic process.

In ascomycetes fungi expansin like proteins have been identified, but there are no reports of
proteins with this activity in basidiomycetes. In this work, the coding sequence of /oos1 was cloned
from a cDNA library of basidiomycete Bjerkandera adusta grown on wheat straw. This sequence
codes for an expansin like protein that we called loosenin and expressed in Saccharomyces
cerevisiae. LOOS1 has a predicted molecular weight of 13.4 kDa and was enriched by ultrafiltration
for quantitative and qualitative assays.

After incubation with LOOS1, reducing sugars release from cotton and agave fibers is promoted
in presence of commercial cellulases. The main sugar released from agave fibers is glucose as was
observed in quantitative assay, which suggests that LOOS1 modifies cellulose structure and enhance
the activity of cellulases. Qualitative assay showed that LOOS1 has the ability to modify cellulose
structure as was observed in cotton fibers bubbles.

Three introns were identified in /oos1 genomic sequence and a DPBB domain was found in
coding sequence of /oos1. Structural modeling of LOOS1 on crystallized proteins allowed identifying
eleven conserved residues in a potential polysaccharide binding site.

Since the properties of LOOS1 allows relaxing cellulose structure it could be a good candidate to
enhance enzymatic saccharification of cellulosic biomass by improving its solubility in posterior
processes such as obtaining of biofuels.

This is the first report of a protein with expansin activity from a basidiomycete fungi expressed in

yeast.
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1. INTRODUCCION

La lignocelulosa es el principal y mas abundante componente de la biomasa renovable producida
por la fotosintesis; se estima que anualmente se forman 200,000 millones de toneladas en todo el
mundo (Ragauskas et al, 2006; Zhang et al, 2007). La lignocelulosa consta de los tres principales
biopolimeros que forman la pared celular de las plantas: celulosa, hemicelulosa y lignina (Zhang and
Lynd, 2004), ademas de pequefias cantidades de ceniza, proteinas y pectina (Zhong and Ye, 2007).

La celulosa es el biopolimero mas abundante en la Tierra, en la naturaleza se encuentra
principalmente como componente estructural de la pared celular de las plantas y algas marinas,
aungue también es producida por algunos animales como los tunicados y por microorganismos como
las bacterias (Lynd et a/, 2002). La lignocelulosa no se acumula en la tierra debido a los hongos y
bacterias que degradan algunos de los materiales de la pared celular; a pesar de que es un proceso
muy lento, estos organismos tienen un papel fundamental en el reciclaje del carbono de regreso al
ecosistema (Aro et al., 2005).

Una potencial aplicaciéon a las grandes cantidades de lignocelulosa que se acumulan es la
obtencion de biocombustibles, considerados como una fuente energética alternativa a los
combustibles fésiles actualmente utilizados. Sin embargo, la complejidad y estructura compacta de la
lignocelulosa la hacen mas dificil de degradar enzimaticamente (Gray et a/., 2006).

El principal impedimento para la utilizacion de la biomasa es, en general, la ausencia de una
tecnologia de bajo costo dirigida a la recalcitrancia de la biomasa celuldsica; una estrategia
prometedora involucra la produccion de enzimas celuloliticas, la hidrdlisis de la biomasa y la
fermentacion de los azlcares resultantes en productos especificos en un solo proceso utilizando

microorganismos celuloliticas (Lynd et a/., 2002).

1.1 ESTRUCTURA DE LA PARED CELULAR Y COMPOSICION DEL
MATERIAL LIGNOCELULOSICO

La pared celular es la capa mas externa y resistente de la célula vegetal, se localiza en la parte
externa de la membrana plasmatica. Es una estructura altamente organizada compuesta por
diferentes polisacaridos, proteinas y sustancias aromaticas. Esta matriz compleja actla como
determinante de la morfologia de la planta (Carpita et a/., 2001). Esta formada principalmente por
celulosa, hemicelulosa y el polimero fendlico lignina y puede presentar un grosor de ~0.1 a 10 pm
que contrasta con los <0.01 um de la membrana celular compuesta de fosfolipidos y proteinas
(Figura 1) (Fry, 2001). La composicidén y porcentajes de los polimeros varian entre las diferentes
especies de plantas, incluso la composicion dentro de una misma planta es distinta de acuerdo a la
edad, etapa de crecimiento y otras condiciones (Zhang and Lynd, 2004). La estructura de la pared

celular estd disefiada para realizar una gran cantidad de funciones opuestas. Por un lado, es



responsable de la resistencia a la tension, asi como de dar forma a la célula y de conferir resistencia
contra patégenos; por otro lado, debe ser capaz de mantener una flexibilidad razonable contra la
fuerzas de rompimiento y un grado minimo de permeabilidad para permitir que las moléculas

sefializantes puedan entrar a la célula (Levy et al., 2002).

Vesiculas

Celulosa Pecti
= ectina

Hemicelulosa s Ramnogalacturonano |
—— Xiloglucano Homogalacturonano
—— Arabinoxilano ~Apr Ay A Xilogalacturonano

A Arabinano
/ Lignina <
> Ramnogalacturonano Il

Figura 1. Composicion de la pared celular vegetal. La pared celular esta formada basicamente por los
polisacaridos de celulosa, hemicelulosa y pectina y el polimero fendlico de la lignina. Esta Ultima forma una matriz
que protege a los polisacaridos. Modificado de Cosgrove (2005).

CELULOSA

La celulosa es el polimero mas abundante en la naturaleza, es altamente estable e insoluble en
agua. Se encuentra en la pared celular de las plantas donde es el principal componente, constituye el
50% del peso seco de la madera y dependiendo del origen puede tener un grado de polimerizacion
de alrededor de 2000-25000 unidades de glucosa (Levy et a/., 2002; Hildén and Johansson, 2004).

La celulosa esté compuesta de mondémeros de D-glucosa unidos por enlaces glucosidicos B-1,4
que forman moléculas de celobiosa (dimero de glucosa unido por un enlace B-1,4) las cuales, a su
vez, se estructuran en filamentos de celulosa no ramificados (Pérez et al,, 2002). En la naturaleza, la
celulosa nunca se encuentra como cadena sencilla, desde el momento de la sintesis se estructura en
filamentos los cuales forman las microfibrillas, con un diametro de 5-15 nm, las cuales pueden

contener desde 36 hasta mas de 1200 filamentos de celulosa (Figura 2a) (Levy et al,, 2002).



Debido a la estructura quimica de la molécula de glucosa y al enlace glucosidico que forma, se
pueden identificar dos extremos en los filamentos de celulosa: el reductor y el no reductor, las
unidades de glucosa se adicionan en el extremo reductor, donde el carbono anomérico (C1) esta

libre y es capaz de formar el enlace glucosidico permitiendo el crecimiento de la cadena (Figura 2b).
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Figura 2. Estructura de la pared celular vegetal. a) La celulosa forma filamentos estructurados en
microfibrillas que presentan regiones cristalinas y amorfas rodeadas de la hemicelulosa. (Departamento de energia,
USA http://genomicscience.energy.gov/roadmap). b) Extremos reductor (amarillo) y no reductor (verde) del
filamento de celulosa, la flecha roja sefiala el carbono anomérico (C1).

La configuracién del enlace B glucosidico le permite a la celulosa formar cadenas largas y lineales
unidas entre si mediante puentes de hidrogeno y fuerzas de van der Waals que forman una

estructura cristalina y organizada resistente a la hidrdlisis en ciertas areas de la microfibrilla (Pérez et


http://genomicscience.energy.gov/roadmap

al, 2002). Las regiones cristalinas altamente organizadas estan separadas por celulosa no
organizada o amorfa que se presenta en pequefios porcentajes (5-20%), en esta Ultima
conformacion la celulosa es mas susceptible a la degradacidon enzimatica (Atalla, 1993; Béguin and
Aubert, 1994).

La celulosa es un sustrato muy resistente que se encuentra entrelazado a su vez con la
hemicelulosa vy la lignina, formando una estructura altamente resistente a la degradacion, por lo que
s6lo algunos organismos celuloliticos son capaces de hidrolizarla (Hildén and Johansson, 2004).

En la celulosa presente en la naturaleza, el indice de cristalinidad varia entre 40% y 95%, el
resto es celulosa amorfa (Hildén and Johansson, 2004). En la Tabla 1 se muestran algunos sustratos

con distintos grados de polimerizacion e indice de cristalinidad.

Tabla 1. Grado de polimerizacién e indice de cristalinidad de sustratos celulésicos.
Modificado de Percival Zhang et a/., (2006).

Sustrato Grado de i_ndic_e de
polimerizacion cristalinidad
Soluble
Celodextrinas 2-6 ND
Carboximetilcelulosa (CMC) 100-2000 ND
Insoluble
Algoddn 1000-3000 0.80-0.95
Papel Whatman 1 750-2800 0.45
Celulosa bacteriana 600-2000 0.80-0.95
Avicel PH-101 150-500 0.50-0.60
Solka floc 750-1500 0.40-0.70
Sustratos celuldsicos 400-1000 0.40-0.70
pretratados

ND, no detectable.

CRISTALINIDAD DE LA CELULOSA

En la naturaleza, la celulosa es sintetizada por las proteinas CESA (Cellulose Synthase) que se
encuentran embebidas en la membrana plasmatica, en arreglos hexaméricos llamados “particulas
rosetas” (Kimura, 1999). Una caracteristica importante de la celulosa es su estructura cristalina,
estructura poco comun en los polisacaridos. Una vez sintetizados los filamentos de celulosa, éstos se
unen por puentes de hidrégeno intra e intermoleculares, la union entre los filamentos adyacentes de
celulosa se mantiene por fuerzas de van der Waals; a pesar de la debilidad de estas interacciones, su
efecto total sobre los residuos de la fibra mantiene las uniones (Pizzi and Eaton, 1985).

La estructura cristalina de la celulosa implica un arreglo estructural en el cual todos los atomos

estan fijos en posiciones discretas respecto unos de otros. Una caracteristica del arreglo cristalino es



que los filamentos de celulosa que forman las microfibrillas estan lo suficientemente empaquetados
para evitar la entrada no solamente de enzimas, sino también de moléculas mas pequefias como el
agua. Las fibras de celulosa en la naturaleza no son exclusivamente cristalinas, éstas pueden
contener regiones amorfas susceptibles a la degradacién enzimatica, donde la cristalinidad se ha
perdido, ademas de dobleces y torsiones asi como microporos en la superficie (Figura 3) (Lynd et a/.,
2002). La celulosa amorfa difiere de la cristalina en cuanto al patron que presentan los puentes de

hidrégeno que unen los filamentos de celulosa.
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=

Figura 3. Regiones cristalinas y amorfas  Celulosa amorfa Celulosa cristalina Celulosa amorfa
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La celulosa utilizada para estudios de hidrdlisis varia considerablemente en sus caracteristicas
estructurales, por ejemplo, la celulosa microcristalina (Avicel y Sigmacell) es celulosa pura obtenida a
partir de tratamientos quimicos donde se ha removido la hemicelulosa y las regiones amorfas de la
fibra. La complejidad estructural de la celulosa pura y la dificultad para trabajar con sustratos
insolubles ha llevado a la utilizacion de un tipo de celulosa soluble, la carboximetilcelulosa, CMC, que

contiene regiones amorfas susceptibles de ser hidrolizadas (Lynd et a/., 2002).

EFECTO DE LA MERCERIZACION SOBRE LA CRISTALINIDAD DE LA CELULOSA

La mercerizacion o tratamiento alcalino es el proceso por el cual la fibra de celulosa se somete a
una interaccién con una solucién acuosa de una base relativamente concentrada causando un
hinchamiento de la fibra, una estructura fibrilar mas visible y un cambio en las propiedades
mecanicas logrando mayor fuerza de tensién y brillo (Wang et a/., 2008; Gemci, 2010).

Durante la mercerizacion, ocurre un hinchamiento que inicia en las zonas amorfas, lo que causa
un rearreglo de los filamentos con conformacion paralela de la celulosa I a una conformacion
antiparalela llamada celulosa II (Figura 4). El cambio de la celulosa tipo I al tipo II consiste
basicamente en una modificacién de los puentes de hidrogeno que mantienen unidos los filamentos
de celulosa (Fischer et al., 2005).

La mercerizacion consiste en tratar un sustrato celuldsico (algoddn, Avicel, fibras naturales) con

NaOH al 15-25% a una temperatura de 25-60°C por periodos de tiempo variables (1-18 horas) segln



el sustrato, después de este tiempo se lava con agua destilada hasta que el pH es neutro (Langan et
al.,, 2001; Gavillon and Budtova, 2007).

El NaOH causa una disminucion en el grado de polimerizacion de los compuestos, reduciendo el
nimero de mondmeros de azlcar que conforman el sustrato y facilitando su degradaciéon enzimatica
(Wang et al., 2008) (ver Tabla 1). Asimismo, el tratamiento con NaOH a una concentracién del 10%
causa una transformacion en las zonas cristalinas de la celulosa: de celulosa I a celulosa II, aunque
la concentracion de NaOH para una completa transformacion varia de acuerdo al tipo de celulosa en
estudio (Zugenmaier, 2001).

La cristalinidad de la celulosa es uno de los principales parametros para determinar sus
propiedades de accesibilidad para la degradacién enzimatica. La celulosa producida en la naturaleza
(madera, algoddn, celulosa bacteriana) es cristalina y esta constituida principalmente de celulosa I en
las zonas cristalinas, la cual puede cambiar a celulosa II por efecto de la mercerizacion, este tipo de
celulosa también es un empaquetamiento cristalino y ordenado irreversible (Fischer et al,, 2005;
Roder et al,, 2006). Se ha propuesto que la estructura cristalina de la celulosa II podria contener
también regiones desordenadas o poco homogéneas (Langan et a/., 2001).

Celulosa I Celulosa II

Puentes de Hidrdgeno | Celulosal | Celulosa I

Intramolecular 03-H....05' 03-H....05'
02'-H....06

Intermolecular 06'-H...03 06'-H...02

Figura 4. Puentes de hidrégeno intra e intermoleculares de los filamentos de celulosa. El tipo de enlace
varia en la celulosa Iy celulosa II como se muestra en el cuadro. En la celulosa I, los filamentos de celulosa tienen
una orientacion paralela y en la celulosa II su orientacion es antiparalela. Modificado de Oh et a/. (2005).

HEMICELULOSA

Le hemicelulosa constituye el 25-30% del total del peso seco de la madera, es un polimero
complejo de heteropolisacéridos formado principalmente por pentosas (D-xilosa y L-arabinosa) y
hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) usualmente acetiladas que forman cadenas

ramificadas, ademas de los azlcares acidos 4-O-metilglucurénico, D-galacturdnico y D-glucurdnico.



Los azucares estan unidos por enlaces glucosidicos B-1,4 y ocasionalmente por enlaces p-1,3
(Pérez et al., 2002) (Figura 5). En contraste con la celulosa, la hemicelulosa posee ramificaciones
laterales cortas formadas de distintos azlcares que favorecen su hidrdlisis (Pérez et al, 2002;
Martinez et al., 2005). La hemicelulosa se clasifica en xilanos, xiloglucanos, mananos, glucomananos
y glucanos unidos por enlaces B-(1,3, o 1,4). El xilano es el componente mas abundante de la
hemicelulosa (contribuye con mas del 70% de la composicion) y estd formado por la unién p-1,4 de
unidades de D-xilosa. Puede tener diversas sustituciones, originando los arabinoxilanos (si contiene
arabinosa) presentes en los pastos o los glucuronoxilanos y glucuronoarabinoxilanos (si contiene
residuos glucosa y glucosa-arabinosa, respectivamente) que son los principales componentes de la
pared secundaria de las dicotileddneas. Ademas de la xilosa, los xilanos pueden contener arabinosa,
acido glucuroénico o 4-O-metil éter-acido glucurdnico, acido acético, fertlico o acidos p-coumaricos.

La composicién y frecuencia de las ramificaciones depende del origen de la hemicelulosa (Saha,
2003). En las maderas duras (madera de arboles que cambian hojas: alamo, abedul, olmo), la
hemicelulosa principal es el xilano, en donde el 60-70% de los residuos de xilosa estan acetilados, en
tanto que en las maderas suaves (madera de coniferas: pino, cedro), la hemicelulosa principal es el
glucomanano (Kumar et al., 2008).

En los mananos y galactomananos de la hemicelulosa el esqueleto principal lo forman residuos
de manosa unidos por enlaces B-1,4, y en los glucomananos el esqueleto de manosa esta ramificado
aleatoriamente con residuos de manosa y glucosa. Todas las hemicelulosas presentan diferencias
estructurales entre especies asi como entre los diferentes tipos celulares de las plantas (Kumar et al.,
2008; Scheller and Ulvskov, 2010).

Los distintos tipos de hemicelulosas son sintetizados por glicosiltransferasas que se localizan en
las membranas del aparato de Golgi (Scheller and Ulvskov, 2010).

La funcion mas importante de la hemicelulosa es que actlia como conexién entre la lignina y las
fibras de celulosa otorgandole mayor rigidez a la red celulosa-hemicelulosa-lignina. La lignina y la
hemicelulosa se mantienen unidos de manera predominante a través de enlaces tipo éster entre la
arabinosa de la hemicelulosa y los hidroxilos de la lignina, en tanto que la unién con la celulosa es a

través de puentes de hidrogeno (Laureano-Perez et al,, 2005).
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Figura 5. Estructuras de los diferentes tipos de hemicelulosa en las paredes vegetales. Los xiloglucanos,
xilanos y mananos pueden estar sustituidos con distintos aztcares o acidos formando hemicelulosas mas complejas
Modificado de Scheller and Ulvskov, 2010.

LIGNINA

La lignina es, después de la celulosa y la hemicelulosa, uno de los polimeros mas abundantes en
la naturaleza. Es altamente resistente a la degradacion quimica y bioldgica y se encuentra como
parte de la pared celular confiriendo soporte estructural, impermeabilidad y resistencia al ataque de
los microorganismos. La lignina y la hemicelulosa forman una matriz amorfa en donde las fibras de
celulosa se encuentran embebidas y protegidas de la degradacion (Sanchez, 2009).

Estructuralmente, la lignina es un heteropolimero irregular, insoluble y ramificado formado por la
polimerizacion de tres alcoholes aromaticos de tipo fenil-propano: alcohol coumarilico (p-hidroxifenol
propanol), coniferilico (guaiacil propanol) y sinapilico (siringil propanol) unidos por enlaces C-C y
enlaces tipo éter entre los anillos aromaticos; este polimero da rigidez y protege a los polisacaridos
estructurales (celulosa y hemicelulosa), ademas de que constituye del 20-30% de la madera de los
arboles (Figura 6) (Cunningham and Lopez, 1994; Hammel, 1996; Aro et a/., 2005).

En las maderas suaves el principal constituyente es el alcohol coniferilico y en las maderas duras
son el alcohol coumarilico y sinapilico (Martinez et al, 2005). La lignina es el componente mas
recalcitrante de degradar del material lignoceluldsico y se ha propuesto que este paso es limitante
para el uso y la hidrdlisis de los polisacaridos que protege, son pocos los organismos que pueden
mineralizarla (Cunningham and Lépez, 1994).



OoH

Al o

Lignin—0

OH

Alcohol coumarilico

OH

MeQ OMe
OH

Alcohol sinapilico

OH

Alcohol coniferilico

Figura 6. Estructura de la lignina. Por su composicion, la lignina confiere resistencia a la degradacion quimica y
enzimatica. Modificado de Boerjan et a/., 2003.

1.2 BIODEGRADACION DEL MATERIAL LIGNOCELULOSICO

ORGANISMOS DEGRADADORES DE LIGNOCELULOSA

Existen diferentes organismos capaces de degradar los componentes del material lignoceluldsico,

entre los que se encuentran algunos géneros del Dominio Bacteria y hongos del Dominio Eucarya.

Bacterias celuloliticas

Entre las bacterias aerobias y anaerobias existen distintas estrategias para la degradacion del
material celulolitico. Generalmente, las bacterias anaerobias degradan la celulosa a través de
sistemas enzimaticos celuloliticos organizados en complejos localizados en la superficie celular
llamados celulosomas (Figura 7). Por el contrario, las bacterias celuloliticas aerobias degradan la
celulosa a través de la produccion de enzimas extracelulares con actividades de celulasas (Schwarz,
2001).
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Figura 7. Estructura del celulosoma bacteriano (Clostridum cellulovorans). Las enzimas hidroliticas se
encuentran ancladas a la pared celular de la bacteria a través de la proteina dockerina, el dominio de union a
celulosa (CBD) facilita la unién al sustrato. Modificado de Doi and Kosugi (2004).

Se han identificado bacterias aerobias con capacidades celuloliticas del orden Actinomycetales
(phylum Actinobacteria) que se localizan en el suelo, el agua, el humus, los desechos agricolas como
la cafa de azlcar y las hojas en descomposicion (Doi, 2008). En bacterias aerobias como
Pseudomonas fluorescens subsp. cellulosa, Streptomyces lividans y Cellulomonas fimi se han
reportado sistemas enzimaticos de celulasas y xilanasas para degradar los componentes de la pared
celular (Arcand et al.,, 1993; Khanna and Gauri, 1993; Braithwaite et a/,, 1995).

Las bacterias anaerdbicas del orden Clostridiales (phylum Firmicutes), se localizan generalmente
en el suelo, sobre desechos vegetales en descomposicién, el rumen de animales, el tracto de las
termitas, las compostas, las aguas residuales y las plantas de procesamiento de madera; las
bacterias que se encuentran en el rumen de algunos animales y el tracto de las termitas procesan el
material vegetal para la nutricion del organismo huésped (Doi, 2008). Algunas bacterias anaerobias
con capacidad celulolitica son: Butyrivibrio fibrisolvens, Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus
flavefaciens, Clostridium cellulovorans, C. cellulolyticum y C. thermocellum para las que se tienen
caracterizadas celulasas y xilanasas (Lin and Thomson, 1991; Murty and Chandra, 1992; Tomme et
al., 1995).

En ambientes extremos también se han identificado microorganismos celuloliticos, como la
bacteria antartica Pseudoalteromonas haloplanktis (Sonan et al., 2007).

Existen bacterias como Azospirillum lipoferum que poseen lacasas, estas enzimas tienen un papel
importante en la utilizaciéon de compuestos fendlicos de las plantas y en el transporte de electrones
(Givaudan et al, 1993; Alexandre et al., 1999). También se han identificado en bacterias marinas

como Marinomonas mediterranea (Solano et al., 1997).



Hongos degradadores de lignocelulosa

Los hongos son conocidos como agentes de la descomposicion de la materia organica en general
y de los sustratos celuldsicos en particular (Lynd et a/., 2002).

Dentro de los hongos, los basidiomicetos son los que realizan de manera mas eficiente este
proceso, de hecho estan considerados como los principales degradadores de los componentes de la
madera debido a su habilidad para degradar o modificar la lignina (Lynd et a/.,, 2002; Dashtban et a/.,
2009; Sanchez, 2009). La capacidad de los hongos para degradar eficientemente la lignocelulosa se
ha asociado con el crecimiento del micelio que les permite transportar nutrientes escasos como el
nitrégeno y hierro asi como también utilizar el sustrato lignoceluldsico como su fuente de carbono
(Hammel, 1996).

En general, los hongos se pueden clasificar de acuerdo al compuesto degradado y su
consistencia en: i) hongos de podredumbre blanca, que son basidiomicetos que degradan
simultaneamente la lignina y todos los componentes de la madera hasta CO, y H,0; ii) hongos de
podredumbre café, que representan el 7% de los basidiomicetos que degradan los polisacaridos de la
madera después de degradar parcialmente a la lignina, lo que produce un material café que contiene
lignina oxidada; vy iii) hongos de podredumbre blanda, que incluyen ascomicetos que colonizan restos
de madera generando un ablandamiento caracteristico en la superficie del tejido tras atacar la
madera, de la cual, degradan todos sus componentes con excepcion de la lignina de la ldamina media
(Martinez et al,, 2005).

En los hongos, la utilizacion del material lignoceluldsico estd ampliamente distribuida desde los
Chitridiomicetos hasta los Basidiomicetos.

En los hongos anaerobios Chitridiomicetos se han reportado diversas especies celuloliticas que
habitan en el tracto gastrointestinal de animales rumiantes (Lee et a/,, 1997). Los cinco géneros de
hongos anaerobios mas estudiados son Anaeromyces, Caecomyces, Neocallimastix, Orpinomyces y
Piromyces (Nicholson et al, 2005). Estos hongos, a diferencia de los hongos aerobios, producen
grandes complejos multienzimaticos de celulasas y hemicelulasas similares a los celulosomas
bacterianos (Eberhardt et a/., 2000; Steenbakkers et al., 2001) (Tabla 2).

En los hongos aerobios, que habitan en la hojarasca de los suelos y en los restos de madera, la
capacidad celulolitica también estd representada, en los Zigomicetos, solo los hongos del género
Mucor poseen una actividad celulolitica importante, por el contrario, en los Ascomicetos y
Basidiomicetos existe gran numero de géneros celuloliticos como Chaetomium, Trichoderma,
Aspergillus, Fusarium, Coriolus, Phanerochaete, Schizophyllum, Volvariella, Pycnoporusy Bjerkandera
(Lynd et al., 2002; Ding et al., 2006; Koseki et al., 2008; Quiroz-Castafieda et al,, 2009) (ver Anexo I
para una explicacion detallada acerca de la actividad celulolitica de P. sanguineus). Algunos de los
hongos ascomicetos aerobios mas estudiados por su importancia industrial son 7richoderma reesei y

Phanerochaete chrysosporium (Doi, 2008) (Tabla 2).



