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RESUMEN

En la actualidad, la creciente demanda energética lleva a la blisqueda de nuevas y novedosas
fuentes de combustibles amigables con el medio ambiente, entre los que surge el bioetanol.
Este biocombustible puede ser obtenido a partir de biomasas ricas en sacarosa, en almidon,
o biomasa lignocelulésica. La biomasa lignoceluldsica, como son los residuos agricolas y
forestales, esta compuesta de tres unidades estructurales principales: lignina, celulosa y
hemicelulosa. Actualmente la biomasa lignoceluldsica es un compuesto co-generado como
un desecho de las industrias forestal y agraria, el cual dado que no representa una fuente
alimenticia, generalmente es incinerado obteniendo bajos niveles energéticos. Aunque esta
biomasa es altamente recalcitrante, la celulosa y la hemicelulosa estan compuestas
principalmente por azucares fermentables. Uno de los desafios que enfrenta su aplicacion es
la obtencién de microorganismos capaces de hidrolizar y fermentar todos los azlcares que

componen dicha biomasa.

A la fecha no existen organismos que naturalmente sean capaces de degradar la biomasa
lignoceluldsica y fermentar los azucares liberados a etanol. En este trabajo, se propone
complementar una cepa de Saccharomyces cerevisiae especializada en la producciéon de
etanol con genes que codifican para enzimas celuloliticas (endoglucanasas, celobiohidrolasas
y/o beta-glucosidasas) con el fin de obtener una cepa de levadura capaz de llevar a cabo la
sacarificaciéon y fermentacidon de azlcares para la produccion de bioetanol usando biomasa

lignoceluldsica de origen nacional.

Se ensaya el clonado de fragmentos sintetizados in vitro que codifican para dichas enzimas,
marcadas con el epitope FLAG en el vector pBluescript Il SK (+). Se lleva a cabo la purificacién
del ADN plasmidico y ensayos de restriccién para confirmar la presencia de los genes que
codifican para las enzimas de interés en los mismos. Sin embargo, el producto de clonado
obtenido es una contaminacién proveniente de una secuencia de insercion de la familia 1S4,
subgrupo 1S10. Dicha caracterizacidon es realizada gracias al andlisis bioinformatico del
producto de clonado que es mandado a secuenciar. Se cree que esto es consecuencia de una

contaminacién en la cepa bacteriana utilizada (Escherichia coli DH5a).

Ensayos de expresidon de proteinas en levaduras transformadas con genes celuloliticos
tampoco arrojan resultados positivos. Se analiza la expresion de dichas proteinas en el
extracto celular, no pudiéndose evidenciar expresion diferencial en las distintas cepas. Este
resultado se adjudica a la posible expresidon de las proteinas al medio extracelular, dado que

las mismas presentan un péptido senal para dicha funcién.

A futuro se pretende alcanzar el objetivo de complementar una cepa de S. cerevisiae con
genes que codifiquen para enzimas celuloliticas (para lo cual los experimentos de

transformacién deben ser realizados con huéspedes sin contaminaciones gendmicas


https://www.addgene.org/vector-database/1952/

provenientes de transposones); realizar ensayos de Western Blot, utilizando anticuerpos anti-
FLAG; y andlisis de actividad enzimatica en medios sintéticos con sustratos especificos para la

identificacion de celulasas.



1. INTRODUCCION

La demanda energética ha aumentado desde 302EJ/afio en 1980 a 491 EJ/afio en 2006, y se
espera que se duplique para el afio 2050. Se ha anticipado que la reserva de combustibles
fosiles resultard agotada en los proximos 40 a 50 anos dada la creciente demanda energética.
Ademas, los combustibles fdésiles dan lugar a la emisidon de gases de efecto invernadero,
contribuyendo al calentamiento global y dan lugar a la emisidn de éxido de sulfuro el cual no
solo es carcinogénico sino que contribuye a la lluvia acida [1]. Esto lleva a la busqueda de
nuevas y novedosas fuentes de combustibles amigables con el medio ambiente, entre las que
surge el bioetanol. En la actualidad muchos paises, como es el caso China, Brasil, paises de la
Union Europea (UE) y particularmente Estados Unidos (EEUU), han incrementado su
produccién de bioetanol (ver Figura 1.1). Los biocombustibles, como es el caso del bioetanol,
se definen como productos quimicos ricos en energia generados a partir de procesos

bioldgicos o que derivan de la conversidn quimica de biomasa [2].

16000 - (b)

Ethanol production (million
gallon:

....................................

Figura 1.1. Produccidn de etanol por parte de los Estados Unidos en el periodo 1980-2015. Tomado
de [3].

1.1. Bioetanol de primera generacion

Para la sintesis de bioetanol, la materia prima de la cual se parte es hidrolizada en azucares
simples, los cuales posteriormente son fermentados a alcohol. La materia prima actualmente
utilizada para llevar a cabo este proceso es el maiz (EEUU y China), cafia de azucar (Brasil),
trigo y remolacha azucarera (Unién Europea) [4]. Si bien este es un proceso muy eficiente,
presenta la desventaja de partir de materia prima que constituye una fuente alimenticia y su

plantacion con fines energéticos compite por la utilizacidn del suelo.



1.2. Bioetanol de segunda generacion

Otra alternativa actualmente abordada es la utilizacién de desechos agronémicos (rastrojo de
maiz, paja y bagazo de cafia de azlcar); forestales (biomasa lefiosa como ramas y follaje) y
municipales (desechos de comida, yerba) para la produccién de bioetanol [5], compuestos
principalmente por lignocelulosa. Esta es una propuesta muy atractiva dado que la biomasa

lignocelulésica es la de mayor abundancia en la Tierra.

La disposicién y composicion de lignocelulosa dependera de las condiciones climaticas de
cada regién [6]. Esto plantea el desafio de tener que desarrollar un sistema de tratamiento
de la biomasa lignoceluldsica que pueda abarcar la enorme heterogeneidad de sustratos sin
comprometer el rendimiento. El proceso de conversion de la biomasa involucra cinco etapas
principales: la correcta eleccidén de la biomasa, su efectivo pretratamiento, la hidrdlisis por
parte de enzimas como son las celulasas y las hemicelulasas, la fermentacién de los azlcares

resultantes de dicha sacarificacién y el posterior procesamiento del producto obtenido.

1.3. Bioetanol de tercera generacion

Muchos biocombustibles de segunda generacién requieren de grandes areas de suelo
humedo para su produccioén [7]. Para superar este inconveniente surgen los biocombustibles
de tercera generacion, definidos como aquellos producidos a partir de organismos acudticos
(generalmente algas) [8]. Presentan una rapida tasa de crecimiento, la capacidad de fijacién
de gases de efecto invernadero y una alta capacidad de produccién de lipidos [9]. Ademas,
no compiten con los alimentos, y se pueden desarrollar en tierra no cultivable y agua salina.
Actualmente se encuentra en estudio el acoplamiento del cultivo de microalgas para la
produccién de biocombustibles con el tratamiento de aguas residuales de manera de producir

energia a la vez que se da la bioremediacidn del ambiente [9].

1.4. Estructura de la lignocelulosa

La lignocelulosa que da lugar a los biocombustibles de segunda generacién presenta una
composicion tipica de celulosa en un 30-45%, hemicelulosa en un 15-30% vy lignina en un 12
a 25% [6]. La celulosa, la hemicelulosa y la lignina forman estructuras llamadas microfibrillas,
gue se organizan en macrofibrillas que median la estabilidad estructural en la pared celular
de la planta. La celulosa compone la region central de la microfibrilla, encontrandose envuelta

por la hemicelulosa y ésta a su vez por la lignina (ver Figura 1.2).
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Figura 1.2. Estructura de la lignocelulosa, compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina
organizadas en forma concéntrica. Tomado de [10].

1.1.1. Celulosa

La celulosa es un homopolimero lineal de 5-D-glucopiranosa unidos por enlaces glucosidicos
B-(1-4) [11], donde cada cadena de glucano puede alcanzar una longitud de hasta 25.000
residuos [12]. Estas cadenas lineales se superponen interactuando mediante fuerzas de Van
der Waals, dando lugar a las fibras de celulosa. Las moléculas en las fibras de celulosa
cristalina se encuentran tan estrechamente empaquetadas que a través de las mismas no
pueden permear las moléculas de agua [13]. Si bien la celulosa se caracteriza por presentar
una estructura cristalina, se han encontrado regiones amorfas en las microfibras. La relacién
cristalinidad/regiones amorfas, depende de la fuente de la celulosa; siendo aquellas regiones

amorfas mds susceptibles a la biodegradacion.

(a)

(b)

Cellulose
microfibril

Figura 1.3. Estructura de la celulosa. (a) Estructura de la celobiosa, dimero formado por la unién
B —(1,4) de dos glucosas rotadas 1802 una respecto a la otra mediante enlace glucosidico. Las
unidades de celobiosa forman largas cadenas con estructura de cinta plana, mantenida por los enlaces



de hidrégeno entre O3 —H/ Os y 0, — H/ O (lineas rojas punteadas). A su vez estas cadenas se
disponen en paralelo mediante enlaces de hidrégeno entre Og — H/ O3 formando laminas (b) Cada
una de las laminas formadas por enlaces de hidrégeno complejos se apilan unas sobre otras por
fuerzas de van der Waals (lineas amarillas). Tomado de [14].

1.1.2. Hemicelulosa

La hemicelulosa es un heteropolimero compuesto por pentosas, hexosas y acidos urénicos
(dcidos a-D-glucurénico, a-D-4-O-metilgalacturdnico); mayoritariamente xilanos y los

glucomananos [15].

El xilano se compone de unidades de D-xilosa unidas por enlaces glucosidicos f—(1,4),

cuales se encuentran abundantemente sustituidas por arabinosas. Los glucomananos
contienen cadenas laterales de galactosa a—(1,6) ligadas, y las unidades de manosa se pueden
sustituir con grupos acetato [16]. Los polimeros de f-manano se encuentran enlazados por
uniones —(1,4) y pueden presentar residuos de glucosa distribuidos aleatoriamente. El
arabinano comprende una cadena principal L-arabinofuranosilo unidas por enlaces a-(1,5), el
cual se encuentra generalmente sustituido por unidades de galactosa unidas por enlaces -

1,6 y cadenas laterales de L-arabinofuranosilo unidos por enlaces a-(1,3) [16].
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Figura 1.4. Componentes estructurales basicos encontrados en la hemicelulosa y las hemicelulasas
responsables de su degradacion. En la imagen se observa la estructura del xilano (compuesto por
unidades de xilosa); xilobiosa; manobiosa (compuesta por unidades de manosa y glucosa);
glucomananos; arabinanos. Se indican las enzimas responsables de la degradacion de los diferentes
componentes y los enlaces sobre los cuales se da la catalisis enzimatica. Tomado de [16].



1.1.3. Lignina

La lignina por otra parte es un polimero amorfo formado principalmente por tres unidades
fendlicas: el alcohol p-cumdrico, el alcohol coniferilico y el alcohol sinapilico, los cuales
polimerizan en una proporcion que varia entre las diferentes plantas, tejidos de madera y
capas de la pared celular [12] (ver Figura 1.5). Esta estructura altamente hidrofébica hace de
la lignocelulosa una estructura altamente recalcitrante, interfiriendo con el proceso de
hidrélisis de la hemicelulosa y la celulosa. Su une en forma irreversible a enzimas celuloliticas

y bloquea el acceso de las celulasas a su sustrato [13].

Figura 1.5. Estructura de la lignina. Es posible evidenciar si estructura amorfay los diferentes enlaces
entre las unidades de fenilpropano. Tomado de [17].

1.5. Enzimas degradadores de la lignocelulosa

A pesar de ser una estructura altamente recalcitrarte, en la naturaleza existen
microorganismos capaces de producir enzimas con actividad lignoceluldsica. Entre estos
microorganismos encontramos hongos, bacterias y algunos insectos. Los mismos expresan
celulasas, hemicelulasas y lacasas, las cuales degradan eficientemente celulosa, hemicelulosa
y lignina respectivamente. Se expresan ademds expansinas, “swollenins” y “loosenins”, las
cuales generan rupturas en los puentes de hidrégeno que mantienen unidas las fibras de

celulosa entre si 'y con otros polisacaridos.

1.2.1. Celulasas

La hidrdlisis enzimatica de la celulosa involucra la acciéon conjunta de al menos tres tipos de

enzimas:

10



1. endoglucanasas o 1,4-f-D-glucan-4-glucanohidrolasas (EC 3.2.1.4), encargados de la
hidrdlisis de enlaces glicosidicos en las regiones amorfas de la celulosa generando

oligdmeros de cadena larga y extremos no reductores en la cadena de celulosa [18].

2. exoglucanasas, de las cuales hay de dos tipos, las 1,4--D-glucan glucanohidrolasas
(EC 3.2.1.74), conocidas como celodextrinasas y 1,4-3-D-glucan celobiohidrolasas
(comunmente llamadas celobiohidrolasas) (EC 3.2.1.91). Estas enzimas se encargan de
degradar en forma unidireccional la celulosa, tanto a partir de sus extremos
reductores como de sus extremos no reductores, liberando glucosa o celobiosa. Son
capaces de hidrolizar las regiones cristalinas de la celulosa dado que atacan desde los

extremos de la estructura de la fibra de celulosa.

3. [-glucosidasas o b-glucésido glucohidrolasas (EC 3.2.1.21), se encargan de la hidrélisis

de celobiosa a su mondmero constituyente: la glucosa.

Recientemente se ha identificado se ha identificado la presencia de otro tipo de celulasas,
denominadas celulasas oxidativas, las cuales despolimerizan la celulosa por medio de

reacciones de radicales libres [12].

La fuente de celulasas mas comunmente utilizada es Trichoderma reesei, dado que produce
un sistema de celulasa extracelular, estable y eficiente [19]. Sin embargo este sistema de
celulasa es deficiente en su actividad f-glucosidasa, generdndose una hidrdlisis incompleta
de la celobiosa lo cual conduce a una inhibicion por producto de las enzimas. Al momento de
elegir una celulasa para su aplicacién en la industria, se busca que la misma posea una alta
actividad especifica, sea termoestable, selectiva y presente una baja tasa de inhibicién

enzimatica en presencia de glucosa o celobiosa y sinergismo entre las diferentes enzimas [19].
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Figura 1.6. Degradacién enzimatica de la celulosa por parte de enzimas flingicas. Se puede observar
la catdlisis enzimatica de endoglucanasas (EG), S— glucosidasas, celobiohidrolasas (CBH1 y CBH2)
distincién realizada dado que pueden degradar a partir del extremo reductor o no reductor de la
celulosa, médulos de unién a carbohidratos (CBM) y celobiosa deshidrogenasas (CDH). Tomado de
[201].
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Las celulasas presentan una estructura modular, donde uno de los dominios es responsable
de la catdlisis enzimatica mientras que el otro, conocido como mdédulo de unién a
carbohidrato (CBM), aproxima el domino catalitico a su sustrato. Ambos dominios se
encuentran unidos por un péptido con una secuencia rica en los aminodcidos serina, prolina
y treonina, lo suficientemente largo y flexible para permitir la correcta orientacién y

operacion de ambos dominios [19].

