


"Alcohol makes a beautiful, clean and efficient fuel... Alcohol can be manufactured from
corn stalks, and in fact from almost any vegetable matter capable of fermentation... We need
never fear the exhaustion of our present fuel supplies so long as we can produce an annual
crop of alcohol to any extent desired.”

Alexander Graham Bell

National Geographic, Vol. 31, Feb. 1917, p. 131



5

PEDECIBA

Instituto de Biotecnologia

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

UF [FLORIDA

SRE

SECRETARIA DE
RELACIONES EXTERIORES

ANII

\
Agencia Nacional de l A

Investigacion e Innovacion

Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria
URUGUAY



Agradecimientos

En primer lugar quiero agradecer a Francisco la oportunidad que me brindd de trabajar a su
lado, ha sido una experiencia enriquecedora la cual siempre recordaré con carifio y admiracion.

Este trabajo no hubiera sido posible sin la colaboracién del Dr. Alfredo, el cual me recibio
amablemente en su laboratorio dos veces, compartiendo conmigo todo lo que se hoy sobre las
fermentaciones y ddndome la posibilidad de conocer un hermoso pais del cual me enamoré.

Quisiera agradecer al Ing. Nikolai Guchin de ANCAP por proveernos bagacillo de cafia de
azucar y la glicerina cruda y por las charlas que nos mostraron el “otro lado” de este proceso.

A las agencias finaciadoras de este trabajo: la Agencia nacional de investigacion e Innovacion
(ANII), el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIA), el Programa de Ciencias Bésicas
(PEDECIBA), Inter American Network of Academies of Sciences (IANAS) y la Agencia Mexicana de
Cooperacion Internacional para el Desarrollo, de la Secretaria de Relaciones Exteriores (AMEXCID-
SRE).

Agradezco también al Dr. Lonnie Ingram y al Dr. Ismael Nieves de la Universidad de Florida
en Gainesville (EE.UU.) por la cepa LY180 y el plasmido pLOI297 asi como recibirme en su
laboratorio.

A la gente de BIOGEM, LEM y MICROMOL, especialmente a Vane, Rufo y Rosco que
siempre tuvieron alguna solucién a la mano para tantos imprevistos. Y a Alicia por la mano enerme que
nos dio!

A mi viejo, que desde el dia en que se me ocurrio esta loca idea de hacer Ciencias me acompafio
creyendo siempre en mi. A mi familia que escucharon mil veces sin entender demasiado que es lo que
hago y supieron comprender mi dedicacién al trabajo, sobre todo a mi hermana, Joa y a mis sobrinos
Santi, Nahu, Joaco, Joel, Adrian y la pequefia Marley.

Arlen, Kike, Nadia, Luz, Lili... México no seria lo mismo sin ustedes!!!
A mis amigos de la vida, sin los cuales nada seria igual.
Ferchu, Ari... gracias por hacer mas amena las jornadas de labo por estar siempre para escuchar,

compartir, poner buena onda y fe a todo lo que nos ha pasado. Gracias por ser mis amigas!!! Y
principalmente por hacer posible que exista vida “después de las 14 horas” ©



Indice

RESUMEN ...ttt sttt h et b et b e e e s b e ea e et e s bt e st e bt eat e be s bt eabesbeeueenbesbeentenbesaeenee 10
RESUITIOI. ...ttt ettt e e st e e s st e e e e e e e s e nr e e e s e s reeesenreeeseanreneesnnnenes 11
INTRODUCCION GENERAL......covucueteeeeeeeeeteseiesessss s sesessesessssssessesesssesessssssssssssssssssssssssssssasanes 13
BiOCOMDUSHDIES.....ceeieiieeee ettt et sttt e be e s bt e sate st e sbe e be e beeas 14
Biomasas para la produccion de bioetanol...........cccceeveirieeriiieinieeniee e enieeesee e e siee e e saee e 15
Biomasa para la produccién de biodiesel...........cccvevriiiiiiiiiiiiiiiiecee e 17
Uso de biocombustibles en €] tranSPOITe.........cueevveeerierrieeriiieerreessieeeseeesreessieeesreessseessseeessvesenee 19
CaS0S PATLICULATES ......eeverieeiesieeieeieet ettt sttt sttt b e sae et s bt et e st e sbe et she et e bt saeenbesbeeanas 20
Desafios en la produccién de biocOmbUSHIbIES ..........ccceeririeiiininieie e 24
BAOTTEEINEIIAS +..uveevieiiecie ettt st st ettt e e sbe e sa e st st e e beesbeesatesatesabeenbeenbeennes 26
Estructura y composicién de la biomasa lignoceluldsica..........ceceereereenierieeneeniciiceceeeeeeee 27
HEMICEIUIOSA. ...ttt sttt e s bt sae e st bbb ns 27

| T=4 110 TSP P U PRPPPRTOTRPPIt 29
(=] 111 o TSRO 29
Celulasas, hemicelulasas ¥ 1aCaSaS. .......ceveruerririeriireeieneete ettt 34
HemMICEIULASAS ... eeviiieieiteeee ettt ettt st be bt et b e st e e b eanas 35
Enzimas modificadoras de LigNina .........cceeeieriiieienineeeeee ettt 36
(OS] 11 LT L OO TSSO PP PP 36
Produccién de etanol a partir de CEIUIOSA.......ccvevierieriiiiiiiieeeert e e s 41
Pretratamieniio .. ..cccciciiiiiiiiiiiciiei e s s 41
SACATTTICACION. ...t veeutittete sttt ettt h et b e et e st sbe et e sbe et e bt saeenbesbeeaneneeeneens 46
FOIMENTACION. .....eetietieee ettt b e be e s bt st e et e et e e sbeesaeesabesabeebeebeenis 47
Tecnologias de cONVersion de BiomMaSsa ........cecueerteeruierieriieieeeest ettt st s s be e 49
Sacarificacion y fermentacion por separado (SHF) .....coccevivieiiiieienenee e 49
Sacarificacion y fermentacion en simultaneo (SSF) .......cocvvcvireiierienieenieiniinieeieerieesieeseeseesne e 49
Sacarificacion y co-fermentacion (SSCE).....cccovviiiiiieeniiiiiicieceeeerieesee e se e s esiee e e 51
Bioproceso consolidado (CBP).......coivuiiiiiiiiiiieniesie sttt sieeseee e ssreesteesreesaneseaessessveenseennns 52
BAOPTOSPECCION ...ttt ettt ettt e bt h e st e st e bt e bt e s bt e sheeeateeateesbeesbeesaeesabesabeebeebeenns 54
IMBLAGEIIOIMIICA . .. eeuteetieite et ettt et te sttt et e et e e bt esbeesb e e saee e beeabeebeesbeesb e e eabeeabeenbeesbeesaeesabesabeeabeenbeens 55
Aportes de la metagenomica a la bioteCnologia.........coceereerieriiniiieieeeeseee e 58
Identificacion de celulasas mediante metagenomica funcional .........c.cccecceeveenieenieeiceeneeseeneenne 59
ESLIUCIUTa de 18 TESIS .eeuveeueiriiieieeieest ettt ettt sttt st et b e b e s b eme e e e e enee s 61

Plan de trabajo SEGUIAO .......ueirviiiiriiiiie ettt ettt et e e st st st e e st eesabe e s abeesaeeesabee s 62



HIDOLESIS ...ttt st et b e s bt et b e st e e s bt e r e bt st e b sh e et bt s e e e b e nenreeneens 63

ODJELIVO BENETAL.....ccueeiiieieiertieiese sttt ettt et b e s bt e b e sae e e bt e e see e bt e b nb e e e e reneeenes 63
(@] 0) [l Ao T T o =T ad ¥ ol L 63
L1031 101 Lo N SRS 64
CONSTRUCCION DE DOS METAGENOTECAS, SCREENING Y SELECCION DE CLONES
CON ACTIVIDAD CELULOLITTCA ..ottt sttt sttt st sttt et e st sbe e nbesae e 64
RESUIMET. ..ottt esre e e sar e sr e e semeeesaneeeane 65
L0538 A0 13U PPPRPPPRN 65
1Y (Tl (0] (0= - H OO TSSOSO PP ROO P PRSPPI 66
CePaS Y PLASTIIIAOS. .....eeuvirieeiesieeiiete ettt ettt et s b et bt et b e s e e b eanes 66
Obtencion de muestras ambientales y procesamiento de ADN metagenomico ...........ccceeeveerveenne 67
Obtencion y procesamiento de ADN MetagenOmiCo ........cccveerveereereereernieeneeneeseeseesressreenveennes 67
Construccion de bibliotecas MetagenOomIiCas ........ccuerueerrerrieereereenee ettt e e 68
Evaluacion en medios indiCadOres...........eoveeieerienienieeieeeeiee ettt s 68
Caracterizacion fenotipica de los clones seleccionados............cccceereeriieriienneenienieenie e 68
Pretratamiento de bagazo de Cafia.........ccoereerierirrieniineeeneee e 69
Andlisis in silico de 108 fOSMIAOS........cecveriirieriinieieeetee et s s 70
Clonado y expresion de hidrolasas...........eecveereereenieniieieeieesieesee ettt 70
Resultados ¥ AiSCUSION ........ceviiiieiieriie ettt ettt sttt e b e sae e st e sbeebeebeesns 74
Obtencion de ADN y construccion de bibliotecas metagendmicas.........oovveveereerverirersreeneeneennes 74
CaracterizaCion fENOtIPICA. .. .c.verveerierierieiie ettt sie sttt e sbe e e steesbeesteesreesanesasesasesnbeenseennes 78
Andlisis in silico de las secuencias e identificacion de Genes...........ccceeeereereerieerieenieenieesieesinenns 81
Clonado, expresion y caracterizacion de hidrolasas .........ccccecveereenieniieniieneeneene e 90
CONCIUSIONES ...ttt ettt ettt et s bt s ae e et e et e e ebeesbeesaeesabeeabeeabeebeenbeesneesaeeeaeeennean 93
L@F: 0] 1101 [0 10RO PP PR 94
CARACTERIZACION FUNCIONAL Y ANALISIS DEL GENOTIPO DEL CLON M9F1.............. 94
RESUIMET....coiiiiiiiiii ettt sr e e sena e sneeeane 95
(O 0] 1= k70T PP 95
Principales resultados ¥ CONCIUSIONES ..........coiueeiieiiiiieiie ettt ettt st st s 96
Contribucion personal al trabajO.........coeeeeieierieeeetete ettt st st 96
INTRODUCCION ...oocvorivirniencisesssesesssse s e sse st ettt 97
MATERIALES Y METODOS ......ovueveverieieisieeee st sesss s sessesas s s s sae s sae s sssassssesassessesasans 98
ODTENCION B MUESLIAS ....eeveeitetieteete sttt ettt ettt et et b et bt et e bt et e st e sbe et e sbeeatenbesaeentesbeeaeas 98

Obtencion de ADN METagENOMICO .....c.eeeevieeiiieeiieeeeieecitee e e eeteeeebeesbeeestreesebeeesaseesasesensseesreeenns 98



Construccion de las metagenotecas y seleccion de actividades enzimaticas de interés .............. 99

Pretratamiento de bagazo de CaMa ......ccuuiiiiiiiiiiciiie e 99
Secuenciacidn y andlisis bioiNformMAtiCo........coiiiiiii i 99
Produccion y deteccion de €Lan0l..........uueieeciiiiieciee e e e e e 99
Determinacion de glucosa y CeloDI0OSA......cccuciiiiiiiiiiee e e e e 99
RESULTADOS ...ttt ettt ettt et teeete et te et e ettt e ettt te e e e et e eete e e ee e et e ee e et e e e e et et e e e ee e e eseeeeeseseeeeeeesesenenes 100
ConstrucCion de METAZENOTECAS. ... .cccuieeiieeiieeeiee ettt e e teeertteesteeestreesteeessteesseeesaeessreeesaeesnseens 100
Seleccion de 1as actividades de INTEIES .......c.cvireereiieieeeeree et 100
Capacidad de crecimiento en papel de filtro como tinica fuente de carbono........cccccccecuveeennns 100
Produccion de etanol utilizando papel de filtro..........occvei i, 102
Utilizacion del bagacillo de cafia de @zUCar........coccuveieieiiie e e 102
Secuenciacidon y andlisis bioinformatico del clon MOFL ..........coooviiieiiiiieiiiieee e 104
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ... ..o e e e s e e e e e e 106
AGRADECIMIENTOS ..ottt ettt sttt ettt ettt et sh et e st e s ht e be s bt esee bt eateneesbeeatesteeaeenbesbeeneenbesaeenes 108
BIBLIOGRAFTA ..ottt 108
Ensayos complementarios: Microscopia electronica de barrido. ..........cccceeveereerieeniieeneenecnieennene 121
LOF: 15 111 1o TG TSR RTUSRPPPRUO 123

LA INCORPORACION DE UN FRAGMENTO DE ADN METAGENOMICO EN LA CEPA DE
Escherichia coli MS04 MEJORA LA PRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DE BIOMASA ...123

RO U O e e e ettt s e ee e 124
ODJBEIVIOS -ttt ettt ettt sttt bt b e s he e e at e et e bt e b e e sh e e s at e e bt e b e e bt e eheeeateeate e beenbeesheesanenas 124
Principales resultados ¥ CONCIUSIONES ........cevviriieiriirnienie e sie st se e sreesteeseeesbaesenesaneens 125
Contribucion personal al trabajo.......c.oecvieeieerieenieniinieeeee e aeesree e e sane e 125
LOF: 15) 1111 1o 1 OO U U TP P PSR STRTUPUPPOUON 138
CARACTERIZACION DE UNA CELULASA NOVEDOSA CON POTENCIAL PARA SER
UTILIZADA EN LA PRODUCCION INDUSTRIAL DE BIOETANOL .....cccccvtttriiiireiireeeeeieeeenne 138
RESUIMIEN ||| e teteeee e 139
(@ 0] 1= 70T UTSPPRRPO 139
Principales resultados ¥ CONCIUSIONES .........coiuiriieeiieiriieniierie ettt ettt be e s saee s 139
Contribucion personal al trabajo.........cocueerueeieerienie ettt 140

Ethanol production from E. coli MS04 expressing a multifunctional halotolerant glucanase isolated
TrOM COW FUIMEN ...ttt e e bt n et ebe s neenes 141

F AN o] =YX RPN 141
gL o]0 011 (o] 4 IR RUPPRRRRRRRRRON 142



MALEFIAIS AN MELNOUS ...ttt et e e e et e e e e e e e e e et eeeeesesasseaaeeeesseesasseseresesssanas 143

Cloning, expression of endoG and protein PUrifiCation ..........c.cccveeveirerenenenenceeeeeeeeseeene 143
Sequence and Phylogenetic ANAIYSES ........eccvevieieeiieiiceese et a e sreeanens 143
ENZYMALIC ASSAYS ..veuveevreresteeresteeeetieeestesteesestesseetesseesaessesasessessaessesteessensesssensesseensessesssensesseenes 143
pH and temperature effects on rEndoG activity and enzyme thermostability ............cccccccueueene. 143
Effect of metals and potential inhibitors on ENdoG actiVity ........ccccceveriveninenenciceecncee 144
Determination of SUDStrate SPECITICITY ......covevveieiiieirereereeee e 144
Nucleotide sequence aCCeSSION NUMDET .......cc.eoviiiieiriereereeee e 144
Conversion of cellulose INt0 ThANOL..........cc.eveieieireeeee e 145
RESUIES ...ttt sttt bttt st et et et et et e st bt bt see e be st et et eneeneereebentens 145
Origin and phylogeny 0f ENAOG ........ccooieiiiieieececee ettt s 145
Expression and purification of ENAOG.........cccoueieirinininreceeensese e 145
Enzymatic properties 0f FENAOG.........cccooiririiieiiieereeee e 146
EndoG tolerance to industrial iINNIDITOrS .........ccveieieiriieeeee e 146
SUDSEFAtE SPECITICITY ..vveveiteciece ettt et b e e re e besre e b e steennens 147
Consolidated DIOPIOCESSING .....ccvevvieeeirieteeeese ettt ete et te e re e et e s be e e e s teersebesreessebeeanenes 147
DIISCUSSTON ...ttt sttt h sttt sb ettt a e bt s bt s b e b e e et e st eneea e ebeebesb e b et et e st eneeneeseebenaens 147
ACKNOWIEUGEIMENES......cuiitieiesieceeiee ettt ettt e s s et e s teestesseeseessesseessestesssessesseensensenseenes 148
FAQUIES ettt ettt e et e et st et e st e e s e e st e s seeasesteestesseeseessesseessesteeseenseseeensensenseensensennses 149
TADIES ..ottt b ettt n e R e b e sReebe st e te s et et e Rt eneeneerenten 153
SUPPIEMENTANY FIGUIES ...veveceeeiecte ettt ettt ettt ettt ettt e s tesbe e besbeeasesbesssesbesbeensesteessensesanenes 155
RETEIENCES ..ottt sttt et a et et e st et et et et e st s e bt stente et e te e eneeneeseenenaens 156
LOF: 15 110110 T TSRO RTURTPPPRUO 159
PRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DE GLICEROL CRUDO DERIVADO DE LA
INDUSTRIA DEL BIODIESEL ......ottiiiiiiiiiiiiiete sttt ssiieeessiieeesssveeeesssveeeesssteeessssaeessssssesssaseneessnes 159
RESUITION. ...ttt ettt e e sttt e e st e e s bb e e e s abb e e e s e sbeeesesnbaeesenbaneseabenessnarenas 160
(@ 0] 1= k70T PRSPPSO 160
Principales resultados ¥ CONCIUSIONES .......c.coveereiiiiiiieieiseeseesee e eteebeeseeeseeeseeereesaeesseesreeseneens 160
Contribucion personal al trabajo .........cocueerueeiearienie ettt 161
Ethanol production using E. coli from biodiesel derived glyCerol..........ocooeerirrieninieeeereee 162
A oL - Uod PR PSTRSRRRN 162
INEFOTUCTION ...ttt ettt st sttt e s e bt bt sbe b e st e b et et eseeneebesbesbeneens 162
Materials and METNOUS ......co.eviriiieee ettt be b e 163

Metagenomic [ibrary CONSIIUCTION .......cc.oiieieriieieie sttt 163



Screening of MetagenomiC HDIary ..........oooviiiieiii e 164

G1 sequence and iN SIlICO ANAIYSIS. ......ccueruireieieieireesee e 164
Gene identification DY MULAGENESIS ......ccvveiiiieieiereee ettt s be e nes 165
Ethanol ProdUCLION SSAY ......c.cceeveeriieieriesieeiesteeeestesteetesteeeestesreebesreessessessaesesseessessesssensesneenes 165
AANAIYSES ...ttt ettt e b e b et e e b e te e e et e e beebeereertebeeaeenreareents 166
RESUILS AN DISCUSSION .....veieeiieeieiesieeiesiesteie st e e ste et e e st e e stesseesesseeseensesseensessesneessesnsensessesnsens 166
MetagenomicC liDrary SCrEENING........coererieieeeieerest ettt 166

G1 SEQUENCE ANAIYSIS ...ttt eb st b e ettt ebesn e ne e 167
Ethanol production using EPi300 SIFAINS ........ccceeeeviireerieiieeresieseee et sre st re e ae e ens 167
Ethanol production using LY 180 StraiN ........ccccceeeeriiiierieieeeeciecreee ettt aenae e 169
(O] Tod 111 o] 0TRSO 170
FHUIES ettt b bt bbbttt a st bbbt b ettt et b bt nen 171

LI Lo -SSR 175
RETEIENCES ... ettt sttt a sttt b ettt n e Rt besee b et et et et e neereerentens 178
DISCUSION GENERAL, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS......c.oviuiieiieeeeneeeeesseessseensesins 180
Discusion general y CONCIUSIONES .......ccceereiriiriiieiiieitiesie ettt ettt e b e saeesane e 181
POTSPECLIVAS. ..ttt ettt ettt et e s st e e s et e s s sab e e s s abe e e s s be e e e e s be e e e e raee e e areeeeenareeas 184
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......coviuiveeeteeceeeeeeeteseseetesesesssssessssessssesassssssssssssssssssssssssssssans 186
ANEXOS ettt e sttt e e sttt e e e bttt e e s h b et e e s bt e e e e n b bt e e e n b bt e e s nba et e s bb e e e s nrreeesanreeenan 203
F N 11 (o T O OO PTT O URTPUPON 204
COMPOSICION DE SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO.......cocoooviiuiiieeeseresseeeseeseeeseenenns 204
L0 L (s To) o <SSR 204
MEdIOS AE CUILIVO...eevieeiiieiieie ettt sttt ettt e st esatesatesabeebeesbeesbeesaeesanesnseenseesaessaessnesasenns 206

F N 11 (0 1 P SO PP STTUPPUPOPPRPON 208
ABREVIATURAS ..ttt ettt ettt s ettt e e sttt e e sttt e e s sttt e e sabaeeesansbeeesansbeeesannneeenan 208
N 1123 (0 G TR 201
TABLAS DE ORFs ASIGNADOS A LOS NUEVE FOSMIDOS SECUENCIADOS................. 201
F N o (0 1 PP 211

ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS IDENTIFICADOS COMO
RESPONSABLES DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA O XILANOLITICA EN LOS CLONES
SELECCIONADOS ...t e 211



RESUMEN

10



Resumen

Con el fin dltimo de contribuir a diversificar la matriz energética del pais, en esta Tesis de
Doctorado se plante6 el objetivo de identificar y caracterizar elementos genéticos, a partir de una
aproximaciéon de metagenomica funcional, que confieran a cepas de Escherichia coli la habilidad de

degradar desechos agro-industriales para la produccion de bioetanol combustible.

Actualmente la produccion de etanol carburante se debe principalmente a la utilizacion de
cultivos como cafia de azicar, sorgo dulce y remolacha azucarera. La utilizaciéon de desechos
agronomicos (rastrojos o bagazos) y de cultivos energéticos, se vislumbra como la alternativa natural
al uso de cultivos convencionales para la produccién de biocombustibles. Pero el principal desafio en
la produccion de etanol de segunda generacion es que estas biomasas son altamente recalcitrantes,
requiriendo un coctel complejo de enzimas hidroliticas de celulosa y hemicelulosa, las cuales
actualmente son costosas y poco eficientes. Con esto en mente, nos planteamos evaluar dos ambientes
ricos en microorganismos degradadores de biomasa vegetal con el fin de obtener nuevas enzimas,

eficientes y estables, capaces de ser incorporadas en la cadena de produccion de bioetanol.

Se contruyeron dos bibliotecas metagenomicas a partir de contenido ruminal y lodos de un
digestor anaerobio, conteniendo 1.2 Gpb y 4.2 Gpb, respectivamente. A partir de éstas se obtuvieron 58
clones con actividad celulasa y/o hemicelulasa. El estudio exhaustivo de 9 clones reveld la capacidad
de hidrolizar diversos sustratos, como xilano, avicel, carboximetil-celulosa, papel de filtro y bagazo de
cafia de azicar. El estudio in silico de la secuencia de los fosmidos de estos clones, mostré que su origen
filogenético podria estar relacionado con bacterias del filo Bacteroidetes, pero los organismos parentales

no habrian sido cultivados atn.

A nivel funcional, se identificaron mas de 10 enzimas implicadas en la degradacién de biomasa
vegetal, tales como endoglucanasas, B-xilosidasas, arabinofuranasas y lacasas con diversos dominios
cataliticos de glicosil-hidrolasas (GH) y dominios de unién a carbohidratos (CBM). El analisis
bioinformatico de la secuencia de aminoacidos de estas enzimas mostr6 que la mayoria posee
homologia con proteinas no caracterizadas previamente, confirmando la utilidad de la herramienta

utilizada con el fin de obtener enzimas novedosas.

Teniendo en mente que el proceso mas eficiente y econdmicamente rentable de produccién de
etanol a partir de biomasa vegetal es aquel en el cual un mismo microorganismo es capaz de expresar
las enzimas implicadas en la degradacion de celulosa a la vez que es capaz de producir etanol a partir

de los azucares liberados, los fosmidos seleccionados, o las celulasas codificadas en ellos, fueron
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incorporados a cepas de E. coli productoras de etanol. Esto permiti6 la utilizacion de celulosa como
fuente de carbono para la produccién de etanol. A su vez, se verific6 que la carga de enzimas
celuloliticas comerciales requeridas en el proceso, es menor cuando se utilizan las cepas

complementadas con los fésmidos estudiados.

Actualmente, la produccién de biodiesel se ve acompafiada por la generacion de 10% (p/v) de
glicerina curda, la cual es considerada un desecho industrial. La obtencién de productos quimicos con
valor agregado a partir de este desecho, mejoraria la ecuaciéon econémica de la produccion de
biocombustibles a nivel nacional, siendo una de las alternativas la produccién de bioetanol. Con el fin
de identificar f6smidos que mejoren la utilizaciéon de este sub- producto, las metagenotecas fueron
evaluadas en medio minimo conteniendo glicerina cruda como fuente de carbono y se identificé un clon
cuyo crecimiento se vio favorecido. El analisis a nivel genémico de este clon (denominado G1) mostr6
que posee 38 ORFs, pero no se encontraron enzimas implicados en la captaciéon o metabolizacion de
glicerol. Por mutagénesis in vitro se identific6 un ORF que codofica para una prteina de membrana que
posiblemente esté involucrada en el fenotipo observado. La incorporacion de el fosmido G1 en la cepa
etanologénicade E. coli LY180 permiti6 la generacion de 75 g/L de etanol a partir de glicerina en 12

horas.