Tabla 2. Ejemplos de algunos hongos celuloliticos aerobios y anaerobios, enzimas que producen y sustratos
que degradan. Recopilado de Dashtban et a/. (2009) y Quiroz-Castafieda et a/. (2010).

Grupo Hongo Enzimas producidas Sustrato
T. reesei Celulasas (CMCasa,CBH, BGL) Paja de trigo
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:O: e F. palustris Celulasas (CMCasa,CBH, BGL) Celulosa microcristalina
2 Basidiomicetos
4] P. sanguineus Celulasas (CMCasa,CBH, BGL)
% Hemicelulasas (Xilanasas) Paja de trigo, aserrin de cedro,
S cascarilla de arroz, rastrojo de maiz,
B. adusta Celulasas (CMCasa,CBH, BGL) cascarilla de Jatropha

Hemicelulasas (Xilanasas)

Anaeromyces Anaeromyces Celulasa (CMCasa) Heno
mucronatus Hemicelulasa (Xilanasa)
[}
=) Caecomyces Caecomyces Celulasas, Hemicelulasas Olote de maiz
'g 0 comunis (Xilanasa, b-D-xilosidasa)
I ©
o £
ey 2 Neocalimastix ~ Neocalimastix Celulasas, Hemicelulasas Fibra de algoddn, paja de trigo
ﬁ % frontalis (Xilanasa, b-galactosidasa)
o o
g' © Piromyces Piromyces sp. Celulasas (CMCasa, CBH, BGL) Olote de maiz
:°: Hemicelulasas (Xilanasa y mananasas)

Orpinomyces  Orpinomyces sp. Celulasas (CMCasa, CBH, BGL) Paja de trigo
Hemicelulasas (Xilanasa y mananasas)

Recientemente, ha llamado la atenciéon el estudio de los hongos basidiomicetos de habitats
distintos a la madera, por ejemplo, los que descomponen la basura organica y las especies que
forman micorrizas, contribuyendo asi a tener un mejor panorama de los distintos procesos que tienen
estos hongos para degradar la celulosa (Baldrian and Valaskova, 2008).

Debido a que los sustratos lignoceluldsicos son insolubles, su degradacion debe ocurrir de
manera extracelular. Los organismos aerobios degradadores de celulosa, tanto bacterias como
hongos, son capaces de utilizar la celulosa a través de la produccion en grandes cantidades de
enzimas extracelulares (Lynd et al., 2002). En los hongos, existen dos tipos de sistemas enzimaticos
extracelulares: el sistema hidrolitico, en el que se producen hidrolasas responsables de la

degradacion de la celulosa (celulasas) y la hemicelulosa (hemicelulasas); y el sistema ligninolitico



oxidativo, que despolimeriza la lignina mediante reacciones de oxidacion (peroxidasas y lacasas) y
abre los anillos fendlicos (Pérez et al., 2002; Sanchez, 2009). A continuacion se hace una descripcion

de cada una de estas enzimas, destacando a las celulasas.

1.3 CELULASAS

Las celulasas son O-glucdsido hidrolasas (GHs) que hidrolizan el enlace p-1,4 de la celulosa. Se
encuentran de manera predominante en organismos procariontes y hongos (Hildén and Johansson,
2004). Su tamafio oscila entre 14-170 kDa e involucra un complejo de por lo menos tres actividades
diferentes, para llevar a cabo la hidrdlisis total de la celulosa (Ponce and Pérez, 2002 ).

Se han descrito mas de una decena de especies de hongos productores de celulasas,
destacandose particularmente las especies de Trichoderma viride, T. harzianum, T. atroviride,
Fusarium solani, Aspergillus niger, A. terreus, (todos ellos patdégenos), 7. reesej, y P. chrysosporium
conocidos por su capacidad celulolitica (Cunningham and Lopez, 1994). En la levadura marina
Aureobasidium pullulans también se han identificado genes de celulasas (Chi et a/,, 2009).

En el nematodo Bursaphelenchus xylophilus que infecta al pino, se ha identificado una familia de
celulasas (GH45) posiblemente obtenidos por transferencia horizontal (Kikuchi et a/., 2004).

Actualmente, las GHs estan clasificadas de acuerdo a su secuencia de aminoacidos en familias de
celulasas [CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes, http://www.cazy.org/Glycoside-Hydrolases.html)], en

donde 14 de las 122 familias corresponden a celulasas (Tabla 3).

Tabla 3. Ejemplos de algunas familias de celulasas y su distribucion.

Modificado de Polaina and MacCabe (2007).

Aa que participan en la hidrolisis

Familia GH Actividad Bacterias Hongos Plantas
Nucleofilo/base Donador de protones
1 B-glucosidasa + + + Ac. Glutamico Ac. Glutamico
5 Endoglucanasa + + + Ac. Glutdmico Ac. Glutdmico
7 Endoglucanasa + Ac. Glutamico Ac. Glutamico
Exoglucanasa
9 Endoglucanasa + + + Ac. Aspartico Ac. Glutamico
Exoglucanasa
10 Exoglucanasa + + + Ac. Glutdmico Ac. Glutdmico
12 Endoglucanasa + + Ac. Glutdmico Ac. Glutdmico
16 Endo-1,3(4)-p-glucanasa + + + Ac. Glutamico Ac. Glutamico
45 Endoglucanasa + + Ac. Aspartico Ac. Aspartico
48 Endoglucanasa + + NI Ac. Glutamico
51 Endoglucanasa + + + Ac. Glutamico Ac. Glutamico

NI, No identificado.

ESTRUCTURA DE LAS CELULASAS



Una caracteristica de la mayoria de las celulasas y otras glucdsido hidrolasas es su estructura
modular que incluye tres modulos: el modulo catalitico, un péptido de union (linker) altamente O-
glicosilado y un médulo de unién a celulosa (CBM, Cellulose Binding Module) (Figura 8a) (Lynd et al.,
2002). Este ultimo dominio facilitaria la hidrdlisis de la celulosa al aproximar el mddulo catalitico al
sustrato (Divne et al., 1998).

La estructura modular no es exclusiva de las celulasas, ya que también se ha encontrado en
otras enzimas que degradan la pared celular como las xilanasas, arabinofuronidasas, mananasas y
acetilesterasas (Ferreira et al,, 1990; Kellett et a/., 1990).

DOMINIOS CATALITICOS

Los dominios cataliticos de la mayoria de las celulasas abarcan mas del 70% de la secuencia
total de la proteina. El analisis de los dominios cataliticos a nivel de secuencia muestra que existe
una gran variabilidad entre ellos en las diferentes celulasas (Bhat and Bhat, 1997). Las celulasas
presentan diferentes arreglos tridimensionales del sitio activo: en forma de tunel para una
degradacion procesiva tipo exo o en forma de surco o hendidura que permite una degradacion tipo
endo (Davies and Henrissat, 1995). El rompimiento del enlace glucosidico de la celulosa ocurre a
través de un mecanismo de hidrdlisis acida, utilizando un donador de protones y un nucledfilo o base

gue usualmente son el acido glutamico y el acido aspartico (Lynd et a/., 2002) (Tabla 3).

MODULOS DE UNION A CELULOSA (CBM)

Los modulos de unién a celulosa facilitan la hidrdlisis al mantener el médulo catalitico cerca del
sustrato a través de la union al carbohidrato, la presencia del CBM es particularmente importante
para el inicio y procesividad de las celulasas (Teeri et a/,, 1998).

Los CBMs varian de tamano entre 30 y 200 aminodacidos, pueden existir de uno hasta tres
modulos en una proteina, se localizan tanto en el extremo amino como en el carboxilo de la
secuencia proteica, uniendo la enzima y concentrandola sobre el sustrato inmovilizado (van Solingen
et al., 2001; Shoseyov et al., 2006).

Los aminoacidos del CBM que intervienen en las interacciones son de tipo no polar y en algunas
ocasiones polares (Lehtio et a/, 2001). Cuando ocurre la unién del CBM a la celulosa cristalina
qguedan expuestos los residuos no polares, la mayoria de ellos tirosinas y triptéfanos, que exponen la
cara plana del anillo aromatico hacia el anillo de la piranosa, esta interaccion esta suplementada por
los residuos polares que forman puentes de hidrégeno y la estabilizan (Tomme et a/,, 1995). Los
CBMs se han encontrado en celulasas, pero también en otras enzimas que degradan polisacaridos
como hemicelulasas, endomananasas y acetilxilanoesterasas (Margolles-Clark et al, 1996). Se han
identificado médulos de unién a celulosa en una esterasa de Penicillium funiculosum (Kroon et al.,

2000), en arabinofuranosidasas de Aspergillus kawachii (Bolam et al., 2004) en pectato liasas de



Pseudomonas cellulose (Brown et al.,, 2001) y en una B-glucosidasa de P. chrysosporium (Lymar et
al., 1995). La presencia de CBMs putativos también se ha reportado en endoglucanasas de plantas
(Palomer et al., 2004).

PEPTIDO DE UNION (LINKER)

El péptido de unién es una secuencia de aminoacidos que conecta el médulo de unién a celulosa
y el dominio catalitico de las celulasas. Esta regién es de 6 a 59 aa y es muy flexible para permitir la
funcion independiente de cada uno de los dominios (Wilson and Irwin, 1999).

Las secuencias del péptido de unién varia entre las enzimas, sin embargo, su composicion es
tipicamente rica en prolina, treonina y serina, como en las secuencias PTPTPTPTT(PT), de la
endoglucanasa A de Cellulomonas fimi (Shen et al., 1991) y NPSGGNPPGGNPPGTTTTRRPATTTGSSPG
de la celobiohidrolasa CBHI de 7. reesei (Srisodsuk et al., 1993). Los residuos de treonina y serina de
los péptidos de unién se encuentran altamente glicosilados para ser protegidas de la protedlisis;
cuando el péptido de unidn esta completamente ausente o es demasiado corto, los dominios de las
celulasas se obstruyen entre ellos y la actividad se reduce (Shen et al., 1991; Srisodsuk et al., 1993).

Basados en la similitud del péptido de unién de las celulasas con el de otras proteinas como la
inmunoglobulina A; y a proteina ribosomal L12, se ha sugerido que estos péptidos de las celulasas
actan como bisagras flexibles entre los dos dominios facilitando su funcién independiente (Srisodsuk
et al., 1993).

TIPOS DE CELULASAS

Las celulasas se clasifican de acuerdo a su actividad enzimatica en 3 grupos: exoglucanasas,
endoglucanasas y B-glucosidasas; algunas de ellas se han cristalizado, permitiendo deducir su
estructura tridimensional (Stone, 2005).

Las exoglucanasas o celobiohidrolasas (CBHs) (EC 3.2.1.74; 1,4-B-D-glucano-
glucanohidrolasa y EC 3.2.1.91; 1,4-pB-D-glucano-celobiohidrolasa) actlan de manera progresiva
sobre los extremos reductor y no reductor de las cadenas del polisacarido de celulosa liberando
celobiosa como principal producto (Aro et al, 2005). Estas enzimas representan del 40-70% del
componente total del sistema de celulasas y son capaces de hidrolizar la celulosa cristalina (Figura
8b).

Son enzimas monoméricas, con un peso molecular entre los 50-65 kDa, aunque en algunos
hongos como Sclerotium rolfsii son mas pequenas (41.5 kDa) (Sadana and Patil, 1988). En las
exoglucanasas, la glicosilacion es muy baja (<12%) o nula, su pH éptimo de actividad catalitica es
entre 4-5 y su temperatura optima es de 37 a 60°C dependiendo de la enzima y el sustrato (Hamada
et al., 1991; Baldrian and Valaskova, 2008).



Las exoglucanasas se han identificado en hongos de podredumbre blanca y blanda, asi como en
el patégeno de plantas S. roffsi, y s6lo en unos pocos basidiomicetos de podredumbre café como
Fomitopsis palustris (Yoon and Kim, 2005).

Las endoglucanasas (EGs) (EC 3.2.1.4; 1,4-B-D-glucano-4-glucanohidrolasa) cortan de manera
azarosa en sitios amorfos internos de la cadena de celulosa, generando oligosacaridos de diferentes
longitudes y nuevos extremos de la cadena susceptibles de ser hidrolizados por exoglucanasas (Aro
et al., 2005). Se considera que estas enzimas son las que inician el ataque azaroso en multiples sitios
internos de las regiones amorfas de la fibra de celulosa permitiendo la accién subsecuente de las
celobiohidrolasas en los extremo reductor y no reductor recién creados (Lynd et al,, 1991) (Figura
8b). Las endoglucanasas son monoméricas cuyo peso molecular oscila entre los 22-45 kDa, aunque
en algunos hongos como S. rolfsiiy Gloeophyllum sepiarium se han identificado enzimas con el doble
del tamafio (Sadana et al., 1984).

En general, las endoglucanasas no estan glicosiladas, sin embargo, si llegan a contener una
cantidad relativamente baja de carbohidratos (1-12%) (Baldrian and Valaskova, 2008). El pH éptimo
para la actividad endoglucanasa es entre 4-5 y solamente la endoglucanasa del basidiomiceto
Volvariella volvacea expresada heterdlogamente en levadura presenta un pH optimo neutro (Ding et
al.,, 2002); la temperatura optima de las endoglucanasas oscila entre 50 y 70°C (Valaskova and
Baldrian, 2006).

Las endoglucanasas se han aislado de hongos basidiomicetos de la podredumbre blanca y café,
del patégeno Sclerotium rolfsii, la levadura Rhodotorula glutinis y del simbionte de termitas
Termitomyces sp. (Baldrian and Valaskova, 2008).

Una hidrdlisis exhaustiva de la celulosa también requiere de las B-glucosidasas (BGLs) (EC
3.2.1.21), que hidrolizan la celobiosa liberando dos moléculas de glucosa, lo cual contribuye a
proveer una fuente de carbono facilmente metabolizable (Aro et al., 2005) (Figura 8b). Estas enzimas
son producidas por hongos de podredumbre blanca y café, asi como por hongos que forman
micorrizas, patégenos de plantas y levaduras (Baldrian and Valaskova, 2008). Las B-glucosidasas
tienen un tamano de 35-640 kDa, existen enzimas de ~100 kDa que son monomeéricas y también se
han aislado enzimas homo-oligoméricas de la levadura Rhodotorula minuta (Onishi and Tanaka,
1996).

La mayoria de las pB-glucosidasas estan glicosiladas y en algunos casos, como en la BGL de 300
kDa de Trametes versicolor, la glicosilacion puede ser superior al 90%; tienen un pH optimo entre
3.5-5.5 y una temperatura éptima en un intervalo de 45-75°C (Dashtban et a/., 2009).
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Figura 8. Degradacion de la celulosa por la accion sinérgica de las celulasas. a) Estructura modular de la
celulasas, poseen un dominio catalitico, un CBM y el péptido de union. b) Modelo esquematico del sistema
celulolitico. Se muestran los sitios de actividad de las celulasas como parte del mecanismo sinérgico para una
degradacion eficiente. La funcidén propuesta de la swollenina es romper los puentes de hidrégeno que mantienen
unidos los filamentos de celulosa para favorecer la entrada de las celulasas. Modificado de Aro et al. (2005).

INTERACCIONES SINERGICAS ENTRE CELULASAS

Los sistemas enzimaticos de celulasas presentan una actividad colectiva mucho mayor que la
suma de las actividades individuales de las enzimas, un fendmeno conocido como sinergia (Lynd et
al., 2002).

La hidrdlisis de la celulosa mediada por enzimas es el resultado de una accidn sinérgica entre las
endoglucanasas y las exoglucanasas para producir celobiosa, que es degradada a glucosa por las B-
glucosidasas, la actividad de éstas Ultimas disminuyen la inhibicion por producto (celobiosa) de las
celobiohidrolasas y endoglucanasas (Woodward, 1991; Irwin et &/, 1993; Lynd et al., 2002). Las
actividades complementarias de las endo y exoglucanasas también promueven un mecanismo
sinérgico, asi mismo, se ha observado sinergia entre dos tipos diferentes de celobiohidrolasas (una
que actla sobre el extremo no reductor, CBHI y otra sobre el extremo reductor, CBHII) y entre
endoglucanasas (Irwin et al,, 1993; Nidetzky et al., 1994; Mansfield and Meder, 2003).

Se han reportado cuatro tipos de mecanismos sinérgicos: I) sinergia endo-exo; que ocurre entre
endo y exoglucanasas, en donde la accién de las endoglucanasas provee cadenas con extremos
libres sobre los cuales actlan las exoglucanasas; II) sinergia exo-exo, entre exoglucanasas que
acttian sobre los extremos reductores y no reductores de las cadenas de celulosa; III) sinergia entre
exoglucanasas y B-glucosidasas que procesan la celobiosa generada como producto final de la accion
de las primeras enzimas y, IV) sinergia intramolecular entre el dominio catalitico y CBM de las

celulasas (Teeri, 1997).



Los sistemas de celulasas no son solamente una acumulacion de enzimas representando los tres
tipos de éstas, sino que actian de manera coordinada para hidrolizar eficientemente la celulosa
(Lynd et al., 2002).

1.4 HEMICELULASAS

La hemicelulosa es biodegradada a azlcares monoméricos y acido acético. El xilano es el
principal carbohidrato de la hemicelulosa y su degradacion completa requiere la accién cooperativa
de varias enzimas hidroliticas como las xilanasas y otras enzimas accesorias (Pérez et al,, 2002). La
mayoria de las hemicelulasas son glicdsido hidrolasas, aunque algunas hemicelulasas son
carbohidrato esterasas que hidrolizan los enlaces éster que unen al acetato o al acido ferulico con los
azUcares ramificados.

Las xilanasas son las principales enzimas que participan en la degradacion de la hemicelulosa,
dentro de este grupo se encuentran las endoxilanasas (EC 3.2.1.8; endo-1,4-B-D-xilanasas) que
acttan sobre la cadena principal del polisacarido rompiendo los enlaces entre las unidades de xilano
y liberando oligosacaridos, las B-xilosidasas (EC 3.2.1.37; xilano 1,4-p-xilosidasa) liberan xilosa a
partir del rompimiento del enlace de los oligosacaridos de xilano (Pérez et al., 2002; Aro et al.,
2005). La degradacion de la hemicelulosa requiere ademas de enzimas accesorias como las xilano
esterasas, ferdlico y coumarico esterasas, o-arabinofuranosidasas y o-4-metil glucuronosidasas,
entre otras, que actlan de manera sinérgica para hidrolizar eficientemente la hemicelulosa (Sanchez,
2009). Las xilanasas, como las enzimas celuloliticas, poseen una estructura a base de dominios
cataliticos y de union; el primero determina la especificidad y reactividad sobre el sustrato mientras

que el segundo favorece la union de la enzima con el sustrato (Pérez et al., 2002) (Figura 9).
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En diversas especies de Aspergillus se han clonado genes que codifican para endoxilanasas y B-
xilosidasas, asi mismo, también se han clonado genes de xilanasas de hongos como Penicillium,

Agaricus bisporusy Magnaporthe grisea (Kimura et al., 1995; Polizeli et al,, 2005).

1.5 LIGNINASAS (LACASAS Y PEROXIDASAS)

La despolimerizacién de la lignina involucra la participacion de enzimas oxidativas extracelulares
que liberan productos altamente inestables y que posteriormente sufren diferentes reacciones de
oxidacién (Boerjan et al., 2003).

Los hongos de podredumbre blanca son los organismos degradadores de la lignina mas
eficientes, estos hongos poseen enzimas que participan en la lignindlisis: peroxidasas y lacasas
(Pérez et al,, 2002). Se han caracterizado dos grupos de peroxidasas: la lignino peroxidasa (LiP; EC
1.11.1.14) y la peroxidasa dependiente de manganeso (MnP; EC 1.11.1.13) las cuales son
oxidorreductasas que catalizan reacciones oxidativas de compuestos fendlicos y no fendlicos
dependientes de perdxido de hidrogeno necesarias para la degradacion de la lignina (Pérez et al.,
2002). La lignino peroxidasa es una glicoproteina con un grupo hemo en su centro activo, es la
peroxidasa mas efectiva y puede oxidar los compuestos fendlicos y no fendlicos de la lignina, aminas,
éteres aromaticos y aromaticos policiclicos (Sanchez, 2009). La peroxidasa dependiente de
manganeso es también una glicoproteina que utiliza el manganeso como sustrato y lo oxida de Mn**
a Mn®*, este Ultimo es un fuerte oxidante de los compuestos fendlicos de la lignina (Ikehata et al.,
2004).

Desde la clonacién de la primera lignino peroxidasa codificada por el gen /jp de P, chrysosporium,
muchos otros genes /jp han sido caracterizados en este hongo, asi como también en otros hongos de
podredumbre blanca como 7. versicolor, Phlebia radiatay Pleurotus eryngii (Jeffries, 1994).

Las lacasas (EC 1.10.3.1; p-difenol dioxigeno oxidorreductasa) son polifenoloxidasas que tienen
cuatro iones de cobre en su centro activo y catalizan la oxidacién de muchos compuestos fendlicos y
no fendlicos en presencia de mediadores acoplando la reduccién del oxigeno molecular a agua (Aro
et al., 2005). Estas enzimas oxidan la lignina y generan radicales aromaticos altamente inestables
gue favorecen su despolimerizacién mediante el rompimiento del enlace éter C4, el rompimiento del
anillo aromatico y la demetoxilacion (Sanchez, 2009) (Figura 10). Las lacasas se han identificado en
hongos basidiomicetos como P. chrysosporium, Pleurotus ostreatus, T. versicolor y P. sanguineus
(Dantan-Gonzalez et al., 2008).
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Figura 10. Peroxidasas y lacasas que degradan la lignina. Las peroxidasas y las lacasas catalizan reacciones de
oxidacién de sustratos fendlicos para producir radicales libres. Las peroxidasas utilizan perdxido de hidrégeno vy las
lacasas utilizan el oxigeno molecular como donador de electrones.

1.6 SUPERFAMILIA EXPANSINA

Las expansinas son proteinas que estan involucradas en la remodelacion de la pared celular a
través de inducir la extensibilidad y el relajamiento del estrés de tension en las paredes celulares de
las plantas.

Estas proteinas fueron identificadas en plantas a través de estudios del mecanismo de extension
de la pared celular vegetal dependiente del pH (“crecimiento acido”) (McQueen-Mason et al,, 1992).

El pH de la pared celular de las plantas normalmente esta determinado por la actividad de una
ATPasa de H" localizada en la membrana plasmatica que bombea protones a la pared celular, el pH
puede ser de 5.5 y disminuir hasta 4.5. Un pH extracelular bajo (<5.5) causa el relajamiento de la
pared celular en gran parte por las proteinas expansinas que se encuentran en la pared celular y
tienen un pH optimo acido (Cosgrove, 2005).

McQueen-Mason et al. (1992) aislaron dos proteinas de las paredes celulares de hipocotilos de
pepino que inducian la extension en las paredes celulares previamente inactivadas por calor.

Después de que estos genes que codifican para expansinas se clonaron y secuenciaron
(Shcherban et al, 1995), las busquedas en bases de datos gendmicas y EST mostraron que las
expansinas estan codificadas por familias multigénicas muy grandes identificadas desde las briofitas
hasta las angiospermas (Li et al, 2003b). Las expansinas se han encontrado en monocotiledéneas
(arroz, maiz), dicotileddneas (Arabidopsis), helechos y musgos.

Posterior al descubrimiento de las expansinas, Cosgrove et a/. (1997) encontraron que el grupo I

de alérgenos de polen de pastos tienen regiones de similitud significativa con la secuencia de



aminoacidos de las expansinas. Por ejemplo, se demostrd que el extracto del polen de maiz aplicado
a paredes celulares /n vitro tiene actividad expansina. Algo similar se encontré con alérgenos de
polen del grupo I de otras especies de pastos que también presentaron esta actividad, se ha
propuesto la funcion de las proteinas con actividad expansina secretadas por el polen suavizarian el
estigma vy los tejidos del estilo para facilitar la penetracién del polen a través del tubo polinico (Li and
Cosgrove, 2001).

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LAS EXPANSINAS

Las expansinas no tienen actividad hidrolitica (glucosidasa), por lo que es probable que los
enlaces que rompen sean no covalentes (Cho and Kende, 1997), de hecho, se ha propuesto que las
expansinas rompen los puentes de hidrégeno que se encuentran entre los filamentos de celulosa o
entre la celulosa y otros polisacaridos (xiloglucanos), a través de un mecanismo no enzimatico
(McQueen-Mason and Cosgrove, 1994; Wei et al,, 2010) (Figura 11).

EXPA Celulosa

Figura 11. Modelo de la funcion propuesta de las

expansinas. Las expansinas inducen la separacion o

deslizamiento de los componentes de la pared celular a través

del rompimiento de los puentes de hidrégeno que mantienen

Polisacaridos unidos a la celulosa unidos a la celulosa, hemicelulosa y pectina. Modificado de
(hemicelulosa-pectina) Sampedro and Cosgrove, 2005.