1.2.2. Celulosoma

Las celulasas pueden ser secretadas al medio extracelular o pueden encontrarse asociadas en
la superficie celular en una estructura conocida como celulosoma. El celulosoma es un
complejo multienzimatico localizado en la superficie celular, encargado de la degradacién de
la celulosa. Es producido frecuentemente por bacterias anaerobias, aunque se ha reportado
gue algunos hongos anaerobios también son capaces de secretar complejos tipo celulosoma
[21]. Este complejo multienzimatico se compone de una proteina de andamiaje sobre la cual
se anclan cohesinas, las cuales establecen interacciones con las dockerinas. Cada dockerina
en un lado se une a la cohesina y al otro lado a la subunidad enzimatica mediante el dominio
de unidn a carbohidrato [15] (ver Figura 1.7). A su vez, las proteinas de andamiaje poseen sus
propios dominios de unién a carbohidrato, permitiendo una eficiente captacién de los

oligosacaridos presentes en el medio.

Type 1l Dockerin

Type I Cohesin Enzymatic subunits

/—Aﬁ

Bacterial cell % % %%gﬁ g g_.i Type I Dockerin
o Ba
R L L

-«—— Type | Cohesin

T /qnchoring protein CBM
N

J
~

SLH Scaffoldin subunit

Figura 1.7. Esquema del celulosoma bacteriano. La unidon del celulosoma a la pared bacteriana se da
mediante proteinas de anclaje. El celulosoma presenta ademas maédulos de unién a carbohidratos
(CBM) que permiten la unidn del celulosoma al sustrato glucosidico. Las subunidades enzimaticas se
unen a las cohesinas mediante dockerinas. Tomado de [12].

La arquitectura del celulosoma proporciona multiples ventajas: una adhesién directa y
especifica al sustrato de interés, permitiendo una competencia eficiente con otros
microorganismos; y la proximidad de la célula a la celulosa asegura una captacién celular
eficiente de los oligosacdridos solubles, evitando su difusidn en el espacio extracelular [16].

Desde el punto de vista enzimatico, los celulosomas permiten una actividad concertada

12



6ptima y el sinergismo de las celulasas, permite una éptima pocesividad a lo largo de la fibra

de celulosa y evita la competencia de las celulasas por el sitio de adsorcién [17].

1.2.3. Hemicelulasas

La hemicelulosa es un heteropolimero, por lo que su efectiva degradacidn requiere la accién
conjunta de muchas enzimas actuando en forma sinérgica, entre las que encontramos
xilanasas, [-xilosidasas, [-mananasas, [-manosidasas, a-L-arabinofuranosidasa y a-D-
glucuronidasas. Al igual que muchas celulasas, muchas hemicelulasas presentan una
estructura modular, siendo uno de estos dominios un dominio catalitico y el restante puede
resultar tanto un mdédulo de unién a carbohidrato como un mdédulo dockerina que media la
union mediante cohesinas-dockerina bien a la superficie de las células microbianas o a
grandes complejos enzimaticos como el celulosoma. Los mddulos cataliticos de las
hemicelulasas se pueden clasificar en glicosil hidrolasas (GH), capaces de hidrolizar enlaces
glicosidicos; o carbohidrato esterasas (CE), encargados de hidrolizar enlaces éster de grupos

laterales de acetato o acido ferulico [16].

Las xilanasas (EC 3.2.1.8) hidrolizan el enlace (-1,4 de la cadena de xilano, liberando
xilooligdmeros los cuales seran posteriormente hidrolizados a xilosa por [-xilosidasas (EC
3.2.1.37), las cuales constituyen exoglicosidasas. La presencia del acido 4-0O-metil-glucurdnico
y las cadenas laterales de arabinofuranosa dificultan la union de xilanasa e hidrdlisis de xilano
[25]. Hulbert et al. sin embargo, caracterizaron una xilanasa que necesita la sustitucion del
acido 4-O-metil-glucurdnico para el reconocimiento y la escisidon del enlace b-1,4-xilosidico
[26].

Las f-mananasas (EC 3.2.1.78) hidrolizan la hemicelulosa basada en manano, liberando (-
1,4-mananooligdmeros las cuales pueden ser adicionalmente hidrolizadas a manosa
mediante f-manosidasas (EC 3.2.1.25) [16].

Por dltimo, las L-arabinofuranosidasa degradan hemicelulosas que contienen
arabinofuranésidos y a-D-glucuronidasas escinden el enlace a-1,2-glicosidico de la cadena
lateral del 4cido 4-O-metil-glucurdnico que se encuentra en la cadena laterales de los xilanos
[16].

1.6. Pretratamiento de la biomasa

Para que los azlcares de la celulosa y de la hemicelulosa estén disponibles para ser
hidrolizados y posteriormente fermentados, la lignocelulosa debe sufrir un pretratamiento.
El mismo tiene como objetivo general el separar los distintos componentes de la lignocelulosa
[27]. Particularmente se busca un aumento de la superficie de contacto y porosidad de la

celulosa y una disminucién de su cristalinidad, asi como una disminucion de la lignina y de las
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hemicelulosas [6]. Existen distintos pretratamientos de la biomasa, entre los que se enlistan
los fisicos, quimicos, fisicoquimicos y bioldgicos. La eleccion del pretratamiento 6ptimo

dependerda de la materia prima a utilizar, del costo econdmico y de su impacto ambiental.

Durante el pretratamiento se intenta prevenir la degradacién completa de la lignina, ya que
esto conduce a la formacion de dos grupos de inhibidores de la fermentacidn: los furanos
como el furfural y el 5-hidroximetilfurfural, y los derivados de fenoles como es el caso de los

acidos vanilicos y el acido trans-p-cumarico [28].

Se considera un pretratamiento efectivo a aquel que a) da lugar a una fibra de celulosa
reactiva al ataque enzimatico; b) preserva la fraccion de hemicelulosa y celulosa; c) no genera
inhibidores enzimaticos o de microorganismos fermentadores debido a productos de
degradacion; d) resulta en una alta concentracién de sélidos y una alta concentracién de
azucares liberados en la fraccién liquida; e) requiere un aporte energético bajo y posee un
costo de materiales para la construccion de los reactores de pretratamiento bajo; f) consume
poco o ningun producto quimico y g) produce pocos residuos [29],[30]. La efectividad de un

pretratamiento dependerd, entre otras cosas, de la biomasa a la cual se aplique.

1.3.1. Meétodos fisicos

Los métodos fisicos tienen como principal objetivo la reduccion de tamafio de las particulas
de lignocelulosa y un aumento en la relacién area/volumen. Como pretratamientos fisicos se
clasifican la sonificacién, microondas, molienda y astillado. Estos métodos son costosos, por

lo que es poco probable que sean usados a escala industrial [13].

1.3.2. Métodos quimicos

Dentro de los pretratamientos quimicos, el mds ampliamente difundido es el uso de 4acido
sulfurico, el cual puede realizarse con alta temperatura (1802C) por cortos periodos de tiempo
(5 min), o a temperatura mas baja (1202C) durante 30-90 min [31].Este tiene la capacidad de
hidrolizar la hemicelulosa a azlcares simples [32]. La principal desventaja de este
pretratamiento es la producciéon de compuestos secundarios como el hidroximetilfurfural
(HMF) que resultan téxicos para los microorganismos [33]. Ademas, el tratamiento acido

genera corrosion en los reactores.

Por otra parte, encontramos los tratamientos con alcali, los cuales involucran el uso de
hidroxidos de sodio, potasio, calcio y de amonio. Los mismos son llevados a cabo a menores
presiones y temperaturas que los pretratamientos acidos. Requiere de un paso de
neutralizacidon antes de la hidrdlisis enzimatica para eliminar la lignina y los inhibidores
formados [13]. Causan la degradacién de la lignina y el hinchamiento y la descristalizacion
parcial de la celulosa [34], [35], [36].
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Concluimos por tanto que el pretratamiento con acido (que permite la eliminacién de
hemicelulosa) seguido de pretratamiento con alcali (permitiendo la eliminaciéon de lignina) da

como resultado celulosa de alta pureza.

Recientemente una nueva clase de solvente ha atraido mucha atencién debido a su capacidad
de disolver la lignina y los carbohidratos en forma simultdnea: los liquidos iénicos o solventes
verdes. Son térmicamente estables, amigables con el medio ambiente, reciclables y tienen
baja volatilidad [37]. Consisten en una sal donde uno o ambos iones son grandes, y el catién
tiene un bajo grado de simetria [38] (ver Figura 1.8). Estos factores tienden a reducir la energia
reticular de la forma cristalina de la sal, y por lo tanto reducir el punto de fusién, haciendo del
solvente verde un compuesto liquido a temperatura ambiente. El modo de accién de este
solvente es mediante la disrupcion de los enlaces entre celulosa, hemicelulosa y lignina,
disolviendo estos compuestos sin la formacién de inhibidores [39]. Sin embargo, a pesar de
gue este pretratamiento es menos costoso energéticamente, mas facil de operar y mas
amigable con el medio ambiente, todavia hay muchos obstaculos a superar antes de que sea
utilizado a escala industrial [40], [41]. El costo de los liquidos idnicos es elevado, todavia se
desconocen sus caracteristicas toxicoldgicas y se desconoce sus requerimientos de

regeneracion.
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Figura 1.8. Ejemplos de liquidos ionicos simples a temperatura ambiente. Tomado de [38].

1.3.3. Métodos fisicoquimicos

Esta categoria comprende métodos que combinan un efecto tanto fisico como quimico. Este
es el caso de la explosidon de vapor, explosion de fibras de amonio, pretratamiento por agua

caliente liquida, entre muchos otros.

Dentro de los métodos fisicoquimicos, el mas comunmente utilizado es el conocido como
explosion de vapor. Este método se basa en la aplicacién de vapor saturado a alta presion, y
luego esta presion es rapidamente disminuida (causando una descompresion explosiva de los
materiales). Esto genera la hidrdlisis de la hemicelulosa y la transformacion de la lignina,
aumentando asi la capacidad de hidrdlisis de la celulosa. Tipicamente se aplica una
temperatura de 160-2602C durante unos segundos a varios minutos, y posteriormente se
expone subitamente el material a condiciones ambiente. Este brusco descenso de la presion
dentro del reactor hace que las fibras se abran, rompiendo los enlaces inter e intra

moleculares [42]. En algunos casos se genera un descenso del pH debido a la liberacién de
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acidos organicos. De no ser asi se puede adicionar acido en forma extrinseca, lo cual favorece
la hidrdlisis y el posterior tratamiento enzimatico [39]. El método de explosidn de vapor ha
sido aplicado a escala industrial en las plantas de Masonite [43]. A su vez, el Laboratorio
Tecnolégico del Uruguay (LATU) también cuenta con un equipo piloto capaz de llevar a cabo

el tratamiento de explosién de vapor.

En el pretratamiento de explosion de fibras de amonio (AFEX, ammonia fiber explosion), la
biomasa lignoceluldsica es expuesta a amoniaco liquido a una alta temperatura y presion por
un periodo de tiempo, y luego esta presién es disminuida subitamente. En un proceso de AFEX
tipico, se agrega 1-2kg de amoniaco liquido/kg de biomasa seca, el cual se deja actuando a
909C por alrededor de media hora [13]. Este tratamiento resulta en una descristalizacion de
la celulosa y una despolimerizacién parcial de la hemicelulosa. Ademas genera una disrupcion
estructural que aumenta la superficie de contacto con el medio [44], [45]. Al igual que muchos
pretratamientos alcalinos, no resulta muy eficiente si el porcentaje de lignina en la biomasa
es relativamente alto como sucede en maderas [46]. Una de las grandes ventajas de este
pretratamiento es que el amoniaco liquido puede ser recuperado y reutilizado. De no
reutilizarse, el amoniaco debe ser tratado con precaucién para evitar la contaminacién del

medio ambiente [29].

El pretratamiento de agua caliente liquida (LHW, liquid-hot water) por otra parte, utiliza altas
presiones para mantener el agua en su estado liquido a altas temperaturas. Se ha reportado
que LHW mejora la digestibilidad de la celulosa, la extraccion de azlcares y la recuperacion
de pentosas [47]. Sumado a esto, durante el proceso no se generan compuestos inhibitorios
y no es necesaria la reduccién de tamano de la biomasa dado que las particulas se disgregan
durante el pretratamiento. Todo esto hace del mismo un prometedor candidato para

trasladar a gran escala.

1.3.4. Métodos bioldgicos

Los pretratamientos biolégicos pueden ser llevados a cabo utilizando microorganismos o un
cocktail enzimatico (lacasas y peroxidasas). El objetivo de estos pretratamientos es la
degradacion de la lignina y la hemicelulosa, permaneciendo intacta la celulosa. Estos
pretratamientos resultan técnicas prometedoras ya que no presentan requerimientos
guimicos, son amigables con el medio ambiente y no es necesario un suministro importante
de energia. Sin embargo, dentro de sus desventajas encontramos que es un pretratamiento
de larga duracidn, tardando de 10 a 14 dias, se debe llevar un cuidadoso control de las
condiciones de crecimiento de los microorganismos y son necesarias grandes superficies para
llevar a cabo este pretratamiento. Ademas, la mayoria de los microorganismos lignoliticos no

solo consumen lignina sino también celulosa y hemicelulosa.
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Pretratamiento

Acido

Alcali

Liguidos idnicos

Explosion de
vapor

AFEX

LHW

Microorganismos

Ventajas

a) Solubilizacién de la hemicelulosa
b} Alto rendimiento de glucosa

a) Remocion de la lignina
) Baja formacion de inhibidores

a) Hidrolisis de la hemicelulosa de la lignina
b} Proceso menos demandante energeticamente

a) Hidrolisis de la hemicelulosa y transformacion
de la lignina
b} Alto rendimiento de glucosa

a) Baja formacion de inhibidores
b) Aumento de la superficie de contacto

a) Mo requiere de catalizadores
b} Mo produce inhibidores

a) Amigables con el medio abiente
b} Mo presentan grandes requerimientos

Desventajas

a) Formacion de inhibidores
b) Corrosion de los reactores

a) Alteracion de la estructura de la lignina
b) Alto costo de los catalizadores alcalinos

a) Costo de los solventes
b) Toxicidad desconocida

a) Generacion de compuestos toxicos
b) Degradacion parcial de la hemicelulosa

a) Reciclaje del amonio
b) Alteracion de la estructura de la lignina
) Su efectividad depende del % lignina

a) Grandes requerimientos energeticos y de agua
b) Masa sclida remanente debe manejarse

a) Larga duracion del proceso
b) Ausencia de microorganismos lignoliticos que
no consuman los azlcares necesarios para la

energeticos o
fermentacion

Figura 1.9. Tabla comparativa de ventajas y desventajas principales de distintos pretratamientos
quimicos, fisicoquimicos y biolégicos tratados. En fondo amarillo se sefialan los pretratamientos
guimicos; con fondo violeta se sefialan los pretratamientos fisicoquimicos; y con fondo celeste se
sefiala un pretratamiento bioldgico.