Los resultados obtenidos muestran que mendiante metagenémica funcional es posible acceder
a la diversidad genética microbiana, aumentando el espectro de catalizadores con potencial para ser
utilizados a nivel industrial. A complementacién de cepas etanologénicas con los fésmidos

sellecionados permitio la produccién de etanol a partir de desechos agro-industriales.
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Biocombustibles

Los biocombustibles son aquellos combustibles que derivan de materiales biologicos, tales
como plantas y animales, obtenidos directamente o indirectamente (a partir de residuos agricolas,
comerciales, domésticos, y/o industriales). También se los puede definir como los combustibles creados
por la conversién de biomasa (organismos recientemente vivos) mediante procesos térmicos, quimicos

o bioldgicos, resultando en combustibles liquidos, s6lidos o gaseosos.

Los biocombustibles actuales, biodiesel, bioetanol y biogas, se caracterizan tanto por su
capacidad para mezclarse con los combustibles derivados del petréleo, como por la capacidad de ser
utilizados en los motores de combustion interna existentes y ser distribuidos a través de la
infraestructura actual (1). La produccién comercial de biocombustibles liquidos es de casi 90 billones
de litros por afio a nivel mundial. Por su parte, el biogas, derivado del tratamiento anaerébico de
estiércol y otros desechos, se obtiene en volimenes relativamente pequefios para ser utilizado en el

transporte.

El bioetanol combustible se obtiene mediante fermentacion de azicares simples obtenidos de
vegetales ricos en azicar o en almidén (1) usualmente mediante levaduras (utilizando cepas de
Saccharomyces) en condiciones moderadas. La energia volumétrica del etanol es aproximadamente
66% que la de la gasolina, sugiriendo una reduccién de un tercio en el total de kilémetros por volumen
consumido. Pero la comparaciéon de las propiedades fisico- quimicas del etanol sugieren que la

combustién del etanol es 15% mas eficiente respecto a las naftas (2).

El biodiesel es una mezcla de ésteres de acidos grasos de cadena larga, los cuales son
sintetizados mediante esterificaciébn o transesterificacion de acidos grasos libres o triglicéridos,
respectivamente. Este proceso requiere de la presencia de un alcohol, como metanol o etanol y de un
catalizador, siendo los mas comunes hidroxido de sodio o de potasio (3). Las materias primas mas
comunes para la produccién de biodiesel incluyen las grasas de origen animal y aceites vegetales. La
composicién quimica de biodiesel depende de la materia prima de la que se produce, ya que los aceites
vegetales y las grasas animales de diferente origen tienen composiciones de acidos grasos diferentes
(4). La composicion de ésteres grasos del biodiesel es esencialmente idéntica a la del aceite o la grasa
de partida. Convencionalmente, en el proceso de produccion, los lipidos son mezclados con metanol en
presencia de hidroxido de sodio, el cual actia como catalizador del proceso (3). La mezcla es agitada y
mantenida a la temperatura de ebullicién del metanol (65°C). Cuando se detiene la agitacion, la mezcla
de reaccion se separa en dos fases. La capa superior son los éster de metilo de acidos grasos, o sea el
biodiesel, y la capa inferior es el denominado “glicerol crudo” que contiene el metanol sin reaccionar,

las sales y otras sustancias sélidas presentes en las materias primas. El glicerol crudo generalmente
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contiene 75% de glicerol, sin embargo, el contenido de glicerol en los residuos de fabricacion de
biodiesel depende del proceso de fabricacion y las materias primas empleadas (3).Cada 10 volimenes
de biodiesel producidos se genera un volumen de glicerol como sub-producto (5). El biodiésel puede
mezclarse con gasoil procedente del refinado de petr6leo en diferentes cantidades. Se utilizan
notaciones abreviadas segtin el porcentaje por volumen de biodiesel en la mezcla: B100 en caso de
utilizar so6lo biodiesel, o B5, B15, B30 y B50, donde la numeracién indica el porcentaje por volumen

de biodiesel en la mezcla.

Biomasas para la produccion de bioetanol

Materias primas bioldgicas ricas en azicar, o materiales que puedan ser convertidos en
azucares, pueden ser fermentados para producir bioetanol. Las materias primas se pueden clasificar en
tres tipos: biomasa rica en sacarosa, como remolacha azucarera, sorgo dulce y cafia de azicar; materiales
que contienen almidén (por ejemplo, trigo, maiz y cebada) y la biomasa lignocelul6sica, como madera,
paja y pastos. Un problema importante con la produccién de bioetanol es la disponibilidad de materias
primas para su produccién. Esta puede variar considerablemente de una estacién a otra y dependen de
la ubicacién geografica. El precio de las materias primas también es volétil, lo que puede afectar los
costos de la produccion de bioetanol (6). Debido a que las materias primas tipicamente representan un
tercio de los costos de produccion, maximizar el rendimiento de bioetanol es imperativo para que el

proceso sea econdmicamente viable.

Biomasa azucarada

Las principales materias primas para la produccion de bioetanol son la cafia de azicar y la
remolacha azucarera. Dos tercios de la produccién mundial de azicar se obtienen de cafia de azticar y
un tercio a partir de remolacha. Estos dos cultivos se producen en regiones geograficamente distintas.
La cafia de azicar se cultiva en paises tropicales y subtropicales, mientras que la remolacha azucarera
solamente se cultiva en paises de clima templado (6). La cafia de azticar es un cultivo muy eficiente
para la produccién de biomasa, representando el cultivo con mayor biomasa por area sembrada de
cualquier cultivo comercial importante, incluyendo el maiz. Esto es resultado de la capacidad de la cafa
de aztcar para incorporar compuestos C3 y C4 en su ruta fotosintética, mientras que la mayoria de

plantas sélo incorporan compuestos C3 (2).

En Asia (India, Tailandia, Filipinas) la cafia de azicar se produce en pequefios campos,
propiedad de pequefios agricultores. Por ejemplo la India tiene alrededor de 7 millones de pequefios

productores con campos de cafia de azicar de alrededor de 0,25 hectareas en promedio (6). En los paises
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europeos, la remolacha azucarera es la biomasa mas utilizada. Esta se cultiva en la mayoria de los paises
de la UE, y el rendimiento de bioetanol por hectarea es sustancialmente mas alto que para el trigo (6).
Las ventajas de la remolacha azucarera son un ciclo de produccién corto, mayor rendimiento y alta

tolerancia de una amplia gama de variaciones climaticas, bajos requerimientos de agua y fertilizantes.

El sorgo dulce (Sorghum bicolor L.) es uno de los cultivos agricolas mas resistentes a la sequia,
ya que tiene la capacidad de permanecer latente durante los periodos secos. De los muchos cultivos que
estan siendo investigados para la obtencion de la energia, el sorgo dulce es uno de los candidatos mas

prometedores, sobre todo para la produccion de bioetanol en los paises en desarrollo (6).

El proceso de obtencion de alcohol etilico a partir de cafia de aziicar, remolacha o sorgo dulce
requiere como primer paso la extraccion del jugo rico en aziicares. A continuacion los azicares son
fermentados por cepas de levadura, en condiciones leves. Los pasos subsiguientes son la separacion de

la biomasa del caldo resultante y la concentracion del etanol obtenido mediante destilacion (1).

Biomasa amilacea

Otro tipo de materias primas que pueden ser usados para la produccién de bioetanol, son los
materiales a base de almidén. El almidén estd compuesto por dos polisacéaridos, la amilosa y la
amilopectina. Ambos estan formados por unidades de D-glucosa, unidas entre ellas por enlaces o-1-4
lo que da lugar a una cadena lineal. En el caso de la amilopectina, aparecen ramificaciones mediante
enlaces a-1-6. Este tipo de materia prima es la mas utilizada para la produccién de bioetanol en América
del Norte y Europa, siendo el maiz y el trigo los principales cultivos empleados. En Estados Unidos la
materia prima destinada a la produccién de etanol es el maiz, utilizdndose para este fin un 15% de su

cosecha (2).

Para la produccién de bioetanol a partir de almidén es necesario romper las cadenas de este
hidrato de carbono para la obtencion del jarabe de glucosa, que se puede convertir en bioetanol gracias
a la fermentacién realizada por levaduras. La hidrolisis de almidén por amilasas a temperaturas
relativamente altas es un proceso conocido industrialmente como licuefaccion. Los factores que afectan
la hidrolisis enzimatica del almidén incluyen la carga de sustratos, la actividad enzimatica y las
condiciones de reaccion (temperatura, pH, asi como otros parametros) (6). La industria del bioetanol a
base de almidén ha sido comercialmente viable desde hace unos 30 afios; tiempo en el cual se han
obtenido mejoras respecto a la eficiencia de la enzima, lo que reduce los costos y el tiempo de proceso,

aumentando los rendimientos de bioetanol (1,6).
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Biomasa lignocelulésica

La biomasa lignocelulésica, como los residuos agricolas (paja de trigo, bagazo de cafia de
azucar, rastrojo de maiz), los residuos forestales (aserrin, restos de raleo), asi como de cultivos
energéticos (Salix, Switchgrass), es un material atractivo para la produccion de combustibles, ya que es
el recurso bioldgico mas abundante en la Tierra. Estas materias primas son suficientemente abundantes
y generan emisiones netas de gases de efecto invernadero muy bajas, lo que reduce el impacto ambiental
(1,6). Por ejemplo, la paja de arroz es uno de los materiales de desecho lignocelul6sicos mas abundantes
en el mundo. Se producen anualmente alrededor de 731 millones de toneladas, que se distribuyen en
Africa (20,9 millones de toneladas), Asia (667,6 millones de toneladas), Europa (3,9 millones de
toneladas), América (37,2 millones de toneladas) y Oceania (1,7 millones de toneladas) (6). Los cultivos
perennes lignoceluldsicos (por ejemplo, los lefiosos de ciclo corto y gramineas no comestibles) son
prometedores como materia prima debido a los altos rendimientos, bajos costos, buena adecuacion a

tierras de baja calidad y bajo impacto ambiental (1,6).

La biomasa lignocelulosica consta de tres unidades estructurales principales: celulosa,
hemicelulosa y lignina. La celulosa es un polimero cristalino de glucosa, la hemicelulosa es un polimero
amorfo compuesto principalmente por xilosa y arabinosa, mientras que la lignina es un polimero de
compuestos aromaticos. La conversion de biomasa lignocelul6sica en alcohol es mas dificil en
comparacion con la conversion de materias primas ricas en almidén. Requiere tres procesos basicos: el
pretratamiento de la biomasa, la hidrolisis dcida o enzimaética y la fermentacion de los azicares. Debido
a las operaciones unitarias requeridas para la conversién de biomasa en combustibles liquidos, el costo
de produccion de bioetanol a partir de lignocelulosa es relativamente alto cuando se usan las tecnologias
actuales. Los principales desafios son el bajo rendimiento y el alto costo del proceso de hidrélisis
enzimatica (6,7). Debido a que la materia prima puede representar mas del 40% del costo total del
proceso, se requiere una transformacién econémicamente viable de la biomasa en bioetanol, lo cual
depende de la conversién rapida y eficiente de todos los aztcares presentes en la celulosa y la

hemicelulosa.

Biomasa para la produccion de biodiesel

Las materias primas para la produccion de biodiesel varian con la ubicacion geografica, segtin
el clima y la disponibilidad. En general, los aceites o grasas de las materias primas mas abundantes en
una region en particular son las mas comunes para la produccion local de biodiesel. Un rapido aumento
de la capacidad de produccioén de biodiesel y los mandatos gubernamentales para el uso de combustibles
alternativos en todo el mundo en los tltimos afios han hecho necesaria la implementacion de materias

primas alternativas para biodiesel. Se pueden diferenciar cuatro grupos de biomasas aptas para la
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produccion de biodiesel: semillas oleaginosas, grasas animales, algas y diversos materiales de poco

valor tales como aceites de cocina usados.

Oleaginosas

Cultivos de oleaginosas tradicionales son la soja, la colza, la canola y la palma. Por su parte, el
mani, las semillas de mostaza, de girasol y de algodén son materias primas consideradas potenciales
(4). Los aceites de colza y girasol se utilizan principalmente en Europa, el aceite de palma predomina

en los paises tropicales, y el aceite de soja se utiliza mayoritariamente en los Estados Unidos (4).

La Jatropha curcas (Jatropha) no comestible ha atraido recientemente interés como materia
prima para la produccion de biodiesel en la India y otras regiones climaticamente similares del mundo
(4). El arbol de Jatropha es una planta perenne oleaginosa (de hasta 5 metros), perteneciente a la familia
Euphorbiaceae, sus semillas contienen hasta un 30% de aceite. Este se puede encontrar en las regiones

tropicales y subtropicales de América Central, Africa, el subcontinente indio y otros paises de Asia (4).

Grasas animales

Las grasas animales pueden incluir materiales de una variedad de animales domesticados, como
vacas, gallinas, cerdos y otros animales, asi como peces e insectos. Las grasas animales se caracterizan
normalmente por un mayor porcentaje de acidos grasos saturados en comparacion con los aceites
obtenidos a partir del reino vegetal. Esta biomasa es generalmente considerada como un producto de
desecho, por lo que normalmente es menos costosa que los aceites vegetales, lo que la hace atractiva

como materia prima para la produccién de biodiesel (4).

Aceites usados

Los aceites usados pueden incluir una variedad de materiales de poco valor tales como aceites
de cocina usado o de fritura, grasas para jabones de origen vegetal, aceites acidos, aceite de resina y
otros materiales de desecho. Los aceites usados se caracterizan normalmente por un nimero
relativamente alto de acidos grasos libres, alto contenido de agua y la presencia de diversos materiales
solidos que deben eliminarse por filtracion antes de la conversion a biodiesel. En el caso de los aceites
usados de cocina o de fritura la hidrogenacién para aumentar la vida titil en la coccién puede resultar

en alteraciones de los constituyentes, lo que influye en las propiedades fisicas del combustible resultante
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(4). Los aceites usados se obtienen principalmente de los restaurantes y pueden costar 60% menos que

los aceites vegetales crudos, dependiendo de la fuente y la disponibilidad.

Algas

El aceite obtenido de microalgas representa otra opcién atractiva para la produccién de
biodiesel, ya que el cultivo de las microalgas requiere menos tierra cultivable que las materias primas
de origen vegetal. La productividad de estos microorganismos fotosintéticos para convertir diéxido de
carbono en lipidos, es muy superior a la de los cultivos oleaginosos agricolas. Sin embargo, la
produccion basada en algas plantea desafios en lo que respecta a los rendimientos y los procesos de

separacion, los cuales atin no son econémicamente viables (8).

Uso de biocombustibles en el transporte

El inventor aleman Nicolaus August Otto disefié el primer motor de automévil en 1876. El
motor de combustién interna de cuatro tiempos que desarroll6 utilizaba alcohol como combustible, el
cual era abundante y no estaba gravado con impuestos en Europa (9). A su vez, Rudolph Diesel
construyo su primer motor en 1900 el cual funcionaba con aceite de mani. El Ford Modelo T, disponible
por primera vez en 1908, también fue disefiado para funcionar con etanol, el combustible mas utilizado
en esa época en los Estados Unidos. Pero el descubrimiento de abundantes pozos de petréleo en Texas
en 1901 propici6 el desarrollo de las refinerias y la implantaciéon de combustibles de origen fésil (9).
Mientras, comenzo a gravarse al etanol con fuertes tasas impositivas, lo cual hizo que su utilizacion se

redujera notablemente.

Durante la Segunda Guerra Mundial, se registr6 la primera gran demanda de biocombustibles,
buscando una alternativa para la importaciéon de combustibles de origen fésil en Europa. En este
periodo, Alemania fue uno de los paises que sufri6 una grave escasez de carburantes, propiciando el
uso de mezclas de gasolina junto con alcohol obtenido de papa. Gran Bretafia fue el segundo pais que
utiliz6 alcohol de granos mezclado con gasolina. Los periodos de guerra fueron decisivos para el
impulso de diversas tecnologias que permitian el uso de biocombustibles, pero el descubrimiento de los
mayores yacimientos de petr6leo del mundo, en la década del 40 en Arabia Saudi y en la del 60 en
Siberia provocaron un gran aumento de la oferta de combustibles fésiles con lo que el interés geopolitico

y econémico en los biocombustibles se desvanecio.

Una grave crisis energética golped distintos paises durante el periodo de 1973 y 1979, a causa

de la denominada Cirisis del Petr6leo. La organizacion de Paises Exportadores de Petréleo (OPEP) hizo
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recortes importantes de las exportaciones de crudo, especialmente a los paises no OPEP (9). La escasez
generada de combustible y el aumento de precios atrajo la atencion de la academia y los gobiernos a los
problemas de la crisis energética y el desarrollo de biocombustibles a gran escala. Asi, el siglo XXI
llegd con la atencion puesta hacia el uso de los biocombustibles. Ademas de los crecientes precios del
crudo, y las crecientes demandas mundiales de energia, las emisiones de gases de efecto invernadero y
el interés en el desarrollo rural que acompafia la generacion de biocombustibles han estimulado avances

en la tecnologia y la implementacion de los mismos a gran escala.

Casos particulares

Brasil

Ya en 1931 el gobierno de Brasil establecié un decreto que obligaba a mezclar 5% de etanol en
la nafta importada (10). A partir de los conflictos geopoliticos de 1973, Brasil, en una actitud aislada a
nivel internacional, creé el programa "Pr6-alcool", y asi el etanol recibi6 atenciéon como biocombustible
de gran potencial. El gobierno promovié estudios econémicos para la produccion de alcohol a gran
escala, realizando transferencia de tecnologia y proporcionando subsidios a las plantas destiladoras de

alcohol.

Mientras, las industrias automovilisticas instaladas en Brasil en aquella época - Volkswagen,
Fiat, Ford y General Motors - adaptaron los motores de los vehiculos para funcionar con alcohol como
combustible. Asi surgieron en el mercado dos versiones de vehiculos: con motor funcionando con
alcohol 100% y la version convencional de gasolina. El primer automévil en funcionar con 100% de
alcohol fue el Fiat 147, lanzado al mercado en 1978. Desde entonces y hasta 1986, el automdvil de
alcohol gan6 popularidad entre los brasilefios, al punto que la mayoria de los vehiculos fabricados por
la industria automovilistica utilizaban ese combustible. En 1986 la produccién llegé a 619.854

automoviles, representando el 76% de todos los vehiculos fabricados en ese afio (2,10).

En 2004, el gobierno organizé el "Programa Nacional de Produgéo e Uso do Biodiesel", para
fomentar la produccién de este biocombustible y su introduccién en el mercado interno. En 2005, el
Congreso de Brasil emiti6 la Ley 11.097/2005 en la cual se establecié que a partir del 2013, el diésel
tradicional debe contener un minimo de 5% de biodiesel. También fue emitida la Ley 11.116/2005
estableciendo exenciones de impuestos a las compafiias productoras de biodiesel cuya materia prima

provenga de granjas familiares en situacion de pobreza.

Actualmente, Brasil es el segundo mayor productor de etanol del mundo (28 billones de litros

en 2013) y el mayor exportador mundial. En 2014 su produccion de biodiesel alcanz6 las 3,1 millones
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de toneladas métricas. Por esto, es considerado el lider internacional en materia de biocombustibles y

la primera economia en alcanzar un uso sostenible de los mismos.
Estados Unidos

En 1980 el presidente Jimmy Carter creé un programa de incentivo fiscal para la produccién
de etanol en Estados Unidos mediante la firma de un proyecto de ley que subsidiaba 54 centavos de
ddlar por galon de etanol y, al mismo tiempo, marcé la exclusién de la importacion de etanol desde
latinoamericana al mercado estadounidense. Estas dos leyes protegieron la industria del etanol de
Estados Unidos desde sus inicios hasta mediados de la década de 1990, cuando creci6 a mas de tres mil
millones de litros por afio (10). En 1974, el Departamento de Energia fund6 el "National Renewable
Energy Laboratory" (NREL), el cual comienza a trabajar en 1977. El NREL es el tinico laboratorio
federal dedicado a la investigacién, el desarrollo, la comercializaciéon y la implementaciéon de

tecnologias de energias renovables y de eficiencia energética.

En el afio 2000, fue publicada la Ley "Biomass Research and Development Act" en la que los
departamentos gubernamentales de energia y de agricultura tienen como mandato la coordinacién a
nivel federal de las actividades de investigacion y desarrollo relacionados con los biocombustibles y

subproductos asociados a la transformacién de la biomasa.

En 2005, entré en vigor la Ley de Politica Energética (Energy Policy Act, EPAct) cuya secciéon
1501 estableci6 como norma sobre combustibles renovables (Renewable Fuel Standard, RFS) la
incorporacién obligatoria de 7,5 mil millones de galones (28,4 mil millones de litros) de
biocombustibles a la gasolina a partir de 2012 (10). Ademas, esta ley provee una serie de incentivos
fiscales a la produccién y uso de biocombustibles, entre los cuales estan el Incentivo al Pequefio
Productor de Etanol (Small Ethanol Producer Tax Credit), el Incentivo al Pequefio Productor de Agro
biodiesel (Small Agri-Biodiesel Producer Tax Credit) y un crédito a la compra de equipo surtidor de

combustibles alternativos.

El nuevo RFS establece metas altas para la industria de biocombustibles de Estados Unidos.
Fija la produccién de 136 mil millones de litros de biocombustibles -principalmente de etanol y
biodiesel para el afio 2022, con 80 mil millones de litros proveniente de los llamados "biocombustibles
avanzados", que pueden ser producidos usando una variedad de nuevas materias primas y tecnologias.

De esto, se espera que unos 60 mil millones de litros sean de biocombustibles celul6sicos.

En 2013 Estados Unidos produjo 13 mil millones de litros de etanol y 4,2 millones de toneladas
métricas de biodiesel, lo cual lo posiciona como referente en la produccién y desarrollo de

biocombustibles.
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Uruguay

Uruguay integra el grupo de paises destacados en materia de inversion en energias renovables
(11). En 2012, ocupé el primer lugar a nivel mundial con mas alto porcentaje del PIB invertido, un 3%
(12). En 2013, ocupo el cuarto lugar como el pais que atrajo la mayor inversion de Ameérica Latina,
alrededor de 1,1 mil millones de dolares (11). Mientras que en 2014, fue el pais de América Latina con
la mayor tasa de crecimiento de las inversiones en energias limpias (11). Pero, de los 1.600 millones de
délares destinados para incorporacién de fuentes renovables de energia durante 2013 cerca del 90% se

destind tnicamente a la energia edlica.

Uruguay, siendo un pequefio pais fuertemente dependiente de combustibles liquidos derivados
del petréleo y con amplio potencial agricola, ha legislado la produccién y utilizacion de
biocombustibles. La Ley de Combustibles Alternativos, N° 17.567, de octubre del 2002 (“Combustibles
alternativos, renovables y sustitutivos de los derivados del petroleo elaborados con materia prima
nacional de origen animal o vegetal”), declard su produccion de interés nacional y la exoneré de los
impuestos que gravan a los derivados del petroleo. Posteriormente, la Ley de Agrocombustibles, N°
18.195, de noviembre del 2007, fijé 5% como minimo obligatorio para la mezcla, a partir del 2012 para
biodiesel y en 2015 para bioetanol, con gas oil y gasolinas, respectivamente. Estos minimos obligatorios
establecidos en tan corto plazo estimularon la produccién nacional, siendo 2010 el primer afio de
incorporacién de biocombustibles a la matriz energética (13). Su participacién, principalmente en el
sector transporte, fue de 1% en 2010 y 2% en 2011-2012 y de 3% en 2013. El consumo pasé de 7,0
ktep (miles de toneladas equivalentes de petr6leo) a 37,8 ktep en los 4 afios, considerando en conjunto

el bioetanol y el biodiesel (14).

Biodiesel

La produccion de biodiesel en nuestro pais comenzé con diversos emprendimientos de caracter
privado que implicaron inversiones de poca magnitud (15). Como la ley limita la cantidad méxima que
cada empresa puede producir, para muchos actores privados representa un impedimento de escala para
el desarrollo de la actividad (16). A su vez, su viabilidad econémica esta fuertemente ligada a la

evolucion del precio de las materias primas, condicionando la permanencia de dichos emprendimientos.

A partir de 2010 ALUR comienza a producir biodiesel en el clister formado por ANCAP,
ALUR, COUSA, CUTCSA y CONAPROLE; asegurando el acceso a la materia prima la cual es
producida en un radio de 90 Km de Montevideo incluyendo los departamentos de San José, Florida,
Flores, Maldonado, Canelones y Montevideo, fomentando el desarrollo de los pequefios productores

(menos de 200 has). Mientras tanto, COUSA aporta servicios de molienda de granos y produccién de
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aceites (16) y CONAPROLE utiliza las harinas de la molienda como alimento para el ganado de
produccién lechera. De esta manera, se viabiliza econémicamente la produccion conjunta de aceites,
biocombustible y harinas (15). A partir de 2014, ALUR esta recolectando y utilizando para la
produccion de biodiesel aceites usados generados en diversas cadenas de restaurantes de la capital

mientras promueve un plan de recoleccion domiciliaria en Montevideo, Canelones y Maldonado (17).