Las expansinas tienen un tamafio promedio de 25-28 kDa y de manera semejante a las celulasas
estan organizadas en una estructura modular de dos dominios y un péptido sefial de ~20
aminoacidos en la regién amino terminal (Cosgrove, 2000). Entre los miembros de las distintas
familias de expansinas solamente existe un 20-40% de identidad entre ellas, aunque se ha visto que

el grado de conservacion es mayor en el dominio I (Sampedro and Cosgrove, 2005).

El dominio I, localizado en el extremo amino terminal tiene una estructura DPBB (Double Psi
Beta Barrel) y es homodlogo al dominio catalitico de los miembros de la familia 45 de glucdsido

hidrolasas (GH45) que incluye principalmente a B-1,4-endoglucanasas de origen flingico. El dominio



DPBB de esta familia tiene una estructura de barril B de seis hebras que forma un surco para la union
al sustrato (Sampedro and Cosgrove, 2005), en este dominio se identifican una serie de cisteinas
conservadas en los miembros de la familia GH45 que forman puentes disulfuro en las enzimas de
hongos (Figura 12). A pesar de la presencia del dominio catalitico GH45 en las expansinas no se ha
detectado ningun tipo de actividad hidrolitica en estas proteinas (Sampedro and Cosgrove, 2005).

El dominio II, que se ubica en el extremo carboxilo terminal es homdlogo a los alérgenos de
polen de pastos del grupo 2, y se ha especulado que este dominio podria ser de union a
polisacaridos debido a la presencia de aminoacidos aromaticos y polares presentes en la superficie de
la proteina, en donde dos triptéfanos y una tirosina forman una plataforma plana de residuos
aromaticos que favorece la union (Cosgrove, 1997, 2000). El dominio II posee un plegamiento de -
sandwich formado por dos cubiertas de 4 laminas B antiparalelas cada una (Figura 12). De hecho, un
B-sandwich formado de 3 a 6 laminas B por cubierta es el plegamiento mas comun en los mddulos de
unién a carbohidratos que generalmente se unen a sustratos como la celulosa cristalina o la quitina
(Kerff et al., 2008).

Péptido
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Figura 12. Estructura de Ilas expansinas.
Péptido senal y dominios Iy II de las expansinas y sus
respectivos arreglos tridimensionales. El dominio I tiene
la estructura de un barril B (PDB: 2ENG). Se muestran
los aa conservados en las expansinas. En el dominio II,
la estructura es de dos laminas B antiparalelas con un
plegamiento de B-sandwich tipo inmunoglobulina (PDB:
1WHO). Estructuras tomadas de Sampedro and
Cosgrove, 2005.

Whitney et al. (2000) incubaron un compuesto de celulosa y xiloglucanos de origen bacteriano
con una expansina de pepino y observaron un rapido relajamiento en la estructura del compuesto.

Este resultado utilizando “paredes celulares artificiales” sugiere que las expansinas afectan la
unién de los filamentos de celulosa y los xiloglucanos a través de relajar los enlaces que los
mantienen unidos.

Recientemente, Wei et a/. (2010) reportaron que una a-expansina participa de manera sinérgica
con una pectino liasa para favorecer la actividad de la enzima mediante el rompimiento de los

puentes de hidrdgeno que existen entre la pectina y el xiloglucano.



CLASIFICACION DE LAS EXPANSINAS

La Superfamilia expansina estd formada por 4 familias: o expansinas (EXPA), B expansinas
(EXPB), proteinas tipo expansina A (EXLA) y proteinas tipo expansina B (EXLB) (Sampedro and
Cosgrove, 2005).

La familia EXPA incluye proteinas que participan en el relajamiento y extension de la pared
celular por un mecanismo dependiente del pH. Estas proteinas participan en procesos del desarrollo
como organogénesis (Cho and Cosgrove, 2002), degradacion de la pared celular durante la
maduracion de frutos (Rose et al., 1997; Civello et al., 1999; Rose et a/., 2000) y otros procesos en
donde la extension de la pared celular es crucial (Lee et al.,, 2001; Cosgrove et al., 2002; Li et al.,
2003a). Las EXPA relajan de manera preferente las paredes celulares de plantas dicotiledéneas sobre
las paredes de pastos.

La familia EXPB incluye a los alérgenos de polen del grupo I de pastos, estas proteinas son
secretadas por los granos de polen y se ha propuesto que sus funciones bioldgicas serian suavizar el
estigma vy los tejidos del estilo para facilitar la penetracién del polen a través del tubo polinico
(Cosgrove et al., 1997).

En miembros de la familia de los pastos, como el arroz y el maiz, el nimero de EXPB es mayor al
de las EXPA. Se ha visto que en preparaciones que contienen o expansinas, éstas presentan una baja
actividad para relajar la pared celular de los internodos de arroz y coledptilos de trigo, por el
contrario, en preparaciones de polen de maiz que contienen B expansinas se presenta una alta
actividad de relajamiento de la pared celular en los coledptilos. Las EXPB relajan principalmente la
pared celular de los pastos, lo contrario a las EXPA, esta selectividad podria ser el reflejo de las
diferencias que existen en la composicion de la pared celular de los pastos y las dicotiledoneas
(Cosgrove et al., 1997). En los pastos, la hemicelulosa es una mezcla de glucanos unidos por enlaces
B-(1—3, 1—4) y glucuronoarabinoxilanos, mientras que en las dicotiledoneas predomina el xilano
(Carpita, 1996).

En las familias EXLA y EXLB se incluyen proteinas identificadas por analisis de secuencias que
a pesar de poseer los dos dominios caracteristicos de las expansinas su secuencia de aminoacidos es
divergente al de las familias EXPA y EXPB (Kende et al., 2004).

Los miembros de la familia EXLA tienen el motivo conservado CDRC en el extremo amino
terminal del dominio I y en su dominio II tienen una extension de aproximadamente 17 aminoacidos
gue no esta presente en el resto de las familias de expansinas (Sampedro and Cosgrove, 2005). En
el dominio I de las familias EXPA y EXPB se ha identificado el motivo HFD que forma parte del sitio
catalitico de las endoglucanasas; los miembros de las familias EXLA y EXLB no poseen este motivo, lo
que sugiere que posiblemente su modo de accion difiera al del resto de las expansinas (Sampedro
and Cosgrove, 2005) (Figura 13).
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Figura 13. Regiones conservadas en miembros de Ila Superfamilia expansina.
El dominio CDRC (circulo azul) esta conservado en la familia EXLA. Se muestra el dominio HFD conservado en las
familias EXPA y EXPB (cuadro rojo). Los dominio I y II se separan por flechas (azul y roja, respectivamente). La
altura de la letra del aa en cada posicion indica el grado de conservacion en esa posicion. Los aminoacidos que son
parte del dominio catalitico GH45 se muestran encerrados en circulos. Modificado de Sampedro and Cosgrove,
2005.

Recientemente, Dermatsev et a/. (2010) reportaron que una proteina EXLB de tomate podria
tener un papel importante en la planta durante las etapas tempranas de la interaccién entre la planta
y el hongo formador de micorriza Glomus intraradices, ya que se observd que un silenciamiento
transcripcional parcial de la EXLB causa una reduccién en la formacion de esporas del hongo vy la
expansion arbuscular.

Otro grupo de la Superfamilia, es la familia expansinas tipo X (EXLX), que abarca proteinas
que tienen una homologia distante con los dominios de las EXPA y EXPB y estan presentes en
organismos distintos de plantas (Kende et al, 2004), como las identificadas en el hongo
mucilaginoso Dictyostelium (Darley et al, 2003) y en las bacterias Bacillus subtilis, Clavibacter
michiganensisy Hahella chejuensis (Laine et al,, 2000; Kim et al,, 2009; Lee et al.,, 2010) .



El nombre de expansina o tipo expansina se reserva para las proteinas que poseen ambos
dominios (I y II), las proteinas que sdlo tienen uno de éstos no podran ser clasificadas como

expansinas (Kende et al., 2004).

1.7 FUNCION BIOLOGICA DE LAS EXPANSINAS

Con la finalidad de evaluar la funcion bioldgica de las expansinas se han realizado diversos
estudios como: inmunolocalizacion, analisis de la expresion de genes de expansinas, expresion
ectdpica de genes de expansinas y reduccién de la expresion de expansinas utilizando secuencias

antisentido y plantas transgénicas.

INMUNOLOCALIZACION DE LAS EXPANSINAS

Estas proteinas se han localizado en los meristemos y zonas de crecimiento de la raiz y el tallo de
las plantas, asi como también en la formacién del primordio de la hoja en los meristemos apicales y
en las paredes de las células de la epidermis durante la formaciéon de las raices (Reinhardt et al.,
1998; Cho and Cosgrove, 2002). En estudios de inmunolocalizacion, las expansinas se han
encontrado distribuidas de manera dispersa en la pared celular sin estar restringidas a sitios
especificos o en la interfase de la membrana plasmatica-pared celular; también se ha observado que
las vesiculas de Golgi en algunas ocasiones son marcadas con el anticuerpo, lo que indicaria que las
expansinas son transportadas a la pared celular a través de la via de secrecion de proteinas
(Sampedro and Cosgrove, 2005).

Un estudio de inmunofluorescencia utilizando pelos radicales de maiz mostré que las expansinas
se acumulan en el citoplasma y la pared celular del primordio emergente (Baluska et a/, 2000). Las
expansinas de la familia EXPB son muy abundantes en los granos de polen de los pastos y éstas se

han localizado tanto en la superficie del polen como intracelularmente (Staff et a/,, 1990).

ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES

Estudios de la expresion de genes de expansinas por northern blot e hibridacion /n situ han
mostrado que estos genes se expresan diferencialmente en distintos drganos, tejidos y tipos
celulares y que ademas responden de distinta manera a los tratamientos con hormonas vegetales,
luz y polinizacién. Estos estudios indican que las expansinas estarian participando en distintos
eventos que van desde la germinacion y la maduracién de frutos, asi como en la polinizacién y la
respuesta de crecimiento en condiciones de inundacion. Por ejemplo, Reinhardt et a/ (1998)
encontraron que el gen Lefxpl8 de una o expansina de tomate se expresaba durante la formacion
del primordio visible de la hoja en el meristemo apical de plantas de tomate. Durante el crecimiento y

maduracion de frutos de la planta de tomate y de fresa se ha observado un incremento diferencial en



el contenido de un gen de una o expansina (Civello et a/,, 1999; Rose et al, 2000). De manera
semejante, en la germinacidén de plantas de tomate se ha observado que el transcrito de una «
expansina se acumula en el endospermo, posiblemente con la finalidad de remodelar la estructura de
la pared celular y facilitar la aparicion de la radicula (Chen and Bradford, 2000). En maiz, 5 genes de
o y B expansinas mostraron una expresion diferencial en las etapas de plantas jovenes y adultas, asi
como también en diferentes dérganos. En el internodo de la planta de arroz, la hormona vegetal
giberelina (GA) induce la expresiéon de cinco genes de B expansinas que correlaciona con un rapido
crecimiento (Lee and Kende, 2001; Wu et a/., 2001).

EXPRESION ECTOPICA DE GENES DE EXPANSINAS

Pien et al. (2001) indujeron la expresion local del gen de expansina CsEx29 de pepino en el
primordio incipiente de la hoja en el meristemo apical de plantas de tabaco, los resultados mostraron
que la expresion de la expansina es capaz de inducir el crecimiento precoz del primordio de la hoja
con un cambio en la filotaxis (disposicién que presentan las hojas en el tallo) del meristemo apical.

La aplicacion de expansinas en los primordios de la hoja de plantas de tomate forzd su
crecimiento obteniendo hojas deformes como lo observaron Fleming et al. (1997). La aplicacion
exdgena de expansinas en hipocotilos de Arabidopsis puede estimular una elongacion comparable

con la aplicacion de 1 M de la hormona vegetal auxina (Cosgrove et al,, 2002).

USO DE SECUENCIAS ANTISENTIDO Y PLANTAS TRANSGENICAS DE EXPANSINAS

Debido a que las expansinas forman familias multigénicas, ha sido un reto determinar la funcion
bioldgica de los genes individuales, sin embargo se han logrado algunos avances. Por ejemplo, Cho
and Cosgrove (2000) utilizaron la secuencia antisentido de una o expansina y observaron una
reduccidon en su expresion y una disminucion significativa en el crecimiento de plantas de
Arabidopsis. Por otro lado, la supresion del gen Le£XPA1 de tomate durante la maduracion causa una
mayor firmeza en el fruto mejorando su tiempo de almacenamiento (Brummell et a/, 1999). En la
mayoria de los casos, el silenciamiento de los genes de expansinas lleva a la inhibicién del
crecimiento mientras que una expresion ectopica excesiva conduce a un crecimiento anormal.

Las expansinas se han relacionado con procesos de desarrollo en los cuales ocurre un
relajamiento de la pared celular, como la maduracion de frutos (Rose et al., 1997; Brummell et al.,
1999); la formacion del xilema (Gray-Mitsumune et a/,, 2004); la abscision del desarrollo de plantas
parasitas (Belfield et al/, 2005); la germinacion de semillas (Chen and Bradford, 2000); la
penetracion del tubo polinico a través del estigma (Cosgrove et a4/, 1997; Pezzotti et al., 2002); la
formacion de asociaciones tipo micorriza con hongos simbiontes en raices (Dermatsev et al., 2010);

el desarrollo de nddulos fijadores de nitrdgeno en leguminosas (Giordano and Hirsch, 2004); el



desarrollo de plantas parasitas (O'Malley and Lynn, 2000) y la rehidratacion de la planta de
resurreccion Craterostigma plantagineum, que se curvan cuando se seca y se expande cuando se
hidrata (Jones and McQueen-Mason, 2004).

Algunas plantas que estan adaptadas a ambientes acuaticos responden ante la condicion de
inundacién con una elongacién pronunciada, la cual activa la expresidén de genes de expansina (Cho
and Kende, 1997; Colmer et al., 2004). En arroz, se ha observado que las condiciones de hipoxia e
inundacién incrementan el nivel de expresidon de una o expansina y el crecimiento del coledptilo; una
relacion similar se encontrd entre el crecimiento de la fibra de algoddn y una alta expresidon de genes
de o expansinas durante la fase temprana de la elongaciéon (Huang et a/., 2000; Ruan et a/,, 2001).

La expresion de genes de expansinas en condiciones de sequia también se ha reportado, por
ejemplo, en los brotes de las hojas del pasto tolerante a la temperatura Agrostis scabra, se indujo el
gen AsEXP1 de una proteina tipo expansina después de exponerlos una hora a un estrés por calor
(Xu et al., 2007). En la planta de resurreccion, C. plantagineum, se encontré una correlacion entre la
extension de las hojas durante la deshidratacion con el incremento en los niveles de transcritos de o
expansinas en las paredes celulares de las hojas, lo que sugiere un papel de estas proteinas en la
regulacion del crecimiento de la hoja durante la deshidratacion; la funcién de las expansinas tanto en

sequia como en deshidratacion aun debe ser investigado (Jones and McQueen-Mason, 2004).

REGULACION DE LOS GENES DE EXPANSINAS

La expresion de algunos genes de o expansinas en plantas estd regulada por las hormonas
vegetales auxina, giberelina, citocininas, brasinoesteroides y etileno. El analisis en los promotores de
expansinas de arroz muestra la presencia de elementos de respuesta a las hormonas vegetales.

Dichos elementos parecen ser mas comunes en o expansinas que en B expansinas que podrian
estar respondiendo a otros estimulos de regulaciéon (Catala et a/, 2000; Kim et a/,, 2000; O'Malley
and Lynn, 2000; Lee and Kende, 2001; Sanchez et al,, 2004). El analisis de la region del promotor de
expansinas de plantas como el arroz, muestran la presencia de elementos de respuesta a etileno
(ERE), acido abscisico (ABRE) y giberelinas (GARE) (Lee et al., 2001). No existen reportes acerca de
elementos reguladores identificados en promotores de genes que codifican para proteinas tipo
expansina EXLA yEXLB.

DIVERSIDAD TAXONOMICA DE LAS EXPANSINAS

En Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Zea mays y Triticum aestivum se han identificado
proteinas expansinas y tipo expansinas (Wu et al., 2001; Li et al,, 2002; Li et al,, 2003b; Lin et al.,
2005). De manera similar, algunos miembros de la superfamilia expansina se han encontrado en

plantas como en los helecho Regnellidium diphyllumy Marsilea gquadrifolia, en gimnospermas como el



pino y el alamo, y en el musgo Physcomitrella patens, asi como en el nematodo Globodera
rostochiensis que infecta la papa, en donde estas proteinas favorecerian el proceso de infeccion (Li et
al., 2002; Kudla et al., 2005; Sampedro et al., 2006; Carey and Cosgrove, 2007) (Tabla 4).

Tabla 4.0rganismos que poseen proteinas expansinas y proteinas tipo expansinas.

Miembros de la Superfamilia Expansina

Organismo EXPA EXPB EXLA EXLB Referencia
Arabidopsis 26 6 3 1 Sampedro & Cosgrove, 2005
Arroz 33 18 4 1 Sampedro et al., 2006
Alamo* 27 3 2 4 Sampedro et al.,, 2006
Papaya* 15 3 1 0 Paull et al.,, 2008
Physcomitrella patens 27 7 0 0 Carey &Cosgrove, 2007
Globodera rostochiensis 1 0 0 Kudla et al., 2005
Zea mays 5 8 0 0 Wu et al., 2001
Triticum aestivum* 30 0 0 0 Liu et al., 2007
Pinus taeda 7 1 1 1 Sampedro et al., 2006
Proteinas con actividad tipo expansina
Organismo No. Tipo de proteina Referencia
Trichoderma reesei * 3 Proteina tipo expansina Martinez et al., 2008
Trichoderma reesef 1 Swollenina Saloheimo et al, 2002
Bjerkandera adusta 1 Loosenina Este trabajo
Aspergillus nidulans 1 Swollenina Bouzarelou et al., 2008
Aspergillus fumigatus 1 Swollenina Chen et al., 2010
Trichoderma asperellum 1 Swollenina Brotman et a/., 2008
Postia placenta* 7 Proteina tipo expansina Martinez et al., 2009
Dictyostelium discoideumn* 5 Proteina tipo expansina Li et al, 2002
Bacillus subtilis 1 EXLX Kim et al., 2009
Hahella chejuensis 1 EXLX Lee et al.,, 2009
Arroz* 80 Proteina tipo expansina Li et al, 2003

http://genome.jgi-

Laccaria bicolor 11 Proteina tipo expansina psf.org/Lacbil/Lachil .home. html
http://genome.jgi-
Pleurotus ostreatus* 1 Proteina tipo expansina psf.org/PleosPC15_2/PleosPC15_2.home.ht
ml
Neurospora crassa* 2 Proteina tipo expansina http://www.broadinstitute.org/annotation/

genome/neurospora/MultiHome.html

* Identificadas por secuenciacion del genoma.

Algunas expansinas EXLX se han identificado en el hongo mucilaginoso Dictyostelium discoideum
y en las bacterias Bacillus subtilis, Xylella fastidiosa, Clavibacter michiganensis, asi como en la
bacteria marina Hahella chejuensis (Laine et al., 2000; Li et al.,, 2002; Darley et al., 2003; Kim et al.,
2009; Lee et al., 2010).

De estas bacterias, solo C. michiganensisy X. fastidiosa son patdgenos de plantas, por lo que es
posible que las proteinas EXLX que poseen participen en el proceso de colonizacion; es posible que

estas bacterias al ser patdgenos de plantas hayan adquirido los genes por transferencia horizontal



(Doolittle, 2000). Por otro lado, B. subtilis es una rizobacteria que coloniza la superficie de la raiz
eficientemente y podria especularse que la proteina EXLX que posee le sirva para relajar la pared
celular facilitando la colonizacion de la raiz, o bien que participe en la formaciéon o modificacién de
biopeliculas bacterianas que se forman durante el mismo proceso (Kerff et a/., 2008)

Las proteinas tipo expansinas identificadas en hongos como 7. reesej, que es un degradador del
material vegetal, podrian favorecer la degradacion de la celulosa. De esta forma, las expansinas y
proteinas tipo expansinas de hongos podrian estar involucrados en la patogénesis de plantas o en la
degradacion de la pared celular para utilizar sus componentes como fuente de carbono (Li et al,
2002).

El papel de las proteinas tipo expansinas del hongo mucilaginoso D. discoideum, en el cual se
han identificado al menos 5 genes de proteinas tipo expansina, es interesante, dado que D.
discoideum se alimenta principalmente de bacterias, la funcidon de sus proteinas tipo expansinas no
estaria relacionada con el proceso de digestion; sin embargo, si podrian participar en la lubricacion
del movimiento de los filamentos de celulosa durante su crecimiento y la extension celular ya que
durante ciertas etapas de su desarrollo en el cuerpo fructifero se produce una matriz extracelular
celuldsica (Li et al., 2002).

1.8 OTRAS PROTEINAS CON ACTIVIDAD EXPANSINA

En hongos ascomicetos como T7richoderma y Aspergillus se han identificado proteinas con
actividad tipo expansina llamadas swolleninas (Saloheimo et a/., 2002; Brotman et al,, 2008; Chen et
al., 2010) (Tabla 4).

Saloheimo et a/. (2002) reportaron la clonacién y expresién en S. cerevisiae del gen de una
swollenina, swol, de 7. reese/i que codifica para una proteina que modifica la estructura de la
celulosa de las fibras de algodon (regiones con hinchamientos) sin liberar azlicares reductores.

Swol es una proteina con actividad tipo expansina de hongos que contiene un dominio de
alérgeno de polen y un dominio de unién a celulosa (Figura 14).

Existen otras swolleninas reportadas en hongos como 7richoderma asperellum (Brotman et al.,
2008) a la que se le atribuye un papel importante en el proceso de colonizacion de las raices de
plantas de pepino, ya que cuando se sobreexpresan en el hongo hay un incremento considerable en
su capacidad de infeccion. Las swolleninas también podrian mejorar los procesos de bioconversion de
la celulosa, como en Aspergillus fumigatus, cuya swollenina purificada y en combinacion con una

mezcla de celulasas facilitaron la sacarificacion del Avicel (Chen et a/., 2010).
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Figura 14. Dominios de la proteina con actividad tipo expansina, swollenina de 7. reesei. Esta
proteina solamente posee el dominio de alérgeno de polen de las expansinas, no tienen el dominio 1 y posee
un dominio de union a celulosa similar al identificado en celulasas.

1.9 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE LA LIGNOCELULOSA

El principal objetivo para el uso del material lignoceluldsico es tener acceso a la celulosa y
hemicelulosa que se encuentran protegidas por la matriz de lignina.

Los desechos lignoceluldsicos son producidos en grandes cantidades por la industria maderera,
forestal y de jardines asi como de las actividades agricolas (Dashtban ef al., 2009). Estos desechos
poseen un gran valor por su potencial aplicacion en la elaboracién de alimentos animales y obtencidn
de biocombustibles. En 2008, aproximadamente el 90% (de un total de 12,335.2 millones de
galones) de la produccion global de etanol se concentré en dos paises, Estados Unidos y Brasil, en
éste Ultimo el etanol se produce a partir de la cafa de azicar mientras que en Estados Unidos se
obtiene del almidon de maiz (Sanchez, 2009). Sin embargo, la utilizacion tanto del azlcar de cafia
como del maiz para la produccidon de etanol crea mucha controversia debido al efecto que causa en
la produccion de alimentos y sus costos, lo que ha hecho dificil que el etanol sea competitivo en
costos con los combustibles fosiles.

Este hecho ha forzado la blusqueda de nuevas alternativas en materia prima para la elaboracion
de biocombustibles, siendo los desechos lignoceluldsicos una posible via. Un ejemplo del uso de
estos desechos es la corporacion Iogen que opera en Canada la planta mas grande del mundo de
produccion de etanol a partir de paja de trigo, avena y centeno, en donde se utilizan 30 toneladas de
desechos lignoceluldsicos (paja de trigo, avena y centeno) para producir mas de 3 millones de litros
de etanol diariamente (Hahn-Hagerdal et a/, 2006). La degradacion de la biomasa lignoceluldsica
involucra la disponibilidad de la celulosa y la hemicelulosa, asi como la subsecuente hidrdlisis de
estos polisacaridos en azlcares de 5 y 6 carbonos, los cuales son convertidos a etanol por procesos
de fermentacion.

El principal reto de la conversion de la biomasa en etanol es alcanzar los rendimientos que
permitan hacerla competitiva en costos con los combustibles usados actualmente (Dashtban et a/.,
2009). Para esto debe considerarse que los desechos lignoceluldsicos poseen una matriz de lignina
que protege a la celulosa y a la hemicelulosa de la degradacion, ademas la celulosa posee regiones

cristalinas que dificultan su hidrdlisis. Es por esto que se emplean pretratamientos quimicos y fisicos



como prerrequisito para la degradacion, las condiciones que se utilizan son altas temperaturas y

soluciones acidas o basicas, lo que resulta costoso y en muchas ocasiones ineficiente (Tabla 5).

Tabla 5.Tipos de pretratamientos a los que se someten los sustratos lignoceluldsicos.
Revisado en Sun and Cheng (2002).