1.7. Sacarificacion

La sacarificacion es el proceso de conversién de un polisacarido complejo, como es el caso del
almiddn o la celulosa) en sus monosacaridos constituyentes. Este proceso puede ser llevado
a cabo mediante agentes quimicos como es el uso de acido diluido, o agentes enzimaticos.
Las diversas enzimas implicadas en la hidrdlisis de los polisacaridos son obtenidas a nivel
industrial de cepas modificadas genéticamente de microorganismos como Trichoderma reesei
y Aspergullus sp.[48]. En un proceso de sacarificacidon estandar se adicionan 20mg de
enzima/g de celulosa., aunque la carga enzimatica ideal dependera de la biomasa, la carga de
sélidos y del pretratamiento utilizado [49]. Estas enzimas son extremadamente costosas,

encareciendo el costo de un proceso en el que sélo se degrada el 80% de la biomasa.

En la actualidad, se aplican diferentes técnicas con el fin de mejorar la eficiencia de las
celulasas y aumentar los rendimientos de produccion de los microorganismos que secretan
estas enzimas. Las configuraciones industriales que dependen del uso de celulasas libres
pueden resultar desfavorables econdmicamente debido al alto requerimiento, bajo reciclado
y susceptibilidad a la inactivacidn de la enzima. La inmovilizaciéon de enzimas a un soporte las
vuelve robustas y resistentes a un entorno heterogéneo. Ademas, evita la lixiviacion
molecular, permitiendo la reutilizacion de las enzimas, el conveniente manejo de las

preparaciones enzimaticas y la facil recuperacién del producto.
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Otra de las alternativas actualmente utilizadas es el disefio de enzimas. Se buscan enzimas
con mayor actividad y termoestabilidad para que coincida con la éptima temperatura del
proceso [50] a través de mutaciones especificas en su secuencia, basandose en el
conocimiento de la relacion secuencia aminoacidica/actividad enzimatica [51]. Sin embargo
esta relacién no se encuentra del todo dilucidada, siendo muy dificil predecir cémo pequefios
cambios moleculares afectan la funcién deseada [52]. Ademas muchas propiedades
enzimdticas no estdn confinadas a uno o a unos pocos sitios de aminoacidos, sino que
generalmente se distribuyen a lo largo de toda la proteina [53]. Por lo que otra posible
estrategia para abordar este problema es la evolucién dirigida. Para conseguir el rendimiento
maximo del producto, las actividades enzimaticas de los componentes de la via deben ser
optimizadas y los niveles de expresion de varios genes de una via metabdlica necesitan ser
regulados [54]. En este sentido, la estrategia de evolucién dirigida ha demostrado ser eficaz

para hacer frente a estos desafios.

A su vez, Alper et al. demostraron que en lugar de modificar genéticamente las proteinas, los
promotores pueden ser disefiados por medio de la evolucién dirigida para lograr el nivel de

expresion preciso y la regulacién del control genético [55].

1.8. Fermentacion

Una vez liberados los azucares simples gracias al pretratamiento y la sacarificacién, la biomasa
lignoceluldsica se encuentra en condiciones de ser fermentada para dar lugar a la produccién
de bioetanol. A pesar de ser el producto deseado, el etanol es un inhibidor del proceso de
fermentacion, interfiriendo con la membrana celular [56]. En los microorganismos
respiratorios, esta inhibicion es lineal con respecto a la concentracion, pero en los anaerobios,
la inhibicién esta exponencialmente correlacionada [57]. Esta inhibicion es menor cuando el
etanol es agregado externamente en relacién a cuando se produce por la propia fermentacién
del organismo debido a su mayor concentracion dentro de la célula durante la fermentacion
[58].

El microorganismo mas utilizado para la obtencién de etanol, tanto para la industria del vino
y cerveza como para la industria de los biocombustibles es Saccharomyces cerevisiae, el cual
presenta una temperatura éptima de crecimiento de 302C y una alta tolerancia al etanol
(hasta 10% v/v) e inhibidores quimicos [59]. Este microorganismo es capaz de fermentar
hexosas en condiciones anaerobias y a valores de pH=4, produciendo un rendimiento de
etanol de hasta 12-17% m/v [60]. Sin embargo, la degradacién de la hemicelulosa da lugar a
la liberacion de grandes cantidades de xilosa, la cual no puede ser metabolizada por S.

cerevisiae [61]. Por lo que para que todos los azucares presentes en la lignocelulosa puedan
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ser metabolizados, es necesario la utilizacién de cepas de S. cerevisiage modificadas

genéticamente.

También es posible la utilizacion de otros microorganismos como Escherichia coli, una
bacteria mesdfila, gram negativa, que tiene la capacidad de utilizar tanto pentosas como
hexosas en la fermentacién, aunque si azlUcares como glucosa, sacarosa o fructosa se
encuentran presentes se reprime la expresion de las enzimas necesarias para la utilizacién de
xilosa, arabinosa, maltosa y lactosa. Ademas E. coli presenta un genoma sumamente plastico,
siendo muy sencilla su modificacidon genética. Sin embargo presenta una tolerancia limitada
al etanol y a los inhibidores, y posee un estrecho rango de crecimiento de pH y temperatura

[60], limitando las condiciones de fermentacion.

Zymomonas mobilis también es una bacteria gram negativa, cuyo rendimiento de etanol es
de un 97%, incluso superior al de Saccharomyces cerevisiae. Presenta ademas una alta
tolerancia al etanol (hasta 14% v/v) y una alta productividad del etanol (cinco veces mas que
la productividad volumétrica de S. cerevisiae). Entre sus desventajas se enlistan la incapacidad
de fermentar la xilosa, la baja tolerancia a los inhibidores y que su dptimo crecimiento se da
a pH neutro, cuando el proceso de fermentacidon es llevado a cabo a pH acido debido a la
liberacion de acidos durante el pretratamiento [60]. Ingram et al. describen una metodologia
para el mejoramiento de E. coli mediante la incorporacién de la via de produccion de etanol
de Z. mobilis [62], [63].

Entre otras posibles levaduras capaces de llevar a cabo la fermentacion encontramos a Pichia
stipitis, una levadura anaerdbica facultativa. La misma presenta un rendimiento de etanol del
82% y es capaz de fermentar la mayoria de los azlucares de material celulésico incluyendo
glucosa, galactosa y celobiosa. Este microorganismo tiene la desventaja de ser intolerante al
etanol en una concentracion por encima de 40 g / L, no fermenta la xilosa a pH bajo, requiere
condiciones micro-aerdfilas para alcanzar el maximo rendimiento y reasimila el etanol

formado.

Otra estrategia es la utilizacion de bacterias termdfilas, como lo son Clostridium
thermocellum, Thermoanaerobacterium saccharolyticum y Thermoanaerobacter ethanolicus.
Estas bacterias anaerobias tienen la ventaja de presentar un maximo de crecimiento a
temperaturas cercanas a los 70°C, lo cual las hace de gran utilidad para su uso en el
Bioproceso consolidado. Si bien tienen la capacidad de fermentar una amplia variedad de

azucares, no son tolerantes a antas concentraciones de etanol.
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1.9. Tipos de procesos industriales

1.6.1. Hidrolisis y Fermentacion por Separado

El proceso mas utilizado para la produccion de biocombustibles es conocido como Hidrdlisis
y Fermentacion por Separado (SHF por su sigla en inglés), donde la hidrdlisis y la fermentacion
son llevadas a cabo en reactores diferentes [64]. Esta configuracién permite que tanto la
sacarificacion como la fermentacién se lleven a cabo en condiciones dptimas. Sin embargo,
tiene la desventaja de que las enzimas celuloliticas se ven inhibidas por su producto final,
disminuyendo la velocidad de hidrdlisis a medida que se acumulan azlcares simples producto

de la sacarificacion [65].

1.6.2. Sacarificacion y Fermentacidn Simultanea

Otra de las tecnologias para la conversidn de biomasa es la Sacarificacion y Fermentacién
Simultanea (SSF), en donde ambas etapas son llevadas a cabo en el mismo reactor. A
diferencia de la SHF, no se observa una inhibicién de las enzimas celuloliticas por sus
productos ya que estos son fermentados a medida que se producen e implica una inversion
menor dado que solo se requiere un reactor para que se lleve a cabo el proceso. A pesar de
estas ventajas cabe recordar que la sacarificacién y la fermentacion son procesos llevados a
cabo en condiciones dptimas diferentes, e implica un compromiso entre ambos procesos,
aungue en algunos casos se han reportado mayores rendimientos de etanol bajo esta
configuracion [66].

La hidrdlisis enzimatica suele darse a 509C, temperatura Optima de las enzimas
implicadas. Por otra parte, la fermentacidn se realiza a temperaturas entre 37 y 42°C,
dependiendo de la cepa utilizada [39].

1.6.3. Sacarificacion y Co-Fermentacion

La Sacarificacidon y Co-Fermentacién (SSCF) se basa en la sacarificacion y fermentacion de la
fraccion solida hidrolizada rica en glucosa en el mismo reactor que se fermenta la fraccion
liguida obtenida luego del pretratamiento rica en xilosa [39]. Este proceso ha sido reconocido
como una de las opciones mas convenientes para la produccion de etanol a partir de biomasa
lignoceluldsica rica en xilosa [13] haciendo del mismo un proceso de suma importancia, dado
que la falta de utilizacién de los azucares derivados de la hemicelulosa es el mayor

impedimento para la produccion de los biocombustibles lignoceluldsicos.

1.6.4. Bioproceso Consolidado

Una ultima alternativa es el Bioproceso Consolidado (CBP). Aqui el proceso no sélo es llevado

a cabo en un Unico reactor, sino que un Unico microorganismo debe ser capaz de llevar a cabo
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tanto la sacarificacion como la fermentacién de la biomasa [66]. Sin embargo, un
microorganismo natural con capacidad celulolitica y que sea capaz de llevar a cabo la
fermentacion de los azucares resultantes todavia no ha sido descrito. Estos microorganismos
pueden buscarse en ambientes donde se lleve a cabo la degradacién de la biomasa celuldsica,
como es el rumen bovino. También el desarrollo de microorganismos modificados
genéticamente es una alternativa atractiva para el desarrollo de este proceso. Una
aproximacion de esto es la integracidon de enzimas capaces de conferir el fenotipo celulolitico

a microorganismos fermentadores.

En este trabajo se plantea un abordaje de biologia molecular, clonando genes de enzimas
celuloliticas para complementar una cepa de S. cerevisiae, logrando obtener una cepa de
levadura capaz de llevar a cabo la sacarificacion y fermentacion de azucares para la

produccién de bioetanol usando biomasa lignocelulésica.
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Figura 1.10. Esquema de los distintos bioprocesos disponibles para la conversion de la biomasa
lignocelulésica. SHF: Hidrélisis y Fermentacion por Separado; SSF: Sacarificacién y Fermentacién
Simultdnea; SSCF: Sacarificacién y Co-Fermentacién; CBP: Bioproceso Consolidado. Las flechas
continuas indican el pasaje de un reactor al siguiente, las flechas discontinuas la sucesién entre
distintas etapas dentro de un mismo reactor.

1.10. Ciclo de vida del alcohol lignocelulésico

Los analisis de ciclo de vida (LCA por su sigla en inglés: Life Cycle Assessment) permiten
analizar y comparar cuantitativamente los impactos ambientales de cada sistema de
generacién de energia basado en biomasa [60]. Estos analisis se basan en estimaciones

cuantitativas de impactos directos (agentes quimicos contaminantes) e indirectos (emisiones
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de gases de efecto invernadero, consumo de combustibles fdsiles, consumo de agua) [67].

Andlisis comparativos muestran que el uso de bioetanol de primera generacién en motores

de combustion interna, genera una reduccidn en el consumo de combustibles fésiles de un

30-50%, dicha reduccion es de hasta un 90% para el caso de la sustitucion por bioetanol de

segunda generacion [68].

2.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipaétesis

Es posible mejorar la produccién de bioetanol a partir de biomasa lignocelulésica, dada la
incorporacion de genes que codifican para enzimas celuloliticas a microorganismos

fermentadores.

2.2. Objetivo general

Otorgarle el fenotipo celulolitico a una cepa de Saccharomyces cerevisiae.
2.3. Objetivos especificos
Clonar genes sintéticos de enzimas celuloliticas en vectores adecuados para su expresion

en S. cerevisiae.

Evidenciar la expresion de dichas enzimas tras la incorporaciéon de las mismas en S.

cerevisiae.
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3. MATERIALES Y METODOS

Se parte de la cepa DH5a de Escherichia coli, la cual se crece en medio LB. La cepa DH5a fue
disefiada como una cepa de clonacidén, a la cual se le realizan multiples mutaciones para
permitir transformaciones de alta eficiencia. Ejemplos de esto son las mutaciones RecAl, una
proteina involucrada en la recombinacién homdloga, donde su mutacién impide Ia
incorporacion del pldsmido en el genoma; y endA1l que reduce la recombinacién homodloga
para un inserto mas estable. En suma, esta cepa posee un buen rendimiento de plasmidos,

insertos estables y puede albergar plasmidos de gran tamafio.

3.1. Obtencidn del vector de clonado pBSK

El vector pBluescript Il SK (+) (pBSK) se encuentra en una cepa de E. coli almacenada a -80 °C.
Para su obtencion se toma con un ansa de las células almacenadas a -802C, (sin permitir que
las mismas se lleguen a descongelar pues es el estrés térmico podria lisarlas) y se rastrilla una
placa de LB suplementada con ampicilina 50 pg/ml. Se deja crecer durante 16 horas a 37°C.
Una vez crecida esta placa se siembra un cultivo primario a partir de una colonia aislada y se
incuba durante 16 horas a 372C y 200 RPM en un medio liquido de iguales caracteristicas.
Posteriormente se realiza una extraccién del ADN plasmidico a través de la técnica conocida

como miniprep.

3.2. Extracciéon de ADN plasmidico

A partir de una colonia aislada de E. coli DH5a — pBSK se realiza un cultivo primario en 5mL
de LB suplementado con ampicilina 50 pg/ml. Se incuba durante 16 horas a 372Cy 200 RPM.
Posteriormente se centrifugan las células a 5000 RPM durante 90 segundos. Se descarta el
sobrenadante y el pellet bacteriano se resuspende en 200 pL de la solucién A (anexo), una
solucidén isotdnica que impide la degradacion del ADN por accién de las DNAsas. Esto se debe
al agregado del EDTA, el cual quela los iones necesarios para la actividad de estas enzimas
[69]. A esta solucion se le adiciona también 1 uL de RNAsa 0,1 mg/mL para la degradacion del
ARN. Una vez resuspendidas las células se procede a generar la lisis celular y la
desnaturalizacion del ADN a través del agregado de 200 uL de solucion B (anexo). Esta
solucién, compuesta de SDS y NaOH, establece un entorno alcalino para las células,
induciendo su rupturay la desnaturalizacidon del ADN liberado. Se mezcla el tubo porinversiéon
y se esperan 5 minutos. Por ultimo, se agregan 200 puL de la solucién C que causa la
precipitacion de las proteinas y neutraliza el medio alcalino, permitiendo la renaturalizacion

del ADN plasmidico. Se mezcla el tubo por inversién. Esta técnica permite la obtencion
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diferencial del ADN plasmidico basandose en sus diferencias de tamano. El ADN plasmidico
no solo es pequeno, sino que al desnaturalizar se mantiene concatenado por tratarse de ADN
circular. Por lo tanto, al neutralizar la solucidén el pldasmido renaturaliza facilmente mientras
que el ADN gendmico es incapaz de encontrar regiones complementarias entre ambas
hebras, formando precipitados con las proteinas. Esto permite su facil separacion del
pldsmido que se mantiene en solucién. Para llevar a cabo esta separacion se centrifuga
durante 10 minutos a 12.000 g, recuperandose el sobrenadante. Con el objetivo de obtener
ADN plasmidico de alta pureza, es posible agregar un volumen igual de fenol : cloroformo al
sobrenadante obtenido. El eppendorf se centrifuga a 12.000 g por 2 minutos, transfiriéndose
la fase acuosa donde se encuentra el ADN plasmidico en solucién a un tubo estéril. Si bien
este paso es opcional, su omisién puede resultar en ADN resistente al clivaje por enzimas de
restriccion [70]. Posteriormente, se precipita el ADN plasmidico con 600 uL de isopropanal,
se deja 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifuga nuevamente durante 10 minutos
a 12.000 g. Se descarta el sobrenadante y el ADN precipitado se lava para eliminar sales
remanentes con 500 pL de etanol 70% (V/V). Se centrifuga a 12.000 g durante 5 minutos y se
descarta el sobrenadante. El pellet se seca en la estufa, aunque también es posible la
evaporacion del etanol remanente mediante centrifugacion al vacio en SpeedVac. El pellet,
una vez seco, se resuspende en 50 pL de H,O miliQ y se incuba a 609C durante 15 minutos. El
ADN plasmidico obtenido se guarda a -202C.