Al afio 2013, la capacidad instalada de biodiesel fue de 90.000 toneladas/afio producido a partir
de soja, girasol, colza y sebo (14), teniendo ALUR la capacidad de producir 50.000 toneladas anuales.
Como co-producto de la produccion de biodiesel, se genera un 10 % (p/p) de glicerina cruda por afio,
constituido principalmente por glicerol (>80%), agua y acidos grasos. La mayor parte de la glicerina
cruda generada por ALUR (mas de 2.000 toneladas/afio) es quemada en los hornos de Cementos Artigas
como combustible. Ademas, es utilizada como materia prima en la produccion de biogas. Actualmente,

ALUR esta desarrollando tratativas para la exportacion de glicerina cruda a Alemania (17).

Bioetanol

En 2005 ANCAP, através de ALUR S.A. adquiri6 el ingenio azucarero ubicado en Bella Unién,
departamento de Artigas, convirtiéndose en el principal productor de etanol carburante. El proyecto de
produccion de bioetanol esta inspirado en el modelo brasilero (ANCAP ha recibido cooperacion técnica
de Petrobras) ya que combina una inversion industrial y una agricola, asi como la produccién de azicar,

etanol y la generacion eléctrica.

Todo el proyecto fue concebido a una escala acorde con la extensién del area agricola -10 mil
hectareas de cafia de aztcar y 4 mil hectareas de sorgo dulce-, dado que existen restricciones para el
incremento de las plantaciones (15,18) . Esto permite la produccién de 45 mil toneladas métricas de
azucar y 20.000 m® de etanol, lo que representa un 5% de la gasolina consumida (19). En este sentido,
para que sea posible producir etanol para mezclar en un porcentaje mayor al 5% establecido por ley,

seria necesario producir alcohol en otros lugares del pais con distinta materia prima (18) .

ALUR S.A. tiene un segundo proyecto en Paysandu, que incorporard 70.000 m?® de etanol al
afio y demandard para su funcionamiento el equivalente a 50.000 hectareas de granos, en particular
sorgo, pero también otros como maiz, trigo y cebada. Ademas, a partir de vinaza la planta elaborara
50.000 toneladas anuales de alimento animal. El proyecto propone también una planta de cogeneracion
de energia eléctrica con biomasa como combustible, con una potencia de 12 MW, 7 de los cuales se

colocaran en la red ptblica de UTE (16).
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Desafios en la produccion de biocombustibles

Para ser un sustituto viable de un combustible f6sil, un combustible alternativo no sé6lo debe
tener beneficios ambientales superiores sobre los combustibles fosiles, ser econdémicamente
competitivo y ser producible en cantidades suficientes para tener un impacto significativo en la demanda
de energia, sino que también debe proporcionar una ganancia neta de energia sobre las fuentes utilizadas
para producirlo (20). A su vez, la utilizacién de biocombustibles debe ser compatible con la
infraestructura existente de distribucién y con la flota de vehiculos, lo que se denominada "drop-in"
(21).

Varios trabajos reportan que los biocombustibles de primera generacién, ademas de competir
directa o indirectamente con la produccién de alimentos, poseen niveles de emision de gases de efecto
invernadero iguales o hasta mas altos que los producidos por los combustibles fosiles (22-24). El
analisis realizado por Zah et al. (25) resulta muy interesante para visualizar la comparacién de diversos
biocombustibles con los de origen fésil (Figura 1). En dicho trabajo los autores comparan la gasolina,
el diésel y el gas natural con 26 biocombustibles producidos a partir de diversos origenes. Los autores
evaldan el impacto ambiental total de cada combustible mediante la agregacion del agotamiento de los
recursos naturales y los dafios a la salud humana y los ecosistemas en un solo indicador, utilizando dos

métodos diferentes’.

El segundo criterio tenido en cuenta es el nivel de emisiones de gases de efecto invernadero

para cada combustible con respecto a la gasolina.

Como se puede apreciar, la mayoria de los biocombustibles (21 de 26) presentan emisiones de
gases de efecto invernadero al menos 30% menores a la gasolina. Pero casi la mitad, incluidos los
biocombustibles mayormente producidos en la actualidad, tendrian un balance negativo con respecto a
los combustibles fésiles (25). A su vez, éstos derivan de cultivos que compiten directamente con la
produccion de alimentos (22,26). Los biocombustibles que muestran mejores balances son aquellos
producidos a partir de desechos, tales como los residuos organicos o aceite de cocina reciclado, asi

como el etanol obtenido a partir de pastos o madera.

! Los autores utilizan cémo métodos los indicadores suizos y los europeos. Los pardmetros suizos de impacto
ambiental, miden cudnto excede el dafio ambiental los limites legales (ver www.esu-
services.ch/download/Frischknecht-2006-EcologicalScarcity-Paper.pdf); mientras que los eco-indicadores
europeos, cuantifican el dafio a la salud humana y a los ecosistemas (ver www.pre.nl/eco-
indicator99/default.htm).
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Figura 1. Emisiones de gases de efecto invernadero versus impacto ambiental total de 28 combustibles, relativos
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Modificado de (22).
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Las materias primas no alimenticias ofrecen ventajas tanto en criterios energéticos, ambientales
y economicos. Los biocombustibles de segunda generacion, por ejemplo el etanol o el metanol
producido a partir de lignocelulosa, son energéticamente mas eficientes y mas flexibles en cuanto al
origen de la materia prima. La posibilidad de utilizar biomasa celuldsica heterogénea sugiere menores
costos y un mejor desempefio ambiental (27). Posibles materias primas son los desechos agropecuarios,
como los rastrojos de maiz, trigo o arroz y el bagazo de la cafia de aztcar (28). A su vez, tanto el
Switchgrass (Panicum virgatum), diversos pastos y malezas o plantas lefiosas con potencial como
materia prima para la generacién de hidrocarburos combustibles, se pueden producir en tierras agricolas
marginales sin o con baja aplicacién de fertilizantes, pesticidas, y consumo de energia. Ademas de la
produccion de etanol celul6sico, la combustion de los residuos de estas biomasas, como la fraccion de

lignina, podria generar energia para alimentar las plantas de produccién de los biocombustibles (20).

Biorrefinerias

El remplazo de los quimicos derivados del petréleo por los provenientes de biomasa representa
un factor clave en el crecimiento de la industria quimica. L.a biomasa vegetal estd compuesta por una
variedad de compuestos como celulosa, hemicelulosa, lignina, aceites, almidén y proteinas. Cada
constituyente puede ser transformado en alimentos, combustibles, productos agro-industriales,
farmacos o diversos productos con valor agregado. Segiin el NREL, una biorrefineria integra los
procesos de conversién y los equipamientos necesarios para producir combustibles, quimicos y energia
a partir de biomasa. El objetivo entonces, es la transformacion de la biomasa en diversos productos
valiosos mediante la aplicacién de procesos eficientes y amigables con el medio ambiente (29). Esto
requiere del desarrollo de tecnologias especificas para la valorizacién de cada fraccién, las que pueden
implicar transformaciones quimicas, enzimaticas y/o microbiolégicas (30). Para la implementacion de
biorrefinerias tecnolégicamente sostenibles, toda la cadena de produccién de la biomasa (la siembra, el
cultivo y la cosecha), el pretratamiento y la conversidn a productos deben ser considerados. El contenido
relativamente bajo de energia, la estacionalidad y la disponibilidad geogréfica discreta de las materias
primas se han propuesto como barreras a los grandes volimenes demandados para la generacién de
energia y de combustibles (30). De todos modos, la aplicacién de las biorrefinerias se ha planteado
como un medio para aumentar la viabilidad econémica de la industria de los biocombustibles (31),
sobre todo por la co-generacion de productos de alto valor. Una alternativa, que valoriza atin mas la
biorrefineria, es la utilizaciéon de sub-productos o residuos generados durante la produccién del
biocombustible. Por ejemplo, los residuos ricos en lignina pueden ser quemados en la caldera o
convertidos en productos con alto valor (6,32). La produccion de biodiesel puede verse beneficiada por
la utilizacion de la fracciéon rica en glicerol como punto de partida para la produccién de 1,3-

propanodiol, etanol (5,33), hidrégeno (3) y aminoacidos (34), entre otros productos con valor agregado.
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Estructura y composicion de la biomasa lignocelulosica

La lignocelulosa es un material organico renovable y el mayor componente de todas las paredes
celulares vegetales. Estd formado por tres componentes principales: la celulosa (40-50%), la
hemicelulosa (20-40%) y la lignina (20-30%) formando una estructura compleja. Los componentes
menores de las paredes vegetales son las pectinas, las cuales forman un gel de polisacaridos altamente
ramificado de acido galacturénico y sus metil-ésteres (35,36), siendo mas abundantes en frutas y en

tejidos de plantas jévenes.

Hemicelulosa

La hemicelulosa constituye entre un 20 y un 40% de la biomasa vegetal. Es un heteropolimero
compuesto por pentosas (B-D-xilosa, a-L-arabinosa), hexosas (} —D-manosa, -D-glucosa, o-D-
galactosa) y 4acidos urénicos (4cidos o-D-glucurénico, a-D-4-O-metilgalacturénico) (37). Otros
azucares como o-L-ramnosa y a-L-fucosa pueden estar presentes en pequefias cantidades y los grupos
hidroxilo de los azticares pueden estar parcialmente substituidos por grupos acetilo (38). Los
componentes de la hemicelulosa mas relevantes son los xilanos y los glucomananos, siendo los primeros
los mas abundantes (Figura 2). El xilano es un heteropolisacarido complejo con un esqueleto de -1,4-
xilosa rica en cadenas laterales de arabinosa, mientras que los glucomananos consisten en una columna
vertebral lineal de unidades [B-D-glucopiranésidos y [-D-manopiranésidos, unidos por enlaces
glucosidicos B- (1,4), parcialmente acetilados en C2 o C3 y sustituidos por unidades de a-D-

galactopirandsido unidas a la glucosa y manosa mediante enlaces a- (1,6).

Los xilanos son los componentes principales de la hemicelulosa de las paredes celulares
secundarias de la biomasa de las maderas duras y las plantas herbaceas, alcanzando hasta un 50% en
algunos tejidos de cereales y pastos. La hemicelulosa del tipo mananos, como glucomananos y
galactoglucomananos son los componentes mayoritarios de la hemicelulosa de las paredes secundarias

de las maderas blandas, estando presentes en maderas duras en cantidades menores (38).
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Lignina

La lignina es el tercer componente principal de las plantas vasculares, constituyendo entre un
15 y un 25% de la pared celular. En general, las ligninas son co-polimeros que derivan principalmente
de tres unidades de fenilpropano monoméricas (monolignoles) basicas: alcohol p-cumarilico, alcohol
coniferilico y alcohol sinapilico (40) (Figura 3). Los tres principales monolignoles (Figura 4) se forman
en el citoplasma, teniendo a la fenilalanina como intermediario clave. Los monolignoles se generan
mediante reacciones de desaminacién, hidroxilacién, reduccion y metilacion catalizadas por diversas
enzimas. Estos monolignoles interactian en la pared celular, a través de reacciones de oxidacién
catalizadas por peroxidasas (intermedios radicalarios) para formar finalmente los polimeros de lignina

(41).

Los porcentajes de distribucion de los principales monolignoles dependen del tipo de planta. E1
monolignol mas abundante en las maderas blandas es el alcohol coniferilico, que puede llegar a superar
el 95% del total de monolignoles presentes; mientras que en las maderas duras coexisten
fundamentalmente los alcoholes coniferilico y sinapilico. En el caso de plantas del tipo herbaceas, puede

haber proporciones similares de los tres monolignoles principales (40).

La lignina es necesaria ya que aporta soporte mecanico a tallos y hojas y da rigidez y fuerza a
las paredes vegetales. Existe evidencia que muestra que la lignina junto con otros componentes de la
pared celular proveen resistencia a enfermedades, insectos, bajas temperaturas y otras formas de estrés
bidtico o abiético (42). Se ha reportado que no solo un aumento en el contenido de lignina repercute en
una menor degradabilidad de los tejidos vegetales, sino que también estan implicados la composicién

molecular de la lignina, su hidrofobicidad y las interacciones con otros componentes de la matriz (43).

Celulosa

Mas alla de diferencias en la composicién y la estructura de las variedades vegetales, la celulosa
representa ente un 40 y un 50% del peso seco vegetal. En algunos casos, como en las capsulas de
algoddn, esta casi en estado puro, pero en la mayoria, las fibras de celulosa estan formando parte de una

matriz mas compleja (7) (Figura 5).

29



H,(|:0H ?Hz
CH, H, HLOH
oo, C|"Hz H;ri:ou HO H
GH, CHO fH cHd o
cn Q CH
oH HC—I.‘Carboh}'draIE} /@ H,(liDH OCH,
HE——
,@ _@; 0—(!‘.-H
0— H
e ™
CH,8 4E:H HCOH “C—
HD'll:H! o H D—CH O——CH
HO ”°‘|3"' HC—O
H‘%‘ © c,Ho OCH, TH‘:'
H —cu @ iH
0 HOC—CH—{:H,DH HC—O H

CH,O: HDCH H}:l:DH
™ ono @ —CH HC
OCH, | | CH,
© CHO HOCH, HCO——

co

tle H,TOH co

| HC—CH CHG HC———0——CH

CHO, HOCH, | | }: | [ CH,
CaH

HC____CH, tl:H Hc|3—o
HCOH H
HCOH
HCOH
s}
HALO—-- OCH,

OH

Figura 3. Modelo parcial de la estructura de lignina de la madera. Tomado de (44).

6 . C‘\ Y
5
1 g OH
2
4
HO 4™
H,CO
2
HO
H,CO
3 -"0H
3
HO
OCH,

Figura 4. Tipos de monolignoles mas
comunes encontrados en los bloques de la
lignina: 1: alcohol p-cumarilico, 2:
alcohol coniferilico, 3: alcohol sinapilico.

30



Una caracteristica importante de la celulosa es su estructura cristalina. Este polisacarido es
sintetizado como cadenas lineales de residuos de D-glucosa unidos por enlaces 3 (1-4), los cuales se
auto-ensamblan en el sitio de biosintesis (45). En las plantas, la sintesis es llevada a cabo por las
proteinas sintasas de celulosa (CESA), las cuales estdn embebidas en la membrana plasmatica (46).
Para la formacion de las fibrillas elementales o "protofibrillas" 36 moléculas de celulosa individuales
se asocian, las cuales que se agrupan en unidades mas grandes llamadas “microfibrillas”, los cuales a
su vez se ensamblan formando las fibras de celulosa. Las cadenas de celulosa se asocian mediante
puentes de hidrégeno inter- e intra- catenarios (Figura 6). Hojas adyacentes se superponen entre si y se
unen mediante fuerzas de Van der Waals. A pesar de la debilidad de este tipo de interacciones, su efecto
total sobre los residuos en la fibrilla elemental es considerable, asegurando que todos los 4tomos estén
en posiciones discretas con respecto a otro, lo cual define la naturaleza cristalina de la celulosa. Una
caracteristica importante de la matriz de celulosa es que las moléculas de las microfibrillas individuales
se asocian firmemente, lo cual evita la penetracién incluso de pequefias moléculas tales como agua (7).
Pero en la naturaleza las fibras de celulosa no son puramente cristalinas. Existen regiones amorfas y
diversos tipos de irregularidades, como giros o pliegues en las microfibrillas e incluso microporos
superficiales y capilares (43). Esta heterogeneidad en la estructura hace que las fibras estén parcialmente

hidratadas y que algunas macromoléculas puedan acceder a los microporos y los capilares.

La estructura y las interacciones de los componentes de la matriz varian con el tipo de pared
celular y la madurez del cultivo (42) y representan una gran limitante para la degradacién de la biomasa
vegetal. A su vez, la incorporacion de hemicelulosa durante la formacion de las paredes de las células
vegetales es uno de los determinantes en los patrones de agregacién de la celulosa, actuando como

moderador de la estructura terciaria de la celulosa en la pared celular (47).

El denominado indice de cristalinidad (IC) se utiliza para describir la cantidad relativa de
material cristalino en la celulosa. Generalmente, el IC estad en el rango de 40 a 95% en materiales
naturales, siendo el resto celulosa amorfa (48). El grado de polimerizaciéon (DP) es el nimero de
unidades monomeéricas en una molécula de polimero, el cual para la celulosa varia de 500 a 15.000
dependiendo del material (Tabla 1). A su vez, dos grupos terminales diferentes se encuentran al final
de cada cadena de celulosa. En un extremo un grupo no-reductor, o sea con el anillo cerrado, esta
presente. Un grupo reductor, con un grupo aldehido se encuentra en el otro extremo (Figura 6). Esto
hace que la fibra de celulosa sea una molécula polarizada, donde nuevos residuos de glucosa pueden

afiadirse al extremo no-reductor permitiendo la elongacion de la cadena (49).
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Tabla 1. Propiedades fisicas de algunos sustratos celulésicos

Sustrato fndice de cristalinidad ~ Grado de polimerizacién
Carboximetil-celulosa
(CMQ) NA 100-2000
Cellodextrinas NA 2—60
Avicel 0.5-0.6 300
CB 0.76-0.95 2000
PASC 0-0.04 100
Algodén 0.81-0.95 1000-3000
Papel de filtro 0-0.45 750
Pulpa de madera 0.5-0.7 500-1500
Avicel PH-101 Fluka 0.56-0.91 200-400*
Celulosa Fluka 0.48-0.82 280*
a-celulosa Sigma 0.64 2140-2420*

1 CB, celulosa bacteriana; PASC, avicel tratado con &cido sulftirico

*. Segun datos del fabricante. NA, no aplicable.

Glucosa Extremo reductor

Polimerizacion Celobiosa

Figura 6. Estructura de los puentes de hidrégeno inter- e intra-catenarios en la celulosa. Las
lineas discontinuas representan los enlaces inter-catenarios, mientras que las lineas punteadas
a los enlaces intra-catenarios. El extremo reductor y no- reductor estan indicados. Modificado

de (46).



Celulasas, hemicelulasas y lacasas

Mas alla de su naturaleza recalcitrante la biomasa lignocelulésica no se acumula debido a la
accion de hongos y bacterias celuloliticas y lignoliticas que lentamente degradan los componentes de
las paredes celulares vegetales. Tanto las bacterias como los hongos expresan enzimas como lacasas,
hemicelulasas y celulasas, las que degradan eficientemente lignina, hemicelulosa y celulosa,
respectivamente. Otro grupo de proteinas, con actividad de disrupcion de celulosa (expansinas,
"swollenins" y "loosenins") tienen la capacidad de relajar las paredes celulares por disrupcion de los

puentes de hidrégeno que unen las fibrillas de celulosa entre si y con los otros polisacaridos (50-52).

Segtin la clasificacién de enzimas de la TUBMB (International Union of Biochemistry and
Molecular Biology) la cual se basa en la especificidad de sustrato, las enzimas celuloliticas se agrupan
con las hemicelulasas y otras polisacaridasas en O-glicosil hidrolasas (EC 3.2.1.x). Esta clasificacién
ha resultado ineficiente debido a la diversidad estructural y al gran ntimero de sustratos que poseen estas
enzimas, por lo que surgi6 una clasificacion alternativa (53), en la cual las glicosil hidrolasas (GH) se
agrupan en familias definidas en base a su similitud en la secuencia de aminoacidos (54). Esta
clasificacién en familias es complementaria a la determinada por la TUBMB, porque refleja las
caracteristicas estructurales de la enzima, y porque el rango de sustratos rara vez es determinado en
forma completa. La base de datos CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes, http://www.cazy.org/)
describe los dominios cataliticos y de union a carbohidratos (CBM) de las enzimas implicadas en la
degradacion, modificacién o creacion de enlaces glicosidicos. Es asi que se encuentran, ademas de las
GH, las glicosil transferasas (GT), las polisacarido liasas (PL), las carbohidrato esterasas (CE) y
diversas enzimas auxiliares (AA), como las enzimas degradadoras de lignina y las mono-oxigenasas

liticas de polisacaridos (LPMO, lytic polysaccharide mono-oxygenases) (36).

Actualmente existen 133 familias de GH, agrupadas en 14 clanes (definidos en base a similitud
en la estructura tridimensional). Algunas familias contienen enzimas con diferente especificidad de
sustrato, por ejemplo la familia GH5 incluye enzimas capaces de degradar celulosa, xilanos,
arabinoglucanos, mananos, liquenanos, entre muchos otros sustratos. Esto sugiere una evolucién
divergente de una estructura basica del sitio activo para acomodar diferentes sustratos. Al mismo
tiempo, se encuentran endoglucanasas en varias familias (GH 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 26, 44, 45, 48, 51, 74
y 124) sugiriendo evolucién convergente de diferentes estructuras capaces de interactuar con el mismo

sustrato.

En la mayoria de las celulasas y hemicelulasas libres la unién a los sustratos esta mediada por
modulos de unién a carbohidratos (CBM, carbohydrate-binding module), los que han sido clasificados

en 39 familias CBM (http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/) de acuerdo a su homologia de secuencia de
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aminodcidos. La unién a la superficie de celulosa mediante el CBM presumiblemente facilita la
hidrolisis de la celulosa, ya que permite la proximidad del dominio catalitico al sustrato. La presencia
de los CBM es particularmente importante para la iniciacion y la procesividad de las exoglucanasas. A
nivel funcional, los CBM han sido divididos en tres grandes categorias: tipo A, que se unen a la
superficie de polisacaridos insolubles, CBM tipo B, que se unen a cadenas de glucanos solubles, y los

tipo C, los cuales unen pequefios sacaridos (55).

Hemicelulasas

Debido a la variedad de componentes de la hemicelulosa y su compleja organizacion, su
degradacion requiere de la accion de varias enzimas. Las hemicelulasas son un grupo de diversas
proteinas modulares con dominios cataliticos y accesorios, estos tltimos principalmente involucrados
en la interaccion con el sustrato o con otras enzimas. Los dominios cataliticos son o bien glicosil
hidrolasas (GH), los cuales hidrolizan enlaces glicosidicos, o carbohidrato esterasas (CE), los que

hidrolizan las uniones éster de los grupos laterales acetato o de acido fertlico (39).

Las xilanasas (EC 3.2.1.8) hidrolizan los enlaces -1,4 en la cadena del xilano, generando
xilooligémeros. Aunque la mayoria de las xilanasas conocidas pertenecen a las familias GH 10 y 11,

existen representantes de estas enzimas en las familias GH 5, 8, 9, 12, 16, 26, 30, 43, 44, 51 y 62.

Las B-mananasas (EC 3.2.1.78) hidrolizan la hemicelulosa de tipo manano, liberando
oligémeros cortos de 3-1,4-mananos, los que luego pueden ser degradados a manosa por [3-manosidasas
(EC 3.2.1.25). Hay unas 50 secuencias de B-mananasas en las familias GH 5 y GH 26, y unas 15 [3-

manosidasas en las familias GH 1, 2 y 5.

Las a-L-arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55) y las a-L-arabinanasas (EC 3.2.1.99) degradan la
fraccion de hemicelulosa compuesta por arabinofuranésidos, los xilooligémeros y los arabinanos, y se
encuentran en las familias 3, 43, 51, 54 y 62. A su vez, las a-D-glucoronidasas rompen los enlaces 1,2-
glicosidicos del acido 4-O-metil-D-glucordnico presente en las cadenas laterales de los xilanos. Estas

enzimas estan exclusivamente presentes en las familias de glicosil hidrolasas 4 y 67.

Las [B-xilosidasas (EC 3.2.1.37) son exoglicosidasas que hidrolizan xilooligémeros de cadena
corta en unidades de xilosa. Estan agrupadas en las GH 1, 3, 5, 30, 39, 43, 51, 52, 54, 116 y 120. La
similitud espacial entre la D-xilopiranosa y IL-arabinofuranosa conduce a que existan enzimas
bifuncionales con actividad xilosidasa y arabinosidasa, las que se encuentran principalmente en las

familias 3, 43 y 54.
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Las esterasas hemiceluloliticas incluyen las xilano esterasas (EC 3.1.1.72) que rompen las
sustituciones acetil en los motivos xilosa, y las ferulil esterasas (EC 3.1.1.73), que hidrolizan los enlaces
éster entre la arabinosa y el acido feltrico. Este tipo de enlace estd implicado en el entrecruzamiento

entre el xilano y la lignina.

Enzimas modificadoras de lignina

Las ligninasas son un conjunto de enzimas oxidativas, principalmente de origen fiingico, que
catalizan la descomposicion de la lignina (56). El término correcto para este grupo de proteinas es
enzimas modificadoras de lignina (LME), ya que estas enzimas no son hidroliticas, siendo su
mecanismo enzimatico de tipo oxidativo. Las LMEs incluyen peroxidasas, como las peroxidasas de
lignina (EC 1.11.1.14), y manganeso peroxidasa (EC 1.11.1.13) y muchas de las fenol-oxidasas de tipo
lacasa. Las lacasas (benzenediol /oxigeno oxidoreductasas, EC 1.10.3.2) catalizan la reduccién del
oxigeno molecular a agua con la oxidacion de una amplia variedad de compuestos tanto fenélicos como
no fendlicos, incluyendo hidrocarburos aromaticos policiclicos, pesticidas, colorantes industriales y

alquenos (57).