Tratamiento Procedimiento . Sustrat’o s
Lignoceluldsicos
Fragmentacion Molienda Bagazo de cafia,
mecanica desechos forestales
Fisico
Pirdlisis T > 300 °C, enfriamiento y Residuos agricolas

condensacion

Explosién de Tratamiento con vapor saturado Bagazo, desecho

vapor a T de 160-260°Cy p= 0.69— de maiz, cascarilla
4.83 MPa de arroz, trigo
Acido diluido H2S04: 0.75-5%, HCl, HNO3
Maderas, bagazo
Fisicoquimico Alcali NaOH diluido, Ca(OH),, H,0, de cafia, desecho
de maiz
Acido H,S04: 10-30%
concentrado
Amonio 1-2/kg de masa seca; Bagazo, desecho
AFEX 90°C (30 min); p= 1.20 MPa de maiz, cascara

arroz

Se utilizan solventes organicos
(metanol, etanol y acetona) y Desechos ricos en
Organosolvente acidos inorganicos como lignina
catalizadores (H2SO4 6 HCL) 9
que rompen los enlaces de la
lignina y la celulosa.

Quimico
Se utiliza ozono para remover la
lignina, no produce residuos Desechos ricos en
toxicos pero requiere una gran lignina
cantidad de ozono lo que eleva
los costos

Ozondlisis

Bagazo, alfalfa,

Explosion con 4 kg COy/kg fibra, p=5.6 MPa desecho de papel

CO;

Ademas, durante los pretratamientos se producen compuestos inhibidores de la fermentacion
como furanos y compuesto fendlicos (Rubin, 2008).

Desde el punto de vista de la utilizacion de la biomasa con fines biotecnoldgicos, las expansinas
(o proteinas con actividad expansina) representan una herramienta potencial que permitiria optimizar
el proceso de degradacién del material celuldsico, ya que tienen la caracteristica de relajar la pared
celular en condiciones ligeramente acidas (pH < 5.0), de manera semejante a las condiciones en las

que funcionan las celulasas. Actualmente se utilizan pH acidos (4.8-5) en procesos simultaneos de



sacarificacion y fermentacion para la obtencion de biocombustibles, por lo que las expansinas

podrian ser utilizados como aditivos para facilitar la sacarificacién enzimatica (Baker et a/., 2000).



ANTECEDENTES

En el laboratorio de Biologia Molecular de Hongos del Centro de Investigacion en Biotecnologia
(CeIlB-UAEM) se identificd una secuencia codificante de 390 pb de una proteina tipo expansina en
una biblioteca de cDNA del hongo basidiomiceto Bjerkandera adusta crecido en petrdleo. Esta
secuencia a la que se llamo loosenina tiene 64% de identidad y 72% de similitud con un hipotético

miembro de la familia de expansinas del hongo basidiomiceto Laccaria bicolor.

HIPOTESIS

La proteina tipo expansina del hongo basidiomiceto B. adusta permitira relajar la estructura de
la celulosa y mejorar la utilizacion del material celuldsico al favorecer una mayor liberacién de

azUcares reductores después de tratar el material con enzimas hidroliticas.

OBJETIVO GENERAL

Clonacion del gen y caracterizacion de la proteina tipo expansina, loosenina, del hongo

basidiomiceto B. adusta expresada en levadura.
OBJETIVOS PARTICULARES

= Clonacién del gen /oos! de una loosenina de B. adusta.
= Subclonacién del gen /oos! para su expresion heterdloga en Saccharomyces cerevisiae y
obtencion de las cepas transformadas.
= Caracterizacion de la proteina expresada heterdlogamente:
—  Evaluacion de la actividad expansina en ensayos cualitativos y cuantitativos.
—  Evaluacion de la estabilidad de LOOS1 a la temperatura y pH.
— Efecto de la actividad de LOOS1 sobre el material lignoceluldsico en la liberacién de
azuUcares reductores por celulasas comerciales.
= Anadlisis bioinformatico de la secuencia:
- Identificacién y andlisis bioinformatico de la regién promotora del gen /oos1.

— Andlisis filogenético y modelado tridimensional.



MATERIALES Y METODOS

CEPAS UTILIZADAS

El hongo basidiomiceto B. adusta UAMH 8258 (Wang et al, 2003) fue cedido por el Dr. R.
Vazquez-Duhalt del IBT-UNAM. La cepa de S. cerevisiae W303a (MATa canl-100 ade2-1 his3-11, 15
leu2-3,12 trp1-1 ura3-1) se utilizd para expresar heterdlogamente LOOS1. La cepa de £. coli DH5a

se utilizo para la propagacion de plasmidos y su manipulacion de acuerdo a Sambrook et a/. (1989).

CRECIMIENTO DEL HONGO

Para su almacenamiento, se crecid un indculo de B. adusta en una caja de medio PDA sdlido
(Papa-Dextrosa-Agar) durante 9 dias a 28°C. Una vez crecido el micelio, se cortaron fragmentos del
micelio de ~0.25 cm? que sirvieron para inocular los medios de cultivo de manera aséptica.

Para que el hongo agotara la fuente de carbono del medio PDA, el indculo se crecié Unicamente
en medio mineral sdlido (7.8 mg/L CuSO45H,0, 18 mg/L FeSO47H,0, 500 mg/L MgSO,7H,0, 10
mg/L ZnSO,4, 50 mg/L KCl, 1 g/L K,HPO,4 y 2 g/L NH4NOs, 1.5% agar; pH 5, ajustado con acido
fosférico, modificado de Inglis et a/, (2000)) por 5 dias a 28°C.

Posteriormente, el micelio se crecid en medio mineral suplementado con paja de trigo al 2%
durante 5 dias a 28°C y con agitacion orbital a 200 rpm. La paja de trigo (7riticum aestivum) se
molié en un molino de café (Braun) hasta que se observd un polvo homogéneo (particulas de 0.5-3

mm).

CLONACION DE LA SECUENCIA CODIFICANTE DE /oos1

La secuencia de /oos! se identifico originalmente en un analisis por BLAST de clonas obtenidas
de una biblioteca de cDNA de B. adusta crecido en presencia de petréleo (Cuervo et &/, en
preparacion). La secuencia fue amplificada por PCR usando oligonucledtidos especificos y como
templado se utilizd el cDNA sintetizado por transcripcion reversa (Superscript II, Invitrogen) a partir
de 1 ug de RNA total extraido por el método de Trizol (Invitrogen) del micelio de B. adusta crecido
en medio mineral con paja de trigo al 2% por 5 dias a 28°C y 200 rpm.

Los oligonucledtidos utilizados fueron LOOS1fwd: 5-CGGAATTCATGTTCTTCAACG-3'y LOOS1rev:
5'-CCTCGAGCTAATCCAGGT-3’, que tienen sitios de corte de EcoRI y Xhol (subrayado) en los
extremos 5’ y 3’ respectivamente, para facilitar los subsecuentes pasos de clonacion. El fragmento
amplificado de 390 pb se purifico y clond en el vector pGEM-T (Promega) originando la construccion

pGEM-LOOS1 cuya secuencia se confirmé (Macrogen USA).



EXTRACCION DE DNA GENOMICO Y CLONACION DE LA SECUENCIA GENOMICA DE /oos!

Se colectd el micelio de B. adusta crecido de 7 dias en medio mineral liquido a 28°C con paja de
trigo al 2% y se congeld en presencia de nitrégeno liquido. EI DNA gendmico extraido con el kit
UltraClean Megaprep Soil DNA (MoBio) se utilizd como molde para una amplificacion por PCR con los
oligonucledtidos LOOS1fwd y LOOS1rev. El producto de PCR se clond en el vector pGEM-T

(Promega), se generd la construccion pGEM-LOOS1g y se confirmd su secuencia (Macrogen USA).

CONSTRUCCION DE UNA LIBRERIA GENOMICA

Para conocer la secuencia del promotor de /oosi, se utilizd el kit Genome Walker Universal
(Clontech) siguiendo las instrucciones del proveedor y como se describe brevemente. EI DNA
gendmico de B. adusta se digirié con 4 enzimas de restriccion y a los fragmentos obtenidos después
de la digestion se les ligaron adaptadores en sus extremos, de esta forma se obtuvieron 4
colecciones de fragmentos digeridos no clonados llamadas librerias Genome Walker.

Sobre la secuencia del exén mas cercano al extremo 5’ del cDNA de /oos! se disefiaron dos
oligonucledtidos segun las especificaciones del kit (26—30 nucledtidos de largo y un contenido de GC
de 40-60%): ExpaGW1: CCA TCA CCA TGT TGC AAC CCA GTA GG y ExpaGW2: AGC GAG AAC AGA
AAC GAA GAT GGC TGC (Figura 15).

DNA genémico Fragmento de
DNA genémico w ExpaGW2
5
o . o N M
~ + Digestidn con 4 enzimas de restriccin AP1 =
« Ligar el adaptador Genome Walker AP2 = Adaptador
: ' AP1 _ Genome Walker
PCR primario
ExpaGW1
_— = == = ]
u u U AP2 PCR secundario o anidado
v U L v L ExpaGW2

Amplificar el gen =SS
de interés de las

4 bibliotecas Examinar los productos de
PCR en gel de agarosa

Clonar y caracterizar los productos de
PCR de mayor tamafio

Figura 15. Esquema del protocolo de Genome Walker. La amplificacion de productos de PCR se logra
empleando los oligonucledtidos de los adaptadores y los especificos de la secuencia de interés y utilizando como
templado las 4 librerias Genome Walker obtenidas por digestién del DNA gendmico.



Con el oligonucledtido ExpaGW1 vy el oligonucledtido del adaptador provisto en el kit (AP1) se
hizo un PCR primario utilizando las 4 librerias como templado. El producto del PCR se diluyd y se
utilizd como templado para el PCR secundario o anidado usando el oligonucledtido especifico
ExpaGW2 vy el oligonucledtido del adaptador (AP2). Ambas reacciones de PCR se sometieron a una
electroforesis y se compararon las bandas amplificadas de productos de alto peso molecular (>1000
pb). Cada uno de los fragmentos de DNA (que inician en la secuencia conocida del cDNA y se
extienden en la regién desconocida del DNA gendmico) se clonaron, secuenciaron y ensamblaron
para su analisis (Macrogen USA). El kit Genome Walker es un método simple para identificar

secuencias desconocidas de DNA gendmico adyacentes a una secuencia conocido de cDNA.

EXPRESION EN LEVADURA DE LA SECUENCIA CODIFICANTE DE LOOS1

De una maxipreparacion del vector pGEM-LOOS1 se hizo una digestion con EcoRI y Xhol
liberando el fragmento de 390 pb que se subclono en el vector pSAL3 (Figura 16) (Mascorro-Gallardo
et al., 1996), generando el vector pSAL3-LOOS1. Células de levadura se transformaron con el vector
pSAL3-LOOS1 o con el vector pSAL3 por el método de acetato de litio (Gietz and Schiestl, 2007)
seleccionando en medio sdlido SC-Ura menos [0.67% Yeast Nitrogen Base (Difco), 2% dextrosa
(Baker), adenina 20 mg/L, leucina 60 mg/L, triptéfano 20 mg/L e histidina 20 mg/L (Sigma-Aldrich)].

Después de tres dias de incubacién a 28°C, una colonia de cada transformacion se crecié en un
preindculo de 20 ml de medio SC-Ura menos a 28°C y 250 rpm hasta una fase log (DO 0.4-0.6), en
este punto se hizo una dilucién a una DO 0.1 en 1 L de medio SC-Ura menos adicionando Cu,SO,4 a
una concentracion final de 50 uM e inhibidores de proteasas (Complete® Roche). Finalmente, las
células se crecieron a una DO de 0.8, se recupero el sobrenadante por centrifugacion a 4000 rpm a

4°C durante 10 minutos y se almacend a la misma temperatura hasta su utilizacion.
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Figura 16. Mapa del vector de expresion pSAL3. El
vector pSAL3 es centromérico con un sitio de clonacion
multiple, posee el promotor inducible por cobre CUP1 lo que

ES::?LI?B permite la expresion regulada del gen, ademds de un
’ URA3 marcador de resistencia ampicilina (bacteria) y el marcador
s M‘f:l“'_ 'F"f? de auxotrofia URA3 (Mascorro-Gallardo et al, 1996). La
EcoRV 1 71 secuencia codificante de /oos! se cloné en los sitios £coRI y
Pwui 3.44 CENG/ARSH4

. Psu 1.92 XhOI



CUANTIFICACION DE LA PROTEINA

La concentracion de proteina se determind por el método de Lowry (Lowry et a/., 1951) con el

reactivo de Folin (Hycel México) y utilizando una curva estandar de albdmina de suero bovino (BSA).

ENRIQUECIMIENTO DE LOOS1

El sobrenadante recuperado de 1 L de cultivo de levadura se concentrd por ultrafiltracion
utilizando una membrana de 10 kDa (Amicon stirred cell 8400, Ultracell, Millipore) y después una
membrana de 30 kDa (Amicon Ultra 4 Centrifugal Filter, Millipore). El filtrado se recupero y concentro
nuevamente en una membrana de 10 kDa (Amicon Ultra 4 Centrifugal Filter, Millipore) en un
volumen final de 200 pl (lo que equivale a una concentracién de 5000 veces). El sobrenadante de
levaduras transformadas con el vector pSAL3 se concentrd por ultrafiltracion con una membrana de
10 kDa. La pureza y la estimacion del peso molecular de LOOS1 se evaluaron resolviendo 20 ug de
proteina en una electroforesis en geles de SDS-PA al 15%. Después de la electroforesis el gel se tifio

con azul de Coomassie 0.125% (Brilliant Blue R-250, Sigma).

MERCERIZACION DE FIBRAS DE ALGODON

Se mercerizaron 7 mg de algoddn (Protec-México) o 3 mg de Avicel con NaOH al 25% a 4°C
durante 15 minutos. Las fibras de algoddn se lavaron 4 veces con agua destilada para eliminar el
exceso de base y se agregaron 500 pl de buffer de acetato de sodio 50 mM pH 5.

Las fibras de algodon o el Avicel mercerizado se sometieron a diferentes tratamientos
independientes durante 8 horas: 1) incubacion con buffer de acetato de sodio; 2) 20 ug LOOS1; 3)
20 pg LOOS1 y 0.5 U de una endoglucanasa comercial (Sigma-Aldrich) y 4) 0.5 U de una
endoglucanasa comercial. Las fibras de algoddn y el Avicel sin mercerizar se sometieron a los mismos

tratamientos.

TRATAMIENTO DE FIBRAS DE ALGODON CON LOOS1

Se mercerizaron 7 mg de fibras de algoddon comercial (Protec-México) con NaOH 25% de
acuerdo a Saloheimo et a/. (2002). El tratamiento de las fibras con LOOS1 vy los tratamientos control
fueron los mismos para todas las muestras: incubacién de las fibras mercerizadas en 1 ml de buffer
de acetato de sodio 50 mM pH 5 durante 8 horas a 25°C con: (@) 20 pg de LOOS1 enriquecida, (b)
20 pg de proteinas del sobrenadante de levaduras transformadas con pSAL3, (c) buffer de acetato
de sodio y (d) 0.5 U de una endoglucanasa comercial de T7richoderma viride (Sigma-Aldrich E.C
3.2.1.4, No. Catdlogo C-1794).



ENSAYO CUALITATIVO DE LOOS1

Las fibras de algodon de las reacciones mencionadas arriba se sonicaron (Ultrasonic cleaner
1510, Branson) por 1 minuto v las fibras se visualizaron por microscopia de contraste de fases (Zeiss)
(Unidad de Microscopia, IBT-UNAM).

ENSAYO CUANTITATIVO DE LOOS1

A todas las reacciones (excepto la que ya habia sido incubada previamente con la endoglucansa)
se les agregd 0.5 U de endoglucanasa comercial de 7. viride y se incubaron a 50°C. Se tomaron
alicuotas de 50 pl a los 10, 20, 40 y 60 minutos después de afiadir la endoglucanasa y se midieron

los AR liberados. Los triplicados se obtuvieron de ensayos independientes.

ENSAYO DE AZUCARES REDUCTORES (AR)

Los azlcares reductores son aquellos que, como la glucosa, fructosa, lactosa, arabinosa y
maltosa presentan un carbono libre (el C1 o carbono anomérico) en su estructura y pueden actuar en
condiciones alcalinas como agentes reductores (reducen a otros compuestos y se oxidan).

Para medir los AR se utilizo el protocolo del acido 3,5-dinitrosalicilico descrito por Miller (1959);
este compuesto tiene una coloracion amarillo-naranja que cambia a tonos rojos después de la
ebullicion de acuerdo a la cantidad de AR presentes en la reaccion.

Se prepararon 100 ml de una solucién de 3,5-acido dinitrosalicilico (DNS) [30 g de Tartrato de
sodio-potasio (Baker), 1.6 g de NaOH (Baker) y 1 g DNS (Sigma-Aldrich); mezclados en este orden
en agua tibia].

A continuacion se describe brevemente como se realizo el ensayo. Se tomaron alicuotas de 50 pl
a los 10, 20, 40, y 60 minutos después de haber agregado la endoglucanasa o la mezcla enzimatica
comercial a la reaccion que contenia las fibras de algodon o de agave previamente incubadas con la
proteina LOOS1 enriquecida, se mezclaron con 50 pl de DNS, se hirvieron 5 minutos e
inmediatamente se enfriaron en hielo 5 minutos. Finalmente se agregaron 500 pl de agua destilada y
se midid la absorbancia a 540 nm en un espectrofotdmetro (BioMate, ThermoSpectronic). Los valores
de absorbancia se compararon con una curva estandar de glucosa de 0.1 a 2 mg/ml, los valores se
graficaron contra el tiempo y el valor de la pendiente se calculé para determinar la velocidad de la

reaccion.

CALCULO DE LA ACTIVIDAD TIPO EXPANSINA

Las regiones relajadas en la fibra de algodon por la actividad de LOOS1 serian susceptibles a ser

hidrolizadas por endoglucanasas, es por esto que su actividad se calculé indirectamente al medir los



AR liberados por la endoglucanasa como un indicativo de la actividad de LOOS1. La “actividad
enzimatica” tipo expansina de LOOS1, se midié de manera indirecta a partir de la actividad de una
endoglucanasa, ya que la actividad de ésta depende directamente de la actividad de LOOS1 sobre el
sustrato.

La “actividad enzimatica especifica”, (AE, en UIl/mg proteina) de LOOS1 se calculé con el
cociente de la cantidad de AR liberados después del tratamiento LOOS1/endoglucanasa y la cantidad
de proteina utilizada en el ensayo (20 pg). Aunque la LOOS1 no tiene actividad hidrolitica, con este
calculo se refleja indirectamente el grado de desorganizacién de la fibra causado por la misma a

través de la medicién de los AR que se liberan después de la incubacién con la endoglucanasa.

ESTABILIDAD DE LOOS1 A LA TEMPERATURA Y pH

Para evaluar la estabilidad de LOOS1 a diferentes temperaturas se incubaron 7 mg de fibras de
algodén con 20 pg de LOOS1 por 8 horas a 15, 25, 40, 60 y 80°C en 1 ml de buffer de acetato de
sodio 50 mM pH 5. De manera similar, la estabilidad al pH se evalud incubando las fibras por 8 horas
a 25°C con 20 pg de LOOS1 en un intervalo de pH 3 a 10 utilizando 1 ml de los buffers: Mcllvaine 50
mM (pH 2 y 3), buffer de citrato de sodio 50 mM (pH 4-8) y borato-HCl 50 mM (pH 10). En todos los
casos, después de la incubacién se adiciond la celulasa comercial y se midi6 la liberacion de AR.

ANALISIS DE LA CRISTALINIDAD DE LA CELULOSA POR ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO

20 mg de Avicel PH-101 (Fluka) se incubaron con o sin LOOS1 en 1 ml de buffer de acetato de
sodio 50 mM pH 5 por 8 horas a 25°C. Las muestras se centrifugaron 1 minuto a 14 000 rpm, se
lavaron 3 veces con agua destilada y se secaron por centrifugacion con vacio (Thermo Savant) por
10 minutos. Los espectros IR se obtuvieron en los 4000-450 cm™ en un FT-IR Bruker Vector 22
espectrometro mezclando las muestras con KBr y compactandolas en una tableta (Dr. Herbert Hopfl,
CIQ-UAEM).

TRATAMIENTO DE UN SUSTRATO LIGNOCELULOSICO NATURAL

Fibras de bagazo de Agave tequilana (Tilzagave S.A de C.V) se cortaron en pedazos de 2.5-5 mm
de largo y se lavaron con agua destilada por 5 noches consecutivas hasta que no se detectaran AR.

Después, 25 mg de estas fibras se mercerizaron con NaOH por 15 minutos a 4°C e incubaron en
buffer de acetatos 50 mM pH 5 por 8 horas a 25°C con 20 pg de LOOS1 enriquecida o con 20 pg de
las proteinas del sobrenadante de levaduras transformadas con pSAL3 y se agregd 1 ul dla mezcla
enzimatica comercial GC-220 (Genencor-Danisco) que contiene actividad celulolitica y xilanolitica y se
incubé a 50°C. La medicion de AR se hizo a los 10, 20, 40 y 60 minutos como se describid

anteriormente. Se hicieron triplicados de experimentos independientes.



Para determinar el tipo de azlcar reductor que se esta liberando después del tratamiento de
LOOS1 y de la mezcla enzimadtica, se utilizaron los kits D-Glucose-GOPOD assay (glucose
oxidase/peroxidase, GOPOD), D-xylose assay y D-galactose assay (Megazyme) para la medicién de

glucosa, xilosa y galactosa, respectivamente, siguiendo las instrucciones del proveedor.

ENSAYO DE UNION DE LOOS1 A POLISACARIDOS

Se realizd el ensayo de unidn a polisacaridos descrito por Chen et al. (2010). Brevemente, 100
mg de los sustratos Avicel PH-101 (Fluka), quitina y xilano de avena (Sigma-Aldrich) se
resuspendieron en 200 pl de buffer de fosfatos 15 mM pH 7.4-NaCl 150 mM. Se agregaron 20 ug de
LOOSL1 y la mezcla se agitd suavemente en vortex durante 30 minutos. Posteriormente, las muestras
se centrifugaron y se recuperd el sobrenadante que correspondia a la fraccién no unida. La pastilla
del sustrato se lavd 4 veces con buffer de fosfatos 15 mM pH 7.4-NaCl 150 mM vy la proteina se
disocio del sustrato al hervirla por 5 minutos en buffer de Laemmli 5X, el sobrenadante recuperado
correspondia a la fraccién unida. Ambas fracciones (unida y no unida) se separaron mediante
electroforesis SDS-PA en geles al 15% vy se visualizaron por tincion con azul de Coomassie 0.125%
(Brilliant Blue R-250, Sigma).

ANALISIS BIOINFORMATICO

Prediccion de dominios y localizacién

Los dominios conservados se identificaron con los programas CDD (Conserved Domain Database-
NCBI http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) e InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/
Tools/InterProScan/). La localizacion subcelular se predijo con el programa Wolf PSORT
http://wolfpsort.org/. La identificacion de la secuencia del péptido senal se obtuvo con el programa
SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) y los potenciales sitios de sufrir una O-glicosilacion
se predijeron con NetOglyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/). La prediccion de estructuras
de alfa hélices y laminas beta se realizd con el programa SCRATCH Protein Prediction
(http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/index.html).  Con el programa  Promoter Prediction
(http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) se predijo la posicion del promotor en la secuencia

gendmica ensamblada obtenida por Genome Walker.

Andlisis filogenético

Para determinar la relacion filogenética de la loosenina de B. adusta con las expansinas se
obtuvieron secuencias proteicas de miembros de las 4 familias de expansinas reportadas en el sitio
web (www.bio.psu.edu/expansins/nomeclature.htm) mantenido por Daniel Cosgrove. También se

obtuvieron 4 secuencias de swolleninas de la base de datos de NCBI y secuencias de expansinas tipo


http://wolfpsort.org/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html
http://www.bio.psu.edu/expansins/nomeclature.htm

EXLX reportadas por Lee et al. (2010). La LOOS1 de B. adusta, (no. acceso GenBank GU322016) y
proteinas de Laccaria bicolor, Neurospora crassa, Candida tropicalis, Ustilago maydis, Trichoderma
atroviride, y Coprinopsis cinerea también se utilizaron en el andlisis filogenético (Tabla 6). Estas
secuencias se alinearon con el programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html)
y se construyo un arbol por el método de Neighbor Joining (NJ) con el programa MEGA 4 (Tamura et
al., 2007). Las relaciones filogenéticas inferidas a partir de los valores de bootstrap de 1500 réplicas

se tomaron como representativas de la historia evolutiva de los taxa analizados.
Modelado por homologia de LOOS1

Con el programa PHYRE (Protein Fold Recognition) se identificaron templados para el modelado
por homologia de LOOS1 (Kelley and Sternberg, 2009). La proteina completa se model6 utilizando el
programa modeller9 v7 (Eswar et a/., 2006) utilizando los alineamientos de secuencias obtenidos con
PHYRE y se generaron 5 modelos con un nivel de dindmica molecular refine.very_slow. Los modelos
estructurales se compararon con el programa Pymol Molecular Viewer, (DeLano Scientific LLC) (Dr.
Lorenzo Segovia, IBT-UNAM).