Paralelamente se realiza la purificacion del vector con el kit comercial PureLink® Quick
Plasmid Miniprep Kits (Invitrogen), también basado en el método de lisis alcalina. Sin
embargo, a diferencia de lo descrito anteriormente, la recuperacién del ADN se da gracias a
una columna de silica. El lisado celular se aplica a la columna, uniéndose selectivamente el
ADN plasmidico. Posteriormente los contaminantes se eliminan con un buffer de lavado
mientras el vector se mantiene unido a la columna, y por ultimo éste se eluye con el buffer TE

(anexo) pudiéndose obtener hasta 40 pug de ADN plasmidico.

Una vez finalizada la purificacién del vector, el mismo se cuantifica basdandose en su
absorbancia a 260nm en el equipo NanoDrop 1000 Spectrophotometric (Thermo Scientific),
un espectrofotdmetro que requiere tan solo 1 uL para la cuantificacion de la muestra. La
absorbancia del ADN a esta longitud de onda se debe a la presencia de grupos aromaticos en
las bases nitrogenadas. A su vez, se corrobora que el ADN aislado presente una relacién

Az60/A280<1.80, indicativo de que se encuentra mayoritariamente libre de proteinas.

Con la finalidad de linealizar el plasmido, se digiere el vector pBSK con la enzima BamH|
(Thermo Scientific) la cual presenta un uUnico sitio de restriccion y se incuba a 37 °C durante 1
hora. El producto de restriccidn se corre en un gel de agarosa al 0,8%, a fin de comprobar su

pureza, integridad y tamaiio.
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La migracion del ADN depende de si el mismo se encuentra en estado superenrrollado, lineal
o circular. EI ADN superenrrollado, altamente compacto, puede penetrar facilmente en los
poros del gel, migrando una mayor distancia que el ADN lineal y el ADN circular. Este ultimo,
ocupa un gran volumen, haciendo mas dificultosa su migracién. Dado que el marcador de
peso molecular GeneRuler 1 Kb DNA Ladder (Thermo Scientific) se compone de fragmentos
de ADN lineal, para determinar el tamafio del pBSK el mismo debe encontrarse en igualdad

de condiciones, motivo por el cual el mismo debe ser linealizado.

3.3. Electroforesis en gel de agarosa

Con el fin de comprobar la integridad, pureza y tamafio del vector purificado se lleva a cabo
una electroforesis en gel de agarosa al 0,8% en TAE 1X (anexo). El buffer Tris-Acético establece
condiciones ligeramente alcalinas (pH=8-8.5) bajo las cuales el ADN estd mejor protegido
contra la hidrélisis. Por otra parte, el EDTA secuestra los iones divalentes, necesarios para la
actividad de la DNAsa. De esta forma se mantiene la integridad del ADN mientras se ejecuta
la electroforesis. Este buffer se puede sustituir por el TBE, donde el acido acético es
reemplazado por acido bérico. TBE es un mejor amortiguador, observandose bandas de ADN

mas nitidas cuando los fragmentos son menores de 2 kb.

Se siembra una alicuota de 10 pL de la muestra a analizar y el peso molecular aproximado de
los fragmentos obtenidos se determina por comparacion con el marcador de peso molecular
GeneRuler 1 Kb DNA Ladder (Thermo Scientific) (ver Figura 3.1), del cual se siembran 5 uL. Se
aplica un campo eléctrico de 90 V por 45 minutos. La visualizacién del ADN es posible gracias
al agregado de SYBR® Safe 10.000X (Invitrogen) al gel. Esto significa que se deberian agregar
5uL cada 50 mL de gel, sin embargo, con el agregado de 2,5 pL se obtiene una correcta
visualizacidn del gel y se expone a un transiluminador de luz azul para su revelado (Safe

Imager™ 2.0, Invitrogen).

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

bp ng/0.5p9 %

10000 30 6
8000 30 6

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/cm, 45 min
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Figura 3.1. Marcador de peso molecular GeneRuler 1 Kb DNA Ladder (Thermo Scientific). Patron de
bandas obtenido al realizar una corrida electroforética a 7V/cm, durante 45 minutos en buffer TAE 1X,
para un gel de agarosa al 1%.

3.4. Vector de clonado: pBSK

El vector pBluescript Il SK (+) (pBSK) es un vector ampliamente utilizado para la transformacién
de E. coli. El mismo presenta como caracteristicas fundamentales, un origen de replicacion,
una secuencia de resistencia al antibiético ampicilina y un sitio de clonado multiple (MCS).
Este MCS tiene la particularidad de encontrarse dentro del gen que codifica para la subunidad
a de la proteina denominada B-galactosidasa (LacZa). (Figura 3.2). La B-galactosidasa es una
proteina con la capacidad de ser dividida en dos péptidos: el péptido a, presente solamente
en el plasmido para el caso de la cepa DH5a de E. coli; y el péptido Q, presente en el genoma.
Ninguno de estos péptidos es activo en forma independiente, sin embargo, la B-galactosidasa
se torna funcional cuando ambos péptidos (ay Q) se encuentran presentes, proceso conocido

como a complementacién.
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Figura 3.2. Mapa del vector de clonado pBSK Il SK(+). Es posible evidenciar en el sitio de clonado
multiple del plasmido, los sitios de corte con las enzimas de restriccion Xmal y Kpnl en las posiciones
715y 657 respectivamente, utilizados para clonar ghl y cdt.

LacZ cumple la funcidon de gen reportero. Dicho gen requiere de un inductor para su
expresion, que es la alolactosa, aunque generalmente se utilizan andlogos como son el IPTG
(isopropil-B-D-tiogalactésido). Esto se debe a que la B-galactosidasa hidroliza el sustrato

conocido como X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido) dando lugar a
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galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol. Este ultimo se oxidada a 5,5'-dibromo-4,4'-
dicloro-indigo, un compuesto azul insoluble que precipita, dando una coloracién azul
caracteristica a las colonias. Esto nos permite verificar el correcto clonado del inserto de
interés, mediante la pérdida de la a-complementacién en aquellos plasmidos donde se
encuentre presente el inserto. Esto se debe a que estas colonias no expresan una enzima B-
galactosidasa funcional, pues el gen que codifica para su subunidad a se encuentra

interrumpido.

Es importante que el vector otorgue una ventaja para la célula, en este caso: resistencia a la
ampicilina, pues la replicacion del plasmido es un proceso de alto costo y de no resultar en un

beneficio para la bacteria, la misma terminard perdiendo el plasmido.

Este vector se utiliza en una primera instancia para obtener el gen de interés en un alto
numero de copias. Posteriormente, el inserto que contiene el gen de interés se clona en un
vector de expresion de levadura, permitiendo la expresidn de los genes de interés en S.

cerevisiae.

3.5. Genes aclonar: ghly cdt

ghl es un gen de 1495 pb que codifica para una B-glucosidasa intracelular de 484
aminoacidos, capaz de hidrolizar el enlace B (1—4) de la celobiosa para dar lugar a dos
unidades de glucosa. Por otra parte, cdt es un gen de 1804 pb que codifica para un
transportador de celodextrinas de 587 aminodcidos, capaz de interiorizar la celobiosa
presente en el medio. Esto hace que ambas proteinas actien en forma conjunta, ya que la B-
glucosidasa codificada por gh1 requiere del transportador de celodextrinas para llevar a cabo
su funcién, y dicho transportador no posee sentido metabdlico de no estar presente la B-

glucosidasa. Ambos genes provienen del hongo celulolitico Neurospora crassa [71].

Sin embargo, S. cerevisiae salvaje es incapaz de asimilar la celobiosa pues carece tanto del
transportador de celobiosa como de una B-glucosidasa intracelular capaz de su posterior
degradacion [72]. Es por esto que se decide complementar dicha cepa con enzimas del hongo
celulolitico Neurospora crassa. Se construyen fragmentos de ADN sintéticos, lineales,
conteniendo los genes ghl y cdt en forma independiente, recodificados para su 6ptima
expresion en S. cerevisiae. A su vez se agrega un FLAG en el extremo de las secuencias para la
posterior identificacién de la proteina y los sitios de restriccion Xmal, BamHI en el extremo 5’

y Xhol, Sall y Kpnl en el extremo 3’ (ver Figura 3.3).
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Figura 3.3. Esquema de las secuencias de ADN conteniendo (a) el gen gh1 vy (b) cdt. En los extremos
de la secuencia se observan los sitios de restriccién adicionados in vitro para el posterior clonado de

los fragmentos.

3.6. Clonado de los genes gh1y cdt en pBSK

El pBSK y los insertos ghl y cdt se digieren con Xmal y Kpnl de Thermo Scientific, cuyos sitios
de restriccion se adicionan intencionalmente al momento de sintetizarse los insertos. La
digestion se realiza durante 2 horas a 379C. Se elige esta temperatura de incubaciéon pues
Xmal es una enzima originaria de Xanthomonas malvacearum y Kpnl fue originalmente
aislada de Klebsiella pneumoniae; ambas Gammaproteobacterias con una temperatura
6ptima de crecimiento de 379C [73][74][75]. Se decide llevar a cabo la digestiéon con éstas
enzimasy no otras por ser las mas externas en los insertos, permitiendo la posterior digestion
del mismo con otras enzimas de restriccidon cuyos sitios de restriccion se encuentran mds
internos en la secuencia. La digestién del inserto permite su linealizacion, y permite a su vez,
la generacion de extremos cohesivos. Esto permite la posterior insercion del inserto en el

vector.

Tabla 3.1. Concentraciones y volumenes de los reactivos utilizados para la doble digestion del pBSK

con las enzimas Xmal y Kpnl

Reactivos Concentracion en stock Volumen (uL)
Buffer Cfr9l 10X 2
Xmal (Cfr9l) 10 U/pL 1
Kpnl 10 U/uL 2
ADN 10 ng/ulL 5
H20 = 10
Vi 20

Las condiciones éptimas para la doble digestion se obtienen a partir de la base de datos de
Thermo Scientific donde se indica, para la combinacién de dos enzimas, qué buffer utilizar y

si alguna de estas enzimas se debe agregar en exceso como es el caso.
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3.7. Purificacion del ADN del gel de agarosa

Los productos de restriccion se corren en un gel de agarosa 0,8% durante 45 minutos a 90 V.
El gel se expone a un transiluminador de luz azul para su revelado y se recortan las bandas
del tamafio esperado de acuerdo a lo que indica el marcador molecular GeneRuler 1 Kb DNA
Ladder. Es importante destacar que el revelado debe realizarse con un transiluminador de luz
azul y no con luz ultravioleta, pues ésta ultima introduce mutaciones en el ADN. De utilizarse
luz ultravioleta se debe correr un carril extra para observar la localizacidon de la banda de

interés, para luego recortar el gel a esta altura, pero en el carril que no resultd irradiado.

La extraccion del ADN del gel se lleva a cabo mediante el kit comercial QIAquick® Gel
Extraction Kit capaz de purificar hasta 10 ug de ADN de entre 70 bp y 10 kb. Este kit permite
la recuperacién de hasta un 80% del ADN inicial gracias a la utilizacién de una suspensién de
silica. Esta unidn se da en presencia de altas concentraciones de sales caotrépicas y un
pH<7.5. Luego mientras el ADN se mantiene unido a la columna, es posible lavar todas las
impurezas como es el caso de sales, enzimas, agarosa, pigmentos, entre otros. Una vez
finalizado este paso el ADN se eluye, lo cual ocurre en un pH entre 7.0 y 8.5 y con bajas
concentraciones de sal [76]. Para esto es posible utilizar 50uL agua miliQ o el buffer EB,

provisto por el kit (anexo).

3.8. Ligacion

La ligacidn se lleva a cabo mediante la accién de la enzima T4 ADN ligasa (Thermo Scientific)
en las condiciones especificadas (ver Tabla 3.2). Una vez mezclado el pBSK con el inserto se
incuban ambas reacciones 16 horas a 142C, de forma de generar los plasmidos pBSK-ghl y
pBSK-cdt independientemente. También se ensaya la ligacion incubando 1 hora a 259C. Se
utiliza una relacién inserto : vector de 3:1, aunque posteriormente también se ensaya con

una relacién 2:1vy 6:1.

Tabla 3.2. Concentraciones y voliumenes de los reactivos para la reaccidn de ligacidon del gen ghly cdt

al vector pBSK

Reactivos Concentracion en stock Volumen (uL)
Buffer T4 5X 6

T4 ligasa 1U/uL 0,1
Inserto 10 ng/uL 20
pBSK 50 ng/uL 2

H20 - 1,9

\'/; 30
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Una vez finalizada la ligacion, se incuba 10 minutos a 652C con la finalidad de inactivar la
ligasa. Estd reportado que la inactivacion de la ligasa aumenta la eficiencia de la posterior

transformacion [77].

La T4 ADN ligasa cataliza la formacion de un enlace fosfodiester entre el extremo 5' fosfato y
el 3' hidroxilo terminal de ADN doble cadena. Ademas, esta enzima tiene la capacidad de
reparar uniones de cadena simple de ADN, ARN o hibridos ADN/ARN.