Celulasas

Existen dos grandes tipos de sistemas de degradacién de celulosa microbianos. En uno, el
organismo produce un conjunto de enzimas que son secretadas al espacio extracelular, y actian de
forma sinérgica. En el segundo grupo, las enzimas hidroliticas se organizan en un complejo que se

localiza en la superficie celular, los denominados celulosomas.

La degradacion eficiente de la celulosa requiere de la acciéon conjunta de tres tipos de enzimas
(Figura 7): endoglucanasas (1,4-B-D-glucan-4-glucanohidrolasas, EC 3.2.1.4), exoglucanasas (4-3-D-
glucan glucanohidrolasas, también llamadas celodextrinasas (EC 3.2.1.74) y 1,4-B-D-glucan
celobiohidrolasas o celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91)) y las B-glucosidasas (B-glucésido glucohidrolasas,
EC 3.2.1.21), las cuales actian sinérgicamente para hidrolizar la celulosa. Se ha propuesto como modelo
de accién que las endoglucanasas atacan las regiones amorfas de las fibras de celulosa generando
extremos en la cadena de celulosa. Las exoglucanasas degradan de forma procesiva las cadenas de
celulosa, tanto desde los extremos reductores como desde los no reductores, liberando celobiosa
(celobiohidrolasas) o glucosa (glucanohidrolasas). Estas tltimas son capaces también de hidrolizar las
regiones cristalinas de la celulosa (7). Las unidades de celobiosa y las celodextrinas de cadena corta son

convertidas a glucosa por la accion de las 3-glucosidasas (Figura 7).
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Se han descrito endoglucanasas en las familias GH 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 26, 44, 45, 48, 51, 74y
124. Por su parte, las celodextrinasas se agrupan en las familias GH 1, 3, 5y 9 y celobiohidrolasas en

las GH 5, 6 y 9. Las B-glucosidasas forman parte de las GH 1, 3, 5, 9, 30 y 116.

Se ha demostrado sinergismo entre diversas celulasas y proteinas auxiliares (AA) de la familia
AA10 (antes CBM33) y la familia AA9 (antes GH61) (58). Estos dos tipos de enzimas son
monooxigenasas dependientes de cobre capaces de romper las cadenas de celulosa generando nuevos
extremos (36,59). Las enzimas pertenecientes a la familia AA9 pueden oxidar celulosa en presencia de
un agente reductor e incrementar significativamente la eficiencia hidrolitica de celulasas flingicas
(60,61). Estas enzimas se han identificado en el genoma de diversos hongos degradadores de madera
(36,60). Por su parte, las enzimas de la familia AA10 logran aumentar la accesibilidad de enzimas
hidroliticas al sustrato, actuando sinérgicamente con quitinasas y celulasas (62). Las proteinas AA10

no estan restringidas a un reino especifico, pero estan predominantemente en las bacterias (36).

Celulosomas

Los celulosomas son complejos multi-enzimaticos capaces de degradar la celulosa de forma
muy eficiente (63) (Figura 8). Estos son producidos principalmente por bacterias anaerobias,
principalmente por especies de Clostridium, Ruminococcus, Acetivibrio y Bacteroides. Se ha reportado
que varios hongos anaerobios son capaces de secretar complejos tipo-celulosoma (64). Una
caracteristica central de los celulosomas es la presencia de una sub-unidad no catalitica de andamiaje
(o "scaffolding™) (65), encargado de varias funciones, como la incorporacién de enzimas al complejo
por interacciones especificas cohesina-doquerina, el anclaje del complejo a la membrana celular y la
orientacion del complejo hacia el sustrato celulésico, mediante dominios de union a celulosa (CBM)
(64,66). Los mddulos de cohesina son proteinas cuya funcion es la de unirse a médulos de doquerina
presentes en unidades cataliticas u otras unidades de scaffolding. La interaccién cohesina-doquerina es

fundamental para la formacién del celulosoma.

Hasta la fecha, todos los médulos de union a la celulosa de los "scaffolding" pertenecen a la
familia CBM3 (66). Este tipo de CBM se une a la superficie de la celulosa cristalina, reteniendo el
celulosoma cerca del sustrato. A su vez, para que los diferentes componentes del celulosoma interactien
con los diferentes sustratos, las enzimas celulosomales poseen varios tipos de CBMs de diferentes
familias, los cuales exhiben especificidad para los diferentes sustratos (65). Cuando el celulosoma esta
unido a la superficie celular, el mismo CBM guia a la célula completa hacia el sustrato (65). El avance
en el conocimiento de estos complejos ha evidenciado el hecho de que la presencia del CBM no es una

caracteristica intrinseca de los celulosomas, ya que puede no estar presente (65).
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Figura 7. Esquema del modo de accién de los tres tipos de celulasas: EG: endoglucanasas, CBH:
exocelulasa y -glucosidasas. Las EG son capaces de hidrolizar los enlaces [ (1-4) internos de las
fibrillas de celulosa, generando extremos reductores y no resductores. Las CBH liberan unidades de
celobiosa a partir de dichos extremos. Por su parte, las -glucosidasas hidrolizan las unidades de
celobiosa o celodextrinas generando glucosa. Las proteinas auxiliares (GH61 y CDH) oxidan residuos
de glucosa internos a las fibras de celulosa o celobiosa. CMB: Dominio de union a celulosa, CDH:
Celobiosa deshidrogenasa, GH61: Polisacarido monooxigenasa. Las flechas muestran nuevos puntos
posibles de ataque de las CBHs.



Las interacciones cohesina-doquerina son de las mas potentes del tipo proteina-proteina en la
naturaleza. La interaccidn entre estos dos componentes puede verse como una especie de arreglo “plug-
and-socket", donde la doquerina encaja en el modulo cohesina (Figura 9). La secuencia y estructura de
estos médulos determinan la interaccion cohesina- doquerina. Esta interaccién es la que establece las

posibles conformaciones que puede adoptar el complejo enzimatico.

Tanto las enzimas libres (no celulosomales) como las que forman el complejo enzimatico,
poseen dominios cataliticos similares, frecuentemente pertenecientes a las mismas familias de glicosil
hidrolasas. La diferencia entre ellas es que las enzimas libres suelen poseer un médulo de unién a
sustrato, que en las enzimas celulosomales es sustituido por un médulo doquerina (65). El espectro de
enzimas asociadas a los celulosomas incluye numerosas endo- y exoglucanasas, muchas de las cuales
suelen ser procesivas. Otras enzimas degradadoras de polisacaridos, como hemicelulasas (67,68),
quitinasas (69) y liasas de pectina (70) también se pueden asociar al celulosoma. Mas alla de las
diferencias en los sistemas celuloliticos de los hongos filamentosos y las bacterias, las celulasas
celulosomales de las familias GH 5, 9 y 48 son especialmente prevalentes, aunque existen miembros
que contienen los médulos de doquerina en al menos 20 familias adicionales (65). Por otro lado, no se

han descrito celulasas de las familias GH 6 o GH 7 en ninguno de estos sistemas.

El desarrollo y utilizacion de celulosomas artificiales fue sugerido por Bayer (71) y su primer
demostracion fue realizada en 2002 (72). En un celulosoma disefiado, cada enzima esta equipada con
un modulo doquerina que interacciona especificamente con un modulo cohesina presente en el
scaffoldin quimérico. Estos tiltimos sirven de esqueleto de acoplamiento y contienen un médulo de
unién a carbohidratos especifico para el sustrato que se quiere degradar y uno o mas modulos cohesina
a los que se unen las diferentes unidades celulosomales (73). Los celulosomas secretados por
Clostridium cellulolyticum han servido de base para el desarrollo de celulosomas artificiales o quimeras

(74).
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Figura 8. Modelo esquematico del celulosoma de Clostridium cellulovorans. La proteina “scaffoldin” se muestra
con el dominio de unién a celulosa (CBD), las cohesinas, cuatro dominios hidrofébicos y nueve enzimas
celulosomales unidas al scaffoldin a través de las doquerinas, EngE traba el celulosoma a la superficie celular

(64).

Figura 9. Estructura cristalina tridimensional del complejo cohesina-
doquerina tipo I de C. thermocellum. El complejo estd formado entre una
molécula de cohesina tipo 2 (en rojo) y una doquerina unida a Ca* (en verde).
Los residuos que participan en los contactos de dominio se muestran como
modelos de palo. Los dos iones de Ca®" asociados al dominio doquerina se

representan como esferas de color naranja. Tomado de (75).



Produccion de etanol a partir de celulosa

El esquema convencional de produccion de etanol de segunda generacion consiste en cuatro
procesos individuales: el pretratamiento de la biomasa, la hidrélisis enzimatica (denominada
sacarificacion), la fermentacion de los aziicares y la purificacion del producto, generalmente por

destilacion del etanol o filtrado molecular (Figura 9).

Pretratamiento

Un pretratamiento adecuado implica la ruptura de la matriz de hemicelulosa y lignina, de los
puentes de hidrégeno que mantienen unida las fibrillas de celulosa, el aumento en la porosidad y el area
superficial de la celulosa (76) con bajos requerimientos de energia y el reciclado de los catalizadores
utilizados (77). Durante el pretratamiento se intenta evitar la degradacion completa de la lignina, debido
a que es utilizada para la generacién de otros productos con valor agregado, y la formacion de
compuestos inhibidores de la fermentacion, como son: vanilina, acetato, siringaldehido,
hidroxibenaldehido, hidroximetilfurfural y furfural (78). Los pretratamientos suelen clasificarse en
fisicos, quimicos o biolégicos. Los mds aplicados actualmente suelen involucrar una combinacion entre
componentes fisicos y quimicos, aunque el desarrollo de nuevas metodologias con mejoras en los

rendimientos y disminucion de los costos esta en pleno auge (76,77).

Métodos fisicos

El principal objetivo de los pretratamientos fisicos es la disminucién del tamafio de las
particulas de lignocelulosa y a su vez, disminuir el grado de interaccion entre los componentes de la
matriz. Por lo general la biomasa suele molerse, reduciendo el tamafio de las particulas a 0,2 —30 mm
dependiendo del mecanismo utilizado. Aunque este proceso suele realizarse previo a los siguientes
tratamientos de la biomasa, algunos trabajos lo proponen como tinico paso previo a la sacarificacion

enzimatica (79).

El pretratamiento de extrusién es un pretratamiento termo-fisico en el que los materiales se
someten a mezcla, calentamiento y disrupciéon que conduce a la alteracion fisica y quimica de su

estructura (80).
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Figura 9. Esquema de produccion de etanol a partir de biomasa lignocelulésica. El proceso implica 4
grades etapas: el pretratamiento de la biomasa, la hidrélisis enzimatica de la fraccién sélida rica en
celulosa y hemicelulosa, la fermentacién de los aziicares generados en etanol y la purificacion del
alcohol mediante destilacion. La etapa de sacarificacion requiere de enzimas hidroliticas las cuales son

producidas de manera exégena por microorganismos. El mejoramiento genético de las cepas utilizadas

y de las enzimas utilizadas puede contribuir a mejorar los rendimientos del proceso.
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Por su parte, la irradiacion con microondas ha sido evaluada como un posible pretratamiento,
ya que podria ser una alternativa a los tratamientos térmicos convencionales con el fin de alterar la
ultraestructura de la celulosa, principalmente a través de la colisién molecular. Este proceso, comparado

con el calentamiento convencional, requiere menos tiempo y energia y suele ser mas uniforme (81).

Recientemente se desarrollé6 un método novedoso para el pretratamiento fisico mediante la
congelacién de la biomasa y se encontré que aumenta significativamente la digestibilidad enzimatica
de rastrojo de arroz. A pesar de los altos costos involucrados y que sélo unos pocos estudios se han
llevado a cabo utilizando este pretratamiento hasta el momento, parece tener algunas caracteristicas

positivas las cuales han atraido una gran atencion (81).

Tratamientos quimicos

El pretratamiento acido, en particular el uso de acido sulftrico, es el mas comun de los
tratamientos quimicos. En éste, la hemicelulosa es hidrolizada a monosacaridos, permitiendo el acceso
a la celulosa. El pretratamiento acido puede realizarse a bajas concentraciones de acido con altas
temperaturas o a altas concentraciones de acido con bajas temperaturas (76). Las principales desventajas
asociadas son la corrosion de los equipos, la recuperacién del acido y la formacién de diversos
inhibidores, cuya naturaleza depende de la combinacion de concentracién y temperatura aplicada a cada

material.

El pretratamiento alcalino se lleva a cabo a méas baja temperatura y presion que la hidrélisis
acida. Cuando un material lignocelulésico se empapa en una solucién alcalina, por ejemplo, hidréxido
de sodio, de potasio o de amonio, se rompen los enlaces entre la lignina y los polisacaridos y también
se puede solubilizar parte de la lignina. El efecto de esto es un aumento en el area de superficie
disponible, mientras que el grado de polimerizacién se reduce. En general, los métodos de
pretratamiento utilizando alcalis son eficaces en ciertos tipos de materias primas, por ejemplo, sobre los
residuos agricolas y cultivos herbaceos. La razén es probablemente la menor cantidad relativa de lignina

en estos tipos de materiales (77).

Los liquidos iénicos (IL) han ganado mucha atencién en los tltimos afios ya que pueden
disolver los carbohidratos y la lignina simultdneamente. Los IL son sales (punto de fusion < 100°C)
compuestas por un catién organico y un anién pequefio inorganico que son liquidos a temperatura
ambiente (82). El modo de accién de los IL es la disrupcion de los enlaces entre la celulosa, la
hemicelulosa y la lignina, lo cual disuelve las macromoléculas sin la formacién de inhibidores que

afecten a los microorganismos fermentadores. Aunque la utilizacién de estos "solventes verdes"
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presenta muchas ventajas, el costo de los mismos y su recuperacion estan entre sus limitantes. Por otro
lado, la busqueda de enzimas hidroliticas compatibles con los IL es un area de investigacién activa

(83).

Los solventes organicos, como metanol, etanol, acetona y etilenglicol, con o sin la adicion de
un agente catalizador pueden ser utilizados en el proceso denominado organosolv. Los catalizadores
utilizados incluyen &cidos (clorhidrico y sulfirico) o bases (hidroxido de sodio, amoniaco). Este
pretratamiento es capaz de romper los enlaces internos entre la lignina y la hemicelulosa, siendo
especialmente eficiente para biomasa con alto contenido de lignina. Por otra parte, lignina de alta
calidad se puede obtener de manera relativamente pura como un subproducto del proceso (84).
Obviamente, la eliminacién de lignina conduce a una mayor area de superficie en la celulosa, haciéndola
mas accesible a la degradacion enzimatica. Los principales inconvenientes de este método son el bajo
punto de ebullicion de los solventes organicos, el alto riesgo de operacion a alta presion, la
inflamabilidad y la volatilidad de tales disolventes. Ademas, los solventes deben ser reciclados con el
fin de disminuir el costo de operacién y prevenir sus efectos inhibidores sobre la hidrolisis enzimatica

y los microorganismos (76).

Pretratamiento fisico-quimico

Uno de los métodos mas utilizados es el pretratamiento con vapor de agua, llamado
comunmente "explosion de vapor". En este proceso la descomposicion de los componentes estructurales
se debe a la aplicacién de calor en forma de vapor de agua, lo cual genera la hidrdlisis de enlaces debido
a la expansion de la humedad. Tipicamente, el material lignocelul6sico es tratado a temperaturas entre
160-240°C durante 1 a 20 minutos (77). Antes del tratamiento con vapor, se puede o no impregnar el
material con algun tipo de catalizador. El vapor generado condensa debido la alta presién, impregnando
el material. Cuando la presién dentro del reactor se libera rapidamente, las fibras se abren, rompiendo
los enlaces inter e intra moleculares (38). Se ha demostrado que el principal mecanismo es bastante
similar a la hidrélisis con acido diluido, aunque realizado con mayor carga de so6lidos y en vapor en
lugar de en un liquido caliente. L.a mayoria de los residuos agricolas y de arboles de madera dura liberan
acidos organicos (principalmente acido acético) cuando son tratados térmicamente en medio acuoso,
causando la auto-hidrélisis de la hemicelulosa. Esta suele ser mas bien leve, ya que el pH de partida es
casi neutro y el pH al final del proceso es de aproximadamente 3,5-4 dependiendo de la cantidad de
unidades de acidos liberadas. Sin embargo, para algunos materiales, tales como madera blanda, la
cantidad de acidos orgéanicos intrinsecos no es suficiente para causar la degradacién de la estructura
principal de la hemicelulosa. La adicion de un dcido mineral, por ejemplo, H>SO4, HCI 0 H3POys, reduce

el pH inicial por debajo de 2, lo que resulta en una hidrdlisis mas eficiente de la hemicelulosa, viéndose
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también favorecida la hidrolisis enzimatica subsiguiente (77). Sin embargo, tal como es el caso del
pretratamiento acido, la degradacion de los hidratos de carbono y parte de la lignina puede resultar en

la formacién de compuestos toxicos, que pueden afectar a la hidrolisis enzimatica y la fermentacion.

En el pretratamiento de explosion de fibras por amonio (AFEX, ammonia fiber explosion), la
biomasa se trata con amoniaco liquido bajo el concepto del proceso de explosién de vapor. Cuatro
parametros incluyendo la carga de amoniaco, la carga de agua, la temperatura de reaccién y el tiempo
de residencia se pueden variar con el fin de optimizar este pretratamiento. El proceso incluye alta
presion (1,72 a 2,06 Mpa) y temperaturas moderadas (60-120°C) durante varios minutos (<30 minutos)
seguido de una liberacion repentina de presion. La rapida expansion del gas amoniaco provoca la

ruptura del complejo lignina-carbohidratos y la consiguiente ruptura fisica de fibras de la biomasa (76).

Al contrario que la explosion de vapor, que produce una suspension, en el AFEX, debido a la
baja temperatura de ebullicién del amoniaco, produce solo material sélido. Tampoco se liberan azticares
directamente debido a la baja solubilizacion de la hemicelulosa, pero abre la estructura de la biomasa y

aumenta la superficie de los polimeros y, en consecuencia, la digestibilidad enzimaética.

Al igual que con otros métodos alcalinos el pretratamiento AFEX funciona mejor en materiales
con bajo contenido de lignina, tales como residuos agricolas, mientras que el efecto sobre la madera
blanda es menos potente. El principal inconveniente de este método es que el amoniaco debe ser
reciclado y manejado con precaucién para que el proceso sea amigable con el medio ambiente y rentable

desde un punto de vista econdémico (77).

Métodos biologicos

El pretratamiento de biomasa lignocelulésica por microorganismos, especialmente hongos, se
trata basicamente de un pretratamiento amigable con el medio ambiente. En contraste con la mayoria
de los métodos de pretratamiento que requieren alto capital y costo operativo, este método aprovecha
los hongos blancos, marrones y de podredumbre blanda para deslignificar y mejorar la hidrélisis
enzimatica de la biomasa lignocelul6sica. La eficiencia més alta entre los métodos de pretratamiento
biolégicos se ha logrado mediante el uso de hongos de la podredumbre blanca degradadores de lignina,
destacando entre los mas eficientes Phanerochaete chrysosporium debido a su alta tasa de crecimiento
y la capacidad de biodegradacién de la lignina (76). La tasa de conversién del pretratamiento biol6gico
es mucho menor comparado con la mayoria de los otros métodos de pretratamiento, lo cual durante

muchos afios ha sido considerado como un factor que impide su uso a nivel industrial (77).
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Sacarificacion

La sacarificacion es el proceso de hidrolizar un carbohidrato complejo (como el almidén o la
celulosa) en los monosacéridos que lo componen. Los agentes empleados en la sacarificaciéon son
quimicos o enzimaticos o bien una combinacion de los dos. Entre los primeros esta la utilizacion de
acidos diluidos, particularmente el HCI. Entre los procedimientos enzimaticos estan la utilizacién de

amilasas o celulasas de origen microbiano.

Las diversas enzimas implicadas en la hidrolisis de los polisacéaridos son producidas a nivel
comercial por cepas modificadas genéticamente de Trichoderma reesei, Fusarium venenatum,
Aspergillus oryzae y Aspergillus niger. A una carga de 20% de so6lidos en esta etapa, la dosis usual de
enzimas suele ser de 10 FPU/g celulosa (FPU, unidades de papel de filtro), lo que equivale a 20 mg de
enzima/ g de celulosa (85). Obviamente, la dosis ideal de enzimas depende de la biomasa, la carga de
solidos y el pretratamiento utilizado. Mas alla de las variables intrinsecas a esta etapa, se considera al
costo de las enzimas, y de esta etapa en particular, un cuello de botella en el proceso de produccién de
etanol celul6sico. El andlisis realizado por Klein y colaboradores (85) muestra que, en general, la gran
mayoria de la literatura ha subestimado la contribucién del costo de las enzimas en la produccién de
biocombustibles. Segtin los autores, el costo de las mismas se puede bajar mediante un cambio en las
materias primas, la reduccién de los tiempos de fermentacién y la reduccion de la complejidad del
proceso. Si bien la mejora de la actividad enzimatica ha sido el centro de diversas investigaciones
cientificas, estas mejoras contribuyen a la reduccién de los tiempos de residencia de sacarificacién, pero

no hacen frente a los costos de produccion de la enzima.

Diversas estrategias se estan llevando a cabo para mejorar la eficiencia de las celulasas y
mejorar los rendimientos de produccién de los microorganismos que secretan estas enzimas. Algunas
estrategias que pueden reducir el costo del proceso radican en la inmovilizacion de las enzimas o de las
células productoras (78). También el reciclaje de las enzimas se plantea como una alternativa, aunque
esta estrategia esta limitada por la adsorcién de las enzimas a la lignina. Se ha probado que el agregado

de detergentes o surfactantes reduce considerable la adhesion de las enzimas a la lignina (86).

El disefio de enzimas con mejor actividad y estabilidad es otra alternativa que busca hacer mas
eficiente la sacarificacion (87). El disefio racional implica modificaciones especificas de las enzimas, y
requiere un conocimiento detallado de la relacion entre las secuencias de aminoacidos y la actividad
enzimatica. Desafortunadamente, esta relacion entre la secuencia y la funcion sigue siendo un enigma
para la gran mayoria de las enzimas, por lo que a menudo se prefiere la evolucion dirigida. En particular,
los enfoques mas dificiles de disefio racionales son aquellos que implican la modificaciéon de

aminodcidos especificos ya que es muy dificil predecir cémo pequefios cambios moleculares afectan a
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la funcién deseada. Muchas de las propiedades enzimaticas no se limitan a uno o unos pocos

aminoacidos ya que por lo general se distribuyen a través de una proteina.

La evolucion dirigida es una técnica utilizada para detectar mutantes de las enzimas con
caracteristicas mas favorables. Esta estrategia es mas efectiva cuando la enzima de partida tiene
propiedades interesantes, para que mediante unas pocas mutaciones, se puedan obtener enzimas con
mejoras sustanciales (78). La mutagénesis aleatoria, la estrategia mas basica evolucion dirigida, es una
manera de descubrir enzimas mejoradas a través de mutaciones al azar. La mutagénesis dirigida puede
ser mas eficaz porque son seleccionados unos pocos residuos clave para la mutacion. La técnica también
ha sido una herramienta fundamental en la caracterizacion de celulasas, especialmente en la
identificacion de los residuos cataliticos y de unién (78). Alternativamente, la recombinacion genética
mediante la combinacion aleatoria de ADN puede ser utilizada para combinar enzimas estructuralmente
similares, a veces resultando en un mayor grado de alteraciones estructurales. Para cada técnica, es
fundamental establecer una conexion directa entre el rendimiento de la enzima durante la seleccion y el

desempefio real en la materia prima.

Fermentacion

Tanto el pretratamiento como la hidrdlisis estan disefiados para liberar aziicares que puedan ser
fermentados en el proceso de produccion de alcohol. Las levaduras industriales, como Saccharomyces
cerevisiae han sido utilizadas en la produccién de alcohol principalmente en las industrias del vino y la
cerveza durante cientos de afios, siendo también los organismos mas utilizados en la produccion de
biocombustibles derivados de aziicar o almidén (86). S. cerevisiae fermenta hexosas mediante la via
Embden-Meyerhof en condiciones anaerdbicas. Las fermentaciones basadas en levaduras siempre
conllevan la formaciéon de CO, como co-producto y la necesidad de suplementar con nitrogeno para
mejorar los rendimientos. Esta cepa, cuya temperatura 6ptima son los 30°C, tolera alta presién osmotica
y bajo pH, generando etanol con altos rendimientos (90% del teérico) a partir de hexosas (86). Pero la
produccion de etanol a partir de biomasa lignocelulésica requiere también la utilizacién de las pentosas
derivadas de la hemicelulosa. A su vez, un microorganismo adecuado para este proceso debe tolerar los
inhibidores generados durante el pretratamiento y altas concentraciones de etanol. La modificacién
genética de S. cerevisiae ha permitido el desarrollo de cepas capaces de metabolizar tanto arabinosa

como xilosa (88).