Andlisis del promotor de /oos?

El anadlisis de la region promotora de 2000 pb de /oos! se hizo con el programa Promoter
Prediction (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html). Se utilizaron los programas P-Match
(http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/pmatch/bin/p-match.cgi) y Patch
(http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/patch/bin/patch.cgi) para identificar sitios
potenciales de unién de factores transcripcionales (FT) asi como las bases de datos TFsitescan
(www.ifti.org), TFsearch (http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html) y FTFD (Fungal
Transcription Factor Database, http://ftfd.snu.ac.kr).

Los programas Patch y P-Match identifican en el DNA los sitios de union de factores
transcripcionales que se encuentran en la base de datos de TRANSFAC 7.0.

Se utilizo la secuencia del promotor de /oosi para hacer una bldsqueda por BLAST en las bases
de datos de los genomas de los hongos L. bicolor, P. chrysosporium, A. nigery N. crassa. En las
secuencias de los promotores se identificaron algunos sitios de union de FT, de los cuales se evalud
su conservacion a través de un alineamiento con ClustalW2 que permitiera identificar las regiones
conservadas. De esta forma se evaluaria la conservacion de los potenciales sitios de union de FT que

participan en la regulacion del gen.



Tabla 6. Secuencias utilizadas para construir el arbol filogenético por NJ.

Nombre (NCBI ID) Organismo Nombre (NCBI ID) Organismo
AtEXPA1 (AAG60095) Arabidopsis thaliana OsEXLB1 (AAO33384) Oryza sativa
AtEXPA2 (U30481) Arabidopsis thaliana OsEXLA1 (AAM52409) Oryza sativa
AtEXPA3 (AC004684) Arabidopsis thaliana OsEXLA2 (Q7XCLO) Oryza sativa

AtEXPA4 (AC003674)
AtEXPAS (U30478)

AtEXPAG (U30480)
AtEXPA7 (AC025416)
AtEXPAS (AC002336)

AtEXPA9 (AY054586)
AtEXPA10 (AF229437)
AtEXPA11 (AF332436)
AtEXPA13 (AY113990)
AtEXPA14 (AY087629)
AtEXPA15 (AY072167)
AtEXPA16 (NM_115407)

AtEXPA17 (NM_116393)

AtEXPA18 (AF332444)
AtEXPA19 (AAW29468.1)

AtEXPA21 (NM_123288)

AtEXPA22 (NM_123289)
AtEXPB1 (NM_127640)
AtEXPB2 (NP_564860.3)
AtEXPB3 (NM_118965)
AtEXPB4 (NM_130074)
AtEXPB5 (NM_115921)

AtEXLA1 (NM_114466)
AtEXLA2 (AF378855)

AtEXLA3 (NM_114465)

AtEXLB1(AT4G17030)

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

TaSwo1 (EU370698)
Trswol (AJ245918)

TpSwol (EUC137149)
AfSwol (AB539167)
PaEXLX (gi|50121146)

BSEXLX (PDB: 2bh0)
RsoEXLX (gi|83747707)
PpaEXLX (gi|149922302)
LcEXLX (gi|171061047)
SaEXLX (gi|115373847)
HCEXLX (HCH_03669)
CaEXLX (gi|229246366)

MspEXLX (gi|238061663)

SSEXLX (gi|254404534)
NmEXLX (gi|229224499)

CmEXLX (gi| 148272660)

Baloosl (GU322016)
LbLoos1 (ERD15021.1)
LbLoos2 (EDR03591.1)
LbLoos3 (EDR03593.1)
LbLoos4 (ERD14854)
NcLoos2 (XP_959591.1)

CtLoosl (XP_002545265.1)
UmLoosl (XP_758408.1)

Taloosl (http://genome.jgi-
psf.org/Triatl/Triatl.home.ht

ml

FGENESH1_PM.C_SCAFFOLD

~1200024312000243)
CclLoosl (XP_001828783.1)

Trichoderma asperelfum
Trichoderma reesef
Trichoderma
pseudokoningli
Aspergillus furnigatus
Pectobacterium

atrosepticum
Bacillus subtilis

Ralstonia solanacearum
Plesiocystis pacifica
Leptothrix colodnii
Stigmatella aurantiaca
Hahella chejuensis
Catenulispora acidiphila

Micromonospora sp.

Streptomyces sviceus
Nakamurella multipartite

Clavibacter michiganensis

Bjerkandera adusta
Laccaria bicolor
Laccaria bicolor
Laccaria bicolor
Laccaria bicolor
Neurospora crassa

Candida tropicalis

Ustilago maydis

Trichoderma atroviride

Coprinopsis cinerea




8. RESULTADOS

SECUENCIA DE /oos1

Después del analisis de 768 secuencias de la biblioteca sustractiva de cDNA de B. adusta (Cuervo
et al.,, en preparacion) se identificd una secuencia a la que se nombro looseninal (foos1).

La secuencia de /oos! de 390 pb codifica para una proteina de 129 aa, en la cual se identificd un
dominio DPBB en el extremo carboxilo terminal con la herramienta CDD. En el extremo amino
terminal la proteina LOOS1 se identificd un potencial péptido senal de 20 aminoacidos de acuerdo al
analisis obtenido con el programa SignalP. El péptido sefial podria estar dirigiendo a la proteina a la

ruta secretora como se predice con PSORT vy tener una localizacién extracelular (Figura 17).

ORGANIZACION DEL GEN /oos1

Los fragmentos de PCR de alto peso molecular (>1000 pb) secuenciados que se obtuvieron con
el kit Genome Walker se ensamblaron en una secuencia de 2 kB y utilizando el programa Promoter
Prediction se identificd un potencial promotor en la region 5’ del gen /oos1.

Se logro identificar un promotor (core promoter) de 50 pb que contiene la caja TATA a -25 pb
del sitio de inicio de la transcripcion. Se estimaron también las regiones 5’y 3 "no traducidas de 98 y
100 nt respectivamente y una potencial sefial de poliadenilaciéon (Figura 17).

Se cloné la secuencia del promotor de /oos1 utilizando el kit Genome Walker Universal (Clontech)
y se analizd la secuencia que abarca una region de 2.3 kb hacia el extremo 5'.

El alineamiento de la secuencias genomicas y codificante de /oosi permitid identificar tres
intrones: I, II y III, dos de los cuales (II y III) presentaron el par candnico de donador-aceptor 5'-
GU....AG-3". La longitud de los intrones fue de 55, 53 y 52 nt, respectivamente, lo que concuerda con
el tamafo promedio de los intrones de hongos filamentosos (50-70 pb). Debido a la presencia de los
intrones, la secuencia gendmica incrementd en 160 nt respecto a la secuencia de cDNA, obteniendo
una secuencia genomica total de /oos1 de 550 nt. Las regiones 5’ y 3’ no traducidas (UTR) se estima
que consisten en 98 y 100 nt, respectivamente (Figura 17).

Utilizando el programa NetOGlyc 3.1 se predicen 2 potenciales sitios de O-glicosilacion en los

aminoacidos T125 y T127 de LOOS1. No se predicen sitios de N-glicosilacion.



1 CAAACGGACACGCAGAATCGTATAAATAGAGGACCGGGGGCAAGCAATGGTCCTGCAGAGTTGACCTCTCCACCTACCGCTCCTTCGCACTTTCACTTTC

Caja TATA TSS +1

101 TCCCGGCCCGGTGCCACCTTTTTCCCGCTCAGCTCACGATTCACGACATGTTCTTCAACGCAGCCATCTTCGTTTCTGTTCTCGCTGTTGTCGGCTTTGT

5°UTR M FFNAATIUVFV S VLAVYV GFV

201 TATCGCTGCTCCTACTGGGTTGCAACATGGTGATGGTACgtggggtcggcgagacggggtggacggaggcttgataagtttttcecctetaggtacCTTTT

APTGLQHGDGT Intrén I F

301  ACGCCACGGGCTTGGGTGCTTGCGGCAAGGTCAACGTCGACACGGACATGATCGCAGCAGTGTCGCACCAGTTCTTCAACAGCTTCCCgtaagtaggaca

YATGLGACGI KVYVNVYVYDTDMTIAAYVSHQTFTFDSTFTP

401 tcgaacttggcectacaccctegtttaacctecaatgttcagCGGAGCAGGCGCGAACCCGAACAACAACCCAATTTGCGGAAGGGCTGCGACGGTACACC

Intrén II G AGANZPNNNZPITC CGRTA ATUVH

501 gtaagtcgtctaagtacttggattatccacacgctcaccaatatgattgtaghCGGGTCAAAGACGATCAAGGTTCAGATCACCGACCGCTGTGGCGGAT

Intrén III HGS KTTII KVQITUDURTECGSG

601  GCAAGGGCGCAACCGATCTGGATTTCTCGCCGTCCGCCTTCAACAAGCTTGCGGACCCCAGCGTCGGCCGTATTCCGATCACCTGGACCCTGGATTAGAG

C KGATDTULDTFSPSATFDNIEKTLADTPS ST FGRTITPTITWwWTL DStop

701 TTGCAACGAGAGGATCACACTTTCTGGTTACGACCTAGACAACTTGTACAGTGCTTGAGCTGCAAATGTCAGGTTTTGAGGGAGTTTTTCCACACTGC

3'UIR Seflal predicha de poliadenilacién

1 70 40 &0 80 100 120 1729
o ——

Figura 17. Secuencia de DNA gendmico y de aminoacidos de LOOS1. Se muestran los 3 intrones (I, I y III) y
la secuencia codificante de /oosl. Las secuencia 5°UTR y 3 UTR estéan indicadas, asi como la posible sefial predicha
de poliadenilacion AAATG vy las T125 y T127 predichas O-glicosiladas (subrayado). En el extremo amino terminal se
sefiala un potencial péptido sefial de 20 aa (sombreado) y en el extremo carboxilo se sefiala la secuencia que
corresponde al dominio DPBB (punteado). Se muestra también la secuencia de LOOS1 y el dominio DPBB identificado
en el extremo carboxilo terminal.

En la busqueda de secuencias con BLASTp se identificaron distintos porcentajes de identidad que
LOOS1 tiene con diferentes proteinas predichas o anotadas como expansinas de hongos

basidiomicetos y ascomicetos (Tabla 7).



Tabla 7. Identidad de LOOS1 con otras proteinas de hongos.

Numero de acceso Descripcion actividad [Organismo] % Identidad aa
BASIDIOMICETOS

ADI72050.1 loosenina [ Bjerkandera adusta]

Proteina familia expansina [ Laccaria bicolor
XP_001873229.1 S238N-H82] 61%

Enzima putativa formadora de riboflavina-
BAHB0450.1 aldehido [ entinula edodes 4%

Enzima putativa formadora de riboflavina-
XP_002312124.1 aldehido [ Coprinopsis cinerea okayama 7130] 7%
ACZ59470.1 Proteina familia expa_msina [Flammuling 54%
velutipes

Proteina de la familia expansina sin modulo
XP_003029770.1 aatalitico [ Schizophyllum commune H4-8] 3%
XP_003033878.1 Proteina hipotétia Lﬁ?gpﬁy,ﬂm commurne 53%
XP_758408.1 Proteina hipotética UM502212]61.1 [ Ustilago maydis 49%

ASCOMICETOS

Enzima putativa formadora de riboflavina-

XP_001387493.1 aldehido [ Pichia stipitis CBS 6054] 6%
Proteina hipotética conservada [ Candida
EEQ45357.1 albicans WO-11 52%
XP_002419772.1 Proteina no anotada [ Candida dubliniensis] 52%
XP_460115.2 DEHAZ2E18744p [ Debaryomyces hanserni] 52%
XP_002842519.1 Proteina no anotada [ 7uber melanosporum] 51%
XP_002545265.1 Proteina predicha [ Candida tropicalis MYA- 50%
34041
Proteina hipotética conservada [/ odderomyces

XP_001524386.1 longi s NRRL YB-4239] 50%

Enzima putativa formadora de riboflavina-
XP_001274340.1 aldehido [Aspergilius clavatus NRRL 1] 8%

Enzima putativa formadora de riboflavina-
XP_001259643.1 aldehido [ Meosartorya fischeri NRRL 181] 42%

ENRIQUECIMIENTO DE LOOS1

La proteina LOOS1 de 129 aa se expresd heterdlogamente en S. cerevisiae bajo un promotor
regulable por cobre y se enriquecid por ultrafiltracion (concentrada 5000 veces, de 1 L se obtienen
150 ug de proteina). Las preparaciones del extracto crudo y de la proteina enriquecida mostraron
que el peso molecular de LOOS1 es de ~15 kDa (Figura 18), mientras que el tamafio predicho con

ProtParam (http://ca.expasy.org/cgi-bin/protparam) de la proteina madura es de 11.2 kDa. Esta



diferencia en el tamafio sugiere algin tipo de modificacion transcripcional, posiblemente una O-
glicosilacion en las T125 y T127 como se habia predicho, aunque estos datos aln se tienen que

confirmar.
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Figura 18. Enriquecimiento de LOOS1. Gel SDS-PAGE 15% con las
v | proteinas de los sobrenadantes de levadura transformados con el vector
< pSAL3 (SN pSAL3), con pSAL3-LOOS1 (SN LOOS1) y LOOS1 enriquecida (20
ug). Con la flecha se senala el tamafio de LOOS1. MW, Molecular Weight
10 marker.

LOOS1 ACTUA SOBRE CELULOSA MODIFICANDO SU ESTRUCTURA

La actividad de LOOS1 (20 pg), del extracto crudo (20 pg), de una endoglucanasa comercial
(control) o del buffer de acetato de sodio (control) sobre las fibras de algoddn visualizadas al
microscopio mostré que las fibras tratadas con los controles mantuvieron su estructura homogénea,
con un ancho de la fibra entre los 13 y 17 um (Figura 19, arriba). Por el contrario, las fibras tratadas
con LOOS1 mostraron cambios locales en su estructura observadas como zonas relajadas o burbujas
a lo largo de la fibra con al menos 40 um de ancho (Figura 19, abajo), 2.6 veces mas respecto a las
fibras control (Figura 19, arriba). La apariencia de estas burbujas depende de la concentracion de
LOOS1 ya que en las fibras tratadas con 20 pg de proteina se observé en promedio 1 burbuja/campo
(ancho promedio 52.25 um % 10.07) y cuando se utilizaron 40 ug de proteina se observaron 1.6
burbujas/campo (ancho promedio 66.62 um = 10.62). Estos datos se compararon con los obtenidos

en los controles donde no se observaron burbujas evidentes del mismo tipo.
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Figura 19. LOOS1 modifica la estructura de la celulosa. Micrografias de fibras de algodén observadas por
contraste de fases incubadas con buffer de acetato de sodio pH 5 (arriba) o con LOOS1 (abajo). Las estructuras en
forma de burbuja se observaron en las muestras tratadas con LOOS1. Las observaciones se hicieron a diferentes
aumentos: 20X (izquierda), 40X (centro) y 100X (derecha).

LOOS1 FAVORECE LA ACTIVIDAD DE UNA ENDOGLUCANASA SOBRE FIBRAS DE ALGODON

A las fibras de algoddn tratadas durante 8 horas con 20 pg de LOOS1 enriquecida se les agrego
0.5 U de una endoglucanasa comercial. Después del tratamiento se liberaron AR a una velocidad de
1.12 pmol/minuto, la actividad especifica de LOOS1 fue de 56 UI/mg proteina. La velocidad de
liberacion de AR fue directamente proporcional a la cantidad de LOOS1 utilizada en la reaccion, ya
que cuando se utilizaron 40 pg de proteina se liberaron 2.19 pumol AR/minuto y se obtuvo una
actividad especifica de 55 UI/mg proteina. En las muestras control no se detectaron AR, lo que indica
que el tratamiento de mercerizacién no causa alteraciones en la estructura de las fibras capaces de
liberar AR en presencia de la endoglucanasa (Figura 20a). LOOS1 no tiene una actividad celulolitica

ya que en ausencia de la endoglucanasa no se detectaron AR.

LOOS1 FAVORECE LA DEGRADACION DE MATERIAL LIGNOCELULOSICO

Se analizo el efecto de incubar fibras de Agave tequilana con LOOS1 y después tratarlas con la
mezcla comercial de celulasas y xilanasas (GC-220). Después de 8 horas de incubacion con LOOS1 y
de 10 minutos de incubacién con la mezcla enzimatica, las fibras de agave tratadas previamente con

LOOS1 liberaron 3.2 veces mas AR que las muestras tratadas Unicamente con la mezcla comercial,



después de 1 hora de incubacion se liberaron 7.5 veces mas AR. En las muestras control la cantidad

de AR liberados es minima (Figura 20b).
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Figura 20. LOOS1 favorece la liberacion de AR de fibra de algodon y agave. (a) Efecto de LOOS1 sobre la
liberacion de AR de fibras de algodon. La velocidad de reaccion (pendiente) utilizando 20 pg y 40 ug de LOOS1 es de
1.12 y 2.19 pmol/min, respectivamente. (b) Efecto de LOOS1 sobre la liberacién de AR de fibras de bagazo de agave
tratadas con la mezcla comercial de celulasas y xilanasas (GC220). El valor de la pendiente utilizando 20 pg de LOOS1
es de 1.1 pmol/min. Los experimentos se hicieron por triplicado y las barras de error indican la desviacion estandar.

LOOS FAVORECE LA LIBERACION DE GLUCOSA DEL MATERIAL LIGNOCELULOSICO

Utilizando el kit de medicion de glucosa y xilosa (Megazyme) se detectd que la glucosa es el
principal azlcar reductor liberado por la fibra de agave, alcanzando hasta 689 ug/ml de glucosa
(0.689 g/L) después del tratamiento de la LOOS1 y la mezcla enzimatica. La cantidad de xilosa que se
libera es muy baja (Tabla 8). El tratamiento de mercerizacién favorece la liberacion de glucosa de la
fibra de agave ya que se libera el doble de glucosa en la fibra mercerizada tratada con LOOS1 vy la
mezcla enzimatica, respecto a la que no se mercerizd. Por otro lado, también se observo que el simple
proceso de mercerizacion no es suficiente para liberar una cantidad importante de glucosa, como se

observa en el control (buffer de acetato de sodio).



Tabla 8. Efecto de la actividad de LOOS1 en la liberacion de glucosa y xilosa de
sustratos mercerizados o0 no mercerizados.

Tratamiento Glucosa (ug/ml) Xilosa (ug/ml)

Fibra de agave mercerizada

Buffer acetato de sodio 5.40 £ 1.46 0.05 + 0.00001
LOOS1 8.11 £ 1.77 0.15 + 0.00003
LOOS1+Coctel GC220 689.99 + 36.71 ND
Coctel GC220 20.81 £ 1.50 ND

Fibra de agave no mercerizada

Buffer acetato de sodio 0.03 £ 0.03 0.12 £ 0.00010
LOOS1 7.23 £ 0.13 1.40 + 0.00005
LOOS1+Coctel GC220 326.69 + 34.86 0.07 £ 0.00008
Coctel GC220 12.67 + 16.64 0.04 £ 0.00011

Se muestra la desviacion estandar de 3 experimentos independientes. ND, no detectable.

EFECTO DE LA MERCERIZACION SOBRE LA LIBERACION DE AR

En las fibras de algodon mercerizadas se observd una mayor liberacion de AR respecto a las
fibras no mercerizadas (Figura 21).
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Figura 21. Efecto de la mercerizacion de la fibra de algodon sobre la liberacién de AR. a) Fibras de
algoddén mercerizado y b) no mercerizado (ver escala). La cantidad de AR liberados después de mercerizar es mayor
respecto a las fibras no mercerizadas después del tratamiento con LOOS1 y de agregar endoglucanasa comercial
(rombos negros en a) y b)). En los controles la cantidad de AR liberados es baja. Los experimentos se hicieron por
triplicado y las barras de error indican la desviacién estandar.



Un resultado similar se obtuvo con las muestras de Avicel mercerizado y no mercerizado, en

donde se liberan mas AR en las muestras mercerizadas (Figura 22).
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Figura 22. Efecto de la mercerizacion del Avicel sobre la liberacion de AR. a) Avicel mercerizado y b) no
mercerizado (ver escala). La cantidad de AR liberados después de mercerizar es mayor que en las fibras no
mercerizadas. En los controles la cantidad de AR liberados es baja. Los experimentos se hicieron por triplicado y las
barras de error indican la desviacién estandar.

ESTABILIDAD DE LOOS1 A LA TEMPERATURA Y AL pH

Dado que la robustez de las enzimas es un factor clave en las aplicaciones industriales, se realizd
un analisis de la tolerancia a la temperatura y al pH de LOOS1. La termoestabilidad de LOOS1
después de incubarla a diferentes temperaturas, agregar la endoglucanasa comercial y monitorear la
liberacion de AR a 50°C mostré que la actividad especifica a 25°C fue de 55.58 UI/mg proteina, 8
veces mayor que la actividad especifica observada a 15°C. No se detectaron AR después del
tratamiento a 40°C y a temperaturas superiores, lo que indicd que LOOS1 no es termoestable (Figura
23a). La tolerancia de LOOS1 al pH se evalud en diferentes soluciones buffer desde pH 3 hasta 10. A
pH 3, LOOS1 retuvo el 42.6% de su actividad original (24.17 UI/mg proteina comparado con 56.7
UI/mg proteina alcanzado a pH 5). A pH neutro, la actividad remanente de LOOS1 fue de 49.5% vy
10.6% a pH 10 (Figura 23b).
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Figura 23. Termoestabilidad y estabilidad al pH de LOOS1. Actividad especifica de una endoglucanasa sobre
fibras de algoddn previamente tratadas con LOOS1 incubadas a diferentes temperaturas (a) y pH (b). Los
experimentos se hicieron por triplicado y las barras de error indican la desviacion estandar. Los valores sobre las
barras indican el valor de la AE.

LOOS1 PARECE MODIFICAR LA ESTRUCTURA CRISTALINA DE LA CELULOSA

Una modificacion en el arreglo espacial de la molécula de celulosa y sus componentes
(interacciones intra e intermoleculares) es detectable en un espectro infrarrojo (IR). Después de
incubar celulosa cristalina (Avicel) con 20 ug de LOOS1 se observaron cambios en su estructura.

El cambio de la cristalinidad de la celulosa I a celulosa II por efecto de la mercerizacion se puede
observar en varios picos definidos en la regién de 1500 a 800 cm™ (Tabla 9).

En el Avicel, que tiene estructura de celulosa I, se detecta un pico a 1430 cm™ que cambia a 1420
cm™ después del tratamiento con NaOH 25% o con LOOS1. Se observa también que la banda a 1115
cm™ disminuye su intensidad después de la incubacién del Avicel con NaOH 25% y NaOH 25% con
LOOS1. En la banda de 895 cm™ ocurre un cambio del pico a 900 cm™, ademas hay un aumento en la
intensidad de la banda después del tratamiento del Avicel con LOOS1 o con NaOH 25% (Figura 24).

En general, después de la mercerizacion la banda de 1430 cm™ disminuye y eventualmente
desaparece, mientras que la banda de 895 cm™ muestra un marcado incremento. Otras bandas
importantes que se identificaron en la muestra de Avicel con buffer de acetatos estan a 1283 cm' y
1375 cm™ las cuales disminuyen después de mercerizar el Avicel.

El resultado preliminar de la modificacién de la estructura cristalina del Avicel por LOOS1
utilizando espectroscopia de infrarrojo aln debe ser confirmado debido a las dificultades para

reproducirlo. Se sugiere utilizar otras técnicas como la espectroscopia Raman o la difraccion de rayos



X que se ha reportado para el analisis de la estructura de la celulosa (Schenzel and Fischer, 2001;
Bansal et al., 2010).

Tabla 9. Bandas caracteristicas de los espectros de IR relacionados con la transformacion
de la celulosa I a celulosa II por tratamiento con NaOH. Revisado de Oh et a/. (2005).

Caracteristicas CelulosaI Celulosa II Asignacion del cambio
(cm-1) (cm-1)
Cambio en el pico 1430 1420 Doblamiento CH2 en C6
1165 1162 Estiramiento COC del plano en C6
1032 1019 Estiramiento CO en C6
895 900 Estiramiento COC en el enlace Betaglicosidico
Disminucidn en la 1375 1375 Doblamiento COH en plano del C-2 o C-3
intensidad del pico 1283 1283 Doblamiento COH en plano del C-2 o C-3
1115 1115 Estiramiento del anillo en el plano
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Figura 24. LOOS1 parece modificar la estructura cristalina del Avicel. Espectro IR de Avicel sometido a

diferentes tratamientos, se muestran los picos importantes que indican el cambio de la estructura cristalina de la
celulosa I a celulosa II. Las lineas evidencian el cambio de la posicion del pico.

LOOS1 SE UNE A POLISACARIDOS

La proteina LOOS1 es capaz de unirse especificamente a sustratos como el Avicel y la quitina, un
polisacarido de (B-1,4) N-acetil-D-glucosamina ampliamente distribuido en la naturaleza y presente

en la pared celular de los hongos. Como se muestra en la Figura 25, LOOSL1 tiene una afinidad por la



celulosa cristalina y la quitina, sin embargo no se observd una union especifica por el xilano de

avena dado que LOOS1 se encontro en la fraccion unida y no unida.