3.9. Preparacion de células competentes

Para la generacion del estado de competencia se utiliza un método quimico mediante el cual
se generan poros en la membrana externa celular aumentando su permeabilidad al ADN. A
partir de una colonia aislada de E. coli DH5q, se inoculan 5 mL de LB sin antibidtico y se incuba
durante 16 hs a 37 °Cy 200 RPM. Posteriormente se realiza una dilucién 1/100 en LB y se deja
crecer hasta una DOeoonm = 0,4, permitiendo asi que las células alcancen la fase exponencial.
Las células se recuperan por centrifugacion a 5.000 RPM y 4 °C durante 5 min en tubos
estériles previamente enfriados en hielo. Se resuspende el pellet bacteriano en 20 mL de CaCl;
0,1 M frio por cada 50 mL de cultivo original. Se deja en hielo 20 min y se recuperan las células
nuevamente por centrifugacion a 5.000 RPM y 4 °C durante 5 min. Se descarta el
sobrenadante y se resuspenden las células en 1 mL de CaCl, 0,1 M - glicerol frio por cada 50
mL de cultivo original. Se debe tener especial cuidado pues las células en esta etapa se
encuentran en estado de competencia y son muy susceptibles, por lo que la resuspencién es
llevada a cabo mediante pequenos golpeteos alternando con periodos de hielo. Las células

competentes se almacenan a -80 °C en glicerol 25% (V/V) en alicuotas de 100 pL.

3.10. Transformacion de células competentes

Para introducir el ADN plasmidico en la cepa E. coli DH5q, se utilizan 100 pL de las células
competentes, a las cuales se les agrega aproximadamente 50 ng de ADN y se deja en hielo 10
min. Se realiza un control negativo en el cual no se agrega ADN a las células, y un control
positivo utilizando un pldsmido cuantificado (1 ng del plasmido pBSK), para analizar la
eficiencia de transformacion. La eficiencia de transformacion para el control positivo siempre
es mayor, dado que este plasmido al no haber sido linealizado y posteriormente ligado, se
encuentra en estado superenrrollado, su volumen es menor y por tanto es mas sencillo desde
un punto de vista estérico que penetre a través de los poros que se inducen en las células

competentes. Se utiliza el método de shock térmico, el cual favorece la formacién de poros

30



en la membrana que facilitaran el ingreso del ADN. Con esta finalidad, la mezcla se somete a
un golpe de calor a 42°C durante 90 segundos y rapidamente se coloca en hielo 2 minutos.
Luego cada tubo se lleva a un volumen final de ImL con LB y se incuba 1 h a 30 °C con agitacién
para permitir a las células asimilar el ADN y expresar la resistencia al antibidtico. Se
concentran las células centrifugando 5 minutos a 2500 RPM y las mismas se resuspenden en
100 pL. Este volumen se plaquea en placas de LB suplementadas con ampicilina 50 pg/mLy
X-gal 20 ug/mL, y se incuban a 37 °C durante 16 hs. La ampicilina vuelve selectivo al medio,
dado que aquellas colonias que no presenten resistencia a la misma no podran crecer,
permitiéndonos discriminar aquellas colonias que fueron capaces de incorporar el plasmido.
El X-gal por otro lado, hace al medio diferencial, permitiendo distinguir aquellas colonias que
incorporaron el pBSK con el inserto de las que incorporaron el pBSK sin el inserto. Es de suma
importancia que el tiempo de incubacidén no supere las 16 horas pues aquellas colonias que
hayan incorporado el pBSK comienzan a secretar B-lactamasa al medio. Esta enzima es
responsable de la ruptura del anillo B-lactamico presente en la estructura de la ampicilina

(Figura 3.4) y otros antibidticos B-lactamicos.

Figura 3.4. Estructura quimica de la ampicilina. Se destaca en rojo el anillo B-lactamico

La ampicilina actua uniéndose a unas proteinas localizadas en la pared celular denominadas
PBPs (Proteinas de Unidn a Penicilina), lo cual inhibe la ultima etapa de sintesis de la pared
celular [78].

La liberacién de B-lactamasa hacia la zona circundante de la colonia que incorporé pBSK causa
que la ampicilina sea degradada, permitiendo el crecimiento de colonias que no incorporaron
el vector. A estas colonias se las conoce como “colonias satélites”, suelen ser diferenciables
por su menor tamafio, pero llevan a confusidén por ser blancas (dado que no hay plasmido

incorporado).

Teniendo en cuenta las caracteristicas del vector de clonado explicadas anteriormente, se
seleccionaron las colonias blancas resultantes de la transformacién, las cuales se espera

tengan el pldsmido pBSK-gh1 y pBSK-cdt.
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3.11. PCR de colonia

La presencia pBSK- gh1 y pBSK- cdt en las colonias blancas se verifica por PCR de colonia.

La PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) es una técnica in vitro que permite la
amplificacién enzimatica de fragmentos especificos de ADN mediante la utilizacién de
cebadores que hibridan con los extremos de la secuencia que se desea amplificar, el ADN
molde, dNTPs y una ADN polimerasa que cataliza la reaccién enzimatica [79]. Consta de tres
etapas. Un paso de calentamiento para separar las dos cadenas de ADN realizado a 952C. A
esto le sigue un paso de hibridacion de los cebadores al ADN molde, cuya temperatura
dependera de la temperatura de melting (Tm) del cebador (el cual a su vez esta condicionado
por el %GC). Por ultimo, se da la extensidén, donde la ADN polimerasa copia el fragmento a
amplificar a su temperatura éptima. Estos ciclos se repiten aproximadamente 30 veces,
dando lugar a un aumento exponencial en la cantidad de ADN molde. Sin embargo, el
aumento en el ndmero de ciclos no conlleva a un aumento exponencial en el nimero de
amplicones. En los ultimos ciclos, la cantidad de enzima ya no es suficiente para extender
todos los complejos cebador/molde presentes, resultando en una disminucién de la eficiencia
de la reaccidon de PCR [80]. A su vez, una vez se han completado todos los ciclos, se realiza
una etapa de extensién final la cual es de mayor duracidn que la extensién que se dio
anteriormente. Tiene como objetivo culminar la sintesis de aquellos fragmentos que no se

haya amplificado en su totalidad.

La PCR de colonia presenta la particularidad de que la reaccidn de PCR no es llevada a cabo a
partir de ADN aislado, sino que el material de partida es una colonia bacteriana. Se toma un
pequeiio volumen de la misma y se lo deposita en el tubo de PCR. Se debe tener particular
precaucién de que la cantidad de células de partida sean minimas, de lo contrario la reaccidn
de PCR se ve inhibida. En una primera instancia, se agrega la mitad del volumen final de
reaccioén, sin la Taq, y se incuba 20 minutos a 959C. Esto permite la lisis celular y la
consecuente liberacion del ADN. Posterior a este paso, se lleva a volumen final la reacciéon y
se incluye la Tag. Esta no se introduce desde un inicio para no generar un desgaste térmico y

gue no disminuya su eficiencia.

Como control positivo se utiliza un plasmido conteniendo un gen flanqueado por los mismos
cebadores utilizados para el resto de las reacciones de PCR (pBSK-cbh Il en este caso),
mientras que para el control negativo se adiciona agua en lugar de ADN. El control positivo
nos permite verificar que todos los componentes de la reaccion se encuentren en correctas
condiciones, y por tanto de no haber amplificacidn en las muestras de interés se debe tomar
este resultado como negativo. Puede darse el caso de una PCR en la que no se observe
amplificacién de la muestra, pero el control positivo funcione, lo cual podria adjudicarse a
inhibidores presentes en la muestra. Por otro lado, el control negativo nos permite

determinar si se estan dando reacciones inespecificas. Esto implicaria que los cebadores
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hibridan con secuencias parcial o total pero que no flanquean al gen de interés. Esto da lugar
a otros productos de amplificacidon que se observan posteriormente en el gel de agarosa como

bandas de distinto tamano al deseado.

La reaccion de PCR se realiza utilizando los cebadores T3 y T7 que flanquean el multiple
cloning site (MCS) de pBSK donde se presume se insertd la secuencia de interés. Se utiliza el

software https://primer3plus.com/ para determinar la temperatura de melting de los

cebadores. La temperatura utilizada en la fase de hibridacion depende de dicho parametro,
siendo aproximadamente 5 unidades inferior a la Tm. Dado que la Tm de T7 es muy baja (ver
Tabla 3.5), se decide utilizar una temperatura de hibridacién de 452C (ver Tabla 3.4). Una
temperatura de hibridacion muy baja da lugar a la unién inespecifica de los cebadores en
otras regiones del ADN; mientras que una temperatura muy elevada impide la unién de los
cebadores [81].

Tabla 3.3. Concentraciones y volimenes de los reactivos utilizados en la reacciéon de amplificacion.

Reactivos Concentracion en stock Volumen (uL)
Buffer 10X 2
dNTP’s 5mM 0,8
Cebador T3 10 uM 0,4
Cebador T7 10 um 0,4

Top Taq 5 U/uL 0,06

H20 - 16,34

V¢ 20

Tabla 3.4. Condiciones de ciclado para la amplificacion del gen gh1y cdt.

Etapa Temperatura (2C) Tiempo (minutos) Numero de Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 10 1
Desnaturalizacion 94 0.5 30
Hibridacion 45 0.5 30
Extension 72 1.5 30
Extension final 72 10 1

Tabla 3.5. Secuencias y Tm de los cebadores utilizados.

Gen a amplificar Cebadores Secuencia Nucleotidica Tm (2C)
ghi T3 - Directo 5’-GCAATTAACCCTCACTAAAGG-3’ 55,7
T7 - Reverso 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ 47,1
cdt T3 - Directo 5’-GCAATTAACCCTCACTAAAGG-3’ 55,7

T7 - Reverso 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ 47,1
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En la figura 3.5 se resume la metodologia de trabajo expuesta hasta el momento.

o pBSK Digerido’

56 pb
2905 pb Is6p

7

Kpnl 657
Xmal 713

pBSK- cdt *

4709 pb

1.PCR de colonia para confirmar clones
positivos
2.Doble confirmacién con ensayo de
restriccién

Figura 3.5. Resumen de la metodologia de trabajo expuesta. a) Doble digestidn con las enzimas de
restriccion Xmal/Kpnl, permitiendo la linealizacién del pBSK y la formacién de extremos cohesivos,
tanto en el pBSK como en los fragmentos de ADN que contienen ghl y cdt. b) Ligacidn del pBSK con
los insertos con la enzima T4 DNA Ligasa. También puede suceder que el pBSK se cierre sobre si mismo,
lo que otorgaria a las cepas transformadas resistencia a la ampicilina, pero no se veria interrumpido
el LacZ, observandose las colonias de coloracién azul. c) Transformacién quimica de las células

competentes de E. coli con el producto de ligacidn. d) Seleccién de colonias blancas como presuntos
clones positivos y confirmacién de los mismos.
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3.12. Secuenciacion

Con el fin de corroborar los presuntos clones positivos y cerciorarse que en ellos no hubiera
ninguna mutacion que pudiera afectar la expresion y actividad de la proteina, se secuencia el
inserto. Se utiliza el servicio de secuenciacidon de Macrogen, Corea. Se secuencia en ambas

direcciones utilizando los cebadores T3 y T7, con el fin de cubrir todo el gen.

El analisis de la secuencia obtenida se realiza mediante el algoritmo BLAST del programa de
libre acceso NCBI (Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica), donde se compara la
secuencia clonada en el pBSK con la secuencia del inserto que en un comienzo se manda a

sintetizar.

3.13. Electroforesis de proteinas por SDS- PAGE

Se analiza la expresidon de proteinas clonadas en el vector pTEF1 en S. cerevisiae por otros
integrantes del grupo de trabajo conteniendo genes codificantes para enzimas celuloliticas.
Entre estos genes encontramos a una f — glucosidasa de Thermobifida fusca (BgICF),
recodificada para su expresion en levaduras; una xilanasa de Aspergillus niger (XynB); y dos
celobiohidrolasas: la celobiohidrolasa | de Rasamsonia emersonii (Cbhl) la cual hidroliza desde
el extremo reductor y la celobiohidrolasa Il de Myceliophthora thermophila (Cbhll) que
hidroliza desde el extremo no reductor. Los genes de todas estas enzimas fueron modificados

con la secuencia XYN, encargada de la excrecion de las proteinas al medio extracelular.

Se realizan electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Las
mismas son proporcionadas por el dodecil sulfato de sodio (SDS), un detergente anidnico que
desnaturaliza las proteinas alterando su estructura secundaria y terciaria. Confiere ademas
una carga negativa a las proteinas, proporcional a su masa, permitiendo su separacion en un
campo eléctrico segun su peso molecular. Cuanto mayor sea la masa molecular de la proteina
mayor serd su carga negativa debido a la unién del SDS. Esto hard que su migracién se vea

impedida por su tamafio y por su carga.

Se utilizan geles discontinuos, compuestos por un gel de apilamiento y un gel de resolucion
(ver anexo). La polimerizaciéon de la acrilamida es posible gracias a la adicidn de persulfato de
amonio (APS) y N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina (TEMED).

Para la realizacién del ensayo para cada una de las cepas analizadas se inocula una colonia
aislada en 5mL de YPD liquido (ver anexo) y las células de dicho cultivo se concentran a las
16hs mediante centrifugacién 2 minutos a 5000 RPM. Se re-suspenden los pellets bacterianos
en un volumen tal de buffer de unién (ver anexo) que permite obtener una Absexo = 2, Abseao
=5y Absez0=10. De dicha solucién se toman 25 L, a los cuales se agregan 25 plL de buffer de

carga (ver anexo) y se incuba 5 min a 100 °C en la campana de extraccion. Se siembran 20 pl
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de muestra en el gel de poliacrilamida y se corre a 30 mA en buffer de corrida (ver anexo)

durante 1 hora y 45 minutos.

Finalmente, los geles se tefien durante 2 hs con la solucidn de tefiido (ver anexo) que contiene
el colorante Azul de Coomassie. El complejo colorante-proteina presenta un maximo de
absorbancia a 549nm a pH=3, siendo posible su cuantificacién en un espectrofotémetro para
proteinas en solucién. La deteccidén por teilido con azul de coomassie tiene un limite de
deteccidon de entre 0,1 — 0,5 pg de proteina [82]. Si bien este método no es tan sensible como
la tincidn con plata, involucra muchos menos pasos [82]. Su incorporacién es proporcional a
la cantidad de proteina, permitiendo detectar bandas de hasta 100 ng de proteina. Se trata
de un derivado de trifenilmetano (ver Figura 3.6) capaz de unirse a través de interacciones
electroestaticas con aminoacidos basicos protonados [83]. La tincidn no se une al gel de
poliacrilamida con alta afinidad, pero penetra a la matriz del gel y establece interacciones
inespecificas, haciendo necesaria una etapa de destefiido del gel, la cual procede durante 2
hs con solucion de destefiido (ver anexo). Al destefiir el gel, solo aquellas moléculas a las

cuales el colorante se encuentre unidas en forma especifica conservaran la coloracion.
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Coomassie Brilliant Blue R-250 Dye Coomassie Brilliant Blue G-250 Dye
CasHagN3Na0;S; Cy7HegN3Na0;S;
MW 825972 MW 854.02

Figura 3.6. Estructura quimica de los colorantes azul de Coomassie R250 y G250.

El peso molecular de las proteinas se estima en comparaciéon con un estandar de peso
molecular PageRuler™ Unstained Protein Ladder 26614 (TermoFisher) (ver Figura 3.7),

sembrandose 10 ul del mismo en cada gel.
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Figura 3.7. PageRuler™ Unstained Protein Ladder 26614 (Thermo Fisher). Patrén de bandas obtenido

al realizar una electroforesis SDS-PAGE, 30mA durante 45 minutos. Los pesos moleculares de las

diferentes bandas se indican en KDa.
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4. RESULTADOS

4.1. Construccion del plasmido pBSK-inserto

Los insertos ghly cdt y el pBSK se digieren con Xmal y Kpnl 'y purificadon a partir de un gel de
agarosa (datos no mostrados). Se realiza la ligacidn con la enzima T4 ADN Ligasa, generandose
de esta manera el plasmido pBSK conteniendo el inserto. Se transforman células E. coli DH5a

y se seleccionan aquellas colonias blancas como posibles clones con los insertos de interés.