Escherichia coli es una bacteria, Gram-negativa, que tiene la habilidad de fermentar un amplio

rango de sustratos, incluyendo pentosas, hexosas, acidos urénicos y polioles. Pero su utilizacion esta
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finamente regulada. Si azicares como glucosa, sacarosa y fructosa estan presentes en el medio de
cultivo, se reprime la expresion de las enzimas necesarias para la utilizacién de xilosa, arabinosa,
maltosa y lactosa (30). El desarrollo de cepas recombinantes capaces de utilizar de forma eficiente una
mezcla de azticares ha sido el objetivo de diversos trabajos (38,89). A su vez, las cepas de laboratorio
e industriales no patogénicas pueden crecer en medio minimo simple (89). Aunque muchos de los
compuestos toxicos que se generan durante el pretratamiento de la biomasa pueden inhibir la el
desempeiio de E. coli durante la fermentacion, algunas cepas han sido modificadas genéticamente para
tolerar la presencia de furfural, hidroximetilfurfural y acetato (32,89). Pero E. coli no es tan eficiente
en la fermentacion de hexosas, como lo es Zymomonas mobilis, una bacteria etanologénica obligada.
Una de las principales estrategias desarrolladas para mejorar el comportamiento de E. coli es la
incorporacién de la via de produccién de etanol de Z. mobilis (90). La via metabdlica de produccién de
etanol en Z. mobilis es un proceso de dos pasos en el cual la piruvato decarboxilasa (PDC) convierte
directamente el piruvato a acetaldehido y CO,, para que luego la alcohol deshidrogensa (ADH)
convierta el acetaldehido en etanol. La expresién de un plasmido con el operén artificial de produccién
de etanol (pET) conteniendo los genes pdc y adhB de Z. mobilis en E. coli, permite que el etanol sea el
producto de fermentacién mayoritario (90). La incorporacién de estos genes en el genoma de E. coli
junto con la disrupcion de genes clave implicados en la sintesis fermentativa de co-productos ha
permitido el desarrollo de cepas capaces de utilizar diversos carbohidratos con altos rendimientos de

etanol como tinico producto (89,91).

Existen otros microorganimos con potencial para ser utilizados en la fermentacion de azicares.
Por ejemplo, Pichia stipitis es una levadura capaz de fermentar pentosas naturalmente que se ha
evaluado como productora de etanol (9). Klebsiella oxytoca, una bacteria mesofila que tiene enzimas
nativas para la captacion y fermentacion de celooligosacaridos, xilanos, hexosas y pentosas, ha sido
evaluada en la produccién de etanol (78,92). Por su parte, Clostridium thermocellum es una bacteria
anaerobia termoéfila que degrada naturalmente celulosa y también es capaz de fermentar los aztcares
resultantes principalmente en etanol, lactato, acetato, diéxido de carbono e hidrégeno (78). Esta cepa
ha sido evaluada en co-cultivo con otros clostridios termofilicos capaces de fermentar pentosas, ya que

C. thermocellum sélo puede fermentar hexosas (93).
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Tecnologias de conversion de biomasa

Sacarificacion y fermentacion por separado (SHF)

Cuando la hidrélisis enzimatica se realiza por separado de la etapa de fermentacion el proceso
es conocido como sacarificacion y fermentacién por separado (SHF, Separate hydrolysis and
fermentation). En la configuracién de SHF, el flujo liquido de los reactores de hidrolisis se mezcla con
la fraccién liquida generada con el pretratamiento y entra al reactor de fermentacién de la glucosa.
Luego de la misma, la mezcla se destila para purificar el bioetanol, dejando la xilosa no convertida en
el reactor. En un segundo paso, xilosa se fermenta en etanol y éste se destila (6). La principal ventaja
de SHF es que la hidrolisis y la fermentacion se producen en condiciones éptimas y que las células
pueden ser recicladas (94); la desventaja es que las enzimas celuloliticas son inhibidas por el producto
final, de manera que la velocidad de hidrolisis se reduce progresivamente cuando la glucosa y celobiosa

se acumulan (6) (Tabla 2).

Sacarificacion y fermentacion en simultaneo (SSF)

Un proceso alternativo para la fermentacion de los hidrolizados de la biomasa lignocelul6sica
es la sacarificacion y fermentacion en simultaneo (SSF), en el cual ambas etapas se llevan a cabo en un
mismo reactor (28) (Figura 10). Esto se debe a que se requiere menos equipamiento, lo que representa
una inversion menor. A su vez, la remocién de los productos finales de la hidrolisis (glucosa y celobiosa)
deriva en un mayor rendimiento de conversién de la celulosa y la hemicelulosa (Tabla 2). Pero hacer
compatibles las condiciones 6ptimas de las dos transformaciones (pH, temperatura, concentracién de

sustrato, etc) es la clave para el éxito del proceso (30).

La hidrdlisis enzimatica suele realizarse a 50°C, temperatura 6ptima de accién de las enzimas
implicadas en este proceso, mientras que la fermentacion se realiza a temperaturas entre 37 y 42°C,

dependiendo de la cepa utilizada.
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Figura 10. Resumen de las distintas configuraciones para la produccién de etanol lignocelulésico.
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La desventaja del SSF puede superarse utilizando microorganismos termoéfilos o enzimas
adaptadas a bajas temperaturas. La identificaciéon de cepas termo-tolerantes capaces de producir
cantidades significativas de etanol a temperaturas mas favorables para la sacarificacién ha sido clave

para la implementacién de este proceso (95).

Cepas de levadura de los géneros Kluyveromyces, Saccharomyces y Fabospora que producen
mas de 5% (p/v) de etanol a temperaturas elevadas (>40°C) han sido identificadas (95). Kluyveromyces
marxianus es una de las especies mas prometedoras. Muchas de sus cepas crecen a temperaturas entre
45 y 50°C, siendo capaces de producir etanol a 38-45°C. A su vez, K. marxianus tiene la habilidad de
utilizar arabinosa, galactosa, manosa y xilosa a temperaturas altas. Gracias a estas ventajas, K.
marxianus a sido utilizada para producir etanol a partir de diversos materiales lignocelul6sicos. Alamo,
eucalipto, bagazo de sorgo dulce, paja de trigo, y residuos de Brassica carinata, tratados previamente
por explosion de vapor, fueron convertidos a etanol a través de un proceso SSF utilizando K. marxinanus
y 15 PFU/ g sustrato de celulasas comerciales, obteniendo entre 50-72% del maximo tedrico (96). Otra
especie de levadura prometedora es Pichia kudriavzevii, una especie tolerante a altas temperaturas,
acidos y etanol. Kitagawa y colaboradores (97) desarrollaron un sistema de transformacién para esta
levadura, con el cual pudieron expresar una B-glucosidasa (BGL) de Aspergillus aculeatus en P.
kudriavzevii. Esta cepa fue capaz de producir 29 g/L. de etanol en 72 horas a 40°C sin el agregado
exdgeno de [B-glucosidasa, a partir de avicel. Oberoi et al. (98) utilizaron la cepa HOP-1 de P.
kudriavzevii para producir etanol a partir de rastrojo de arroz pretratado. L.a biomasa fue incubada 4
horas a 50°C con 20 PFU/g biomasa de celulasas, 50 U/g biomasa de 3-glucosidasa y 15 U/g biomasa
de pectinasa. Luego fue adicionada la cepa y se mantuvo durante 24 horas a 40°C. Mediante este

procedimiento se produjeron 25 g/L de etanol (85% del maximo teérico).

Sacarificacion y co-fermentacion (SScF)

La sacarificacién y co-fermentacion (SScF) es una de las opciones mas convenientes para
producir etanol a partir de biomasa rica en hemicelulosa. En este esquema, la sacarificaciéon de la
fraccion solida, rica en celulosa, es hidrolizada en el mismo reactor en que es fermentada la fraccion
liquida obtenida luego del pretratamiento de la biomasa. La fraccién liquida contiene principalmente
las pentosas derivadas de la hemicelulosa. Pero se ha determinado que la utilizacién de xilosa en
hidrolizados de lignocelulosa, es el mayor cuello de botella que afecta los rendimientos de etanol tanto
para E. coli KO11, S. cerevisiae 424A(LNH-ST) y Z. mobilis AX101 (99). Por lo tanto, el empleo de
cepas modificadas genéticamente y el ajuste de los parametros del proceso es necesario para viabilizar
este esquema de produccién de etanol. Por ejemplo, para la cepa recombinante de S. cerevisiae

(TMB3400) capaz de metabolizar xilosa, se ha visto que el agregado de xilanasas y celulasas junto con
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el sustrato mejora la utilizacion de xilosa (de 40 a 80%) y aumenta el rendimiento de etanol a partir de
rastrojo de trigo pretratado (100). Por su parte, Zhang y Lynd (101) probaron dos cepas recombinantes
capaces de fermentar la xilosa: Z. mobilis 8b y S. cerevisiae RWB222. En un proceso de SScF a partir
de desechos de papel conteniendo 10 PFU de celulasas /g celulosa y 60 U -glucosidasa/g celulosa, se
obtuvieron 40 g/L de etanol (0.39 g etanol /g carbohidrato) a 30°C o 37°C para S. cerevisiae y Z. mobilis,

respectivamente.

Tabla 2. Comparacion entre las distintas configuraciones del proceso de produccién de etanol

Proceso Ventaja Desventaja

Sacarificacién y Optimizacion de cada Inhibicién de celulasas por producto final
fermentacion por separado  etapa
Riesgos de contaminacién

Necesidad de enfriar luego de la sacarificacion

Sacarificacién y Menores dosis de La hidrdlisis y la fermentacién no pueden
fermentacion en simultdneo  enzimas optimizarse
Mayores rendimientos
Bioproceso consolidado Mejores rendimientos Falta de organismos adecuados
Menores requisitos Dificultad en el control del proceso
energéticos
(28,30,94)

Bioproceso consolidado (CBP)

La produccién de etanol a partir de lignocelulosa mediante sistemas microbianos incluye tres
procesos bioldgicos: la produccion de las enzimas hidroliticas, la hidrdlisis de la celulosa y la
hemicelulosa a azticares simples y la fermentacion de los mismos (Figura 10). Estos ocurren en un tinico
reactor en el proceso denominado bioproceso consolidado (CBP, consolidated bioprocessing). E1 CBP
tiene el potencial de reducir los costos de produccién con una mayor eficiencia que los procesos que
implican un paso dedicado a la produccién de celulasas (78,102). La aplicacién del CBP para la
produccion de etanol requiere de un microorganismo (o un consorcio microbiano) capaz de utilizar los
sustratos y generar el producto de interés. Dentro de las propiedades que se buscan esta la utilizacién
del sustrato mediante la produccion de un sistema de enzimas hidroliticas que permita altas velocidades
de hidrdlisis y la utilizacién de los productos resultantes de la hidrélisis en condiciones anaerobias en
un medio de crecimiento sencillo (95). A su vez, se pretende obtener selectividad del producto formado
y altas concentraciones del mismo. Un microorganismo que combine las caracteristicas celuloliticas
deseadas junto con altos titulos de etanol no ha sido descrito atin. Poder optimizar las condiciones para

la sacarificacion y la fermentacién es clave para el éxito de este proceso.
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El desarrollo de un microorganismo para la conversién de celulosa mediante CBP puede
obtenerse por dos estrategias: la estrategia celulolitica nativa involucra la modificacién genética de
organismos que naturalmente degraden celulosa para que sean capaces de producir los productos de
interés con altos rendimientos y buena tolerancia a los mismos. Por otro lado, la estrategia celulolitica
recombinante implica la ingenieria de cepas no-celuloliticas que poseen altos rendimientos de productos
y tolerancia a los mismos para que sean capaces de utilizar celulosa como resultado de un sistema

heterélogo celulolitico (30).

Los microorganismos blanco para la primera estrategia suelen ser bacterias anaerobias, como
Clostridium y Thermoanaerobacterium, las cuales son capaces de degradar celulosa o hemicelulosa y
fermentar diversos azicares. Un obstaculo importante para el uso de estos cultivos para la produccién
de etanol es que presentan un rendimiento de etanol reducido debido a la formacién de otros productos
de fermentacién, en particular acetato y lactato (103). A su vez, uno de los factores que ha limitado la
modificacién de bacterias celuloliticas, es la ausencia de técnicas de transferencia de genes adecuados
para estos microorganismos (102), aunque se desarrollaron métodos de transformacion para Clostridium

cellulolyticum y Clostridium thermocellum (104,105).

El hongo Fusarium oxysporum es otro candidato para CBP ya que secreta altos niveles de
celulasas y fermenta pentosas y hexosas. Se ha visto que aunque este hongo es eficiente degradando
celulosa y celobiosa, la glucosa actia como inhibidor competitivo de las enzimas. La produccion de
etanol es acompafiada por la formacion de 4cido acético, no siendo capaz de tolerar altos niveles de
etanol. Aunque posee limitantes, F. oxysporum ofrece una fuente potencial de informacion genética
para organismos CBP transgénicos con capacidades fermentativas mas fuertes debido a su diverso

arsenal de enzimas celuloliticas (78).

Incluso, se ha planteado la produccién de etanol a partir de biomasa lignoceluldsica
(Switchgrass) sin pretratamiento. La cepa celulolitica Caldicellulosiruptor bescii fue modificada
genéticamente para eliminar la generacién de co-productos de fermentacion a la vez que fue
complementada con la acetaldehido/alcohol deshidrogenasa de C. thermocellum (106). Utilizando 2%
(m/v) de biomasa obtuvieron 0,59 g/L. de etanol. Aunque los rendimientos son bajos, la conversion
directa de biomasa en etanol representa un nuevo paradigma para el desarrollo del bioproceso

consolidado.

Z. mobilis es uno de los microorganismos prometedores para el desarrollo de cepas celuloliticas
recombinantes. Se ha descrito la expresiéon heteréloga y secrecién de 2 endo-1,4--glucanasas de
Acidothermus cellulolyticus utilizando sefiales nativas de secrecién de Z. mobilis (107). Por su parte, la
incorporacién de una endoglucanasa de Enterobacter cloacae permiti6 la produccién de etanol a partir

de CMC y bagaso pretratado con NaOH (108).
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Debido a la gran cantidad de productos quimicos y alcoholes producidos a partir de glucosa
mediante cepas de E. coli obtenidas mediante ingenieria metabdlica, el desarrollo de un sistema
celulolitico eficiente en este microorganismo es una estrategia prometedora para el desarrollo de una
cepa CBP (109). Utilizando la proteina de anclaje PgsA, se expresaron en la superficie de E. coli una
endoglucanasa, una celobiohidrolasa y una [3-glucosidasa de C. cellulolyticum, logrando la produccién
de etanol a partir avicel tratado con 4cido sulftrico (PASC) (110). Otro ejemplo es la secrecion de la 3-
glucosidasa (BgIC) de Thermobifida fusca fusionada al sistema de secrecion tipo V (111) en la cepa de
E. coli etanologénica MS04, la cual es capaz de producir etanol con altos rendimientos a partir de

celobiosa.

Un fenémeno que impacta positivamente en la viabilidad y el rendimiento de CBP es la sinergia
enzima-microorganismo, es decir, el hecho de que la eficacia de la hidrdlisis de la celulosa mejora
cuando estd presente el complejo microorganismo-enzima-celulosa (CEM) en comparacion con el
complejo enzima-celulosa (CE). Diversos trabajos han mostrado que las tasas de hidrolisis son
sustancialmente mayores cuando es mediada por el crecimiento de cepas celuloliticas en comparacién
con los preparados enzimaticos, incluso bajo condiciones optimizadas (102). Un buen ejemplo es el
trabajo de Lu y colaboradores (112). C. thermocellum secreta un celulosoma que consiste de una
endoglucanasa (CelA), una celobiohidrolasa (CelK), una xilanasa (XynC) y una exoglucanasa (CelS)
(78). Cuando el celulosoma fue separado y usado para hidrolizar celulosa con otra bacteria
etanologénica en un proceso SSF, su actividad fue significativamente disminuida (112). Esto refleja la
sinergia entre las enzimas celuloliticas y la bacteria secretora, cuya evaluacion cuantitativa podria

proporcionar una prueba mas apoyo la conveniencia de CBP.

Bioprospeccion

El nimero total de células procariotas en la tierra se ha estimado en 4-6x10%° (113). Esta
diversidad presenta una enorme reserva genética y biologica que puede ser explotada para la
recuperacion de nuevos genes, vias metabolicas y sus productos (114). La bioprospeccion es la
blisqueda sistematica, la clasificacién e investigacion de nuevas fuentes de compuestos quimicos, genes,
proteinas, microorganismos y otros productos con valor econémico actual o potencial, que forman parte
de la biodiversidad. Mediante técnicas clasicas de aislamiento y caracterizacion de microorganismos se
han identificado, por ejemplo, microorganismos con capacidad de degradar hidrocarburos (115), cepas

de microalgas hiper productoras de lipidos (116), bacterias termofilas capaces de degradar
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eficientemente la celulosa (117-119), hongos celuloliticos en diversos ambientes (120), asi como

bacterias psicréfilas degradadoras de lipidos o celulosa (121).

Estd ampliamente aceptado que la aplicacion de métodos microbiolégicos clasicos,
dependientes del cultivo en condiciones de laboratorio, para la recuperacion de microorganismos del
medio ambiente, ha tenido un éxito limitado en el acceso a la verdadera magnitud de la biodiversidad
microbiana. De ello se desprende que gran parte de la diversidad genética microbiana existente
permanece sin ser explotada, una cuestion de gran relevancia para la comprension de las comunidades
microbianas y de gran importancia para la industria biotecnologia (113). El reciente desarrollo de
tecnologias disefiadas para acceder a esta gran cantidad de informacion genética a través de la extraccién
de acidos nucleicos del medio ambiente ha proporcionado un medio de evitar las limitaciones los

métodos dependientes del cultivo (113,122,123).

Metagenomica

La "metagen6mica" es el analisis, independiente de cultivo, de los genomas presentes en una
comunidad microbiana, el denominado metagenoma (124). Las aproximaciones de metagendmica
pueden basarse en el estudio funcional y/o en el andlisis de las secuencias de los genomas microbianos

contenidos en una muestra ambiental.

Metagenomica basada en el analisis de secuencia

Uno de los abordajes posibles a realizar sobre un metagenoma es la secuenciacion completa del
ADN vy su posterior andlisis mediante herramientas bioinformaticas (113). Los avances en las
tecnologias de proxima generacion (NGS, next generation sequencing) han permitido un aumento
significativo en la secuenciacion de genomas individuales e impulsé una revolucién en la secuenciacion

y andlisis de metagenomas (125).

Con los avances recientes en la automatizacion, las tecnologias de secuenciacion de alto
rendimiento y el desarrollo de algoritmos para el ensamble de las secuencias, los proyectos de
secuenciado masivo son técnicamente posibles (113), aunque los estudios de metagenémica utilizando
NGS requieren recursos computacionales significativos y un grupo de investigadores especializados en

el uso de estas herramientas.

Aunque el objetivo final es reconstruir todos los genomas pertenecientes a un ambiente, esto

no es posible debido a la complejidad computacional involucrada. En su lugar hay dos tipos generales
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de andlisis realizados para la reconstruccion de genomas, con sus limitaciones inherentes: 1) el ensamble
de las lecturas en "contigs", la clasificacion taxondmica y la asignaciéon de funciones, o 2) la
reconstruccion de los componentes funcionales y taxonémicos del metagenoma basandose en los

“reads” obtenidos (126).

El ensamblado de metagenomas presenta diversos desafios. Debido a la composicién desigual
de la comunidad microbiana, muchos genomas presentan mala o nula cobertura, mientras que otros se
ven sobre-representados. Para superar este inconveniente, son necesarios mas datos para cubrir los

diversos genomas, a costa de los requisitos de memoria y tiempo de calculo computacional (125,127).

Los enfoques basados en "reads" también pueden permitir la exploracién de las funciones
genéticas y la clasificacién taxonémica de los organismos. Sin embargo, s6lo un subconjunto de los
datos se puede anotar y clasificar, y el grado de confianza de la asignacion puede variar en funcién de

las bases de datos de referencia utilizadas y el nivel de cobertura de las lecturas (127).

Otra alternativa es la utilizacion de cebadores disefiados para blancos especificos. Esto es
posible gracias a la conservacién de regiones en las secuencias, lo que permite el aislamiento de genes
sin conocimiento previo de la secuencia completa (128). Pero esto es valido principalmente para genes
especificos, denominados de anclaje filogenético como el que codifica para subunidad ribosomal 16S
para bacterias (129). Por el contrario, los genes que son de gran interés para aplicaciones
biotecnoldgicas son demasiado divergentes respecto al consenso, por lo que son los menos propensos a
ser detectado por sondas o cebadores disefiados en base a las secuencias depositadas en las bases de

datos (128).

El ensamblado de genomas de microorganismos no cultivables ha sido posible utilizando esta
estrategia, por ejemplo, a partir de muestras del mar de los Sargazos (130), una mina acida (131) y agua

superficial del estrecho de Puget (132).

Metagenémica funcional

La aproximaciéon de metagenémica funcional tiene como objetivo la caracterizacion de
actividades enzimaticas presentes en una comunidad microbiana (133). Se basa en el clonado del ADN
aislado en un vector adecuado, la incorporaciéon del ADN foraneo en un hospedero seleccionado y la
evaluacion de los clones en medios selectivos (114). Este analisis permite la identificacion rdpida de

clones con actividad de interés en diversas areas.

En el afio 2000, Rondon y colaboradores publicaron la primer "metagenoteca" a partir de ADN

bacteriano de suelo utilizando cromosomas bacterianos artificiales (BACs, bacterial artificial
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chromosome) (134). Los autores destacan entre sus conclusiones que esta estrategia de clonado directo
de los acidos nucleicos (ADN) a partir de una muestra ambiental puede ser una ruta para expandir el
conocimiento de la diversidad microbiana, siendo también una via de acceso a las propiedades
filogenéticas, fisicas y funcionales de los microorganismos presentes. En el trabajo, reportan la
identificacion de clones con actividades de interés, cuyas secuencias resultaron ser novedosas respecto
a las reportadas por métodos clasicos, por lo que reconocen que esta aproximacién es una fuente de

genes novedosos plausibles de ser identificados mediante expresién en cepas como E. coli (128,134).

A su vez, el clonado de grandes fragmentos de ADN genémico, mediante la utilizacién de
BACs o fésmidos, permite capturar operones o clister de genes que codifican para vias metabdlicas
que pueden dirigir la sintesis de moléculas complejas, como, por ejemplo, los antibidticos (128). La
secuencia de los elementos génicos que flanquean a un gen en particular puede, potencialmente,
proporcionar informacion sobre el entorno gendmico del gen o la filiacion filogenética del organismo

del que deriva.

La limitante de esta aproximacion es que requiere la expresion de los genes, una correcta
traduccion, plegado y localizacion de la enzima con actividad de interés en el hospedero seleccionado.
A su vez, en muchos casos se requiere de genes adicionales o co-factores, los cuales deben ser aportados
por el microorganismo hospedero o estar codificados en el contexto del fragmento de ADN clonado
(128). Para mitigar estas limitantes diversas estrategias se han desarrollado. Los sistemas de expresién
heter6loga estan siendo mejorados, mediante el desarrollo de nuevos vectores (133,135) o el desarrollo
de hospederos alternativos a E. coli como Streptomyces lividans y Pseudomonas putida (136) o diversas
Proteobacterias (137). De todos modos, se ha reportado que la maquinaria transcripcional de E. coli
puede ser relativamente promiscua, siendo capaz de reconocer sefiales de expresién foraneas, incluso

de genes de Firmicutes, Crenarchaeota, Euryarchaeota, Crenarchaeota y Proteobacteria (138).

Otra de las limitantes de esta aproximacion en la necesidad de utilizar un buen método de
seleccién de los clones en funcién de las actividades que se estén buscando. Por ejemplo, existen
diversos sustratos que permiten la identificacion de clones con actividad celulolitica. La carboximetil
celulosa (CMC) es un sustrato utilizado cominmente para la deteccion de actividad de endocelulasas
(139). La degradacién del mismo es facilmente visualizada luego de la tincién de las placas con Rojo
Congo, gracias a la formacion de halos claros alrededor de las colonias con actividad positiva (140). El
avicel, por su parte, es una forma de celulosa microcristalina. Durante su preparacién con acido diluido
se elimina la hemicelulosa y la mayoria de la celulosa amorfa (7). Al evaluarse la utilizacién de este
sustrato en medio minimo, se presume que los clones capaces de crecer en avicel tendran, ademas de
hidrolasas, los sistemas de transporte necesarios para secretar estas enzimas al medio extracelular y para

internalizar los gldcidos liberados. Por su parte, el papel de filtro estd compuesto esencialmente por
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celulosa y su conversién en azticares reductores es un ensayo comunmente utilizado para determinar la

actividad celulasa en enzimas purificadas (141).

Aunque la degradacion de la hemicelulosa requiera de multiples enzimas, el xilano es un
sustrato ampliamente utilizado para la deteccion y caracterizacion de enzimas implicadas en la
degradacion de dicha biomasa (142). Por ejemplo, uno de los sustratos mas utilizados es el xilano
derivado de madera de haya, el cual es muy insoluble (aproximadamente un 95%), esta compuesto por
un 87.7% de xilosa, pequefias cantidades de glucosa, trazas de arabinosa y galactosa, y un 3% de acido
ascorbico (143). La incorporacion de este sustrato en placas permite la deteccion de clones con actividad

xilanolitica luego del revelado de las mismas con Rojo Congo.