Avicel Quitina Xilano

P SN P SN P SN MW

e Figura 25. LOOS1 se une a polisacaridos. Se

LOOS1 wp | mmm —_— s m15 observa la afinidad de LOOS1 a Avicel y a quitina.

La unién al xilano de avena no es especifica. P,

BSA B |

ML S— b pastillf':l’ (fracci.én unida) y SN, sobrenadante
(fraccion no unida). BSA, control.

ANALISIS BIOINFORMATICO DE LOOS1

Alineamiento de secuencias con identidad a LOOS1

Como resultado de la bisqueda de secuencias de proteinas por BLASTp, se identificaron diversas
secuencias de proteinas de hongos que presentan porcentajes altos de identidad. Algunas de estas
secuencias pertenecen a hongos filamentosos y otras a especies de levaduras no celuloliticas como
Candida sp. Estas secuencias se alinearon y se identificaron los aminoacidos conservados entre ellas,
también se identificaron 4 cisteinas estrictamente conservadas que forman dos puentes disulfuro
(Figura 26). Las posiciones conservadas en la superposicion estructural corresponden a aminoacidos
gue forman el posible sitio de union a polisacaridos.

Los aminoacidos que forman el potencial surco de unién a polisacaridos altamente conservados

también se identificaron en las secuencias de proteinas de hongos con los que LOOS1 presenta

identidad (Ver Tabla 7 para revisar porcentajes de identidad).

B.adusta
C.albicans
C.dubliniensis
C.tropicalis
L.elongisporus
S.stipitis
D.hansenii
L.bicolor
C.cinerea
F.velutipes
L.edodes

S. Commune
N.fischeri
A.fumigatus
A.clavatus
T.melanosporum
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Figura 26. Alineamiento de la proteina LOOS1 y proteinas de hongos. Los residuos equivalente se indican
con . 0 : Yy los conservados con asteriscos. Los residuos que forman el posible sitio de unién a polisacaridos se
muestran resaltados en amarillo y cian y las 4 cisteinas conservadas se sefialan con flechas. En el recuadro se
sefiala el motivo conservado DLD(F/V/L).



Filogenia de LOOS1

El arbol filogenético construido en MEGA 4 con el método de Neighbor Joining mostré que LOOS1
se ubica en un grupo distinto al de las proteinas de la superfamilia expansina y al de las swolleninas,
las cuales se agrupan en sus respectivos clados (Figura 27). Otras proteinas que se agrupan con
LOOS1 son de otros hongos como Laccaria bicolor, Ustilago maydis, Coprinopsis cinerea
(basidiomicetos), T7richoderma atroviride y Neurospora crassa (ascomiceto) y levaduras como

Yarrowia lipolytica, Pichia pastoris, Candida albicansy Candida tropicalis.
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Figura 27. Posicion filogenética de LOOS1. Arbol filogenético obtenido por el método NJ, LOOS1 se sefiala
con una flecha y se muestran los valores de bootstrap en cada rama. Un arbol similar se obtuvo utilizando
solamente el dominio DPBB de las secuencias.

Modelado por homologia de LOOS1

En el programa PHYRE se identificaron 2 expansinas y un homdlogo de expansina con valores de
E significativos (entre 1.4x10° y 3.7x10™'%). Las secuencias corresponden a la EXLX1 de la bacteria
Bacillus subtilis (PDB:2BH0), al alérgeno de polen PHL P1 (dominio N-terminal) del pasto Phleumn
pratense (PDB:1N10) y a una EXPB de maiz (PDB:2HCZ). Las secuencias tienen una precision
estimada del 100%, indicando una asignacion exitosa del plegamiento sobre el dominio DPBB. La
identidad a nivel de las secuencias primarias es de 19, 19 y 20% respectivamente (datos no
mostrados), lo que sugiere que LOOS1 es un homologo lejano de las expansinas.

Se reconstruyeron los modelos de LOOS1 a partir del alineamiento de las secuencias de

aminoacidos de 2BHO, 1N10 y 2HCZ utilizados como templados. Los 5 modelos obtenidos son



esencialmente idénticos, con un RMSD (Root Mean Square Deviation) promedio de 0.4 A. Las
estructuras 2BHO y 1N10 tienen un RMSD de aproximadamente 1.4 A y 2HCZ de 0.5 A (Figura 28). El
valor de RMSD de las estructuras alineadas indica las divergencias entre ellas. LOOS1 solamente

posee el dominio DPBB como se observo en el andlisis del plegamiento.

Figura 28. Superposicion estructural
del modelo de LOOS1 (verde) con
2HCZ (gris). Los residuos identificados
como parte del sitio de union a
polisacaridos en 2BHO se muestran en
amarillo (estrictamente conservados) y en
cian (conservados). Los residuos
conservados corresponden a los que
reportan Kerff et al. (2008).

Cuando se sobrepone el modelo de LOOS1 y los modelos de 2BHO, 1N10 y 2HCZ se identifican
algunos residuos conservados. En LOOS1, la T31 y el D105 corresponden a los residuos conservados
T12 y D82 de la EXLX1 de B. subtilis que forman un puente de hidrégeno entre el hidroxilo de la
treonina y el grupo carboxilo del aspartato. Otros residuos que muestran una conservacion de

secuencia entre la loosenina y las otras tres estructuras son G38, A39, G75, T92 y D93 (Figura 29).

31 33

3839

52

Loosenina —--—---- VVG FVIA-APTGL QHGDGIFYA- —-——-—- TGL --GACGKVN- VDT----DMI AAVSHQFFDS 60
1nl0 --PKVPPGPN ITAT-YGDKW LDAKSTWYGK PTGAGPKDNG --GACGYKD- VDKPPFSGMT GCGNTPIFKS 1066
2bh0  ————-mmm—— ————— AYDDL HEGYATYTG- ------- SGY SGGAFLLDPI PSD----MEI TAINPADLNY 44
2hcz —--KVPPG-N ITTN-YNGKW LTARATWYGQ PNGAGAPDNG --GACGIKN- VNLPPYSGMT ACGNVPIFKD 66

‘a‘
75 9293 103 105106 <

Loosenina FPGAGANPNN NPICGRTATV HHGS------ KTIKVQITDR CGGCKGATDL DFSPSAFNKL ------- ADP 117
1nl0 G---—-—-—--- -RGCGSCFEI KCTKPEACSG EPVVVHITDD NEEPIAPYHF DLSGHAFGAM AKKGDEQKLR 1126
2bh0  GGVK------ AALAGSYLEV EGPK------ GKTTVYVTDL YPEGARG-AL DLSPNAFRKI ------- GNM 94
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Loosenina SFGRIPITWT LD 129
1nl0 SAGELELQFR RVKCKYPEGT KVTFHVEKGS NPNYLALLVK YVNGDGDVVA VDIKEKGKDK WIELKESWGA 1196
2bh0 KDGKINIKWR VVKAPITGNF TYRIKEGSSR WWAAIQVRNH KYPVMKMEYE KDGKWINMEK MDYNHEVSTN 164
2hcz GLNDKIRHCG IMDVEFRRVR CKYPAGQKIV FHIEKGCNPN YLAVLVKYVA DDGDIVLMEI QDKLSAEWKP 189

Figura 29. Alineamiento de las secuencias utilizadas en la superposicion tridimensional. Se alinearon las
secuencias de aa de 1N10, 2BHO y 2HCZ con LOOSI. Los sitios de unidn a polisacaridos conservados se muestran en
amarillo y cian. La estructura secundaria se indica en flechas (laminas beta) y hélices (alfa hélices).



Andlisis del promotor de /oos1

Las bases de datos de factores transcripcionales permitieron identificar potenciales sitios de
union de factores de transcripcion en una region de 2.3 Kb que precede al sitio de inicio de la
transcripcidn del gen /oos1, las cuales podrian estar relacionados con su regulacion.

De la busqueda de secuencias de promotores en las bases de datos de los genomas de algunos
hongos, solamente en Laccaria bicolor se identificaron 2 promotores que presentan identidad con la
secuencia del promotor de /oosi. Los genes de estos promotores corresponden a secuencias de
proteinas anotadas como miembros de la familia de expansinas de este hongo.

Las secuencias de los 2 promotores se alinearon con la del promotor de /oosi utilizando
ClustalW2. El programa P-Match identificd6 secuencias reguladoras dentro de las regiones
conservadas, entre las que se encuentran la caja TATA que es identificada por la TBP (TATA Binding
Protein), asi las como secuencias de union de los factores transcripcionales Gata, AbaA, MCM1, StuAp
y Stell, entre otros. Sin embargo, quedaba la posibilidad de que estos sitos de unién fueran
identificados al azar y sin ninguna especificidad, fue por esto que se utilizd la herramienta random
sequence (http://embnet.ccg.unam.mx/rsa-tools/) para generar secuencias al azar con el mismo
contenido de A, T, G y C que la secuencia del promotor de /oosl, esto con la idea de evaluar si los
sitos de union de FTs identificados en el alineamiento con las 3 secuencias se encontrarian al azar o
si eran especificos. Nuevamente, se encontrd que los sitios de unién de Gata, AbaA, MCM1, StuAp y
Stell, pueden ser encontrados en secuencias generadas al azar.

A pesar de que en L. bicolor se encontraron 2 promotores con identidad al promotor de /oos1, se
trata de un numero reducido de secuencias de promotores utilizados (3 secuencias) para llevar a
cabo un andlisis sobre los elementos reguladores identificados, lo que no permite tener resultados
concluyentes. Debido a esto, se decidié hacer una busqueda de los promotores de las secuencias con
las que la proteina LOOS1 presentara un mayor porcentaje de identidad. Sobre el alineamiento de
dichas secuencias (11 en total) se utilizd la herramienta Clustal-profile para alinear la secuencia del
promotor de /oos!, desafortunadamente, no fue posible identificar ningln patrén o secuencia
conservada entre éstas. Posiblemente debido a que existe una divergencia entre las secuencias de

los promotores que impiden lograr un arreglo de secuencias conservadas.



9. DISCUSION

El descubrimiento de nuevas enzimas que participen en la degradacion del material
lignoceluldsico a través de la modificacion de la estructura de la celulosa o hemicelulosa,
aumentando su accesibilidad, ofrece la oportunidad de mejorar la eficiencia de este proceso.

Ademas de las expansinas descritas en plantas y otros organismos, en el hongo 7. reesei se ha
identificado una proteina llamada swollenina (SWO1), que es capaz de modificar el arreglo ordenado
de las fibras de algoddn y papel filtro (Saloheimo et al., 2002). A pesar de que la swollenina no se ha
clasificado como una expansina por no poseer los dos dominios caracteristicos de estas proteinas
(sdlo tiene el dominio de alérgenos de polen y un mddulo de unidn a celulosa) si se ha observado su
capacidad para causar modificaciones a la fibra de algoddn sin causar una liberacion de AR.

El hecho de que existan dominios tipo expansina en diferentes microorganismos podria tener
diversos sentidos bioldgicos. Podrian relajar la pared celular del sustrato (por ejemplo, celulosa) para
tener una mejor accesibilidad al mismo, como en el caso del nematodo Globodera rostochiensis,
patdgeno de la papa que utiliza la expansina Gr-EXPB1 para relajar la estructura de la pared celular
del huésped y favorecer su invasion (Qin et al.,, 2004). En Trichoderma asperellum, se ha encontrado
gue una swollenina participa favoreciendo el proceso de colonizacion de raices tejidos vegetales al
remodelar la pared celular (Brotman et a/, 2008). Otra funcién importante seria para favorecer
procesos de simbiosis entre plantas y hongos como la que ocurre entre el hongo formador de
micorrizas Glomus intraradices y la planta del tomate, donde la expansina de la planta EXLB1 se
expresa en eventos previos a la invasién del hongo en la raiz favoreciendo la colonizacién por la hifa
del hongo (Dermatsev et a/., 2010).

Se ha sugerido también que las proteinas con dominios de expansinas participarian en procesos
de rearreglos de la pared celular de manera similar al papel de las expansinas en células vegetales.

Por ejemplo, en Aspergillus nidulans se identificd la proteina Eg1D, una endoglucanasa con un
dominio tipo expansina, que se ha propuesto que participaria en el remodelamiento de la pared
celular durante la germinacién de conidioesporas, donde se le ha localizado (Bouzarelou et a/., 2008).

En este trabajo, reportamos un nuevo tipo de proteina con actividad expansina, LOOS1, del
hongo basidiomiceto B. adusta. En la estructura del gen /oos1, se identificaron tres intrones con un
tamano promedio de 53 nt, esta longitud parece ser comdn en hongos, ya que se ha visto que en los
ascomicetos A. nidulans, N. crassay en el basidiomiceto Cryptococcus neoformans el tamano de sus
intrones tiene una longitud de 50-70 nt, un tamafio mucho menor al reportado en levaduras como S.
cerevisiae donde el tamafio de los intrones es de 401-2000 nt (Kupfer et al, 2004). Parece que en
hongos ascomicetos y basidiomicetos, los intrones son cortos pero estan en mayor nimero en el
genoma, por el contrario, en las levaduras los intrones son largos pero hay una cantidad

considerablemente menor en el genoma (Kupfer et al., 2004).



LOOS1 es capaz de relajar la estructura de la fibra de algodon, causando hinchamientos locales
como los observados en las micrografias del algodén incubado con LOOS1, ademas estos
hinchamientos no se observaron en las fibras incubadas con buffer de acetatos, lo que evidencia la
actividad de la proteina. Se sugiere que LOOS1 se une a la celulosa del algoddn a través de ciertos
aminoacidos de su secuencia, y que al igual que las expansinas, causa modificaciones en los puentes
de hidrégeno de la estructura ordenada de la celulosa convirtiéndolas en regiones menos ordenadas
o amorfas que son facilmente hidrolizadas por las celulasas.

La observacidn de zonas relajadas en las fibras de algoddn ya se habia reportado en swolleninas
de hongos con actividad tipo expansina (Saloheimo et a/., 2002).

Por otro lado, existe una dependencia entre la dosis de proteina utilizada y la liberacién de AR, a
mayor cantidad de LOOS1 utilizada durante la incubacion es mayor la cantidad de AR liberados. Es
importante destacar que la liberacion de AR solamente ocurre después del tratamiento con LOOS],
ya que se observo que la actividad de la endoglucanasa comercial no es suficiente para liberar AR, lo
que es un indicativo de la actividad de LOOS1 sobre la celulosa del algoddn.

La degradacion de un sustrato lignocelulésico como la fibra de agave también se favorece en
presencia de LOOS1 y de la mezcla comercial de celulasas y xilanasas, de hecho, en presencia de
LOOS1 se liberan 7.5 veces mas AR respecto a la muestra no tratada con la proteina.

El principal azlcar que se libera de la fibra de agave es la glucosa, lo que sugiere que LOOS1
actla sobre la celulosa del sustrato causando rearreglos en su estructura y facilitando su posterior
degradacion. La liberacion de xilosa es minima por lo que podria pensarse que LOOS1 tenga mayor
especificidad por la celulosa que por la hemicelulosa, o bien, que el sustrato posea bajas cantidades
de xilosa. Es importante remarcar que, de de acuerdo al origen del sustrato lignoceluldsico, la
composicion de la hemicelulosa varia; y en el caso del agave [35% celulosa, 12.6% xilanos
(hemicelulosa) y 22.1% lignina] hay un porcentaje significativo de xilosa contenida en el xilano, lo
que sugiere que LOOS1 si dispone de la hemicelulosa pero es incapaz de modificarla.

Ademas, LOOS1 tiene un pH éptimo del mismo valor (pH 5) que el de la mayoria de las enzimas
celuloliticas, lo que podria favorecer su utilizacion a manera de pretratamiento permitiendo una
degradacion eficiente de la celulosa y de otros sustratos de importancia industrial y econémica.

Aunque las expansinas no hidrolizan la celulosa, se ha reportado que incrementan la hidrdlisis de
la celulosa, por ejemplo, Baker et a/, (2000) utilizaron una EXPB (Zeam1) de maiz como aditivo en la
sacarificacion enzimatica de celulosa cristalina (Sigmacell) y de aserrin de adlamo previamente tratado
con acido. Las proteinas de hongos con actividad expansina también promueven la sacarificacién de
sustratos al desarreglar su estructura cristalina, como la swollenina de Aspergillus fumigatus que
actlia sobre celulosa cristalina (Avicel) facilitando su sacarificacion (Chen et a/, 2010), asi como
también las expansinas de bacterias, como la EXLX de B. subtilis, que incrementa la sacarificacion del

papel filtro en combinacidn con la mezcla comercial de celulasas, Celluclast (Kim et al., 2009).



El tratamiento de mercerizacion del material celuldsico causa un hinchamiento local aumentando
el area de la superficie y disminuyendo el grado de polimerizacién vy la cristalinidad (Goswami et al.,
2009). Ademas, permite que haya una mejor visualizacién y dispersion de la luz lo que mejora la
observacion de las fibras de algodon (Qin et al., 2008).

El NaOH causa una modificacion en los dominios cristalinos de la celulosa, cambiandola de
celulosa I a celulosa II. En esta nueva estructura cristalina de la celulosa II, LOOS1 seria capaz de
romper los puentes de hidrogeno y hacerla susceptible de ser hidrolizada por la endoglucanasa. En la
celulosa I hay dos puentes de hidrogeno intramoleculares y en la celulosa II se ha perdido un puente
de hidrogeno intramolecular entre el C2 y el C6, por lo que es probable que este nuevo arreglo
favorezca la entrada de LOOS1 a la celulosa, facilitando asi su actividad.

Después de la mercerizacion bajo las condiciones probadas (NaOH 25%, 4°C por 15 minutos) no
se observd una disolucién del sustrato celuldsico, Wang et a/, (2008) reportan que el tratamiento del
algodén con NaOH a 4°C durante 25 horas solamente causa que un 5% del sustrato celuldsico se
disuelva, lo que sugiere que el tratamiento utilizado no causa la disolucion de la fibra.

En las fibras de algodén mercerizado se liberaron 6 veces mas AR que en las fibras no
mercerizadas (6.34 vs 1.03 pmol de AR) lo que indica que el efecto del tratamiento sobre las fibras si
influye en la actividad de LOOS1. Un resultado similar se observd en el Avicel mercerizado, en donde
se liberaron 3.7 veces mas AR que con el Avicel no mercerizado (5.19 vs 1.38 pmol de AR). Un
resultado similar se encontrd al comparar la cantidad de AR liberados de la fibra de agave ya que se
liberan 2 veces mas AR después del tratamiento de mercerizacion (3.80 vs 1.81 umol de AR) (datos
no mostrados).

Se sugiere que el tratamiento de mercerizacién podria ser considerado como un pretratamiento
del material lignocelulésico en donde ocurre una modificacién de la celulosa I a la celulosa II, éste
Ultimo estado la hace mas susceptible de ser hidrolizada (Sun and Cheng, 2002).

La celulosa puede sufrir cambios en su estructura, especificamente en la cristalinidad; la forma
natural mas abundante de la celulosa es la llamada celulosa I o celulosa nativa (posee dominios
cristalinos) en la que por procesos de mercerizacion pueden cambiar a la celulosa II, una estructura
también cristalina y ordenada (Festucci-Buselli et a/., 2007). Estas modificaciones en la cristalinidad
de la celulosa pueden ser detectadas por espectroscopia de infrarrojo.

El espectro IR de las muestras de Avicel tratadas con LOOS1 sugiere que la proteina si causa
modificaciones en la cristalinidad, las cuales se observaron como cambios en la regidn de vibraciones
de estiramiento de los grupos OH en el rango de frecuencia de enlaces intramoleculares (1500 a 800
cm™). Las modificaciones en la estructura del Avicel (de celulosa I a II) después de los tratamientos
con LOOS1 o NaOH ocurren principalmente en el C6 y C2 del anillo, los carbonos que participan en la
formacién de los puentes de hidrégeno intra e intermoleculares de las regiones cristalinas (Baldinger,

2000), lo que sugiere fuertemente que la actividad de LOOS1 sobre un sustrato cristalino causa



cambios en su cristalinidad, posiblemente no con la misma eficacia que la mercerizacion pero si hay
cambios evidentes en el arreglo espacial de los enlaces de la celulosa.

Por otro lado, es importante destacar que se logré la expresion de LOOS1 en levadura, a
diferencia de las expansinas de plantas, las cuales no se han podido expresar heterdlogamente,
debido posiblemente a la diferencia en el uso de codones entre los organismos o a problemas con el
plegamiento.

El péptido senal predicho en la secuencia de LOOS1 es reconocido por S. cerevisiae dado que la
proteina se encontrdé en los sobrenadantes del cultivo. El peso molecular aparente de LOOS1 (~15
kDa) observado en el gel desnaturalizante es mayor que el predicho por la secuencia primaria (11.2
kDa) lo que sugiere una modificacién postraduccional. De hecho, en la secuencia de LOOS1 se
predicen dos sitios de O-glicosilacion en las treoninas de las posiciones 115 y 117, pero no de sitios
de N-glicosilacion. Se ha reportado que S. cerevisiae generalmente ensambla O-glicanos en el grupo
OH de aminoacidos como serina y treonina, estos azlicares usualmente son cortos y consisten de
manosas unidas por enlaces a(1-2) (Tanner and Lehle, 1987). En algunas proteinas de hongos como
7. reesei, la exoglucanasa Cel7A esta O-glicosilada con una cadena lineal de hasta 3 residuos de
manosa (Goto, 2007), por lo que se sugiere que este tipo de modificaciones si ocurre en hongos.

Los hongos han desarrollado diversos mecanismos para adaptarse a los distintos ambientes, lo
cual implica que los mecanismos que regulan la expresion de los genes respondan a los diferentes
factores externos o durante las asociaciones que establecen con otros organismos.

Los factores de transcripcion (FT) tienen un papel esencial dentro de las vias de transduccion de
sefnales, siendo el Ultimo enlace entre el flujo de la sefial y la expresion del gen. A partir, del analisis
de los genomas y de los elementos reguladores de un promotor es dificil predecir tanto la
funcionalidad de estos elementos como la de los FTs, sin embargo, es posible hacer predicciones
acerca de la regulaciéon transcripcional con cierta confiabilidad a través de distintas herramientas
bioinformaticas. En hongos, este tipo de analisis es limitado debido a que no se conocen por
completo los FTs generales que se pueden encontrar en hongos y cuales de éstos son especificos de
ciertas especies (Shelest, 2008).

El andlisis de 3 secuencias de promotores (2 de L. bicolory el de /loosI), no permite tener un
resultado concluyente, ya que son pocas secuencias y los sitios de unién de los FTs varian en la
secuencia, lo que permite suponer que estas secuencias se encontraron de forma azarosa debido a
los bajos porcentajes de identidad. Asi mismo, al no haber identificado un patrén conservado en el
alineamiento de las 11 secuencias sugiere que la divergencia entre éstos es tal, que posiblemente su
regulacién ocurra de distintas maneras.

Para evaluar la funcionalidad de los elementos reguladores identificados en un promotor es
necesario hacer ensayos, por ejemplo, de PCR tiempo real en donde se analice si efectivamente hay

una regulacion por estos procesos, o bien a través del uso de genes reporteros o la mutacion dirigida



de los sitios de unidn de FTs, con lo cual podria confirmarse si son secuencias potenciales de
regulacion.

Para conocer si LOOS1 se agrupaba en alguna de las subfamilias expansinas conocidas (EXPA,
EXPB, EXLA, EXLB y EXLX), o si se agrupa de manera independiente con otras proteinas con
actividad expansina reportada en hongos, se hicieron reconstrucciones filogenéticas con el método
de Neighbor Joining utilizando la secuencia completa de la proteina como se recomienda en el sitio
de las expansinas http://homes.bio.psu.edu/expansins/.

La reconstruccién filogenética muestra que LOOS1 se agrupa con proteinas tipo loosenina de
origen fungico, tanto de hongos filamentosos como de levaduras. Lo cual sugiere que estas proteinas
forman un grupo diferente al de las familias de expansinas establecidas.

La presencia de estas proteinas en hongos como L. bicolor o N. crassa podria explicarse debido
a que son organismos capaces de degradar el material celuldsico, por lo que tal vez, utilicen las
proteinas con actividad loosenina que tienen para este fin. Sin embargo, la presencia de las proteinas
tipo loosenina en levaduras no celuloliticas como Candida o Yarrowia, causa interés debido a la
funcién que podrian tener en organismos no celuloliticos. La pared celular de las levaduras esta
formada principalmente (entre 80-90%) por mananos (unidos por enlaces B-1,4), glucanos (unidos
por enlaces B-1,6 y B-1,3) y quitina en menor porcentaje (2-4% en S. cerevisiae y 0.6-9% en
Candida albicans) que le confieren resistencia de la pared celular (Kollar et al., 1997; Chaffin et al.,
1998). Es posible que las levaduras posean proteinas cuya funcion sea la de rearreglar la estructura
de los componentes de su propia pared celular durante el crecimiento, de manera similar a las
expansinas que modifican la pared celular vegetal para promover su crecimiento.

En el analisis del modelado por homologia de LOOS1 con proteinas cristalizadas se encontré que
el dominio DPBB de LOOS1 se pliega de manera semejante al dominio DPBB identificado en una 3
expansina de maiz, la conservacion estructural de este dominio sugiere que el arreglo tridimensional
es importante para la actividad modificadora de LOOS1, ademas conserva los residuos que podrian
estar participando en la unién al polisacarido.