4.2. Screening de los clones positivos por PCR de colonia

Las colonias blancas se someten a PCR de colonia con el fin de comprobar la presencia del gen
de interés por aparicion de un producto de amplificacion (Figura 4.1).

a) MPM1 2 3 4 5 6 7 89 10 11 1213 1415MPM CN CP

b) MPMAB CDETFGHI! JKLMNOPQRT STUVWXY

Figura 4.1. Electroforesis en gel de agarosa de PCR de colonia; (a) pBSK-gh1 carriles 1-15; (b) pBSK-
cdt, carriles A-Y. MPM: Marcador de peso molecular GeneRuler 1Kb; CP: Control Positivo pBSK-cbhll;
CN: Control Negativo (agua).

Como se observa en la figura 4.1, solo una de las colonias blancas (colonia X) tiene el tamafio
esperado para el gen cdt, y solo las colonias 2 y 11 presentan el tamafio esperado para el gen
ghl. Los tamafios esperados son 1495 pb para ghl y 1804 pb en el caso de cdt. El control
positivo, realizado con el pBSK-cbh I, se observa sumamente tenue, pero del tamafio
esperado (1513pb). Las bandas presentes a la altura del frente de corrida se trata de los
dNTPs, los cuales son agregados en exceso a la reaccién de PCR. En el carril correspondiente
al control negativo no se observa amplificacion. Este control se genera al no agregar ADN

molde a la reaccién de PCR.
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4.3. Ensayo de restriccion para comprobar la presencia de clones
positivos

Con el fin de confirmar la presencia del inserto, se siembran primarios de las colonias que
hayan dado lugar a un producto de amplificacidon del tamafio esperado en la reaccién de PCR.
Al dia siguiente se realiza una extraccién del ADN plasmidico y este se somete a un analisis de
restriccion. Inicialmente este analisis se lleva a cabo con las enzimas BamHI y Xhol, las cuales
presentan sitios de corte en los extremos de los genes a clonar. Por tanto, se esperaria
obtener una banda de 2939 pb correspondiente al pBSK digerido previo a la ligacién y otra de
1461 0 1770 pb correspondiente a ghl o cdt respectivamente. Tras la incubacidn, el producto
de restriccion se corre en un gel de agarosa para comprobar dichos patrones de banda (Figura
4.2).

Figura 4.2. Electroforesis en gel de agarosa del ensayo de doble digestion con BamHI y Xhol del
producto de clonado en pBSK. Carriles 1 y 2: vector pBSK-gh1; Carril 3: vector pBSK-cdt; MPM:
Marcador de peso molecular GeneRuler 1Kb DNA Ladder.

El producto de restriccién de los pldasmidos obtenidos a partir de las colonias presuntamente
positivas, que habian amplificado en la PCR de colonia, presentan un tamaio de banda de
4500 pb aproximadamente. Esto sugiere en un primer momento que el pBSK contiene el
inserto y resulta linealizado al someterlo a las enzimas de restriccion. Sin embargo, el
tratamiento con las enzimas de restriccién deberia liberar el inserto dando lugar a dos bandas,
como se explica anteriormente. Estos resultados son tomados como negativos y se vuelve a

comenzar el proceso de clonado.
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Se repiten los pasos anteriormente mencionados, desde el clonado de los genes sintéticos
ghly cdt en el pBSK. Una vez alcanzada la etapa de analisis del producto de restriccidn, se
vuelve a observar una banda de 4500pb para el ADN plasmidico de las colonias
presuntamente positivas. Esto sucede en repetidas ocasiones, por lo que se decide realizar la
digestion con las mismas enzimas responsables de la digestion del vector y de los insertos,
previo a su ligacidon (Xmal y Kpnl), paralelamente a su digestién con BamHI/Xhol (tanto de la
linea Anza como de la linea Thermo Scientific) para analizar si las mismas se encuentran

activas (ver Figura 4.3).

pBSK pBSK-Gh1 pBSK-Cdt

Figura 4.3. Electroforesis en gel de agarosa del ensayo de doble digestidon con las enzimas Xhol y
BamHI de la linea Anza, Xmal y Kpnl (Thermo Scientific) y Xhol y BamHI (Thermo Scientific). Los
carriles con numero 1 muestran la digestién con Xhol y BamHI de la linea Anza. Los carriles con nimero
2 muestran la doble digestidon con Xmal y Kpnl (Thermo Scientific). Los carriles con nimero 3 muestran
la doble digestion con Xhol y BamHI de la linea Thermo Scientific. En cada caso las dobles digestiones
se realizaron para el pBSK como control, a pBSK-gh1 y a pBSK- cdt. MPM: Marcador de peso molecular
GeneRuler 1Kb DNA Ladder.

Dado que para la doble digestion con Xmal/Kpnl se libera un fragmento, contrariamente a lo
que sucede con el ensayo de restriccion de BamHI/Xhol, se plantea la hipdtesis de que una
de estas enzimas no esta digiriendo. Para poner a prueba dicha hipdtesis, se llevan a cabo
ensayos de restriccidn de las enzimas por separado, con la finalidad de linealizar el plasmido

en cuestion (ver Figura 4.4).
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pBSK-Gh1.1 pBSK-Gh1.2 pBSK-Gh1.3 pBSK-Cdt.1 pBSK-Cdt.2 pBSK-Cdt.3
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Figura 4.4. Electroforesis en gel de agarosa del ensayo restriccion del pBSK-inserto obtenido por
miniprep con las enzimas Xhol, BamHI de la linea Anza, Xmal/Kpnl, Xhol y BamHI (Thermo
Scientific). Los carriles nimero 1 muestran la digestién con Xhol de la linea Anza. Los carriles nimero
2 muestran la digestiéon con BamHI (linea Anza). Los carriles nimero 3 muestra la doble digestién con
Xmal y Kpnl (Thermo Scientific). Los carriles nimero 4 muestran la digestion con Xhol (Thermo
Scientific). Los carriles nimero 5 muestran la digestion con BamH! (Thermo Scientific). MPM:
Marcador de peso molecular GeneRuler 1Kb DNA Ladder; SD: pBSK-inserto sin digerir.

Se puede observar que las enzimas BamH|! y Xhol, tanto de la linea Thermo Scientific como de
la linea Anza, son enzimaticamente activas bajo las condiciones del ensayo (iguales

condiciones que las utilizadas para la doble digestién).

4.4. Anadlisis bioinformatico

Se decide enviar a secuenciar el inserto clonado en el pBSK de los clones presuntamente
positivos. La comparacion de las secuencias obtenidas con los genes de interés indica que no
existe homologia. Sin embargo, al alinear las secuencias clonadas purificadas mediante
miniprep entre ellas mismas, se observa que las mismas presentan un Query cover del 98%,
una homologia del 99% y un e-value de cero (lo cual nos informa lo significativo del
alineamiento). Las diferencias halladas entre dichas secuencias se encuentran al principio y al
final de la misma, donde el cromatograma nos muestra que la secuenciacion no es

informativa (ver Figura 4.5).

Se plantea la hipdtesis de que se trate de una contaminacidn proveniente de un transposon.
Para poner a prueba dicha hipétesis, se analiza la secuencia obtenida en el software
VecScreen. Este andlisis muestra que la secuencia obtenida presenta un Query cover del 100%
desde la posicion 118 a la posicion 1150, un porcentaje de homologia del 99%, y un e-value
de cero con la secuencia AF310136.1, que contiene una transposasa. Del nucledtido 19 al 113

existe homologia con el vector de clonado pBSK.
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Se analizé la secuencia en el software NEBCutter de BiolLabs, donde se desprende la presencia
de marco de lectura abierto (ORF) de 312 aminodcidos de la posicién 126 a la posicion 1064

de la secuencia (ver Figura 4.5).

ORF Sequence

Sec. clonada en pBSK

Opn I Mhel
= 3Z aa T

b N VT PV TUTIN VRV THUE FVIR UV PUSTTTTUIE FEVETEUT PPNV TTUTE FEVET PRV FYRULTYUTE FUVET VU] FYRTRTTUTE PEVETIUTIN PYRTE DU PRURTIITTE PPOVI L =

Figura 4.5. Marco de lectura abierto (ORF) detectado por el software NEBCutter para la secuencia
clonada en pBSK. El mismo se extiende desde el nucledtido 126 hasta el 1064.

4.4.1. Analisis aminoacidico de la secuencia

Se realiza un blastx, el cual nos permite traducir el ORF a proteina y posteriormente se lo
compara con la base de datos de proteinas en busca de secuencias homdlogas. Para la
traduccién de la secuencia nucleotidica a aminodcidos es posible especificar la especie de la
cual proviene el ADN dado que existen excepciones al cddigo genético, donde se selecciona
“Bacteria and Archaea”. La secuencia nucleotidica en cuestidn (de la posicidn 126 a la posicion
1064) corresponde en un 100% a una transposasa de la familia 1S4 presente en
microorganismos como E. coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella enterica (ver Figura 4.6).
A su vez, el software muestra la secuencia clonada traducida a proteina alineada con la

secuencia aminoacidica de la transposasa de la familia IS4 (ver figura 4.7).

1t Alignments O
M Total ry -
Description x| Tosal, | Quany . Ident Accession
score score cover value
ysiella pneumoniae] 677 677 94% 0.0 100% WP 095463671.1
se [Salmonella enterica] 677 677 94% 00 100% WP O

chia col 677 677 94% 0.0 100% WP

Figura 4.6. Alineamientos del blastx. Se observa una homologia del 100% entre la secuencia en
estudio y la transposasa de la familia 1S4 de varias especies bacterianas.
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154 family transposase, partial [Escherichia cali]
Sequence ID: WP_095465503.1 Length: 383 Mumber of Matches: 1
B See 1 more title(s)

Range 1: 72 to 383 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

547 bits(1662) 0.0 Compositional matrix adjust. 312/312{100%) 312/312{100%) 0/312{0%) -1

Query 1864 MPIVLVDWSDIREQKRLMYLRASVALHGRSVTLYEKAFPLSEQCSKEAHDQFLADLASIL 885
MPIVLVDWSDIREQKRLMVL RASVALHGRSYTLYEKAFPLSEQCSKKAHDQFLADLASTL
Shjct 72 MPIVLVDWSDIREQKRLMVLRASVALHGRSVTLYEKAFPLSEQCSEKAHDQFLADLASIL 131

Query 884  PSNTTPLIVSDAGFKVPWYKSVEKLGWYWLSRVRGKMDYADLGAENWKPISNLHDMS55H 785
PSNTTPLIVSDAGFKVPIWYE SVEK LGWYWLSRVRGKVOYADLGAEMNWEPTSNLHDMSSSH
Sbjct 132 PSNTTPLIVSDAGFKVPWYKSVEKLGWYWLSRVRGKVOYADLGAENWKPISNLHDMESSH 191
Query 784  SKTLGYKRLTKSHPISCOILLYKSRSKGRKNQRSTRTHCHHPSPKIYSASAKEPWVLATN 525
. SKTLGYKRLTKSNPISCQIL LYKSRSKGRKMNQRS TRTHCHHPSPKIYSASAKEPWVLATM
Sbjct 192  SKTLGYKRLTKSWNPISCOILLYKSRSKGRKNQRSTRTHCHHPSPKIYSASAKEPWWVLATM 251
Query 524  LPVEIRTPKQLVNIYSKRMQIEETFROLESPAYGLGLRHSRTSSSERFDIMLLIALMLOL 345
) LPVEIRTPKOLVNIYSKRMOIEETFRDLKSPAYGLGLRHSRTSSSERFDIMLLIALMLQL
5bjct 252  LPVEIRTPKOQLVNIYSKRMQIEETFRDLKSPAYGLGLRHSRTSSSERFDIMLLIALMLOL 311
Query 344  TCWLAGVHAQKOGWDEHFQANTVRNRNVLSTVRLGMEVLRHSGYTITREDLLVAATLLAQ 185
TCHLAGVHADKOQGWDEHFQANTVRMRNVLS TVRLGMEVLRHSGYTITREDLLVAATLLAQ
Sbjct 312 TCWLAGVHAQKDGWDKHFQANTWRMRNVLSTVRLGMEVLRHSGYTITREDLLVAATLLAD 371
Query 164  MLFTHGYALGKL 129

MLFTHGYALGKL
Sbjct 372 MWLFTHGYALGKL 383

Figura 4.7. Alineamiento de la secuencia aminoacidica clonada con la secuencia de la transposasa
de la familia IS4 de E. coli. La secuencia de estudio presenta un 100% de homologia con la secuencia
aminoacidica de la transposasa de la familia 154.

La secuencia nucleotidica en su totalidad se analiza mediante el software ORF Finder (Open
Reading Frame Finder) del NCBI, especificando que se trata de un cédigo genético de bacteria.
El resultado arrojado por el sistema (ver Figura 4.8) muestra dos marcos de lectura abierto

solapantes.

Open Reading Frame Viewer

Sequence
ORFs found: 2 Genetic code: 11 Start codon: "ATG" only
21~ | Find: M E=R=ANY] @, T RTods> X |f¥Trads @ 7 -
L |52 |1a |[28¢  [25@ |s@@  |35@ 488|458 [5@@  |se (5@ (65 (7@ [FSE (9B@ (856 |9@E [958 LK [1@56 (1108 |L1se (1260 [1258 ]380 1,356 | 1448
ORFfinder_1.10.141728725 (A} | ®
< < K3 < ORFL < K3 < S ORFL
« <« < T ORF2
1 |s6 @) |56 |e@@  |ese |3e@ |35e |4P@ 458 [5e@  [s5e [6@@  [eS  |7em |75 (sAm |sSe [9@A [s%@ |1k [i@5e  [116a (115 [126A (1254 [1368  [1356 | 1444
1t 1..1.4K (1.4Kbp) " ¥ Tradks shown: 2/15
Six-frame translation...
ORF1 (312 aa) Display ORF as... Mark Mark subset... Marked: 0 Download marked set | as| Protein FASTA v
»1cl|orF1
HPTVLVDWSDIAEQKRLMVLRASVALHGREVTLYEKAFPLSEQUSKKAHD Label Siznd e Siait Sk Lesathiztliaal
QFLADLASILPSHTTPLIVSDAGFKVPIYKSVEK LGWYHLSRVRGKVQYA
DLGAENWKPISHLHDMSSSHSKTLGYKRLTKSHPISCQILLYKSRSKGRK ORF1 - 1 1064 126 9391312
NQRSTRTHCHHPSPKIYSASAKEPUVLATHLPVE IRTPKQLVNIYSKRMQ.
TEETFRDLKSPAYGLGLRHSRTSSSERFDTMLLIALMLOLTCHLAGVHAY ORF2 - 2 1333 905 4291142

KQGWDKHFQANTVRNRNVLSTVRLGMEVLRHSGYTITREDLLVAATLLAQ
HLFTHGYALGKL

Figura 4.8. Visualizacién de los marcos de lectura identificados por el software ORF finder de NCBI,
para la secuencia de trabajo. Nétese que se observan dos marcos de lectura, los cuales solapan.
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4.4.2. Verificacion de la identidad de la secuencia clonada

Se realiza un blast en la base de datos IS Finder [84], lo cual permite corroborar que la
secuencia clonada en el pBSK se trata de un 1S4, lo cual concordaria con lo indicado por los
resultados obtenidos anteriormente por el blastx. Este analisis también muestra que la
secuencia analizada se trata de una secuencia de insercién de la familia de 1S4, subfamilia 1IS10
(ver Figura 4.8).