Aportes de la metagenomica a la biotecnologia

El uso a gran escala de la biotecnologia en lugar, o como complemento de los procesos
tradicionales de produccion industrial, sobre todo en el sector quimico, es visto como una oportunidad
y también como una necesidad (144). Esto, sumado al desarrollo de nuevas aplicaciones
biotecnoldgicas, impulsa el mercado de enzimas a nivel comercial, el cual se estima rondara los 7

billones de dolares en 2017 (145).

La metagendmica es considerada una fuente potencial de catalizadores capaces de cubrir las
actividades requeridas por la industria (146). Diversas enzimas novedosas se han detectado y
caracterizado a partir de metagenotecas (123,146,147), muchas de las cuales presentan un novedoso

rango de sustratos y/o productos o buena estabilidad en condiciones extremas (147).

De la gran cantidad de clones positivos obtenidos en diversos "screening", unos pocos genes
han sido clonados y sus productos sobre-expresados, purificados y caracterizados bioquimicamente. Se
atribuye que la causa de esto es el alto niimero de nuevas enzimas que pueden detectarse en una libreria
metagenémica y la cantidad de tiempo y esfuerzo que requiere la caracterizacién completa de cada una
de estas enzima (123). El desarrollo de ensayos de seleccién de alto rendimiento permite sobrellevar

este inconveniente (148).

El primer reporte de un screening funcional exitoso de ADN ambiental se baso en la evaluacién
de un consorcio enriquecido de un digestor anaerobio alimentado con lignocelulosa (149), a partir del
cual cuatro clones con actividad en celulosa o xilosa fueron identificados y caracterizados. Gracias al
uso de la metagendmica funcional se han detectado enzimas con actividad celulasa (149-154), quitinasa
(155), amilasa (156), DNAsa (134), esterasa/lipasa (134,157—-159), proteasa (160), oxigenasa (161) y

factores con actividad antimicrobiana, cuya expresion posiblemente involucre la expresion de multiples
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genes (134,162). Detalles de la diversidad de las enzimas detectadas, su origen y la estrategia de

deteccion se listan en (163,164).

Identificacion de celulasas mediante metagenomica funcional

Las celulasas poseen multiples aplicaciones industriales. Se usan en la industria textil para el
ablandamiento del algodoén, en el mercado de los detergentes para el acabado del color y para evitar la
deposicién de los detergentes en polvo; en la industria del papel y la pulpa de celulosa para la
modificacion de las fibras y la eliminacion de tintas (165); en la industria de los alimentos y bebidas,

principalmente cerveza y vino y en alimentacion animal (166).

Tanto los hongos como las bacterias producen una amplia variedad de celulasas y
hemicelulasas. Los hongos han sido mas utilizados como productores de enzimas, debido a su capacidad
de secretar grande cantidades al medio extracelular, lo cual facilita su purificacion (93). La mayor parte
de las celulasas comerciales (incluyendo las -glucosidasas) son producidas por cepas de Trichoderma
y Aspergillus (93,167), representando aproximadamente un 20% del mercado mundial de enzimas

(166).

El aislamiento y la caracterizacién de nuevas glicosil-hidrolasas (GH) bacterianas esta en auge.
Esto se debe principalmente a que las bacterias ofrecen una tasa de crecimiento mayor que los hongos,
y por consiguiente, una mayor tasa de produccion de enzimas recombinantes (168). A su vez, las GH
bacterianas son mas complejas, lo que deriva en que posean mayor funcionalidad y sinergia (93). Otro
aspecto muy importante, es que las bacterias habitan ambientes con diversas condiciones, lo cual
implica que las celulasas producidas por bacterias que habitan ambientes extremos sean también

tolerantes a condiciones ambientales extremas (169) lo que las hace ttiles a nivel industrial.

La basqueda de celulasas novedosas utilizando aproximaciones metagenomicas puede
aplicarse, virtualmente, a cualquier ambiente, principalmente aquéllos en donde habiten
microorganismos especializados en la degradacién de lignocelulosa. Las variaciones a nivel de la
secuencia de nucleétidos en los genes que codifican para GH no permite el disefio de cebadores
universales que permitan la amplificacion masiva de genes de celulasas a partir de ADN ambiental
(170). Existen, de todos modos, algunos ejemplos en donde esto se ha logrado para sub-conjuntos de

celulasas (171,172).

Estudios de analisis de secuencias han mostrado la diversidad de celulasas presentes en diversos
ambientes, principalmente el rumen bovino (153,173-175), el intestino de termitas (176), el

microbioma de hormigas (177) y gusanos (178,179).
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El ambiente celulolitico mejor estudiado es el rumen, el cual es basicamente un quimiostato
degradador de paredes celulares vegetales. El rumiante se encarga de la molienda de la biomasa, la cual
es luego digerida por una mezcla compleja y densa de microorganismos anaerobios (180). Aunque la
celulosa es la mayor fuente de carbono en el rumen, solo el 10% de las 10'%mL bacterias que lo habitan
son celuloliticas (181), lo cual refleja lo eficiente que son estos microorganimos en la degradacion de
biomasa. Existen degradadores de celulosa tanto adheridos a las particulas de alimento como en el
liquido ruminal, aunque los microorganismos de las dos fracciones son diferentes (175,182). Utilizando
herramientas de secuenciado masivo, la diversidad de enzimas degradadoras de biomasa en el rumen se
ha caracterizado (153,174,175) y se ha visto que la mayoria de estos genes comparte poca homologia
con los depositados en las bases de datos (183). La aplicacién de metagenémica funcional en este
ambiente ha revelado la presencia de glucanasas novedosas (152,183-185), pero la diversidad

microbiana y enzimatica del rumen no est4 aun totalmente caracterizada.
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Estructura de la tesis

Luego de la introduccion general se presentan la hipétesis y los objetivos de trabajo. A

continuacion la metodologia empleada, asi como los resultados alcanzados se dividen en 5 capitulos:

1y

2)

3)

4)

5)

Se presenta la estrategia general de trabajo, la construccién de dos metagenotecas y la
seleccién de clones con actividad de interés. La caracterizacién fenotipica y el analisis
bioinformatico del genotipo de cada uno de elloalgunos clones seleccionados.

Articulo publicado en la revista FPTA-INIA. En éste se muestra que el fésmido
denominado M9F1 es necesario y suficiente para que E. coli sea capaz de degradar papel
de filtro, bagazo de cafia y avicel de manera eficiente y utilizar estos sustratos como fuente
de carbono.

Articulo publicado en la revista Applied Microbiology & Biotechnology, en el cual se
detalla la caracterizacién funcional y genotipica del fésmido Csd4. Se presentan también
los ensayos que permiten concluir que este fésmido confiere a cepas de E. coli
etanologénicas la produccién de etanol a partir de carboximetil celulosa.

Manuscrito enviado a la revista arbitrada Enzyme & Microbial Technology en el cual se
presenta la caracterizacion bioquimica de una endoglucanasa con potencial para ser
utilizada en procesos industriales.

Manuscrito en preparacion. En este apartado se presenta la produccion de etanol a partir de
glicerina cruda, obtenida como sub-producto en la produccion de diésel. Se selecciond un
fésmido que permite la utilizaciéon de forma eficiente de glicerol y su fermentacion en

condiciones microaerofilicas.

Luego se presenta la discusion general del trabajo de tesis y las perspectivas que surgen de la

misma.
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Plan de trabajo seguido

Esquema de trabajo seguido durante el desarrollo de este trabajo de Tesis.

Liquido
ruminal

30.000
clones

31 CMC +
6 Xilano +
12 CMC/Xilano +

v

Csd 4, Csd6, Csd8, CSd9,
Csd18, Xil 3

Lodo de digestor
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Construccion de
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\ 4
100.000
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Screening
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3 CMC + 48 Glicerina
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y genotipica

Ensayos de produccion de
etanol con la cepa MS04

A 4

Amplificacién, clonado y
caracterizacion de EndoG

Caracterizacién
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Microscopia electrénica
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de etanol con la cepa
LY180

Ensayos de
produccién de etanol a
partir de glicerina
Plasmido pLOI297
Cepa LY180

Ensayos de produccién de
etanol con la cepa MS04
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Hipaotesis

Mediante aproximaciones de metagenomica funcionales es posible acceder a enzimas
novedosas que viabilizan el desarrollo de sistemas mas eficientes, para la produccién de

biocombustibles a partir de biomasa vegetal y de sub-productos industriales.

Objetivo general

Identificar y caracterizar elementos genéticos que confieran a cepas de Escherichia coli la
habilidad de degradar desechos agro-industriales para la produccién de bioetanol combustible,

utilizando una aproximacioén de metagenémica funcional.

Objetivos especificos

< Seleccionar y caracterizar de nuevas enzimas hidroliticas capaces de degradar diversos

materiales lignocelul6sicos.

< Seleccionar y caracterizar de elementos genéticos que confieran a cepas de E. coli la

habilidad de crecer en glicerina cruda derivada de la produccion de biodiesel.

< Evaluar el potencial de las enzimas seleccionadas en la produccion de etanol a partir

de celulosa mediante su incorporacién en cepas de E. coli etanologénicas.
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Capitulo 1.

CONSTRUCCION DE DOS
METAGENOTECAS, SCREENING Y
SELECCION DE CLONES CON ACTIVIDAD

CELULOLITICA
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Resumen

La parte inicial de este trabajo consistio en la construccion de dos bibliotecas metagenomicas,
una a partir de liquido ruminal (conteniendo 1.2 Gpb) y otra de contenido de un reactor anaerobio (4.2
Gpb). Estas fueron evaluadas en medios indicadores para actividad celulasa o xilanasa, obteniendo una
relacién de un clon positivo cada 20 Mpb y cada 600 Mpb, respectivamente. De 58 clones positivos, se
seleccionaron nueve cuyo analisis funcional exhaustivo revel6 que confieren a Escherichia coli la
habilidad de utilizar avicel, xilano, bagazo de cafia de azticar o celobiosa como fuente de carbono. El
analisis bioinformatico de estos fésmidos revelé que, para siete de ellos, la actividad se debia a la
expresion de enzimas con homologia a celulasas o xilanasas no caracterizadas provenientes,
principalmente, de microorganismos no cultivables. En los otros dos fésmidos no se pudo atribuir, por
homologia de secuencia, a ninguno de los genes anotados las cualidades fenotipicas detectadas. Estos
resultados confirman la hipotesis de que las aproximaciones de metagendémica funcional permiten

acceder a enzimas novedosas.

Objetivos

< Detectar clones con actividad celulolitica y/o xilanolitica dentro de dos metagenotecas

construidas a partir de liquido ruminal y lodos de un reactor anaerobio.

< Caracterizar fenotipicamente clones seleccionados en funcién de sus caracteristicas.

Determinar su capacidad de degradar papel de filtro, avicel y bagazo de cafia.

< Caracterizar, mediante herramientas bioinformaticas, el genotipo de estos clones,
identificar los ORFs que codifican para las enzimas implicadas en los fenotipos observados y determinar

in silico la presencia de dominios GH y CBM en las enzimas detectadas.
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Metodologia

Cepas y plasmidos

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron una serie de vectores y cepas de E. coli las cuales
se listan en la tabla 3. Como se puede apreciar, la combinacion del vector pPCC1FOS con la cepa Epi300
T-1R, utilizada para la contruccién de las metagenotecas, permite el mantenimiento de los fésmidos de
manera estable en bajo nimero de copia dentro del hospedero. El agregado de arabinosa al medio de
cultivo permite la expresién del factor TrfA, codificado en el genoma de la cepa, el cual es necesario
para la replicacion del vector mediante el el origen de replicacién OriV. Este asegura la presencia de
aproximadamente 100 copias del elemento extracromosoémico, facilitando el screening funcional de las

metagenotecas.

Tabla 3. Caracteristicas de los vectores y cepas utilizados

Plasmido Caracteristicas
pCC1FOS OriF, OriV (dependiente del factor TrfA)
Sitios cos, permiten el empaquetado en fagos A

Vectores pET  Gen lacl, codificante para la proteina represora lac
Promotor T7, especifico para ARN polimerasa T7

OriF.
AmpR
Secuencia codificante para His-Tag
pLOI279 Operon PET (ptrCzm, adhAzm)
Tet®
Cepa Caracteristicas

Epi300 T-1R  F—mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) (StrR) ¢80dlacZAM15 AlacX74 recAl endA1
araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A— rpsL nupG trfA tonA dhfr
Expresion del factor TrfA bajo la induccién de arabinosa
Resistencia a la infeccion por bacteri6fago

BI21(pLysS)  F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3) pLysS(cmR)
DE3 Expresion de T7 RNA polimerasa inducible por IPTG
Carente de proteasas OmpT y Lon

MS04 E. coli MG1655 ApfIB, AadhE, AfrdA, AxylFGH, AldhA, PpfIB::pdczm-adhBzm
Homofermentativa, productora de etanol.
Metaboliza xilosa y glucosa eficientemente.
Tolerante a acetato
KmR®

LY180 PfrdBC::(zm frg celYxc) IdhA::(zm frg casA Bko) adhE::(zm frg estZp, FRT)
ackA::FRT rrlE::(pdc adhA adhB FRT) mgsA::FRT
Fermentativa, productora de etanol y acido férmico.
Tolerante a furfural
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Para los ensayos de produccion de etanol se utilizaron dos cepas de E. coli etanologénicas. Estas
cepas fueron modificadas por ingenieria metabdlica con el fin de que todo el flujo metabdlico, en
condiciones fermentativas, derive en la produccion de etanol. Por esto no poseen las enzimas necesarias
para la produccién de lactato, succinato y acido acético. A su vez, poseen diferentes caracteristicas que
favorecen su utilizacién en la produccién de etanol a partir de azticares derivados de lignocelulosa,
como son: utilizacién de xilosa, resistencia a furfural o acetato. Difieren en que, la cepa LY 180 puede
metabolizar, en condiciones fermentativas, glicerol. Para la utilizacién de este sustrato es necesaria la
co-formacion de formato, y dicha cepa posee el gen pfIB, el cual codifica para la piruvato formato liasa

I, que cataliza la reaccion entre el piruvato y el coenzima A para dar acetilCoA y formato.

Obtencion de muestras ambientales y procesamiento de ADN metagenémico

De un novillo Holando de 480 kg alimentado en praderas naturales, sacrificado en el Frigorifico
Pando (Canelones, Uruguay) se obtuvo una muestra de contenido ruminal. A su vez, una muestra de
lodos anaerobios fue obtenida de un digestor alimentado con contenido ruminal [sélidos totales (ST)
19,3% (p/p) y solidos volatiles (SV) 17,3% (p/p)], grasa de trinchado de curtiembre (ST 25,1% y SV
17,6%) y lodos de purga de lagunas anaerobias de una aceitera (ST 25,6% y SV 21,7%) (186) el cual
opera en el Departamento de Reactores de Facultad de Ingenieria (Universidad de la Reptblica,

Montevideo, Uruguay). Todas las muestras fueron mantenidas a 4°C hasta su procesamiento.

Obtencién y procesamiento de ADN metagenomico

Se aisl6 ADN metagenémico a partir de fluido ruminal y de lodo de reactores anaerobios segiin
(187) con modificaciones. Para esto, 500l de muestra se diluyeron en 3mL de amortiguador fosfato
salino (PBS, ver anexo 1), se colocaron en 3mL de Percoll (Sigma-Aldrich) y se centrifugaron durante
20 minutos a 10.000 g, conservando la capa opalescente. Se verificé la presencia de células bacterianas

en la misma observando al microscopio 6ptico luego de realizar tincion de Gram (188).

La fraccion obtenida se suspendi6 en 1mL de solucion de lisis (ver anexo 1). Se agregaron
bolitas de zirconia (aproximadamente 100 pl) y se agité horizontalmente durante 30 segundos. Luego
la muestra se incub6 a 70°C durante 15 minutos mezclando cada 5 minutos y se centrifugé a 4°C durante
5 minutos a 16.000 g. El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio, se agregaron 15 pl de proteinasa-
K (20 mg/mL) y se incubd 1 hora a 37°C. Posteriormente se agregaron 160 pL. de CTAB 10% en NaCl
0,7 M y se incubd 10 minutos a 65°C. El ADN se extrajo dos veces con igual volumen de fenol y dos
veces con igual volumen de cloroformo y luego se precipité con 0,6 voltimenes de isopropanol y 1/10
volumenes de AcNa 3 M pH = 5,2; posteriormente se incubd en hielo durante 30 minutos. Se centrifugo6

a 10.000 rpm a 4°C durante 15 minutos, se elimind el sobrenadante y el pellet se lavo con etanol 70%.
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Se dejo secar a temperatura ambiente y se suspendié en 200 pL de agua miliQ. Se verificé la calidad
del ADN obtenido mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8% (p/v) en amortiguador TAE 1x y se

conservo a -20°C.

Construccion de bibliotecas metagenomicas

Se seleccion6 ADN de entre 30 y 50 Kpb por electroforesis en gel de agarosa 0,8% (p/v) el cual
fue clonado mediante la utilizacién de CopyControl Fosmid Library Production Kit (Epicentre
Biotechologies) para la generacion de fésmidos de aproximadamente 40 Kpb segin las
recomendaciones del fabricante. Se infectaron células de Epi300-T1R y se seleccionaron en placas de
Luria Bertani (LB)- Cmiy;s. Las transfectantes se ordenaron en grupos de 10 clones en placas de 96
pocillos en 150 pL. de LB- Cmyzs, se crecieron a 37°C durante 16 horas, se agreg6 igual volumen de

glicerol al 50% (v/v) y se conservaron a -80°C.

Evaluacion en medios indicadores

Las actividades hidroliticas se detectaron en LB- Cmy»5 agar con el agregado de 0,2% (p/v)
CMC sal disddica, 0,2% CMC fibrosa, 0,2% CMC microgranulada o 0.5% de xilano de madera de haya
(beechwood-xylan). Con el fin de aumentar el niimero de copias del vector, se adicioné 0,01% (p/v) de
arabinosa al medio. Luego de 7 dias de incubacién a 30°C las placas fueron lavadas con agua estéril y
tefiidas con Rojo Congo 0,05% (p/v) durante 20 minutos (140). Se elimino el exceso de colorante y se
asignaron como positivos los clones que mostraron la formacién de un halo amarillo alrededor de la

colonia.

A su vez se evalud la capacidad de los clones de crecer en medio minimo M9 (ver anexo 1) con
0,5% de avicel PH-101 como unica fuente de carbono. Luego de ser recuperados los "pooles"
conservados a -80°C en placas de LB- Cmaiys, los clones fueron trasferidos a placas de medio M9
suplementado con 0,5% de glucosa, se incubaron durante 16 horas a 37°C y se transfirieron al medio

final, manteniéndose a 30°C durante 10 dias.

Caracterizacion fenotipica de los clones seleccionados

Los fésmidos presentes en los clones positivos en al menos uno de los medios de seleccion
fueron aislados utilizando el QIAprep® Miniprep kit (Quiagen) y transferidos a células de Epi300-T1R
electrocompetentes frescas (189). Los fenotipos originales fueron verificados y sélo se conservaron los

clones que demostraron mantener el fenotipo original. Para descartar los posibles clones duplicados que
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hayan surgido de seleccionar dos o mas veces el mismo fé6smido, se realizaron perfiles de restriccién de
los fésmidos con la enzima EcoRV. En caso de constatarse idénticos perfiles de restriccion en dos o mas
clones, se eligi6 un clon representante de la clase para continuar el estudio descartandose los duplicados.
Los clones asi seleccionados fueron sometidos a ensayos complementarios para indagar ain mas en su

capacidad celulolitica.

Con el fin de evaluar la capacidad de los clones de utilizar otras fuentes de carbono, cinco mL
de medio liquido minimo M9 fueron suplementados con papel de filtro (Whatmann N°2), celobiosa o
xilano a una concentracién final de 0,5% (p/v) como fuente de carbono. Se inocularon estos medios con
los clones seleccionados con una DOe nm de 0,1 y se incubaron a 30°C durante 10 dias midiendo el
crecimiento celular cada 24 horas. El crecimiento celular, se sigui6 utilizando el equipo UV

Spectrophotometer UV-1800 (Shimadzu).

Como indicador de actividad hidrolitica se utiliz6 el sustrato fluorogénico 4-MUC (190). Para
esto, los clones se crecieron en 150 pL. de LB- Cmi25-Ara en placas de 96 pocillos durante 16 horas, se
centrifugaron las células, se re-suspendieron en 50 pL de buffer de lisis y se lisaron por ciclos de
congelado-descongelado (-80°C/ 37°C). A los lisados celulares se les adiciond el sustrato 4-MUC
(0,05% (p/v) final), se incubaron durante 1 hora a 37°C y luego se iluminaron con luz ultravioleta. Se
consideraron positivos los clones capaces de emitir luz en dichas condiciones. A los clones
seleccionados en este ensayo se les realizaron ensayos complementarios con el mismo sustrato para
estudiar la cinética de la actividad glucolitica. 200 pL. de LB- Cmy»s-Ara suplementado con 4-MUC
0,05% fueron inoculado con las células a una DOeyonm inicial de 0,05 y suplementado con 0,5% de
glucosa, xilosa, celobiosa, CMC, avicel o sin suplementar. El crecimiento celular y la fluorescencia
(longitud de onda de excitacion 365nm y emision 445nm) fueron medidos cada 8 horas durante 60 horas

en placas de 96 pocillos utilizando el equipo Varioskan Flash Multimode Reader (Thermo Scientific).

Los sustratos CMC, xilano, avicel y 4-MUC fueron obtenidos de Sigma-Aldrich.

Pretratamiento de bagazo de cafia

Bagazo de cafia molido con un conteniendo de humedad del 54% fue obtenido de la empresa
productora de alcoholes ALUR. Este sustrato fue sometido a dos tipos de pretratamiento: incubacién
con agitacién durante 2 horas con éacido fosférico 1% o con écido sulftrico 1%, seguido de 1 hora de
autoclave a 121°C. Luego de este tratamiento, la fraccién liquida fue neutralizada con NaOH hasta
lograr pH= 6,5 y la fraccién sélida fue lavada 3 veces con abundante agua destilada. La biomasa

obtenida se mantuvo a 4 °C hasta su incorporacion en el medio M9 en una concentracién final de 1%

(p/v).
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Analisis in silico de los fosmidos

De los fosmidos con actividad positiva nueve se seleccionaron para su secuenciacién completa
mediante la construccién de libreria Shotgun seguido por secuenciacién por Sanger de los clones
individuales y posterior ensamblado (Macrogen Inc.). Alternativamente, se utilizo la tecnologia Ion
Torrent (Plataforma de Secuenciacién Masiva, I[IBCE). En este caso, se filtraron los reads que
correspondian a ADN de E. coli contaminante usando el programa Mirabait y el genoma de la cepa
K12. Posteriormente se procedié al ensamblado utilizando el programa Mira 4.0 rc5, indicando que el
secuenciador era un Ion Torrent. Se determind que la cobertura 6ptima es 40X. Por lo tanto, se tomaron
muestras al azar de 7500 reads (con un largo promedio de 235bp cada uno). El curado manual de los
contigs obtenidos se realizé con el programa Gap5. Una vez ensamblados los contigs, se procedié a su
analisis in silico en el servidor WebMGA (191). Para predecir marcos de lectura abiertos (Open Reading
Frame, ORFs) en los fosmidos se utiliz6 el algoritmo MetaGene (192). Las posibles funciones de ORFs
identificados fueron anotadas basandose en su homologia con agrupamientos de grupos de ort6logos
(COGs) y con las familias de proteinas Pfam utilizando BLASTp. Las secuencias obtenidas se
compararon con las depositadas en la base de datos mediante BLASTX y BLASTP (BLAST, “basic
local alignment search tool”) del NCBI (National Center for Biotechnology Information,

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Las secuencias de aminoacidos de cada enzima de interés identificada y las mds cercanas
seleccionadas luego de la comparacién mediante BLASTX se usaron para realizar andlisis filogenéticos.
Para los alineamientos se utilizé el software Mega 6.0 (193) por el método “Muscle”. A su vez, se
realizé la anotacion de las proteinas codificadas basandose en la presencia de dominios especificos de
enzimas activas en carbohidratos (CAZYmes, Carbohydrate-active enzymes) (54) en el servidor:
http://csbl.bmb.uga.edu/dbCAN/annotate.php (194). Con igual fin también se utilizé6 el paquete
CAZYmes Analysis Toolkit (CAT) del BESC Data & Tools 2.0. del BioEnergy Science Center (195)

disponibles en el sitio web: http://mothra.ornl.gov/cgi-bin/cat/cat.cgi?tab=ORTHOLOGS.

Las caracteristicas fisico quimicas de las enzimas caracterizadas se inferidas utilizando el

servidor ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) (196).

Clonado y expresion de hidrolasas

Una vez identificados los genes que codifican para las enzimas de interés, se procedi6 al disefio
de cebadores adecuados para la amplificacion y posterior clonado de los mismos en vectores de la
familia pET fusionados a la secuencia poli-histidina (His-tag). Se seleccionaron 3 vectores pET teniendo
en cuenta la presencia de sitios de restriccion internos en los genes de interés y las caracteristicas

particulares de cada uno de ellos (Tabla 4).
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Los genes identificados se amplificron por PCR usando Pfu ADN polimerasa (Fermentas,
USA). Los cebadores utilizados y el ADN molde se detallan en la tabla 5. Se agregaron sitios de
restriccién adecuados para el clonado de los insertos en los vectores seleccionados. Las condiciones de
PCR fueron las siguientes: 95°C durante 5 minutos seguido de 30 ciclos de 93°C durante 1 minuto,

65°C por 30 segundos y 68°C durante 90 segundos, con una extension final a 68°C durante 10 minutos.