Kerff et al. (2002) identificaron 4 posiciones importantes para la unién a polisacaridos, que
corresponden a Y33 de LOOS1, (conservada en 2HCHZ y 1N10, y cambiada por T en 2BHO0), A52
(conservada en 2BHO, pero cambia por C en 2HCHZ y 1N10), y D106 y F109 (conservada como L en
2HCHZ, 2BHO y 1N10). Excepto por la posicion G75, todos estos residuos son parte de un surco que
se propone actla como el sitio de unidn a polisacaridos a través de puentes de hidrégeno. El modelo
sugiere que LOOS1 es una proteina capaz de unirse a los polisacaridos.

El dominio DPBB (PFAM CL0199), con una estructura de barril B de seis hebras que forma un
surco para la union al sustrato es comun en las estructuras de algunas proteinas de las familias: 3D,
Barwin, Cerato-plataninas, DPBB1 y Glucosil hidrolasas 45 (GH45) (Castillo et a/., 1999).



Este dominio se ha identificado en proteinas relacionadas con la induccién de necrosis en plantas
(Cerato-plataninas), en endoglucanasas (GH45) y en proteinas que inducen el sistema de defensa en
plantas (proteinas Barwin); en todas estas proteinas es necesario un dominio de union a
polisacaridos.

Es interesante que la estructura de LOOS1 esté formada sdlo por un dominio (DPBB), lo que
sugiere que éste sea suficiente para unirse al sustrato y modificar su estructura, como lo sugieren los
aminoacidos conservados que estan relacionados con la unién a polisacaridos.

Ademas, LOOSI1 al carecer del dominio II y debido a su tamafo pequefio podria tener una mayor
movilidad para actuar.

En el dominio DPBB se ha identificado un motivo conservado en la Superfamilia expansina: la
secuencia HFDL (Sampedro and Cosgrove, 2005). En las proteinas de hongos con similitud a la
loosenina esta secuencia conservada cambia por la secuencia DLD(F/V/L). Destaca el hecho de que
la histidina no estd presente en las proteinas de hongos y en su lugar se encuentre un acido
aspartico. En la segunda posicion, el cambio es de una fenilalanina por una leucina, ambos,
aminoacidos no polares. En la tercera posicion, se conserva el acido aspartico mientras que en la
cuarta posicion la variabilidad es mayor, ya que puede haber una fenilalanina, valina o leucina, todos
ellos aminoacidos no polares. Es importante resaltar que el dominio DLD(F/V/L) posee 3 aminoacidos
(13, 33 y 42 posicion) que participan en la union al polisacarido, por lo que es posible que los
cambios observados no alteren la funcidn de las proteinas tipo looseninas.

Para que las enzimas celuloliticas hidrolicen eficientemente los sustratos lignoceluldsicos primero
debe ser posible tener un acceso a la celulosa que se encuentra empaquetada en las microfibrillas y
recubierta por la hemicelulosa y la lignina. El proceso llamado amorfogénesis, que es el aumento en
el area de la celulosa relajada por la accidén de proteinas no hidroliticas permitiria la entrada de las
celulasas haciendo mas eficiente el proceso de sacarificacion (Arantes and Saddler, 2010). Se sugiere
que la proteina LOOS1, con actividad amorfogénica sobre la celulosa, podria tener un papel
importante en este proceso, facilitando la entrada de las enzimas hidroliticas y haciendo mas
eficiente la degradacion.

La funcion bioldgica de la loosenina de B. adusta todavia debe ser clarificada. Es posible que el
hongo utilice esta proteina para degradar eficientemente la lignocelulosa en combinacion con las
celulasas, xilanasas y ligninasas, sin embargo, también se propone una funcion fisiologica de LOOS1
en el hongo, participando en el rearreglo de la pared celular del hongo permitiendo el crecimiento de
la hifa, como se ha sugerido para la proteina Eg1D de Aspergillus nidulans que posee el dominio
DPBB (Bouzarelou et al,, 2008). El ensayo de unidn a polisacaridos mostré que LOOS1 se une a la
celulosa cristalina y a la quitina, componentes de la pared celular de las plantas y de los hongos,
respectivamente. Esto sugiere que posiblemente LOOS1 sea capaz de rearreglar la estructura de

estos polisacaridos, ya sea para favorecer una posterior degradacion enzimatica, como en el caso de



la celulosa, o bien, para remodelar la estructura de la pared celular de los hongos con lo que
favoreceria el crecimiento de los mismos. La unidon de LOOS1 a quitina tiene sentido si se considera
gue esta proteina presenta una identidad significativa con proteinas de levaduras no celuloliticas, las
cuales requeririan de una actividad amorfogénica para remodelar su propia pared celular y favorecer
su crecimiento. El hecho de encontrar a LOOS1 tanto en el sobrenadante como en la pastilla del
xilano de avena sugiere que la unidon no es especifica, por lo que es posible que debido a la
composicion del polisacarido (>70% xilosa, 15% glucosa y 10% arabinosa) LOOS1 no pueda unirse
fuertemente y se localice en las dos fracciones.

Es importante destacar que no existen reportes de proteinas con actividad amorfogénica en
hongos basidiomicetos, y LOOS1 parece ser un buen candidato con aplicaciones industriales como un
aditivo para incrementar la produccion de AR a partir de la biomasa vegetal. En hongos
basidiomicetos y ascomicetos se han identificado proteinas tipo looseninas cuya actividad ain no se
ha analizado, lo que abre la posibilidad de encontrar proteinas con caracteristicas semejantes en
especies de interés como N. crassa, T. atroviride, L. bicolor, P. sanguineus, entre otros (Dantan-
Gonzalez et al., 2008) de este Ultimo, su actividad celulolitica y xilanolitica se ha evaluado (Quiroz-
Castafieda et a/., 2009).

En este trabajo se mostré que LOOS1 es una proteina capaz de modificar la estructura de la
celulosa, y que el Avicel y el algodon, compuestos de celulosa cristalina, son modificados por la

funcién que la proteina posee, lo que refuerza su papel dentro del proceso de amorfogénesis.



CONCLUSIONES

= Se identificd un nuevo gen, /oosi, cuyo producto presenta homologia a proteinas anotadas
como expansinas.

= La secuencia de /oosi de 390 pb codifica para una proteina de 129 aa que posee un
péptido sefial funcional de 20 aa. La secuencia gendmica de 551 pb de /oosi contiene 3
intrones.

= En el modelo tridimensional de LOOS1 se identificaron aminoacidos que forman parte del
sitio de unidn a polisacaridos, y se confirmd que LOOS1 une a polisacaridos (celulosa y
quitina) como se observd en los ensayos de union.

= A diferencia de las expansinas de plantas, en este trabajo se logrd la expresion exitosa de
loos1 en S. cerevisiae.

= LOOS1 de B. adusta es un nuevo tipo de proteina con actividad amorfogénica, compuesta
de un dominio tridimensionalmente homologo al DPBB de las expansinas.

= LOOS1 favorece la liberacién de azlcares reductores de la fibra de algodon y de un
sustrato natural (fibra de agave).

= LOOS1 muestra actividad en un amplio rango de pH, lo que le permitiria actuar en conjunto
con las celulasas (pH 5).

= Las modificaciones de LOOS1 sobre la estructura de la celulosa, se pueden registrar por

espectroscopia de infrarrojo.
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ANEXOS. I

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA DE P. sanguineus EN PAJA DE TRIGO

La importancia de las celulasas para la industria (bioenergia, textil, papel, alimenticia, etc.)
genera una motivaciéon para desarrollar mejores preparaciones de estas enzimas para la hidrolisis de
la pared celular de células vegetales. Los hongos de podredumbre blanca como los basidiomicetos
poseen las enzimas necesarias para una degradacion eficiente del sustrato lignoceluldsico, por esta
razén es importante determinar la actividad celulolitica que tiene P. sanguineus cuando crece en paja
de trigo. Ademas de conocer las condiciones Optimas de crecimiento para la produccion de celulasas
del hongo, es necesario saber cudl es la temperatura y el pH dptimos de las celulasas asi como

evaluar su estabilidad a la temperatura y al pH.
MATERIALES Y METODOS

CRECIMIENTO DEL HONGO EN PAJA DE TRIGO EN MEDIO SOLIDO Y LiQUIDO

Para su almacenamiento, se crecid un indculo de P. sanguineus en una caja de medio PDA
(Papa-Dextrosa-Agar) o GMY (1% glucosa, 0.35% extracto de malta, 0.25% extracto de levadura,
0.2% KH,PQO, y 0.05% MgS0,7H,0, 1.5% agar, pH 4.5 ajustado con acido fosforico) durante 9 dias.

Una vez crecido el micelio, se cortaron fragmentos del micelio de ~0.25 cm? que sirvieron para
inocular los medios de cultivo de manera aséptica. La paja de trigo se molid en un molino de café
(Braun) hasta que se observo un polvo homogéneo.

Medio sodlido: Para garantizar que el hongo utilizara la paja de trigo (7. aestivum) como Unica
fuente de carbono, los indculos se crecieron inicialmente por 5 dias a 28°C en medio mineral sélido
(7.8 mg/L CuSO45H,0, 18 mg/L FeSO,7H,0, 500 mg/L MgS0O47H,0, 10 mg/L ZnSQ,, 50 mg/L KCl, 1
g/L K;HPO,4 y 2 g/L NH4NOs, 1.5% agar; pH ajustado a 5, 0 4 y 6 cuando fue necesario, con acido
fosférico). Del micelio crecido, se tomaron indculos de ~0.25 cm? que se crecieron por triplicado en
medio mineral sélido con paja de trigo al 2% durante 12 dias a 28°C.

Medio liquido: El hongo se crecid por triplicado durante 9 dias a 28°C y 200 rpm (agitacion
orbital) en matraces de 250 ml que contenian 100 ml de medio mineral con paja de trigo al 2%

estéril.



ENSAYOS ENZIMATICOS Y CUANTIFICACION DE PROTEINA

Los ensayos enzimaticos se realizaron Unicamente con los sobrenadantes de A. sanguineus
recuperados del crecimiento en medio sélido debido a que la actividad en esta condicion es mayor
que en el cultivo en liquido, ademas de la practicidad en el manejo de los cultivos.

Para evaluar la actividad celulolitica de A. sanguineus, el contenido de las cajas de Petri
incubadas por 12 dias a 28°C se centrifugd 5 minutos a 4000 rpm a 4°C (las cajas se colectaron
diariamente durante los 12 dias) para colectar el sobrenadante que se filtr6 en membranas de
nitrocelulosa (Millipore) de 0.45 um, el volumen recuperado (entre 3-4 ml) se utilizé en los ensayos
de actividad celulolitica.

Los ensayos de actividad celulolitica se realizaron en tubos eppendorf de 1.5 ml utilizando 2%
CMC (Sigma-Aldrich) en buffer de citratos 50 mM y pH 5 ésteril. La reaccion de ensayo contenia: 500
ul de CMC 2%, 200 pl de sobrenadante y 300 ul de buffer de citratos 50 mM pH 5, y se incubd a
50°C durante 1 hora tomando alicuotas de 50 pl a diferentes tiempos. Estas alicuotas se utilizaron
para el ensayo de AR.

Para calcular la actividad especifica (AE) se determind la concentracion de proteina en mg/ml por

el método de Léwry et a/. (1951) con una curva estandar de albdmina de suero bovino (BSA).

ENSAYO DE AR

La cantidad de AR se calculé con una curva estandar de glucosa o xilosa de 0.1 a 2 mg/ml. Una
unidad (UI) de actividad enzimatica se definié como la cantidad de enzima requerida para liberar 1
umol de azlcar reductor (glucosa o xilosa) por minuto. Los AR liberados se graficaron contra el
tiempo y la pendiente se calculd para determinar la velocidad de la reaccién. Los AR liberados vs.

tiempo vy la cantidad de proteina se utilizaron para calcular la actividad enzimatica.

TEMPERATURA Y pH OPTIMOS DE PRODUCCION DE CELULASAS (CMCasas)

Para evaluar la temperatura éptima de produccion de celulasas, el hongo se crecid por triplicado
en medio mineral sélido pH 5 con 2% de paja de trigo a 28, 32 y 37°C durante 9 dias. El micelio se
colecté a los dias 7, 8 y 9. Para determinar el pH 6ptimo de produccién de celulasas el hongo se
crecid a 28°C en un medio con el pH ajustado as 4, 5 y 7.5. Posteriormente se realizo el ensayo para

medir los AR y se calculd la actividad especifica en cada condicion.

TEMPERATURA Y pH OPTIMOS DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA

Para determinar la temperatura y pH optimo de la actividad celulolitica del sobrenadante del

hongo se midié la actividad enzimatica en las reacciones de ensayo, con la excepcion de que se



utilizaron diferentes temperaturas desde 30 hasta 90°C y valores de pH de 3 a 8 usando buffer de

citratos 50 mM.,

ESTABILIDAD DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA A TEMPERATURA Y pH

Para evaluar la termoestabilidad de las enzimas celuloliticas se tomaron alicuotas de 100 pl del
sobrenadante y se incubaron a diferentes temperaturas desde 30 hasta 90°C (intervalos de 10°C)
durante 1 hora, posteriormente la reaccion de ensayo se realizd en condiciones estandar (pH 5 vy
50°C) y se determind la actividad celulolitica residual.

Para evaluar la estabilidad a pH, alicuotas del sobrenadante se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente en diferentes soluciones buffer: Mcllvane (pH 2-3), buffer de citratos (pH 4-8)

y buffer de borato (pH 9-10). La actividad celulolitica residual se midié a pH 5 y 50°C.

ACTIVIDAD CELULOLITICA Y XILANOLITICA DE LAS ENZIMAS DEL SOBRENADANTE DE A.
sanguineus

La actividad celulolitica se determind midiendo los AR liberados en la reaccion de ensayo
utilizando diferentes sustratos: CMC (2%), Avicel (2%) y celobiosa (0.5%) disueltos en buffer de
citratos 50 mM pH 5; mientras que la actividad xilanolitica se midié utilizando xilano de abedul (1%)
y xilano de avena (1%) como sustratos en el mismo buffer. El ensayo de medicién de AR se realizd

bajo las condiciones mencionadas previamente.

PRECIPITACION CON ACETONA DE PROTEINAS DEL SOBRENDANTE DE P. sanguineus

Se hicieron tres cortes de acetona: 20, 50 y 80%. Se tomaron 40 ml del sobrenadante de A.
sanguineus crecido en paja de trigo sélido y se adicionaron 10 ml de acetona fria, se incubd 1 hora a
-20°C y se centrifugd a 4,000 rpm durante 30 minutos a 4°C, la pastilla recuperada se secd a
temperatura ambiente. Al sobrenadante recuperado se le adicionaron 30 ml de acetona fria y se
repitid la operacion, finalmente, a la pastilla recuperada se le agregaron 120 ml y se sometio al
mismo tratamiento. Las pastillas se resuspendieron en buffer de Laemmli 5X (Laemmli, 1970) y se
reservaron para los geles de detecciéon de actividad celulolitica y xilanolitica en donde se separaron

las proteinas por SDS-PAGE.

GELES PARA DETECTAR ACTIVIDAD CELULOLITICA Y XILANOLITICA

Para preparar el gel de actividad celulolitica se siguid el protocolo descrito por Mateos et al.
(1992) con algunas modificaciones.
Se prepard un gel al 10% de acrilamida y se realizd una electroforesis en gel (SDS-PAGE). Las

proteinas precipitadas con acetona se mezclaron con buffer de carga Laemmli 5X (1M Tris-HCl pH



6.8, 20% SDS, 25% glicerol, 1% azul de bromofenol, 5% B-mercaptoetanol), se hirvieron 5 minutos
y se enfriaron en hielo para después someterse a electroforesis a 100 V. Después, el gel se tind con
una solucion de azul de Coomassie 0.125% (Brilliant Blue R-250, Sigma).

En la electroforesis nativa, las proteinas se mezclaron con el buffer de Laemmli 5X sin -
mercaptoetanol y sin calentar y se sometieron a electroforesis a 100 V. Posteriormente, el gel se lavd
3 veces con buffer de fosfato de potasio 10 mM-acido citrico (PCA; pH 5.2) con intervalos de 40
minutos.

Se prepard un gel de agarosa al 0.5% conteniendo CMC al 0.2% en buffer PCA 50 mM sobre el
cual se coloco el gel nativo y se incubd en una cdmara himeda a 30°C durante 6 horas,
posteriormente, el gel de agarosa se tind con una solucién de rojo Congo 0.1% durante 20 minutos a
temperatura ambiente y se lavo con NaCl 1M durante 20 minutos.

Para analizar la actividad xilanolitica se prepard un gel al 10% de acrilamida y se realizd una
electroforesis en gel (SDS-PAGE). Se analizé la actividad xilanolitica de acuerdo al protocolo descrito
por Lee et al. (1993). Brevemente, en el gel separador se agregd 0.2% xilano de abedul antes de la
polimerizacion, las muestras de proteinas se mezclaron con buffer de Laemmli 5X no
desnaturalizante, se hirvieron 5 minutos y se enfriaron en hielo antes de ser sometidas a
electroforesis desnaturalizante a 100 V.

Para evaluar la actividad xilanolitica, al gel separador también se le agregd 0.2% xilano de
abedul y las muestras se cargaron en buffer de Laemmli 5X no desnaturalizante y sin hervir.

Después de la electroforesis se hicieron dos lavados del gel de 30 minutos en buffer de acetato
de sodio 50 mM pH 5 que contenia 25% de isopropanol y un lavado de 15 minutos en buffer de
acetato de sodio 50 mM pH 5.

Posteriormente, el gel fue incubado en buffer de acetato de sodio 50 mM por 5 minutos a 60°C y
tefiido con una solucion de rojo Congo 0.1% durante 10 minutos a temperatura ambiente y
destenido con NaCl 1M. Para facilitar la documentacién fotografica se lavd el gel en una solucion de
acido acético 5% causando el oscurecimiento del gel y destacando las bandas de actividad. El peso
molecular aparente de las bandas se estimd con un marcador de peso (SM0661 Page Ruler protein

ladder-Fermentas).
RESULTADOS

ACTIVIDAD CELULOLITICA DE A. sanguineus

La actividad celulolitica se evalud creciendo el hongo en medio mineral sélido y liquido con 2%
de paja de trigo a 28°C por 12 y 9 dias respectivamente. La mayor actividad especifica (AE) en sdlido

es al dia 8 (1.43 U/mg) y en medio liquido al dia 6 (0.78 U/mg) (Figura 30). Los ensayos enzimaticos



se realizaron solamente con los sobrenadantes de P. sanguineus crecido en medio solido debido a

que la actividad observada en esta condicién es mayor que en el cultivo en liquido.
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Figura 30. La actividad de las enzimas
del sobrenadante de P. sanguineus es
mayor en el cultivo sélido. La AE es mayor
en medio sdlido que en medio liquido. La
maxima actividad celulolitica es al dia 8 y al
dia 6 en medio sdlido (cuadros negros) y
medio liquido (cuadros blancos) con paja de
trigo, respectivamente. Los experimentos se
hicieron por triplicado y las barras de error 1 2 3 4 5
indican la desviacion estandar.
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LA TEMPERATURA Y EL pH OPTIMO DE PRODUCCION DE CELULASAS ES A 28°C Y pH 5

De las distintas condiciones de temperatura y pH evaluadas en el crecimiento del hongo, la
temperatura y el pH dptimos para producir celulasas en P. sanguineus fueron a 28°C y pH 5 (Figura
31). En estas condiciones de incubacion las enzimas tienen una actividad especifica de 1.4 UI/mg de

proteina.
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Figura 31. Efecto de la temperatura y el pH del medio de crecimiento sobre la actividad de las
enzimas de P. sanguineus. La temperatura a) y el pH b) éptimos para producir celulasas es a 28°C y pH 5
durante 8 dias de incubacion. En asterisco se muestran las condiciones dptimas. Los experimentos se hicieron por
triplicado y las barras de error indican la desviacion estandar.



LA TEMPERATURA Y pH OPTIMO PARA LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS CELULOLITICAS ES
DE 50°C Y pH 5

El efecto de las diferentes temperaturas y pH sobre la actividad de las celulasas se muestran en
la Figura 32. La temperatura y el pH éptimo de actividad de las celulasas presentes en el
sobrenadante del hongo fueron a 50°Cy a pH 5.

La temperatura éptima para la actividad de las celulasas del hongo fue a 50°C; a 60°C las
enzimas mantienen el 85.7% de actividad y se mantiene en niveles considerables hasta los 80°C
donde el 67.2% de su actividad permanece; a 90°C la actividad es nula. (Figura 32a). Esto indica
que las celulasas de P. sanguineus tienen una temperatura optima de 50°C y se mantienen activas
hasta en un 67% de su actividad hasta a los 80°C experimentando desnaturalizacion a los 90°C,
donde no hay actividad.

El pH 6ptimo de actividad de las celulasas del sobrenadante del hongo se observé en el buffer de
citratos pH 5. Incluso en las soluciones con pH 6, 7 y 8 se mantiene el 80.5%, 63.7% y 58.8% de su
actividad. Sin embargo, en soluciones a pH 3 y 4 la actividad celulolitica es baja, manteniendo sélo el

26% Yy 38% de su actividad respectivamente (Figura 32b).
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Figura 32. Efecto de la temperatura y el pH sobre la actividad de las enzimas de P. sanguineus. lLa
temperatura 6ptima de las celulasas es a 50°C y mantienen hasta el 67% de su actividad a 80°C (a). El pH 5 es el
optimo para la actividad de las celulasas e incluso mantiene el 58% de su actividad a pH 8 (b).

LAS ENZIMAS DE P. sanguineus SON TERMOESTABLES Y TOLERAN AMPLIOS INTERVALOS
DE pH

La estabilidad de las enzimas a la temperatura y al pH se midid realizando incubaciones del
sobrenadante a diferentes temperaturas y soluciones buffer durante 1 hora, posteriormente la

reaccion de ensayo se realizd bajo condiciones estandar (50°C y buffer de citratos 50 mM pH 5).



Las enzimas del sobrenadante se mantienen estables a 30°C y 40°C con una actividad residual
del 97% y 99% respectivamente, la maxima actividad se observd después de incubar a 50°C,
(considerada el 100% de actividad). A 60°C se mantiene un 84.69% de la actividad y a 70°C sélo
4% de la actividad permanece después del tratamiento, finalmente, la actividad a 80°C y 90°C
presenta niveles casi nulos (Figura 33a). Estos datos muestran que las celulasas son muy estables a
temperaturas dentro del rango 30-60°C mientras que a temperaturas superiores a 70°C
experimentan desnaturalizacion y pierden su actividad.

Las celulasas muestran una actividad significativa en un intervalo de pH de 3 a 8, ya que
después de la incubacidon mantienen el 54.9% y 74.7% de su actividad respectivamente; a diferencia
del 0.74% de actividad residual registrada a pH 10 (Figura 33b). Estos resultados muestran que las

celulasas son muy estables dentro de un intervalo amplio de pH, que va de pH 3 a pH 8.
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Figura 33. Las enzimas de P. sanguineus toleran amplios intervalos de temperatura y pH. Las celulasas
son estables en el intervalo de temperatura de 30 a 60°C (a) y toleran intervalos de pH de 4-8 (b). Los experimentos
se hicieron por triplicado y las barras de error indican la desviacion estandar.

EL SOBRENADANTE DE P. sanguineus POSEE ENZIMAS CELULOLITICAS Y XILANOLITICAS

Se analizo la actividad celulolitica y xilanolitica de las enzimas del sobrenadante de P, sanguineus
mediante la incubacion de la reaccidén de ensayo con los sustratos: Avicel, celobiosa, CMC, xilano de
abedul y de avena. La temperatura de incubacion fue a 50°C en buffer de citratos 50 mM pH 5.

La actividad especifica de las enzimas en el Avicel, la celobiosa y la CMC fue de 0.262 U/mg,
0.309 U/mg y 1.43 U/mg respectivamente, mientras que las actividades de las enzimas xilanoliticas
fueron de 0.31 U/mg y 0.494 U/mg en xilano de avena y de abedul, respectivamente (Figura 34).

La degradacion de estos sustratos muestra que tanto celulasas como xilanasas estan presentes
en el sobrenadante y que la actividad sobre CMC es mayor que en Avicel y celobiosa. Estos sustratos
serian hidrolizados especificamente por exoglucanasas y B glucosidasas respectivamente, en tanto

que la actividad sinérgica de endoglucanasas, exoglucanasas y p-glucosidasas estaria actuando sobre



la CMC. La actividad xilanolitica de las enzimas del sobrenadante es mejor en el sustrato de abedul,
sobre el cual actuarian una bateria de enzimas distinta a la que actta sobre el xilano de avena.

El xilano de abedul es considerado del tipo de madera dura mientras que el xilano de avena es
de madera suave, la diferencia entre estos se basa en el principal componente de hemicelulosa que
poseen, en la madera dura es el glucuronoxilano y en la madera suave el galactoglucomanano

(Sjostrom, 1993), lo que implica el uso de enzimas especificas para la degradacion de un sustrato o

el otro.
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Figura 34. El sobrenadante de P. sanguineus posee diferentes actividades enzimaticas. Se evaluo la
actividad de las exoglucanasas (Avicel), endoglucanasas (CMC) y betaglucanasas (celobiosa), asi como de xilanasas
(Xilano avena y abedul). Los experimentos se hicieron por triplicado y las barras de error indican la desviacién
estandar.