> I516R Family: 154

Length=1329

Score = 2573 bits (1298), Expect = 8.
Identities = 1312/1314 (99%), Gaps = 2/1314 (B%)
Strand=Plus/Minus

Query 113 ATCCCCTCATAATTTCCCCAMAGCGTAACCATGTGTGAATAMATTTTGAGCTA 172
IIIIIHIIHIIIIIIIIIIIHIHIIIIIIIIHIHIIHIIIIIIIHIIHIII

Sbict 1329 CCTCATAATTTCCCCAAAGCGTAACCATGTGTGAATARATTTTGAGCTA 1278

Query 173 GCCAGAATGCCGCARAA 232
IIIIIHIIHIIIIIIIIIIIHIHIIIIIIIIHIHIIHIIIIIIIHIIHIII

Sbict 1269 GTAGCCAGAATGCCGCAAAA 1218

Query 233  CTTCCATGCCTAAGCGAACTGTTGAGAGTACGTTTCGATTTCTGACTGTGTTAGCCTGGA 292

Sbjct 1209 CTTCCATGCCTAAGCGAACTGTTGAGAGTACGTTTCGATTTCTGACTATGTTAGCCTGGA 1158

Query 293  AGTGCTTGTCCCAACCTTGTTTCTGAGCATGAACGCCCGCAAGCCAACATGTTAGTTGAA 352

Sbjct 1149 AGTGCTTGTCCCAACCTTGTTTCTGAGCATGAACGCCCGCAAGCCAACATGTTAGTTGAA 1898

Query 353  GCATCAGGGCGATTAGCAGCATGATATCAAAACGCTCTGAGCTGCTCGTTCGGCTATGGC 412

Sbjct 1889 GCATCAGGGCGATTAGCAGCATGATATCAAAACGCTCTGAGCTGCTCATTCGGCTATGGC 1838

Query 413 TAGGCAGGACTTTTCAAGTCTCGGAAGGTTTCTTCAATCTGCATTC 472

Sbjct 1829 GTAGGCAGGACTTTTCAAGTCTCGGAAGGTTTCTTCAATCTGLATTC  97@

Query 473 GCTTCGAATAGATATTAACAAGTTGTTTGGGTGTTCGAATTTCAACAGGTAAGTTAGTTG 532

Sbjct 969  GUTTCGAATAGATATTAACAAGTTGTTTGGGTGTTCGAATTTCAACAGGTAAGTTAGTTG 914

Query 533  CTAGAACCCATGGCTCCTTTGCCGACGCTGAGTAGATTTTAGGTGACGGGTGATGACAAT 592

Sbjct 989  CTAGAACCCATGECTCCTTTGCCGACGCTGAGTAGATTTTAGETGACGGGTGATGACAAT 858

Query 593  GAGTCCGTGTCGAGCGCTGATTTTTTCGGCCTTTAGAGCGAGATTTATACAATAGAATTT 652

Sbjct 843 GAGTCOGTGTCGAGCGCTGATTTTTTCGGCCTTTAGAGCGAGATTTATACAATAGRATTT 7348

Query 653 GGCATGAGATTGEATTGCTTTTAGTCAGCCTCTTATAGCCTAAAGTCTTTGAGTGACTAG 712
L

sbjct 789 GECATOAGATTGERATTGCTTTTAGTCAGCCTCTTATAGCCTAAAGTCTTTGARTEACTAG 730

Query 713 ATGACATATCATGTAAGTTGCTGATAGGTTTCCAGTTTTCCGCTCCTAGGTCTGCATATT 772

shijct 719  ATGACATATCATGTAAGTTGCTGATAGGTTTCCAGTTTTCCECTCCTAGATCTGCATATT 678

Query 773 GTACTTTTCCTCTTACTCGACTTAACCAGTACCAACCCAGCTTCTCAACGGATTTATACC 632
TEECLL TR R e e e e e e e e e e e e e

shjct 669  GTACTTTTCCTCTTACTCGACTTAACCAGTACCAACCCAGCTTCTCAACGGATTTATACC 618

Query 833 ATGGCACTTTAAAGCCAGCATCACTGACAATGAGCGGTATGETETTACTCGGTAGAATGE 832

sbjct ce2 ATGGCACTTTAAAGCCAGCATCACTRACAATGAGCGETGTGETET TACTCGRTAGAATEE 558

Query 893  TCGCAAGGTCGGCTAGAAATTGETCATGAGCTTTCTTTGAACATTGCTCTGARAGCGEGEA 952

sbjct 549 TCGCAAGETCGEC TAGAAATTGATCATEAGCTTTCTTTRAACATTGCTCTGAAAGCGEEA 420

Query 953 ACGCTTTCTCATAAAGAGTAACAGAACGACCGTGTAGTGCGACTGAAGCTCGCAATACCA 1812

shict 485  ACGCTTTCTCATAAAGAGTAACAGAACGACCGTGTAGTGCGACTEAAGCTCRCAATACCA 438

Query 1813 TAAGTCGTTTTTGCTCACGAATATCAGACCAGTCAACAAGTACAATGGECATCGTATTGE 1872
TEECL T EEERE R e e e e e e e e e i

shijct 429 TAAGTCGTTTTTGCTCACGAATATCAGACCAGTCAACAAGTACAATGGGCATCRTATTE. 378

Query 1873 CCGAACAGATAAAGCTAGCATGCCAACGETAT-CAGCGAGTCGCTCTTTATGEAGETEAC 1131

sbjct 289 CCGAACAGATAAAGLTAGCATGLCAACGETATACAGCGAGTCECTCTTTATGRAGETGAL 218

Query 1132 GATTACCTAACAATCGGTCGATTCGTTTGATGTTATGTTTTATTCTCGCTTTGETTGECA 1191

sbjct 289 GATTACCTAACAATCGGTCGATTCGTTTGATGTTATGTTTTGTTCTCGCTTTGETTEGCA 258

Query 1192 AGAGTEAGAGTTTTACAGTCAAGTAATGCATGECAAGCCA 1251

shijct 243 GAGTTTTACAGTCAAGTAATGCATGRCAAGCCA  19@

Query 1252 ACGTTAAGCTGTTGAGTCGTTTTAAGTGTAAT TCGGGGECAGAATTGS

TAAAGAGAGTCET
TEECE TR e e e e v e e e e e e e e e e
sbjct 189  ACGTTAAGCTGTTGAGTCGTTTTAAGTGTAATTCGGGGCAGAATTGGTAAAGAGAGTCET 138

1311

Query 1312 GTAAAATATCGAGTTCGCACATCTTGTTGTCTGATTATTGATTTTTCGCGAAACCATTTG 1371
R

sbjct 129  GTAAMATATCGAGTTCGLACATCTTGTTGTCTGATTATTGATTTTTCGCGAMMCCATITG 78

Query 1372 ATCATATGACAAGATGTGTATCCACCTTAACTTAATGATTTT-ACCAMMATCAT 1424

sbjct e2 ATCATATGACAAGATGTGTATCCACCTTAACTTAATGATTTTTACCAAAATCAT 16

Figura 4.9. Alineamiento de la secuencia clonada en le pBSK con la secuencia presente en la base de
datos del IS Finder de un elemento 1S4 de la subfamilia 1S10. EI mismo presenta un 99% de
coincidencias desde la posicion 108 de la secuencia clonada hasta la posicion 1424.
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De acuerdo con este software, la secuencia presenta un solo ORF desde la posicion 108 hasta
la posicién 1316 (ver Figura 4.10).

\ Protein section ORF number : 1
ORF 1
Length Begin End Strand Fusion ORF
1209 bp 402 aa 108 1316 + No

ORF function : Transposase
Chemistry : DDE

Figura 4.10. ORF reportado por el software IS Finder. En laimagen se indica la secuencia aminoacidica
del ORF identificado, asi como su posicién y largo.

Dicho ORF coincide con los ORF1 y ORF2 reportados por el software ORF finder. Dado que el
ORF reportado por el IS Finder coincide con los marcos de lectura abiertos reportados
anteriormente, se plantea la hipotesis de que el software ORF finder haya detectado dicho
gen como dos marcos de lectura abiertos. Para poner a prueba dicha hipétesis, se analiza el
solapamiento de ambas secuencias en el programa informatico MEGA7. Se observa que

ambos ORF reportados por el ORF finder son secuencias solapantes.
4.4.3. Repetidos de la secuencia clonada

Se identifican los repetidos inversos caracteristicos de las Secuencias de Insercidon (ISs)
realizando un blast con el software IS Finder (ver Figura 4.11). Los mismos se extienden desde
la posicion 114 a 163 y desde la posicion 1394 a la posicidn 1436. Sin embargo, no se observan

repetidos directos en la secuencia, los cuales se buscaron con el servidor FAIR [85].

IR Length : 17/22

Figura 4.11. Identificacidn de los repetidos inversos en la secuencia clonada. Se observa el repetido
inverso izquierdo (IRL) en naranja y el repetido inverso derecho en verde (IRR).
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4.4.4. Determinacion del sitio de insercién del elemento transponible

Se verifica también la presencia del sitio de restriccion Xmal en el extremo 5’ de la secuencia
clonada utilizando el software NEBCutter. El sitio de restriccion de Kpnl en posicién 3’ no se
observa en la secuencia. Paralelamente se determina la posicién en la que ocurre la insercién
del elemento transponible. Analisis en el software NEBCutter muestran que la insercién no se
dio entre sitio de restriccion Xmal y Kpnl dado que se mantiene la secuencia del pBSK entre
ambos sitios. En el producto de clonado se identifica la secuencia GGTAC. Sin embargo, el
nucledtido terminal de esta secuencia de reconocimiento (C) no se encuentra presente en el
producto de clonado. De haberse dado la insercién entre Xmal y Kpnl, el sitio de clonado
multiple (MCS) de pBSK se veria interrumpido. Se realiza un blast entre la secuencia del 1S4,
subfamilia IS10 hallado en la base de datos IS Finder y la secuencia en estudio, permitiendo
determinar que la secuencia de insercion se extiende desde el nucleétido 114 al 1436 (ver
Figura 4.12).

114 1436

MCS
Secuencia de insercion

11 1 | 1 | 1 1 1 | 1 | 1 | 1 1 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1448

1 |
[T
*Apal
¥¥hol
*¥Sall
*Clal
HindIII
EcoRY
*EcoRI
*xmal
BamHI

Xbal

Figura 4.12. Diagrama de la secuencia clonada. Se observa el sitio de clonado multiple (MCS) intacto
y la secuencia de insercidn en posicién 3’ respecto a este. En la imagen no se observa el sitio de
restriccion de Kpnl pues al encontrarse en forma parcial no es reconocido por el software NEBCutter.

Analizando el sitio de restriccion Kpnl vemos que al mismo le falta un nucleétido,
correspondiente a la base nitrogenada terminal del extremo 3’, la cual es separado de la

secuencia de reconocimiento al momento de la digestién (ver Figura 4.13).

$ GGTAC|C 3
3 Ct1CATG G ¥

Figura 4.13. Sitio de reconocimiento y mecanismo de corte de Kpnl.
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4.5. Expresion de las proteinas

Se realiza un gel de electroforesis desnaturalizando al 15% el cual no permite resolver
completamente las proteinas de mayor peso molecular. Por tanto, se realiza un gel de
poliacrilamida al 10% (ver Figura 4.14). A su vez se ensayan geles a distintas concentraciones
de extracto celular (Absex = 2, Abse20 = 5 y Absesz0 = 10), determinandose que la Abseo que

permite la 6ptima visualizacidn de las proteinas en el extracto celular es Abssyo = 10.

wt MP BgICA BgICF XynB Cbhl Cbhll

4
1

Figura 4.14. Gel de electroforesis SDS-PAGE al 10% de proteinas totales presentes en el extracto
celular total con Absgo = 10. Wt: wild type; MPM PageRuler™ Unstained Protein Ladder; BgICA:
control interno de cepa capaz de expresar las proteinas en estudio; BgICF: f — glucosidasa de
Thermobifida fusca recodificada para su expresion en levaduras; XynB: xilanasa de Aspergillus niger;
Cbhl celobiohidrolasa | de Rasamsonia emersonii; Cbhll: celobiohidrolasa Il de Myceliophthora
thermophila.

No se observa una expresidon diferencial de ninguna de las proteinas transformadas. Esto
podria deberse a que las mismas no se encuentran en el extracto celular, sino que son
excretadas al medio, resultado que se esperaba dado que a los genes que codifican para las
proteinas en cuestion se les habia adicionado un péptido sefial de excrecion celular.
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5. DISCUSION

El objetivo de este trabajo consistia en otorgarle el fenotipo celulolitico a una cepa de S.
cerevisiage a través de la incorporacion de genes sintéticos que codifican para enzimas
celuloliticas. Dicho objetivo no fue alcanzado dado que no fue posible la construccién de un

vector que contuviera dichos genes. En su lugar, se cloné una 1S4 de la subfamilia IS10.

5.1. Secuencias de Insercion de la familia 1S4

Las secuencias de insercidn (ISs) son un tipo particular de elementos transponibles, definidos
por ser pequefias unidades moviles de ADN con Unico gen en su secuencia el cual codifica
para una transposasa, flanqueado por repetidos invertidos en los extremos [86], y en algunos
casos también repetidos directos (ver Figura 5.1). Esta transposasa es la responsable de la
movilidad de la secuencia de insercidon dado que interactla con los repetidos invertidos en
los extremos de una manera sitio especifica, cortando el ADN en ambos extremos vy

transfiriéndolo a otra regiéon donde no es necesario que exista homologia de secuencia [87].

<2,5kb
— DR | IRL Region de ORF(s) IRR | DR ——
2 - 14pb 2 - 14pb
[————»
10 - 40pb 10 - 40pb

Figura 5.1. Estructura tipica de un elemento IS. Los elementos IS contienen las repeticiones directas
(DR) que son el sitio blanco de la duplicacién, las repeticiones invertidas izquierda y derecha (IRL e
IRR) y los marcos de lectura abiertos (ORFs) que codifican la transposasa.

Sin embargo, no es necesariamente cierto que los transposones se integran en forma
aleatoria [88]. Se ha reportado que el transposén de levadura Tyl presenta una fuerte
preferencia por integrarse por fuera de los marcos de lectura abiertos [89]. Se ha reportado
gue el sitio de insercion en la trasposicion puede verse influenciado por la topologia del ADN
en dicha regidn, la presencia de proteinas del huésped en el sitio de unidn; por ejemplo,

algunas transposasas evitan regiones trascritas [90].