Tabla 4. Vectores seleccionados para el clonado y expresién heteréloga de genes seleccionados

Vector Resistencia His-tag!  Péptido sefial Enzimas de restriccion seleccionadas para el clonado
pET-14b Ampicilina N No Ndel/ BamHI (Ndel/Xhol)

pET-22b Ampicilina C Si * Ncol/HindIII

pET-28a Kanamicina N/C No Ncol/BamHI

! Posicion de la cola de poli-histidinas. N, extremo amino-terminal; C, extremo carboxi-terminal

* Secuencia sefial pelB en N-terminal para potencial localizacién periplasmatica

Los productos de PCR se purificaron utilizando el kit Isolate PCR and Gel Kit (Bioline, UK).
Una vez purificados se ligaron al vector pBluescript + (pBK+) digerido previamente con la enzima
EcoRV. Una vez confirmada la presencia del inserto esperado se escindié del vector por restriccién
utilizando las enzimas correspondientes. Los vectores pET14a, pET22b y pET28a fueron sometidos a
restriccién con las mismas enzimas de restriccion, se purificaron de gel de agarosa luego de ser
sometidos a electroforesis usando el kit Isolate PCR and Gel Kit (Bioline, UK). Los insertos se ligaron
a los vectores pET usando T4 DNA Ligase (Fermentas) y se trasformaron células competentes de E.

coli DH5a preparadas segun (189).

Las células obtenidas se sembraron en placas de LB-Kmso 0 Amp50-IPTG 100 pM- X-Galy,
seleccionando aquellas con inserto por coloracion azul en dicho medio. A partir de estas se purifico la
construcciéon y se confirm6 la presencia del inserto por secuenciacién. Se transfirieron las
construcciones a la cepa de E. coli BL.21 (DE3) pLysS para la expresion de las proteinas recombinantes.

Los clones fueron seleccionados en placas de LB-Cmi» s-Kmso/Ampsg y conservados a -80°C.

Para determinar las condiciones 6ptimas de expresion de las enzimas se inocul6 un cultivo de
5mL de LB con antibiético correspondiente (Cmiz s + Kmso 0 Ampsp) con las transformantes de BL21
obtenidas y se incub6 a 37°C durante toda la noche a 150 rpm. Luego, este cultivo fue utilizado para
inocular 5 mL de 2xYT (ver anexo 1) con Cm + Km/Amp segun corresponda, se incubé a 37°C hasta
alcanzar una DOe0nm de 0,6. La expresion fue inducida con el agregado de IPTG 0,5 mM e incubando

a 25, 30 y 37°C durante 16 horas, con agitacion. Se tomaron muestras de cultivo y sobrenadante a las
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0, 2,4y 16 horas de incubacién. Las células fueron resuspendidas en buffer de lisis e incubadas a 100°C
durante 5 minutos. Se midid la actividad a los lisados celulares y al sobrenadante y se visualizaron las
proteinas mediante SDS-PAGE en geles de poliacriamida, usando el sistema Mini Protean (Bio-Rad).
La concentracién total de proteinas se midié utilizando el método el kit Quick Start Bradford Protein

Assay (Bio-Rad).

Tabla 5. Lista de cebadores utilizados para la amplificacién de ORFs seleccionados y los vectores utilizados en

cada caso

Gen Cebador de evance Cebador reverso Vector
5'- AGGCACCATGGCTATGAAAA 5’-ATATTAAGCTTTTTATCAAGCC

EndoG 3 pET28a
AGATTCTTTATTTCTTTGC-3 CTTTGGCACCC- 3'
5-AAAAGGCCATGGATATGCTA 5’ -TTCGGATCCGAAGGTTTTTCCT

Xyl4 ET22b

Y CTGGTTATCGCAATCC- 3’ GATAGTCGAAGTAAAGG-3' P

5"-ATAAGGATCCGATGACACAA 5’-CCCCCAAAGCTTACTGTTTGTT

Lac4 ET22b

ac TTGCCCCAACTCC- 37 GACAAGTAGATTCC- 3' P

5'-ATCATATGGCCCGCATCAAG ,

Endo18 ] 5"-ATGGATCCGTTGTCATCGGCCA pET14b
GAGATGG-3 CTACG-3'
5'-ATCATATGCTGTATCGCGCGG 5'-ATCTCGAGCAACCAAACCCAAT

Xyl3-43a pET14b
CCGGTG-3' TCATCC-3'
5-ATCATATGGATGGCAAATATG 5-ATGGATCCGAACGCAATGGACA

Xyl3-43b pET14b
CCCTTTATACG-3' TCACC-3'
5'-ATCATATGAAACAATATCTCA '

Bacon6 5'ATGGATCCTGTCTCCGATGGTGTA pET14b
TCTGCC-3' GTCG-3'
5'-ATCATATGCCATTGTATCAAA 5-ATGGATCCTGTGGTGAAGCAAG

Endo9 pET14b
AACG-3' ATCAGC-3'
5'-ATCATATGGTCGAGAAGGTG 5'-ATGGATCCCGAGGCTTTAGCTC

Xyl8 pET14b
GGCCCGG-3' AGTTGG-3'
5'-ATCATATGCTGAGCTTCTTTGC 5-ATGGATCCCGATTTTCAGGAGC

LysM-8 pET14b

GGCCG-3'

CATCC-3'

La actividad enzimatica fue medida incubando 100 pL de muestra en buffer fosfato 0,05 M, pH
5.5 con el sustrato pNPC (Sigma) a una concentracion de 0,5 mM, en un volumen final de 500 pL. Esta
mezcla se incubé a 50°C durante 30 minutos y la reaccién se detuvo por el agregado de igual volumen
de NaCOs3 1 M. La liberacion del p-nitrofenil se cuantificé espectrofotometricamente a 410 nm (e= 18.3

mM-cm™).
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En los casos en que se logro la sobre-expresion de la enzima, se procedi6 a la induccion en un
volumen final de 50 mL de 2xYT en las mismas condiciones en que se obtuvo una buena actividad
(tiempo y temperatura) para proceder con la purificacion de la proteina. Luego de realizado el cultivo,
las células fueron recolectadas por centrifugacion a 5000 g durante 15 minutos y el pellet fue congelado

a -20°C.

Las células se suspendieron en 5mL en tamp6n de unién conteniendo urea y luego sonicadadas
(5 ciclos de 30 segundos alternando con incubaciones en hielo de igual duracién) y centrifugadas a
15.000 g durante 15 minutos, conservando el sobrenadante. Se aplicaron 6 mL de la fraccién soluble a
1mL de resina de Ni-NTA His-Bind (Quiagen) previamente equilibrada con el buffer nativo. Se incub6
1 hora con agitacion suave a 4°C, se eliminé la fraccién no retenida en la columna y se realizaron
lavados con buffer sin urea con concentraciones crecientes de imidazol (20 mM, 50 mM y 100 mM) en
el igual buffer (ver anexo 1). La proteina de interés se liberé de la resina con imidazol 250 mM (ver
anexo 1). Se siguid la elucion de las proteinas mediante SDS-PAGE en geles de poliacriamida (ver
anexo 1), usando el sistema Mini Protean (Bio-Rad) y midiendo actividad enzimatica. La concentracién

total de proteinas se midi6 utilizando el método el kit Quick Start Bradford Protein Assay (Bio-Rad).

Una vez confirmada la presencia de la enzima activa en el eluido se realiz6 el cambio de buffer.
Para esto se realizaron dos tandas de didlisis de 1 L cada una en buffer de unién. Una vez finalizado se
agreg0 a las suspension de la proteina DTT 10 mM, PMSF 0,5 mM y EDTA 5 mM. Se agreg6 glicerol
(100 pl cada 500 pl) y se conservaron fracciones a -80°C.
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Resultados y discusion

Obtencion de ADN y construccion de bibliotecas metagenomicas

El rumen estd habitado por una gran diversidad de bacterias, acompafiadas por hongos y
protozoarios anaerobios (197). Gran parte de esta microbiota esta especializada en la degradacion de
lignocelulosa (174,197), presumiblemente debido a la co-evolucion de los microorganismos presentes
y las variedades vegetales de las cuales se alimentan los rumiantes (175). Es por esto que se construyo

la primer metagenoteca a partir de liquido ruminal.

El reactor del cual se tom6 una muestra para la construccion de la segunda biblioteca
metagendmica, fue alimentado con contenido ruminal de origen vacuno, residuos de descarne de
curtiembre y lodo biolégico secundario de una planta aceitera. Debido a que el contenido ruminal tiene
una alta concentracion de bacterias fermentativas, pero no contiene metanogénicas acetoclasticas en
concentracién significativa, el reactor fue inoculado con lodo metanogénico. Se utiliz6 para esto lodo

proveniente de un reactor UASB empleado para el tratamiento de efluente de malteria (186).

El primer objetivo planteado es la seleccion y caracterizacién de enzimas novedosas implicadas
en la degradacion de lignocelulosa, por lo cual se seleccionaron dichos ambientes para la construccion
de las bibliotecas metagenémicas. El primer paso fue fragmentar las muestras con el fin de obtener la
fraccién enriquecida en células procariotas. La porcién obtenida a partir del gradiente de Percoll estuvo
constituida mayoritariamente por bacterias Gram negativas y no se encontraron levaduras u otros

microorganismos que pudieran afectar la extraccion de ADN.

A partir de los dos ambientes fue posible obtener ADN metagenémico de calidad para la
construccion de las dos metagenotecas. Este ADN fue clonado en el vector pPCC1FOS™ vy utilizado
para la transformacién de la cepa de E. coli Epi300-T1R. Se obtuvieron 30.000 clones para la biblioteca
construida a partir de liquido ruminal y 100.000 para la biblioteca obtenida a partir de lodos de digestor
anaerobio. Cada uno de estos clones alberga un fragmento de ADN metagenomico de 42 Kpb en
promedio, lo que representa un total de 1,2 Gpb y 4,2 Gpb para la biblioteca de rumen y del digestor,

respectivamente.

Las bibliotecas funcionales construidas a partir de contenido ruminal de diversos animales
varian mucho en su tamafio, aunque generalmente no se reporta una cobertura tan grande como la
obtenida en este trabajo (Tabla 6). El uso de fésmidos como vector de expresién permite la deteccion
de operones o cluster de genes implicados en una actividad microbiana, bajo el control de promotores

nativos. El clonado de grandes fragmentos de ADN permite tener mas informacion que los insertos
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pequefios, por lo tanto, menos clones dentro de una biblioteca deberian someterse a las pruebas de
seleccion para las actividades de interés. A su vez, el origen de replicacién basado en el factor F de E.
coli presente en cdsmidos, BACs y fésmidos, permite el mantenimiento estable de grandes fragmentos
de ADN incluso en presencia de genes toxicos. La activacion selectiva del aumento de nimero de copias
(mediante el origen de replicacion oriV) asegura la presencia de aproximadamente 100 copias del ADN
exogeno por célula. Este alto niumero de replicones permite un aumento de la frecuencia de la deteccién

de genes funcionales, incluso aunque sean débilmente expresados (133).

Tabla 6. Caracteristicas de metagenotecas de rumen evaluadas para actividades celuloliticas

Clones Clones
con con Genes

Origen o Tipode  Inserto N° Biblioteca actividad actividad positivos/

ambiente libreria (Kpb) clones (Mpb) Celulasa  Xilanasa Mpb Referencia
Liquido
ruminal Fésmidos 42 30.000 1200 43 18 1/20 Este trabajo
Digestor
anaerobio  Fésmidos 42 100.000 4200 5 2 1/600 Este trabajo
Contenido
rumen
bovino Plasmidos 15 6.000 90 1 1/90 (198)
Contenido
rumen
bovino Fagos 14.000 77 7 1/50 (199)
Liquido
ruminal Fagos 3 50.000 150 1 1/150 (200)
Contenido
rumen
brifalo Cosmidos 35  15.000 525 61 1/8.6 (182)
Rumen de
yak Césmidos ND 4.000 -- 1 -- (152)
Liquido
ruminal Fosmidos 40  20.000 700 1 1/700 (201)

Evaluacion en medios indicadores

Las metagenotecas fueron evaluadas en medio rico conteniendo carboximetil-celulosa (CMC)
o xilano de avena y en medio minimo con avicel, con el fin de seleccionar clones con actividad
celulolitica (CMCasas o Avicelasas) y xilanasas. El CMC es un sustrato utilizado comtinmente para la
deteccién de actividades de endo-celulasas (139). La degradacion del mismo es facilmente visualizada
luego de la tinci6n de las placas con rojo congo, gracias a la formacion de halos claros alrededor de las

colonias con actividad positiva (140). El avicel, por su parte, es una forma de celulosa microcristalina.
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Durante su preparacién con 4cido diluido se elimina la hemicelulosa y la mayoria de la celulosa amorfa
(7). Al evaluarse la utilizacion de este sustrato en medio minimo, se presume que los clones capaces de
crecer en avicel tendran, ademas de hidrolasas, los sistemas de transporte necesarios para secretar a

estas enzimas al medio extracelular y para internalizar a los glucidos liberados.

El componente principal de la hemicelulosas, el xilano, es un heteropolisacarido complejo con
un esqueleto de (-1,4-xilosa rica en cadenas laterales de arabinosa. Las endo-xilanasas (o simplemente
xilanasas) son las enzimas que atacan la estructura del esqueleto principal por escision aleatoria de
enlaces internos, mientras que sus productos son hidrolizados adicionalmente por (3-xilosidasas. Sin
embargo, para acceder a la estructura primaria rica en arabinosa, se requieren enzimas adicionales, por
ejemplo, a-L-arabinofuranasas (202). De todos modos, el xilano es un sustrato ampliamente utilizado
para la deteccion y caracterizacion de enzimas implicadas en la degradacion de la hemicelulosa (142).
El xilano derivado de madera de haya es muy insoluble (aproximadamente un 95%), estd compuesto
por un 87.7% de xilosa, pequefias cantidades de glucosa, trazas de arabinosa y galactosa, y un 3% de

acido ascérbico (143).

Utilizando estos sustratos se seleccionaron 58 clones positivos que presentaron actividad en
placas de LB o medio minimo (Tabla 7). Las aproximaciones de metagenémica funcional tienen
diversas limitantes que pueden determinar la cantidad de clones con actividad detectados. Obviamente,
los sustratos seleccionados para realizar los screening son un factor determinante de las actividades que
pueden o no ser detectadas. Como se ve en los resultados, la mayoria de los clones positivos para
"celulasas" tuvieron actividad en CMC, un sustrato soluble, lo cual no asegura su actividad en celulosa
cristalina. Incluso se ha visto que algunos microorganismos pueden degradar CMC gracias a la
expresion de una mezcla de -glucanasas (7,139).0tro obstaculo puede deberse a la necesidad de co-
factores, o que la actividad enzimatica requiera una temperatura y o pH diferentes a los empleados en

el sreening (133).

Coémo se puede observar la mayoria de los clones con actividad positiva para celulasas o
hemicelulasas fue obtenida en la biblioteca de rumen, aunque ésta fue la que contuvo el menor nimero
de clones. A su vez, en ésta también se obtuvieron clones con actividad en otros sustratos. Se destaca la
obtencién de 10 clones con actividad esterasa/ lipasa, una de ellas perteneciente a una familia
recientemente descrita de enzimas lipoliticas, caracterizada por nuestro grupo de trabajo (158) y tres

clones con actividad antimicrobiana.
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Tabla 7. Clones positivos detectados en las evaluaciones de las metagenotecas

Clones positivos para Clones positivos para
Actividad Medio de seleccion biblioteca de rumen biblioteca de lodo
Celulasa LB-CMC, revelado con 31 3
Rojo Congo
Avicel, crecimiento en 2
medio minimo
Hemicelulasa  LB-Xilano, revelado con 6 2
Rojo Congo
Celulasa/ LB-CMC, LB-Xilano, 12 2
Hemicelulasa revelado con Rojo Congo
Total 49 9
58

Para explicar la diferencia en el niimero de clones positivos enter las dos bibliotecas se plantean

tres posibles razones:

1) los grupos de clones generados para la biblioteca obtenida a partir de lodos del reactor
anaerobio contienen aproximadamente 250 clones cada uno, mientras que los de rumen poseen s6lo 10.
Seguramente el alto nimero de clones en cada grupo sembrado en la placa de “screening” dificulte la
visualizacién de las actividades de interés en los medios de seleccién. La metodologia utilizada para
identificar el clon responsable del fenotipo observado para un grupo consisti6 en re-aislar los integrantes
del grupo y volver a analizarlos en los medios de seleccién. El alto niimero de clones por grupo en la
biblioteca del reactor anaerobio dificultd, en algunos casos, la identificacion del clon responsable del

fenotipo observado para el grupo, ya que era necesario repetir la selecciéon para mas de 250 clones.

2) La baja frecuencia de deteccién de clones positivos en la biblioteca de lodos anaerobios,
también puede atribuirse a que E. coli posee limitaciones para la expresion heter6loga de genes foraneos
si su origen es filogenéticamente distante (133,138,203). En general, la conversién metanogénica de
residuos de celulosa en un sistema de digestién htimeda es llevada a cabo por bacterias pertenecientes
al filo Firmicutes, siendo los degradadores de celulosa dominantes en estos ambientes Clostridium
thermocellum, Clostridium stercorarium, Bacteroides cellulosolvens, Halocella cellulosilytica y

Acetivibrio spp (204,205).

La transcripcién de genes exdgenos requiere del reconocimiento de las sefiales de transcripcion

de los mismos por la maquinaria transcripcional del hospedero (206). A su vez, el inicio de la traduccién
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depende de la presencia de sitios de unién ribosomal en el ADN foraneo adecuadas (207). El uso de
codones es uno de los factores a los que se ha atribuido la traduccién ineficiente de proteinas
recombinantes, debido a las diferencias en la frecuencia de uso en el hospedero y el microorganismo
del cual proviene el ADN, principalmente si estos son filogenéticamente distantes (133,207). El correcto
plegado de las proteinas (208), la agregacion en cuerpos de inclusion (207) y la secrecion al espacio
extracelular (209) son considerados factores que pueden condicionar el éxito de la expresion heter6loga

de proteinas.

3) La comunidad microbiana presente en el reactor anaerobio estd enriquecida en bacterias
metanogénicas acetoclasticas debido al indculo utilizado. Contrariamente, el rumen es rico en
microorganismos especializados en la degradacién de biomasa lignocelulésica (114,153), por lo cual

era probable obtener mas clones con actividad celulolitica/ xilanolitica en este ambiente.

Caracterizacion fenotipica

Los 58 clones seleccionados fueron sometidos a una serie de ensayos complementarios para
profundizar en su caracterizacién fenotipica y reducir el nimero de clones con los cuales trabajar. Para
esto, se evalué su capacidad de crecer en medio minimo con avicel o papel de filtro como fuente de
carbono. Sin embargo, estos sustratos no contienen lignina por lo que no constituyen un sustrato
lignocelul6sico. Ademas, no representan una materia prima relevante desde el punto de vista del proceso
industrial de una biorrefineria. Por estas razones, se realizaron también ensayos empleando un sustrato
de mayor valor agroindustrial como es el bagazo de cafia de azticar. Estos experimentos mostraron que
los fésmidos Csd4, Csd23 y M9F1 son necesarios y suficientes para viabilizar el crecimiento de E.coli

en papel de filtro y bagazo de cafia como unica fuente de carbono (Tabla 8).

Como se comento antes, el CMC es un sustrato especifico para endocelulasas (139). Para
dilucidar si los clones con esta actividad también poseian actividad exocelulasa se utilizo el sustrato 4-
MUC (210), el cual permite, de manera sensible, detectar clones con esta actividad gracias a la
liberacién del grupo fluorogénico 4-metilumbeliferona. De los 58 clones estudiados 5 mostraron
actividad 4-MUCasa en extractos celulares totales (Tabla 8), mientras que dos, Epi (Csd4) y Epi

(Csd18), fueron capaces también de hidrolizar dicho sustrato con células completas.
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Tabla 8. Caracteristicas fenotipicas de clones seleccionados

Actividad hidrolitica detectada en Crecimiento en medio minimo ©
Fosmido CMC?® Xilano? 4-MUCP® Avicel PF Celobiosa Bagazo de cafia
Csd4 ++ + Extracto /Células completas + + ++ +
Csd6 + - Extracto - - - -
Csd8 + - Extracto - - - -
Csd9 ++ - Extracto + + - -
Csd18 + - Extracto /Células completas - - + +
Csd23 +++ - - + + - +
Xil3 - + - - Nd Nd Nd
Xil5 - + - - Nd Nd Nd
MO9F1 - - - + + ++ +

2Halo de degradacién visualizado en placas de LB suplementado con el sustrato. - sin actividad; + 1 a 4 mm, ++
4 a 10 mm; +++ mas de 10 mm de halo alrededor de la colonia.

bDegradacion del sustrato 4-B-D-metilumberiliferil-celobi6sido en extractos (células lisadas) o en cultivos de LB
(células completas) luego de 1 hora a 37°C.

¢ Crecimiento del clon correspondiente en M9- Cmy, 5 suplementadas con 1% de avicel o bagazo de cafia o con
una tira de papel (PF) (40 x 100 mm) o celobiosa al 1%. - sin actividad; + crecimiento después de 5 dias de
incubacién a 37°C ; ++ crecimiento después de 3 dias de incubaciéon a 37°C y 150 rpm; Nd. no determinado.

Con los clones Epi (Csd4) y Epi (Csd18) se hicieron ensayos complementarios para indagar en
la regulacion de la expresion de las enzimas involucradas en la actividad exocelulasa (4-MUCasa). Para
esto, se realizaron cultivos en LB- Cmy» 5 suplementado con 4-MUC y glucosa, xilosa, celobiosa, avicel
o CMC. Para el clon epi (Csd18) se observo que la presencia de glucosa o xilosa determina la pérdida
completa de la actividad. Mientras que el agregado de celobiosa, CMC o avicel no afecta la actividad
(Figura 11). Los resultados de este ensayo para el clon Epi300 (Csd4) se presentan en el capitulo 3. Por
el disefio del experimento no es posible distinguir si el efecto negativo de estos sustratos se deba a la
inhibicion a nivel de la expresion de los genes que codifican para las enzimas de interés o si la glucosa
y la xilosa acttian como inhibidores alostéricos de las mismas. Se ha reportado que la glucosa y la
celobiosa, los productos finales de la degradacién de la celulosa, acttian como inhibidores de diversas
celulasas (7,211). Pero no se encontraron reportes de que la xilosa sea capaz de inhibir la actividad de
las exoglucanasas. Seguramente, el efecto negativo de estos dos azticares simples se deba a la regulacién
en la expresién de los genes que no permite la sintesis de enzimas involucradas en la degradacién de

sustratos complejos teniendo disponibilidad de azicares simples.
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Figura 11. Actividad 4-MUCasa in vitro del f6smido Csd18 en células de epi300. 200 pL de
LB-Cmi»,5-0.05% 4-MUC se inocularon (DOi= 0.05) e incubaron a 37°C durante 60 horas,
midiendo la fluorescencia (excitaciéon 365 nm, emisién 445 nm) cada 8 horas. Todos los
ensayos se hicieron por triplicado. Glucosa, xilosa, celobiosa, CMC o avicel fue adicionado a
una concentracion final de 0,5% (p/v).
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Analisis in silico de las secuencias e identificacion de genes

En base a la caracterizacion fenotipica presentada en las secciones anteriores, se seleccionaron
nueve fésmidos (listados en la tabla 6) los cuales fueron secuenciados completamente utilizando los
servicios de Macrogen o la plataforma de secuenciacién masiva del IIBCE. Los marcos abiertos de
lectura (ORFs) fueron predichos mediante el algoritmo MetaGene en el servidor en linea WebMGA y
anotados mediante BLASTp utilizando la base de datos del NCBI. Estos se listan en el Anexo 3. Para
cada una de las proteinas de interés se realiz6 un andlisis de asignaciéon de homoélogos por similitud de
secuencia utilizando la base de datos de proteinas del NCBI (algoritmo BLLASTp); con las secuencias
mas similares se contruyeron alineamientos mediante Mega 6.0 (ver anexo 4). A su vez, par cada una
de las secuencias de aminoacidos de las enzimas de interés se realiz6 la bisqueda de dominios
conservados de glicosil hidrolasas (GH), glicosiltransferasas (GT) o dominios de unién a carbohidratos

(CBM) mediante dbCAN, CAT y CD-Search del NCBI.

M9F1

Los resultados obtenidos para el f6smido M9F1 se presentaron en la publicacién incluida en el
capitulo 1. Complementariamente se realiz6 una comparacion la regién identificada que codifica para
la sub unidad del ARNr 16S con la base de datos de secuencias de ARN ribosomal 16S (tanto de
Bacteria como de Archaea) usando Megablast en el NCBI. Este andlisis de blastn mostré que este gen
posee homologia con genes ribosomales de organismos no cultivables provenientes de diversos
reactores anaerobios (Tabla 9), lo cual es coherente con el origen del f6smido M9F1. Uno de los
homélogos proviene de un reactor especializado en la digestién anaerobia seca de lodos para la
metanizacion de celulosa (204). Mientras que otro fue identificado en un reactor anaerobio termofilico

alimentado con basura doméstica organica mezclada con residuos de jardin (212).