GELES PARA DETECTAR ACTIVIDAD CELULOLITICA Y XILANOLITICA

Se hizo un analisis cualitativo de actividad para evaluar cuantas proteinas con actividad
celulolitica y xilanolitica estan presentes en el sobrenadante de A. sanguineus crecido en paja de
trigo 2%.

Se hicieron geles de actividad SDS-PA en donde se separaron las proteinas precipitada con
acetona al 20% y 80%, un gel se tind con azul de Coomassie, el gel nativo renaturalizado se utilizd
para transferirse a un gel de agarosa con CMC 0.2% en el ensayo de actividad celulolitica y el gel de
actividad SDS-PA se utilizd para el ensayo de actividad xilanolitica.

La actividad celulolitica de las enzimas del sobrenadante se evalud en el gel de agarosa con CMC
tefiido con rojo Congo 0.1%, donde se aprecian halos (zonas claras) de la actividad enzimatica. En
las proteinas precipitadas con acetona al 20% y al 80% se observan halos de un tamafio aparente de
40 kDa y 25 kDa, respectivamente (Figura 35a y b). El tamafio aparente de estas proteinas es
resultado de la comparacién con el gel SDS-PA tefiido con Coomassie.

La actividad xilanolitica se evalud en un gel de SDS-PA con xilano de abedul al 0.1%, en donde

hay dos zonas claras que reflejan la actividad de las enzimas sobre el sustrato. En las proteinas



precipitadas con acetona al 20% y 80% se aprecian halos de actividad aparentemente de 90 kDa y

50 kDa, respectivamente (Figura 35c y d).
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Figura 35. Zimogramas de actividad de las enzimas de P. sanguineus. (a) Gel nativo tefiido con azul de
Coomassie, donde se separaron 25 ug de proteina precipitadas con 2 acetona al 20 y 80%, las bandas de proteina
de un tamano aparente de 25-50 kDa corresponden con los halos de actividad. (b) Gel de agarosa con 0.2% de
CMC tefiido con rojo Congo, las zonas claras reflejan la actividad celulolitica. (c) Gel SDS-PAGE tenido con azul de
Coomassie. (d) Gel SDS-PA al 10% con 0.1% de xilano donde se aprecian los halos de actividad xilanolitica. Con
flechas se sefialan los tamanos aparentes de las proteinas, asi como los tamafios de las bandas del marcador de
peso.

DISCUSION

La celulosa es el principal componente de la biomasa, es el biopolimero mas abundante en la
naturaleza y una fuente atractiva para la obtencion de combustible y en procesos industriales
(Mansfield and Meder, 2003). Los grandes volumenes de desechos celuldsicos que se generan
anualmente como parte de la actividad forestal, agricola e industrial proveen una fuente de carbono
de bajo costo, sin embargo, son dificiles de aprovechar debido a la recalcitrancia en su degradacion a

componentes mas sencillos (Bhat and Bhat, 1997).



Por esta razon, es importante evaluar la capacidad hidrolitica de los hongos degradadores de la
madera para lograr una mejor digestion del material celuldsico.

En este trabajo se ha evaluado la actividad celulolitica de las enzimas del sobrenadante de
cultivos de P. sanguineus crecido en paja de trigo.

P. sanguineus es un hongo de podredumbre blanca que crece en sustratos celuldsicos como la
paja de trigo y produce enzimas con actividades celuloliticas y xilanoliticas. En medio sélido el micelio
se extiende sobre la superficie de la caja y su maxima actividad es el dia 8. A partir del analisis de la
actividad celulolitica en sélido se encontré que la temperatura y pH Optimos del hongo para la
produccion de celulasas son 28°C y pH 5.

La temperatura de 50°C y el pH 5 son los parametros dptimos de la actividad de las enzimas del
sobrenadante. Estas propiedades son similares a las encontradas para la mayoria de las celulasas de
hongos (Lynd et al, 2002; Pérez et al, 2002). El amplio rango de estabilidad a la temperatura
(30°C-60°C) y pH (3-8) de las enzimas representa una ventaja, ya que se sugiere que son enzimas
con propiedades interesantes para aplicaciones en diversos procesos en la industria.

Ademas, las enzimas celuloliticas termoestables podrian tener potencial para ser utilizadas en el
procesamiento de alimentos y la obtencion de biocombustibles (Bhat and Bhat, 1997)

Se evalud la actividad de las enzimas del sobrenadante utilizando diferentes sustratos, los
resultados muestran la presencia de los 3 tipos de enzimas celuloliticas; exo, endo y B-glucanasas,
liberadas por el hongo para degradar la paja de trigo. De manera semejante, se detecté una
actividad xilanolitica y se sugiere que por la distinta composicion del xilano de abedul y de avena, el
tipo de xilanasas que participa en la degradacion de cada sustrato sea diferente.

Es importante resaltar la actividad de las endoglucanasas para hidrolizar el sustrato de CMC ya
gue estas enzimas son ampliamente utilizadas en la extraccion de jugos, aceites y en la industria
textil (Parry et al., 2002).

Los pretratamientos quimicos a los que debe someterse la biomasa previo al proceso de
sacarificacion consisten en solubilizar la lignina y la hemicelulosa permitiendo el acceso a las fibras de
celulosa (Lynd et al., 2002). Es por esto que se sugiere que estas actividades del sobrenadante del
hongo podrian tener aplicaciones interesantes como parte de un pretratamiento bioldgico tal y como
se ha reportado para muchos hongos de podredumbre blanca. La ventaja del pretratamiento
bioldgico es el bajo costo de energia que se requiere y las condiciones suaves en que ocurre (Sun
and Cheng, 2002). Existen reportes previos acerca de la utilizacion de los hongos de podredumbre
blanca para lograr altos niveles de sacarificacion de la celulosa (Taniguchi et al., 2005; Jeya et al.,
2010). En los geles para detectar la actividad celulolitica se observaron zonas claras de
aproximadamente 25-50 kDa, mientras que en el gel de actividad xilanolitica estas zonas claras
corresponden a bandas de proteina de un tamafo aproximado de 50 kDa y 90 kDa, estos intervalos

de tamafio son semejantes al tamafo de celulasas y xilanasas reportadas (Pérez et al., 2002).



ANEXOS. II

CLONACION DE GENES DE CELULASAS DE P. sanguineus

Una vez que se habia evaluado la actividad celulolitica de 2. sanguineus se decidié clonar los
genes de celulasas con actividad endo y exoglucanasa. Con la consideracién de que al tratarse
enzimas de un hongo basidiomiceto posiblemente su actividad sea mayor a la de otras enzimas
reportadas. Los grandes voliumenes de desechos celuldsicos generados anualmente como parte de la
actividad forestal, agricola e industrial podrian ser una fuente de carbono de bajo costo (Bhat and
Bhat, 1997). Actualmente es necesario usar tratamientos que involucran procesos amigables para el
medio ambiente y una alternativa es la degradacion de la celulosa por un proceso sinérgico y

coordinado mediado por celulasas (Lynd et a/., 2002).
MATERIALES Y METODOS

EXTRACCION DE RNA

Se extrajo el RNA total del micelio de AP. sanguineus crecido durante 5 dias en medio mineral
liquido con paja de trigo 2% utilizando Trizol (Invitrogen). El micelio esférico formado se filtrd, se
congeld y pulverizd en presencia de nitrégeno liquido. El RNA se cuantificd midiendo la absorbancia a
260/280 nm en el espectrofotometro (BioMate, ThermoSpectronic) y se verificd su integridad en un

gel de agarosa al 1.2% en presencia de formaldehido (2.2% final).

CONSTRUCCION DE LA BIBLIOTECA DE CDNA

Se utilizd 1 pg de RNA para sintetizar el cDNA con el kit SuperScript II Reverse Transcriptase
(Invitrogen) con el que se construyd una biblioteca de cDNA de P. sanguineus utilizando el kit
Creator™ SMART™ cDNA Library Construction (Clontech). El vector pDNR-Lib (Figura 36) en el que
estan clonados los cDNAs posee un marcador de resistencia a cloramfenicol y sitios para

secuenciacion con los oligos M13fwd y M13rev.
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Figura 36. Vector pDNR-Lib (Clontech) utilizado en Ila
biblioteca de cDNA de P. sanguineus. Los cDNAs se clonaron en
la region entre el sitio de clonacion mdltiple Ay B (MCS A y MCS B).

hlz%tsl) El vector posee un marcador de resistencia a cloramfenicol y los sitios
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DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA AMPLIFICAR REGIONES DE GENES DE CELULASAS

Se hizo una bisqueda de secuencias de DNA de celulasas (exoglucanasas, endoglucanass y B-
glucosidasas) de hongos basidiomicetos en las bases de datos WWW-Query (http://pbil.univ-
lyon1l.fr/search/query_fam.php) y NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Estas secuencias fueron utilizadas
por el Dr. Pablo Vinuesa (CCG-UNAM), para el disefo de tres pares de oligonucleétidos degenerados
para celulasas de hongos que se utilizaron en reacciones de PCR (Tabla 10).

En un intento por disefiar oligonucledtidos utilizando el programa CODEHOP disponible en linea
(http://bioinformatics.weizmann.ac.il/blocks/codehop.html), se utilizaron las secuencias de celulasas
seleccionadas de las bases de datos y se reconstruyeron las filogenias con el programa MEGA3. En
los alineamientos se buscaron bloques de regiones conservadas utilizando el programa Blocks
Multiple Alignment Processor (http://blocks.fhcrc.org/blocks/process_blocks.html), con esta
informacion se disefiaron el par de oligonucleétidos COD3-COD4 con el programa CODEHOP
(COnsensus DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primers http://bioinformatics.

weizmann.ac.il/blocks/codehop.html) (Rose et al., 1998).

Tabla 10. Pares de oligonucledtidos utilizados en reacciones de PCR para amplificar genes de celulasas.

Oligonucleotidos Secuencia (5°-3) Celulasa blanco Referencia

COD1-COD2 CAGTGCGGTGGTRWY GGCTGGAC Celulasa Dr. Pablo Vinuesa (CCG-UNAM)
GCACCTTGGCCACGGWRTCRARCCA

COD3-COD4 TGCTGCTCTGAGATGGAYATYTGG Celulasa Este trabajo
AGAGCATGTTGGCGTCGTYCTCYTCCCA

COD5-COD6 ACCCAGGGCAAY MSY AAYTAY GACG Celulasa Dr. Pablo Vinuesa (CCG-UNAM)
RGTYTCRAAGTAWGCY TGGAACCAKGT

COD7-COD8 CAACGAGTCGKGYGCNGARTTYGG Celulasa Dr. Pablo Vinuesa (CCG-UNAM)
CCGTCCGARTCDAGRTAYTGRTCAT

VOL1-VOL2 GGNTAYTGYGAYDSNCARTG Exoglucanasa Ding et al, 2006
ATRTCCATYTCNDWRCARCA

Endopolfwd-Endopolrev AT GAAY GARCCNCAY GA Endoglucanasa Ohnishi et al, 2007

SWRTCNARRTAYTTRTGNAC

Se utilizaron los oligonucledtidos degenerados VOL1:(5-3") GGNTAYTGYGAYDSNCARTG vy
VOL2:(5-3"): ATRTCCATYTCNDWRCARCA disefiados por Ding et a/. (2006) basados en el dominio
conservado GYCDA(R/G/C/Y)QC y CCN(I/L/K/M/F/S/T/Y)EMDI de la familia 3 de celobiohidrolasas
del hongo Volvariella volvacea (Tabla 10).

El par de oligonucledtidos Endopolfwd:(5-3") ATGAATGARCCNCAYGA y Endopolrev:(5'-3')
SWRTCNARRTAYTTRTGNAC disefiados por Ohnishi et a/. (2007) también se utilizaron para amplificar
la region conservada MNEPHD y VHKYLDS, respectivamente, encontrada en endoglucanasas de

hongos filamentosos como A. chrysosporium (Wymelenberg et al., 2005), 7. reesei (Saloheimo et al.,


http://bioinformatics.weizmann.ac.il/blocks/codehop.html

1988) y Trichoderma sp. C-4 strain (Sul et al, 2004). Con estos oligonucledtidos se lograron

amplificar una region de una endoglucanasa del hongo basidiomiceto Polyporus arcularius.

OBTENCION DE SONDAS HOMOLOGAS DE CELULASAS

Los productos de PCR amplificados utilizando los pares de oligonucledtidos VOL1-VOL2 vy
Endopolfwd-Endopolrev se purificaron siguiendo las instrucciones del kit QIAEX II Gel Extraction
(Quiagen). Las bandas purificadas se clonaron en el vector pJET1 segln las instrucciones del kit
GeneJET PCR Cloning kit (Fermentas), excepto las bandas purificadas de la amplificacién con los
oligos VOL1-VOL2 que se clonaron en el vector pJET1.2 del kit CloneJET PCR Cloning (Fermentas).

Se transformaron por electroporacion 50 pul de bacterias £. coli DH5a y se seleccionaron en
medio LB adicionado con 100 pg/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich) a 37°C.

Se seleccionaron colonias transformantes de cada construccion y se verificd por PCR en colonia la
presencia del inserto y el tamafo del fragmento esperado. Posteriormente se aisld el DNA de estos

plasmidos (Birnboim, 1983) y se confirmd su secuencia (Macrogen USA).

MARCAJE DE LAS SONDAS HOMOLOGAS UTILIZADAS EN EL ESCRUTINIO DE LA
BIBLIOTECA Y EN EL NORTHERN BLOT

Los productos de PCR de 137 y 202 pb amplificados con los oligos VOL1-VOL2 y Endopolfwd-
Endopolrev, respectivamente, se marcaron radioactivamente usando el método descrito por
(Feinberg and Vogelstein, 1983) utilizando (a-32P) dCTP. Este método se basa en la utilizaciéon de
una mezcla al azar de hexanucledtidos que actian como iniciadores para la accion del fragmento
Klenow de la DNA polimerasa lo que resulta en una incorporacion de nucleétidos radioactivos en la

sonda de manera mas eficiente.

ESCRUTINIO DE LA BIBLIOTECA DE cDNA

Se realizaron dos escrutinios, uno con la sonda homdloga de exoglucanasas (137 pb) y otro con
la sonda homdloga de endoglucanasas (202 pb).

Se tomaron 100 ul de un tubo que contenia la biblioteca de cDNA y se crecié en 3 ml de medio
LB durante tres horas, se prepararon las diluciones 10-?, 10-* y 10-° y se platearon 50 pl en cajas de
Petri con medio LB solido y cloranfenicol (30 ug/ml).

Se utilizé la dilucién 10-° para platear 150 ul (~1000 colonias) en cajas de Petri de 14 cm de
didmetro con medio LB y cloranfenicol y se incubaron a 37°C. En cada escrutinio se utilizaron 5
cajas. Las colonias se transfirieron por capilaridad a membranas de nylon (Hybond-N+, Amersham
Pharmacia Biotech). Estas membranas se incubaron en solucion desnaturalizante (0.5 N NaOH/1.5 M

NaCl) durante 5 minutos y 2 veces en solucion neutralizante (1.5 M NaCl/1 M Tris pH 7.5) durante 3



minutos. Se lavaron con agitacion en 2X SSC (Salt Sodium Citrate) hasta eliminar totalmente los
residuos celulares, las membranas se secaron sobre papel y el DNA se fijo a las membranas con luz
ultravioleta.

Las membranas se prehibridaron a 42°C durante 2 horas con 10 ml de buffer de prehibridacién:
5 ml de formamida, 2.5 ml de 2X SSC, 0.5 ml de soluciéon de Denhardt 100X, 0.040 ml de EDTA 0.25
M pH 8, 0.1 ml de Tris 1 M pH 7.5 1%, 0.1 ml de SDS 10X, 0.250 ml de DNA de esperma de salmén
(10 mg/ml, Sigma-Aldrich) y 1.510 ml de agua estéril. El DNA de esperma de salmén y el agua se
colocaron en bafo Maria por 5 minutos y después se enfriaron en hielo, enseguida se agrego el resto
de los componentes. Después de la prehibridacion, se agregd la sonda marcada radioactivamente,
previamente desnaturalizada y las membranas se incubaron a 42°C durante 12 horas en un buffer de
hibridacion con la misma composicion que el buffer para prehibridar pero sin DNA de esperma de
salmén.

Después de hibridar, se hizo un lavado de 30 minutos a temperatura ambiente con una solucion
de SSC 2X y SDS 0.1%, seguido de 2 lavados de 30 minutos a 50°C con una solucion SSC 0.1X y
SDS 0.1%, finalmente, las membranas se lavaron durante 10 minutos a 50°C en SSC 0.1X.

Las membranas marcadas se expusieron a una pelicula Kodak X-Omat a -70°C.durante 24 horas
antes de ser reveladas. A las clonas positivas de cada escrutinio se les extrajo el DNA plasmidico y se

secuenciaron utilizando el oligonucleétido M13fwd del vector pDNR-Lib.

NORTHERN BLOT

Se extrajo el RNA total del micelio de P. sanguineus crecido durante 5 en medio mineral liquido
con paja al 2% con el reactivo de Trizol (Invitrogen). Se separaron aproximadamente 30 ug de RNA
total en geles de agarosa al 1.2% en presencia de formaldehido (2.2% final). Se hicieron dos lavados
de los geles de 30 minutos cada uno utilizando SSC 10X (NaCl 1.5M, citrato de sodio 150 mM).

Posteriormente el RNA fue transferido por capilaridad a membranas de nylon (Hybond-NT,
Amersham Pharmacia Biotech). EI RNA se fijo a las membranas con luz ultravioleta antes de tefiirse
con azul de metileno 0.03% (BioRad) en acetato de sodio 0.5M pH 5.2 para verificar la transferencia
realizada. Se utilizo el marcador de peso molecular RiboRuler High Range RNA Ladder (Fermentas).

Las membranas se prehibridaron, hibridaron y lavaron bajo las mismas condiciones utilizadas en
el escrutinio de la biblioteca de cDNA. Para la hibridacion se utilizaron las sondas homdlogas para
exoglucanasas y endoglucanasas obtenidas con los oligonucledtidos VOL1-VOL1 y Endopolfwd-
Endopolrev, respectivamente. Las membranas marcadas se expusieron a una pelicula Kodak X-Omat

a -70°C.durante 8 dias antes de ser reveladas.



RESULTADOS

OBTENCION DE SONDAS HOMOLOGAS DE CELULASAS

El resultado de la secuenciacion mostré que la banda de ~150 pb amplificada con los
oligonucledtidos VOL1-VOL2 corresponde a una region de 137 pb cuya secuencia: 5°-
GGTTATTGTGATAGGCAGTGCCCGCACGACATCAAGTTCATTAACGGCGAGGCCAACATCCTCGGGTGGGCT
CCCTCCTCGAGCGACCCCAACGCTGGTACTGGCCAATACGGTACCTGCTGCACAGAGATGGACAT-3”
analizada con el programa BLASTx (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) mostré que tiene identidad con
exoglucanasas de hongos basidiomicetos como Polyporus arcularius (85%) Schizophyllum commune
(80%), Irpex lacteus (80%) Volvariella volvacea (76%), entre otras secuencias.

De las bandas amplificadas en la reaccidon de PCR utilizando el par de oligonucledtidos
Endopolfwd-Endopolrev, la secuencia de la banda de 202 pb: 5°-
ATGAATGAGCCACACGAGACTCCCTGCCTACGTCCGCGAGATGAAGAAGTACCACCTCGCACATCACTACAAG
AACTTCGACCTTGGCTTCGGAGTGACGAGCAAGATCTGGGACTACGTGTTCAACACCGTCCTGGTCGTTTGA
GGCTCAGAGGGTTGTTGTGACCTCCCTTGCCCGCGCCGTCCACAAATACCTAGACAA-3 "presentd identidad
del 92% con la secuencia de la endoglucanasa cel4 del hongo basidiomiceto Polyporus arcularius.

En las pruebas de PCR con el resto de los pares de oligonucledtidos no fue posible amplificar una

banda que correspondiera a secuencias de celulasas.

CLONAS DE CELULASAS OBTENIDAS EN EL ESCRUTINIO DE LA BIBLIOTECA DE CDNA

Las sondas homologas fueron marcadas radioactivamente y se utilizaron en el escrutinio de la
biblioteca de cDNA de P. sanguineus, lo que permitid la identificacion de una clona de exoglucanasa

(EXO19) de 429 pb y otra de endoglucanasa (EXO6) de 270 pb. Estas clonas se secuenciaron:

EXO19 (5°-3")

ATGTCCATCGAGGCCAACAAGGTTTACAAGATCACGAACGCCAAGGGCGGCACCGTCCTCGACCTTTCTGGCGGCCAGGA

CGGCTCGCCTATCACTGGATACCAGTGGCACAGCGGCGCAAACCAGAGGTGGCAACTTGAGCAGCACGGAGACGTGTACC
GCTTCAAGAACGCCGCAACTGGGCTCTTCATCAGCGTCGATGGCGAGCCCAAAAACTTCGCACCCATCATTGCGTCCAGCA
AGTGGGCAGACTTCGAGATCAGGCCCGACAGCAAGGATCCCTCGACGTTCAGGGTGTTCCTCAAGGGCACGAACTTCGTT

CCGGACTTGAGCGACCACGGCAACCCCAACCCGGGTACGCCTGTCACCCTCTGGGAGAGCTGGGAGGGCGGTAGCAACCA
GACCTGGAGGTTCGAGGAGGCTGCGTAG

ENDO6 (5°-3")

ATGCGAGAAGATGGTCGGAGGCGAGGACGAGGAGCCCATCCCGATGTGGCTTGCGGCTATCCAGGAGGAGAGCTACTGA
TGAGGCTACCGCCTTCGCTGGGCCCGGCAAAAGTAACGTCATCCAGCATTGATTCCTGTTTCGATTCACGCATTGGGCTTG
TGCACGAACTATTTCACTCTCCACTCGCAATTTCAGCGAGGTTGGTACATACCTGNTTGTGGTCGTCTAGGATTGATGATA
CTGCAANCTTGTTTGATTCCGGTGGCTGA



De acuerdo al tamaio reportado de endoglucanasas (22-45 kDa) y exoglucanasas (50-65 kDa)
de basidiomicetos se considerd la posibilidad de que las clonas EXO19 y ENDO6 estuvieran
incompletas. Si asi fuera, esto indicaria que algunos de los mMRNA que se clonaron durante la
construccion de la biblioteca de cDNA estaban incompletos, por esta razén se hizo un northern blot
para evaluar el tamafo de los mensajeros. Es posible que durante la construccion de la biblioteca, en
el fraccionamiento por tamano del cDNA se hayan seleccionado insertos de bajo peso molecular y
clonado preferentemente sobre los insertos mas grandes, esto no implica que solamente se clonaran
mRNAs pequefios ya que de esta misma biblioteca de cDNA de P. sanguineus se ha clonado el gen

completo de una lacasa de 1600 pb aproximadamente (Vite, 2009).

NORTHERN BLOT

El tamafio del mRNA correspondiente a la exoglucanasa (EX019) y endoglucanasa (ENDO6) de
P. sanguineus es de 1500 y 2000 bases, respectivamente (Figura 37). Esto permite corroborar que la
secuencia de las clonas de la biblioteca de cDNA seleccionadas en el escrutinio estan incompletas por
lo que es necesario obtener la secuencia integra para su posterior subclonacion en vectores de

expresion en levadura.

Exo19 Endoé

= 2000
1500 = _

Figura 37. Ensayo tipo northern blot utilizando sondas de
endo y exoglucanasas. Se utilizb el RNA extraido de micelio de ~.
sanguineus crecido en medio mineral con paja de trigo 2% durante 5
dias. El tamafio del mRNA que codifica para la exoglucanasa y la
endoglucanasa es de 1500 y 2000 pb, respectivamente.

DISCUSION

Los hongos poseen enzimas que se encargan de la degradacion de la celulosa: las
endoglucanasas y exoglucanasas que liberan celobiosa y celo-oligosacaridos que son procesados
hasta unidades de glucosa por las B-glucosidasas (Baldrian and Valaskova, 2008).

En este trabajo se hizo un escrutinio de una biblioteca de cDNA de A. sanguineus para clonar
genes de celulasas por hibridacién con sondas homdlogas de exo y endoglucanasas, permitiendo la
identificacion de dos clonas: EXO19 y ENDOS.



El tamafo de la secuencia de estas clonas sugiere que se trata de clonas incompletas debido a
que el tamafio reportado de los genes de celulasas es superior a los 1000 pb (Ding et al., 2001).

Ademas el ensayo northern blot muestra que el tamaiio de los MRNAs de la exo y endoglucanasa
es mucho mayor que el tamafio de las clonas de la biblioteca de cDNA. Por esta razdn se vuelve
indispensable lograr la identificacion y clonacion de la secuencia completa de cada enzima ya que se
espera que las celulasas de un hongo basidiomiceto sean mejores que las de hongos ascomicetos,
debido a que degradan todos los componentes de la madera (lignina, celulosa y hemicelulosa) hasta

agua y oxigeno.
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