La familia de las secuencias de insercion IS4 es un grupo bastante heterogéneo clasificado
como tal por las similitudes observadas en sus secuencias IRs (Inverted Repeats) [91]. El IS10,
puede verse involucrado en el transposén compuesto Tn10, donde comprende un par de

secuencias de insercion que flanquean un gen de resistencia a la tetraciclina [92].

48



Las transposasas de la subfamilia IS10 presentan una triada aminoacidica conservada en su
sitio activo denominada motivo DDE (ver Figura 5.2). Este motivo se encuentra conservado

en la mayor parte de las transposasas. El mismo se compone de dos aspartatos y un

b@

glutamato.

H20 (743)

5' phosphate (NTS)
pr

x

X
)
Ly
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==

M2
. 1\ 9 M1
oR¢

Figura 5.2. Vista del sitio activo con motivo DDE de la transposasa Tn5 de la familia 1S4. Se observa
en verde la triada aminoacidica Asp/Asp/Glu coordinados a dos metales divalentes representados en
azul (en este caso Mn?*). (a) Mapa de densidad electrénica de los metales divalentes. (b) Coordinacién
de los metales divalentes en el sitio activo. Las lineas sélidas en negro representan interacciones no
covalentes y las moléculas de agua se representan como esferas rojas. Tomado de [93].

Los elementos IS se clasifican dentro de la Clase | de elementos transponibles y son
constituyentes normales de muchos cromosomas y plasmidos bacterianos, habiéndose
descrito tanto en bacterias Gram negativas como Gram positivas [94]. En los extremos de esta
secuencia se observan repetidos de entre 2-20 pb, los cuales surgen durante el proceso de
transposicidn, cuando la transposasa genera extremos cohesivos en la molécula de ADN, que
posteriormente son reparados por el Sistema de reparacion del ADN de la célula huésped (ver
Figura 5.3) [95]. La longitud de la duplicacion de destino es caracteristica para cada elemento
IS. Ademas se encuentran generalmente flanqueados por repeticiones invertidas, que se cree
gue son el sitio de reconocimiento y unién para la transposasa durante la transposicion (ver
Figura 5.1) [96]. Por otra parte, la clase Il de elementos transponibles agrupa el conjunto de
elementos transponibles ancestralmente relacionados que se conocen como la familia de
transposones Tn3, mientras que la clase lll cubre el bacteriéfago Mu transponible y los fagos

relacionados [94].
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Figura 5.3. Mecanismo de insercidn de una secuencia de insercidn. (a) La transposasa se une al sitio
blanco, donde realiza un corte en la secuencia generando extremos cohesivos. (b) La secuencia de
insercidn se adhiere a los extremos cohesivos del ADN blanco. (c) Los mecanismos de reparacién del
ADN de la célula reparan las mellas, generando repetidos en los extremos de la IS.

Algunas secuencias de insercidn forman elementos transponibles complejos, encontrandose
asociados a una regiéon de ADN que codifica para genes de resistencia antibidtica o
patogenicidad, siendo denominados en este caso, transposones [94]. Los transposones estan
involucrados en la rapida adaptacion de las comunidades bacterianas, dada su facil
transferencia horizontal [97], denominandose asi al proceso de adquisicién de material
genético a partir de una fuente distinta que del genoma de la progenie [88]. Ademas, se
encuentran implicadas en el proceso de generacion de diversidad genética de una poblacién
bacteriana al introducir mutaciones al momento de desplazarse de una regién de genoma a
otra [87].

La transposicion es llevada a cabo mediante la unién de la transposasa al ADN, dando lugar a
un corte en la secuencia. Hay incluso evidencias de que la asociacién de la transposasa con el
ADN también requiere la replicacion activa del ADN del huésped [98]. Recientes estudios
demuestran que la transposasa se encuentra activa en forma de oligdmero; un ejemplo de
esto es la transposasa de Mu, la cual en su forma activa es un tetrdmero unido a ambos

extremos del elemento transponible [99].

El evento de transposicién puede verse inducido por condiciones de estrés. Actualmente se
ha logrado la eliminacién del genoma de ADN movil y de genes de virulencia criptica de las
cepas de E. coli K12 MG1655 y W3110 [100]. No se observaron diferencias en la tasa de
crecimiento y expresion de proteinas recombinantes, pero éstas cepas permiten una
transformacion por el método de electroporacidon mas eficiente y pueden propagar plasmidos

gue resultan inestables en otras cepas [101].
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5.2. Repetidos de la secuencia de insercidn clonada

Fue posible la identificacidn de los repetidos inversos en los extremos de la IS4. Los mismos
presentan un solapamiento parcial con la secuencia codificante para la transposasa,

fendmeno observado para otros IS [102] (ver Figura 5.4).

Direct repeats [_] ]

Inverted repeats [ I
ﬁ
Transposase ORFs _—

Figura 5.4. Esquema de un elemento IS donde es posible evidenciar el solapamiento parcial entre
los repetidos inversos y los ORF. Modificado de [102].

Por otra parte, los repetidos directos no fueron hallados. De acuerdo con lo reportado en la
bibliografia, los repetidos directos de los IS4 presentan un largo de entre 9-14pb [103]. Si bien
generalmente se generan como producto de la transposicidn, su presencia no es requisito

indispensable para la identificaciéon de una secuencia de insercion [104].

5.3. Sitio de insercion del elemento IS

Dado que el sitio de reconocimiento de Kpnl se encuentra incompleto, esto nos lleva a pensar
que la insercién tuvo lugar en el sitio de restricciéon de Kpnl una vez ocurrida la digestidn.
Ademas, la secuencia desde el sitio de corte de Kpnl hacia 3’ presenta una homologia del 99%
con una secuencia de insercion de la familia 1S4, subfamilia IS10; mientras que al analizar la
secuencia desde la posicion 1-113 se observa una homologia del 100% con el pBSK 1l SK (+)

(ver Figura 5.5).

Sitioparcial de
Clal Sall Xhol Apal restriccion Kpnl Comienzo de la 1510

TACCIGTCGALC TCGAGGGGGGGCCCOGT ACHGAGAGATCCCCTICATAATITCCCCARA

T

posicion 114

Figura 5.5. Sitio de insercion del transposén. Se observa en direccién 5’ parte del sitio de clonado
multiple del pBSK con sus respectivos sitios de restriccion y en direccién 3’, posterior al sitio parcial de
restriccion de Kpnl se puede observar parte de la IS4, subfamilia 1S10.

Los distintos tipos de IS presentan diferentes niveles de selectividad por la secuencia blanco.
Se ha reportado la especificidad de alguno de ellos por secuencias ricas en A-T; mientras que

otros tienden a insertarse dentro de otras secuencias de insercion [103]. Se cree que en este
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caso la insercidon en la posicion 114 se dio aprovechando la digestidn parcial con la enzima
Kpnl. Dicha hipétesis se apoya en la conservacidn del sitio de reconocimiento de Xmal (el cual

de haber sido digerido habria causado la escisién de un fragmento de 56pb en el vector).

5.4. Contaminacion del material de trabajo con 1S4

Las IS4 son elementos transponibles de uso frecuente en los laboratorios. Esto podria haber
dado lugar a unainsercion de la 1S4 en el genoma de la célula huésped E. coli DH5a wild type.
El experimento se repitid en variedad de condiciones y cambiando los reactivos, pero estos
no afectaron los resultados obtenidos lo cual apoya nuestra hipdtesis. Otros investigadores

trabajando con las mismas células obtuvieron la misma contaminacién en sus clonados.

Otro factor a tener en cuenta son las condiciones bajo las cuales se tienen a las células
competentes. Recordar que las condiciones de estrés aumentan la capacidad transformante
de las células como mecanismo de generacién de variantes que permitan la supervivencia de

las mismas.

5.5. Ligacion

Dado que el proceso de ligacion con la enzima ADN Ligasa T4 es poco eficiente se podria haber
utilizado otro mecanismo para la clonacién de gh1 y cdt en pBSK. Una alternativa en creciente
expansion es la técnica Gibson Assembly. Se trata de una reaccién isotérmica de un solo paso
gue ensambla rapidamente segmentos de ADN con terminaciones homélogas de entre 15-
20pb. Para ello se hace uso de tres enzimas: una 5’-exonucleasa que expone la secuencia
sobresaliente para el reconocimiento especifico de los segmentos de ADN complementarios,
una ADN polimerasa encargada de rellenar los gaps y una ADN ligasa que une los segmentos
(ver Figura 5.5) [105]. Se trata de una técnica muy robusta que permite la union de
fragmentos de ADN de hasta 600kb [106]. Supone una gran ventaja en comparacién con la
ligacidon convencional, donde las incompatibilidades de enzimas de restriccién, la necesidad
de pasos de ligacion intermedios o el tamano limitado de los segmentos capaces de unirse

resultan un obstaculo en la construccion de ensamblados [107].
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Figura 5.5. Esquema de la técnica Gibson Assembly. Dos fragmentos adyacentes de ADN (violeta y
verde) que presentan secuencias terminales solapantes (negro), se ligan mediante una reaccion
isotérmica de un solo paso. (a) La enzima T5 exonucleasa expone la secuencia saliente para el
reconocimiento de los segmentos complementarios de ADN. (b) La ADN polimerasa se encarga de
rellenar los gaps. (c) La ADN ligasa sella las mellas. Tomado de [105].

5.6. Expresion de proteinas en el extracto celular

No se observa una expresion diferencial de ninguna de las proteinas transformadas. Esto
podria deberse a que las mismas no se encuentran en el extracto celular, sino que son
excretadas al medio, resultado que se esperaba dado que a los genes que codifican para las
proteinas en cuestidon se les habia adicionado un péptido sefial de expresion celular. Sin
embargo, también podria ser consecuencia de una baja expresién. Para probar dicha hipoétesis
es necesario la realizacién de una técnica mas sensible como es el caso del Western Blot,
donde se da una unién especifica de la proteina de interés a un anticuerpo marcado. Esto

seria posible dado que los genes insertados fueron adicionados con secuencias FLAG.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1. Conclusiones

No fue posible la clonacién de los genes ghl y cdt (codificantes de una B-glucosidasa y un
transportador de celobiosa respectivamente) en el vector de expresién pBSK. En el sitio de
clonado multiple de pBSK (sobre el sitio de restriccién del Kpnl) se insertdé una secuencia de
insercién de la familia 1S4, de la subfamilia 1S10 lo cual se adjudica a la posible contaminacidn

de las cepas de trabajo con dicho transposén.

Ensayos independientes de SDS-PAGE permitieron analizar los extractos celulares de S.
cerevisiae transformadas con los genes de una § — glucosidasa de Thermobifida fusca (BgICF),
recodificada para su expresion en levaduras; una xilanasa de Aspergillus niger (XynB); y dos
celobiohidrolasas, observandose que las proteinas no se encuentran presentes en la fraccién

celular o la misma no se expresa en las cepas transformadas.

6.2. Perspectivas

Dado que no fue posible alcanzar los resultados esperados, a futuro nos proponemos:

1. La repeticion del trabajo con un huésped en condiciones apropiadas (el cual no
presente contaminaciones por elementos transponibles), permitiendo analizar el
clonado del sistema S-glucosidasa/transportador de dextrinas.

2. La modificacidén del sistema de seleccidon dado por el vector. Una alternativa es la
implementacién del sistema de seleccion URA3, lo cual evitaria falsos positivos al
momento de analizar las placas.

3. Dado que la reaccién de ligacién es altamente ineficiente, esto podria resultar un
factor limitante al momento de clonar los genes de interés en el pBSK. Por tanto podria
ensayarse la unién del vector pBSK y el inserto mediante la técnica de Gibson
Assembly.

4. Seria pertinente la realizacién de SDS-PAGE (asi como técnicas con mayor limite de
deteccidn como es el caso del Western Blot) para analizar la expresidn de las proteinas
en el sobrenadante previamente concentrado y la realizacidn de ensayos de actividad
enzimatica para analizar no solo si las enzimas se expresan, sino que las mismas se

encuentran activas.
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8. ANEXO

8.1. Maedios de cultivo

Luria Bertani Caldo (LB)

Triptona 10 g/L

Extracto de levadura 5g/L

NaCl 10 g/L
LB Aagar

LB-Caldo

Agar 16 g/L

Yeast Estract-Peptone-Dextrose (YPD)

Extracto de levadura 10 g/L
Peptona bacterioldgica 20 g/L
Glucosa 20 g/L

8.2. Soluciones para la extraccidon del ADN plasmidico

Solucién A

Tris.HCI 50 mM

EDTA 10 mM

pH=8
Solucion B

NaOH 0,2 M

SDS 1% (m/v)
Solucién C

Acetato de Potasio 3M

Acido acético 11,5% (V/V)
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pH=4,8
Buffer TE

10 mM Tris-HCI

0.1 mM EDTA

pH=8.0

8.3. Electroforesis en gel de agarosa

Buffer TAE 1X
Tris-acético 0,04 M
EDTA 0,001 M

pH= 8,0

8.4. Purificacidon del ADN del gel de agarosa

Buffer EB
Tris-Cl 10 mM

pH=8.5

8.5. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida SDS

Gel de resolucion 12%
Buffer de resolucién 2,5 mL
Acrilamida 30% / Bisacrilamida 0,8% 4,04 mL
H20 3,56 mL
TEMED 10% 5 plL

Amonio Persulfato 10% 50 plL
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Gel de resolucién 15%
Buffer de resolucién 2,5 mL
Acrilamida 30% / Bisacrilamida 0,8% 5,0 mL
H20 2,55 mL
TEMED 10% 5 plL

Amonio Persulfato 10% 50 plL

Acrilamida 30% / Bisacrilamida 0,8%
Acrilamida 58,4 g
Bisacrilamida 1,6 g

H20 Csp 200 ml

Buffer de resolucion
Tris base 72,6 g
SDS 1,6
H,0 300 mL
pH = 8,8

Llevar a 400 ml de H,0

Gel apilamiento
Buffer compactador 1,25 mL
Acrilamida 30% / Bisacrilamida 0,8% 0,8mL
H,0 2,95 mL
TEMED 10% 5 plL

Amonio Persulfato 10% 30 pL.

Buffer compactador
Trisbase 24 g
SDS1,6¢g

H20 300 mL
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pH=6,8

Llevar a 400mL de H,0

Buffer de unién (pH = 8,0
H,0 49,9 mL

Imidazol stock 5M 100 plL

Buffer His-Tag 2X 50mL

Buffer His-Tag 2X
2X His Tag Buffer
100 mM NaH2PO4

600 mM NacCl

Buffer de carga 2X
0,5M Tris pH 6,8 12mL
Glicerol (20%) 10mL
SDS 20% 10mL
0,1% azul bromo fenol 5mL
H,0 Csp 45mL

Antes de usar agregar 8- mercaptoetanol 10%

Buffer de corrida Tris-Glicina
Tris 302,75 g
Glicina721g
SDS50¢g
HO5L

Antes de usar diluir a partir de 10X

Solucidn de teiiido rapido
0,2%(m/V) Azul Brillante de Coomassie en:

Metanol 500 mL/L
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Acido acético glacial 100 mL/L

H.0 400 mL/L.

Solucion de desteiiido rapido
Metanol 500 mL/L
Acido acético glacial 100 mL/L

H,0 400 mL/L
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