Tabla 9. Genes que codifican para la sub unidad ribosomal 16S realcionados al detectado en M9F1

GeneBank ID  Organismo [Origen] E-value Identidad (%) Referencia

FJ825457.1 Bacteria no cultivable [planta meséfila de biogas] 0 99 No
publicado

JF417934.1 Bacteria no cultivable [digestor metanogénico] 0 97 (204)

AM947547.1 Bacteria no cultivable [reactor anaerobio termofilo] 0 97 (212)

GQ134349.1 Bacteria no cultivable [digestor anaerobio] 0 98 No
publicado

CP000448.1  Syntrophomonas wolfei subsp. wolfei 0 94

NR 122058.1 Syntrophomonas wolfei strain Goettingen G311 0 94

KF550879.1  Bacteria no cultivable [digestor anaerobio de residuos 0 94 No

de alimentos] publicado
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/226428529?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=N9H0ZCS2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/327342449?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=N9H0ZCS2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/170650303?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=N9H0ZCS2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/253764242?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=N9H0ZCS2014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253764242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/114336511?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=N9H0ZCS2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659365266?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=N9H0ZCS2014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659365266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/537114949?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=N9H0ZCS2014

Csd23

Dentro de la secuencia del f6smido Csd23 se identificéd un gen que codifica para una proteina
ribosomal. Los analisis de homologia del mismo en GreenGene sugieren que Csd23 proviene de una
bacteria del filo Bacteroidetes, siendo posiblemente una Sphingobacteria relacionada con Pontibacter,
Olivibacter o Pedobacter. La comparacién de este gen con la base de datos de nucle6tidos (nr/ nt) del
NCBI utilizando el algoritmo Megablast mostré que el mismo posee una alta identidad de secuencia
con genes anotados a partir de bacterias no cultivadas de origen ruminal o intestinal (Tabla 10). Destaca
la coherencia entre el ambiente del cual fue obtenido este fésmido y el origen de las secuencias mas

similares.

El resto de la secuencia del fésmido no mostré homologia con los genomas depositados en las

bases de datos.

Tabla 10. Genes que codifican para una proteina ribosomal relacionados al identificado en Csd23

GeneBank ID Organismo [Origen] ® E-value Identidad (%) Referencia
EU472286.1 Bacteria no cultivable [intestino mamifero] 0 98 (213)
AB746584.1 Bacteria no cultivable [rumen bovino] 0 96 No publicado
KC163072.1 Bacteria no cultivable [rumen de yac] 0 93 No publicado
AB616493.1 Bacteria no cultivable [rumen vacuno] 0 94 No publicado
JX218522.1 Bacteria no cultivable [rumen de buey] 0 93 No publicado

@ Asignacion de homélogos realizada mediante el algoritmo megablast utilizando la base de datos de nucle6tidos
(nr/nt) del NCBI.

A nivel funcional, dentro de los 23 ORFs anotados en el f6smido Csd23 (Tabla 8 en Anexo 3)
no se pudo identificar uno como responsable del fenotipo conferido por este fésmido. L.os ORFs
Csd23_1, 5, 12, 14, 22 y 23 corresponden a proteinas hipotéticas, todos pertenecientes al filo

Bacteroidetes, tal vez relacionadas con las actividades de interés.

Los ORFs restantes estan relacionados con la modificacién del ADN (ORFs Csd23_2, 6, 15y
16), el metabolismo de pentosas (Csd23_8), el metabolismo de aminoacidos (Csd23_2, 7, 18, 19, 20 y
21), la modificacién de nucleétidos (Csd23_4) y el procesamiento de los ARN mensajeros (CSd23_10).

Csd4

Como se presentard en profundidad el capitulo 3, en el fésmido denominado Csd4 se

identificaron genes que codifican para enzimas con homologia con diversas glicosil hidrolasas,
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/169287761?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NM8XTXWM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/548958664?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=NM8XTXWM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/428670743?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=67&RID=NM8XTXWM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/474431199?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=NM8XTXWM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/478446455?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=52&RID=NM8XTXWM01R

posiblemente responsables de los fenotipos observados en este clon (ver Tabla 8). La proteina codificada
por el ORF Csd4_23, denominada EndoG, posee un dominio perteneciente a la familia GH5 (Tabla 11
y Figura 12). En Csd4, ademas de una endoglucansa (descripta en profundidad en el capitulo 4) se
identificaron una xilanasa (codificada por el ORF Csd4_16) y una lacasa (ORF Csd4_22). La xilanasa,
denominada Xyl4 posee un dominio de la familia GH 43 (Tabla 9 y Figura 12). Esta familia es de las
mas abundantes en el rumen bovino tanto en la fraccién liquida como la adherida a las fibras, junto con
las familias GH 2, GH 3,GH 31 y GH 51 (175). Estas familias presentan actividad sobre las cadenas
laterales de la hemicelulosas y las pectinas y sobre los extremos no reductores de glucanos de cadena

corta (inicamente GH 2).

La proteina codificada por el ORF Csd4_22, denominada Lac4, presenta un dominio
conservado Cu-oxidasa_4 (pfam02578). Las lacasas son multi-cobre oxidoreductasas capaces de oxidar
un amplio rango de compuestos fendlicos y no fendlicos que estdn ampliamente distribuidas entre

procariotas y eucariotas (214). Estas enzimas forman parte de las enzimas modificadoras de lignina.

Csd6

En el fosmido Csd6 se identificé un operén implicado en la degradacién de polisacéaridos
(Figura 13). En él se pueden reconocer dos genes que codifican para a-amilasa (ORFs Csd6_c1.24 y
Csd6_c1.26) con dominios pertenecientes a la siper familia AmyAc (cl07893), una celulasa (ORF
Csd6_c1.25) y una -1,4-mananasa con un dominio conservado GH 26 (ORF Csd6_c1.26). Las enzimas
de la familia de a-amilasa acttian sobre el almidén, el glucégeno y oligo- y polisacaridos. Estas proteinas
catalizan la ruptura de los enlaces glucosidicos a-1,4 y a-1,6 con retencién del centro anomérico. Las
glicosil hidrolasas de la familia 26 son principalmente endo-f3-1,4-mananasas, aunque recientemente se
describi6 una con accién exo-f3-mananasa. L.a familia también contiene enzimas que muestran actividad

B-1,3: 1,4-glucanasa y B-1,3-xilanasa.

La celulasa identificada en la secuencia del f6smido Csd6 (codificada por el ORF Csd6_c1.25),
denominada Bacon6, posee un dominio de union a carbohidratos N-terminal de Bacteroidetes (BACON,
"Bacteroidetes-Associated Carbohydrate-binding Often N-terminal”). Este dominio de unién, descrito
a partir de andlisis de secuencias metagenémicas (215), se ha visto asociado a enzimas que degradan
carbohidratos y a proteasas. Los analisis realizados mediante dbCAN y el servidor BESC infieren, a su

vez, la presencia de un dominio catalitico GH 5 en la secuencia de este ORF (Figura 12).
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Tabla 11. ORFs identificados como codificantes para enzimas con actividad celulasa/ xilanasa

Dominio GH ® Anotacién CAZY ©
Fésmido ORF Enzima codificada (nombre) COG®@  Familia Cobertura E-value Dominio Pfam GenBank ID  Organismo
Csd 4 Csd4_23 Endoglucanasa (EndoG) 2730 GH 5 0.8255 2.10E-22  Cellulase AGK74985.1 uncultured organism

Csd4_16 Xylosidasa/arabinosidasa (Xyl4) 3507 GH 45 0.9435 6.30E-65 Glyco_hydro_43 ADV43017.1 Bacteroides helcogenes ATCC 35417

Csd4_22 Lacasa tipo YfiH (Lac4) 1496 NC
Csd 6 Csd6_c1.25 Celulasa (BACONG6) 2730 GH 5 0.3855 2.10E-22  Cellulase ADY35478.1 Bacteroides salanitronis DSM 18170
Csd 8 Csd8_c5.2  Beta-xylosidasa (Xyl8) 3507 GH 43 0.6895 4.20E-32 Glyco_hydro_43 ADES83588.1 Prevotella ruminicola 23

CBM6 0.6667 0.00011

Csd 9 Csd9_c1.5 Endoglucanasa (Endo9) 2730 GH5 0.8145 6.30E-40 Cellulase AFN57695.1  uncultured bacterium r_05

Csd 18 Csd18_c1.8 Endoglucanasa (Endo18) 2730 GH 5 0.7127 1.20E-43  Cellulase AGK74985.1 uncultured organism

Xil 3 Xil3_c1.8 Glicosil hidrolasa (Xil3-43a) 2152 GH 130 0.8716 6.30E-91 DUF377 CBK63193.1  Alistipes shahii WAL 8301
Xil3_c1.25  Glicosil hidrolasa (Xil3-43b) 2152 GH 130 0.5169 1.10E-49 DUF377 ADB80102.1 uncultured microorganism
Xil3_c1.15 Celulasa 2730 GH5 0.7818 8.90E-39 Cellulase ADY35478.1 Bacteroides salanitronis DSM 18170
Xil3_c1.5 Glicosil hidrolasa 4124 GH 26 0.9274 5.40E-59 Glyco_hydro_26 CBK67266.1 Bacteroides xylanisolvens XB1A

2 Asignado por MetaGene
b Asignado por dbCAN. NC, No corresponde.

¢ Anotacién utilizando el servidor BESC Data & Tools (http://bobcat.ornl.gov/besc/index.jsp). Algoritmo usado: anotacion de secuencia & Pfam (Bit Score=55, rules
support=40, E-value=0.01). La asigancién de homologos se hace frente a la base de datos de CAZy (www.cazy.org), por lo cual se ven diferencias con las secuencias mas
similares asignadas mediante BLASTp (ver Anexo 4).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AGK74985.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ADV43017.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ADY35478.1
http://csbl.bmb.uga.edu/dbCAN/family.php?ID=GH43
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ADE83588.1
http://csbl.bmb.uga.edu/dbCAN/family.php?ID=CBM6
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AFN57695.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AGK74985.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CBK63193.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ADB80102.1
http://www.cazy.org/

Csd8

Por otra parte, aunque el fésmido Csd8 confiere a E. coli la capacidad de degradar CMC y 4-MUC, en su
secuencia no se identificé ningin ORF con homologia con endo- o exo-celulasas depositadas en las bases de
datos. Sorprendentemente, si se identifico un gen (ORF Csd8_c5.2) que codifica para una [-xilosidasa,
denominada Xyl8, con un dominio catalitico GH 43. Los analisis de la secuencia de esta proteina mostraron que
posee también un dominio CBM6 (Tabla 11, Figura 12). Los CBM son dominios no cataliticos que facilitan la
union del dominio catalitico (GH) al sustrato insoluble. Los dominios CBM de la familia 6 por lo general estan
junto a dominios cataliticos GH 3, GH 11 y GH 43. Los CBMB6 representan una quimera de dos sitios de uni6n
con distintos modos de unio6n: el sitio I dentro de las regiones "loop" y el sitio I, en la cara concava del pliegue
beta. La combinacién entre dominios cataliticos GH 43 y de union CBM6 se ha visto en Fibrobacter succinogenes
y en Penicillium purpurogenum (216,217). Los CBM, al igual que las doquerinas y las cohesinas, son poco
abundantes en el rumen bovino lo cual infiere que la degradacién de celulosa mediante celulosomas es poco

habitual en este ambiente (175).

Acompaiiando al ORF que codifica para Xyl8, se identific6 una hidrolasa asociada a la pared celular (ORF
Csd8_c5.4) denominada LysM-8, (Tabla 3 en Anexo 3) que codifica para una proteina hipotética perteneciente a
la familia NLP/P60 (pfam00877). Las proteinas NLP/P60 definen una familia de peptidasas de pared celular que
estan ampliamente representados en varios linajes bacterianos. Actualmente los miembros caracterizados son
conocidos por hidrolizar D-y-glutamil-meso-diaminopimelato o uniones N-acetilmuramato-L-alanina (218).
Hacia el extremo C-terminal, LysM-8 posee un dominio Lisina de 33 aminoacidos (cd00118) o CBM50 (Figura
12), reportado como involucrado en la unién a peptidoglicanos en bacterias y a quitina en eucariotas. Este dominio
se identificé originalmente en enzimas que degradan las paredes celulares bacterianas, pero diversas proteinas
implicadas en otras funciones biol6gicas también contienen este dominio (219). Se ha reportado que los dominios
Lisina pueden actuar como una sefial para el reconocimiento especifico en la interacciéon planta-bacterias en la

patogénesis bacteriana y en la simbiosis con rizobios (220).

Csd18

En el fésmido Csd18, que confiere a E. coli la habilidad de degradar CMC, 4-MUC y crecer en medio
minimo con celobiosa o bagazo de cafia de aziicar como fuente de carbono, se identificé un ORF, Csd18_c1.8,
que codifica para una enzima putativa implicada en la degradacion de carbohidratos. Esta enzima, denominada
Endo18, posee un dominio catalitico GH 5 (Tabla 11 y Figura 12). Los homo6logos mas cercanos son enzimas

identificadas mediante aproximaciones de metagenémica en el rumen bovino (153,201).
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Figura 12. Posicién relativa de los dominios encontrados en la secuencia de aminoécidos de las proteinas
seleccionadas para estudiar en profundidad. Los dominios cataliticos de glicosil hidrolasas (GH) se muestran
en verde, mientras que los dominios de interaccién con carbohidratos se muestran en rojo.

_< |-Csd6_c1.22 >—( AmyAc > Bac0n6> AmyAc> GH26>—
| | | | | | |

16368 17291 18410 19678 1969 29529 21215 21748

Figura 13. Esquema de la regién final del contig 1 del fésmido Csd6 en donde se infiere la presencia de un operén implicado
en la degradacion de polisacaridos. Las flechas representan los ORFs, e indican su posicién relativa y su sentido. Segun el
servidor Genome2D, existe un promotor en la region 18383-18414 (Score= 8.9), no se detectaron promotores en la regién
interna del operdn.
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Xil3

En el fésmido Xil 3, seleccionado por conferir a E. coli la habilidad de degradar xilano, se detectaron
varios ORFs que codifican para enzimas involucradas en la degradacién de celulosa y hemicelulosa (Tabla 7 del
Anexo 3). A su vez, parece haber un operén implicado en la degradacion de diversos polisacéaridos (a partir de la
posicién 28490 pb) formado por una proteina de union a almidén, una de union a coladgeno, un trasportador de

azucares y una glicosidasa.

Las glicosil hidrolasas detectadas en la secuencia de Xil3 fueron una celulasa, con dominio catalitico GH
5 (ORF Xil3_c1.15) y una glicosil hidrolasa GH 26 (ORF Xil3_c1.5) con homologia a una [3-mananasa de
Alistipes sp., y dos glicosidasas no caracterizadas (codificadas por los ORFs Xil3_c1.8 y Xil3_c1.25). Aunque
estos 4 ORFs no estan formando un operdn, observando el origen de las secuencias mas similares a este fésmido,
parece evidente que este fragmento de ADN proviene de un organismo especializado en la modificacién de

polisacaridos complejos probablemente perteneciente al filo Bacteroidetes que atin no se ha descrito.

La anotacion de las enzimas codificadas por los ORFs Xil3_c1.8 y Xil3_c1.25, denominadas X3-43a y
X3-43b respectivamente, revel6 que ambas podrian pertenecer a la familia Pfam DUF377 (COG2152). Esta
familia, de funcion desconocida, est4 presente en muchas proteinas hipotéticas, algunas de las cuales se prevé que
sean glicosil hidrolasas (221). Segtin la comparacién con la base de datos de dominios conservados del NCBI,
ambos tienen dominios de la super familia GH 43_62_32_68 (c114647). Mientras que, la anotacién de estos ORFs
utilizando BESC o dbCAN asigna sus dominios a la familia GH 130 (Tabla 11, Figura 12). Los miembros de las
familias de glicosil hidrolasas 32, 43, 62 y 68 poseen una arquitectura similar (un dominio de 5 hojas beta). La
mayoria de las enzimas GH 43 muestran tanto actividad a-L-arabinofuranosidasa y [3-D-xilosidasa, usando aril-
glicosidos como sustratos. La familia GH 62 contiene a-L-arabinofurasidasas (EC 3.2.1.55) que cortan tanto a-
1,2 o «-1,3-L-arabinofuranésidos de las cadenas laterales del xilano. GH 32 comprende sacarosa-6-fosfato
hidrolasas, invertasas, inulinasas, levanasas fructosiltransferasas y fructanotransferasas, mientras que la familia

GH 68 esta compuesta por fructosiltransferasas.

Por su parte, la familia GH 130 contiene fosforilasas que catalizan la fosforélisis de uniones [3-
manosidicos en el extremo no reductor de los sustratos. Las actividades reportadas para esta familia son 4-O-f3-
D-mannosil-D-gluco fosforilasa de Bacteroides fragilis (222), [B-1,4-mannooligosaccarido fosforilasa de
Ruminococcus  albus  (223), 2-B-oligomanan fosforilasa y  [-1,2-mannobiosa  fosforilasa de
Thermoanaerobacter sp. X-514 (224). Aunque es posible inferir que estos genes sean los responsables del fenotipo
observado, la falta de homoélogos caracterizados no permite discernir a cual de las dos familias pertenecen. La
caracterizacién exhaustiva de las proteinas codificadas permitira esclarecer la naturaleza de las mismas y su rango

de sustratos.
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Csd9

El ORF Csd9_c1.5, del fésmido Csd9 codifica para una posible celulasa, denominada Endo9. La
asignacion de dominios conservados mediante dbCAN mostrd que posee un dominio catalitico perteneciente a la
familia GH 5 (Tabla 9 y Figura 12). Tanto los estudios de homologia utilizando la base de datos del NCBI o de
CAZy, mostraron similitud de secuencia con celulasas no caracterizadas de origen ruminal (Tabla 11 y Tabla 4 en
Anexo 3). Se han reportado un gran numero de celulasas con dominios GH 5 y GH 9 obtenidos mediante
aproximaciones de metagen6mica funcional a partir de suelo, rumen e intestino de termitas
(122,182,199,201,225). La predominancia de estos dominios puede que se deba a que estas celulasas serian mas
faciles de expresar en E. coli 0 a que sean las mas abundantes en los genomas bacterianos (122). En el microbioma

del rumen las enzimas pertenecientes a las familias GH 5 y GH 9 estan presentes pero son poco abundantes (175).

Origen filogenético de los fésmidos

A nivel de nucle6tidos no fue posible asignar un origen filogenético a ninguno de los fragmentos de ADN
clonados y secuenciados. Como se comentd, solo en los fésmidos M9F1 y Csd23 se identificaron secuencias que
codifican para proteinas ribosomales, pero el resto de la secuencia de ADN de éstos no mostré homologia con

genomas de las especies bacterianas inferidas para estos fosmidos.

Los analisis de homologia de las proteinas codificadas en los restantes fésmidos secuenciados permiten
suponer que estarian vinculados a Prevotella (Csd4, Csd9), Alistipes (Xil3) y Bacteroides (Csd8, Csd18). Estos
tres grupos se han reportado como ubicuos en las heces de ganado (226,227), y en el liquido ruminal (227). La
dificultad a la hora de cultivar representantes del filo Bacteroidetes, hacen que no se cuente con suficiente
informacion genomica de este grupo (228), por lo cual se podria suponer que estos fragmentos de ADN provienen

de organismos no descritos aun.

La comparacion de la frecuencia en el uso de tetranucle6tidos es una aproximacion que permite inferir si
un fragmento de ADN estd emparentado al genoma de un microorganismo determinado. Utilizando TETRA (229)
se determind el z-score (que representa una medida para la relacién en el uso de tetranucleétidos de fragmentos
genomicos, Figura 14) para los distintos fésmidos analizados y los genomas de P. ruminicola, Bacteroides fragilis
y Alistipes finegoldii, los candidatos que surgieron como probables organismos parentales para los fésmidos en

los anélisis de asignacion de ORFs (Tabla 12).

Aunque se considera menos robusto que la frecuencia en el uso de tetranucleétidos o de codones (230),
el contenido CG de una secuencia de nucleétidos también puede ser indicativo del origen de la misma, el

porcentaje de dichos nucledtidos en las secuencias analizadas se muestran en la Tabla 12.
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Tabla 12. Contenido GC y comparacién de la frecuencia del uso de tetranucleétidos de los fésmidos caracterizados

Coeficiente de correlacién de Z-score °

Fosmido GC % ? P.ruminicola  Bacteroides Alistipes Origen de los ORF asignados ©

Csdd4 49 0,76 0,57 0,54 Prevotella (21/27)
Bacteroides (5/27)

Csd6 58 0,53 0,4 0,74 Prevotella (6/36)

Bacteroides (8/36)
Alistipes (6/36)

Csd8 63/55 0,4 0,18 0,84 Prevotella (2/37)
Bacteroides (25/37)
Alistipes (4/37)
Csd9 49 0,75 0,71 0,54 Prevotella (19/32)
Csd18 48 0,55/ 0,08 0,37/0,27 0,26 Prevotella (7/27)
Bacteroides (11/27)
Alistipes (2/27)
Xil3 61 0,54 0,34 0,77 Prevotella (4/25)

Bacteroides (8/25)
Alistipes (10/25)
Csd23 49 0,76 0,6 0,61 Bacteroides (3/23)
MOF1 45 0,4 0,54 0,28 Acinetobacter (15/25)
Syntrophomonas (2/25)
Prevotella 41
Bacteroides 43

Alistipes 55
2 Asignado por GC-Profile (231)
b Calculado en TETRA. Coeficiente de correlacién de Pearson para los Z-score asignados entre la frecuencia de los
tetranucleotidos de los fésmidos y las cepas correspondientes
¢ Obtenidos del andlisis de homologia de los ORFs codificados en cada secuencia, ver Anexo 3

44444

Figura 14. Grafico de dispersion de los Z-scores para la frecuencia de
tetranucleétidos de P. ruminicola (x) y Csd4 (y). Se muestra la linea de

regresion. El coeficiente de correlacién de Pearson es de 0.76.



Clonado, expresion y caracterizacion de hidrolasas

Las caracteristicas fisicoquimicas inferidas in silico para las enzimas codificadas por los ORFs

amplificados se detallan en la tabla 13.

Tabla 13. Caracteristicas y situacién actual de las enzimas codificadas en los fésmidos en estudio

Peso molecular Coef. Extincion

Enzima aa? (g/mol) ® (M-1cm-1) ® Situacién actual

EndoG 392 46044 106000 Caracterizada

Xyl 505 56368.7 102595 Clonada en vector pET22a — en BL21

Lac4 263 29215.9 31775 Clonada en vector pET22a/ no hay expresion

Bacon6 292 31591.5 50670 Clonada en vector pET14b- en DH5a

Xil8 429 47621.7 78185 Clonada en vector pBK+

LysM8 277 30351.2 26025

Endo9 411 46135.1 104530 Clonada en vector pET14b / Expresion en cuerpos de
inclusién

Endo18 315 37199.3 91120 Clonada en vector pET14b

X3-43a 303 33637.9 63050 Clonada en vector pBK+

X3-43b 189 20917.7 31525

aTamaflo en aminodacidos
b Pardmetros determinados mediante ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/).

La enzima codificada por el ORF Csd4_23, que codifica para una endoglucanasa con un dominio
catalitico GH 5, EndoG, se amplificé por PCR y se clon6 en el vector pET28a. Esta construccién fue transferida
a la cepa BL21 (pLysS) DE3 y se determind que las condiciones Optimas para su expresion son: incubacion a
37°C, con agitacionhasta alcanzar una DO de 0,3, luego agregado de IPTG 0,5 mM e incubacién 4 horas mas a
igual temperatura. Luego de verificar por SDS-PAGE y ensayos de actividad que la enzima era activa, se procedié
a su purificaciéon mediante hibridacién con resina de Ni-Agarosa. Para esto se probaron varios protocolos de
purificacién, determinando que los mejores rendimientos se obtenian mediante un protocolo “hibrido” en el cual
se adiciona urea en el buffer desnaturalizante, previo al sonicado del cultivo, la fraccién soluble obtenida se incubd
durante 4 horas con la resina previamente equilibrada, para luego proceder con las etapas de lavado y elucion sin

urea. En la figura 15 se visualiza, en un gel SDS-PAGE, la sobre-expresion y purificacién de EndoG recombinante.
La caracterizacion bioquimica y funcional de EndoG se detalla en el Capitulo 4.

No fue posible la sobre-expresion de Lac4 en ninguna de las condiciones estudiadas (4, 25, 30 y 37°C;
durante 2, 4, 12 y 16 horas). Tomando en cuenta que ni el clon Epi (Csd4) ni BL21 (pLysS) pET14b-Lac4
mostraron actividad lacasa positiva, se decidi6 hacer un analisis bioinformatico del uso de codones para la
secuencia de dicho gen. El resultado del mismo mostré que la region codificante para Lac4 posee una frecuencia
en el uso de codones que difiere con la empleada por E. coli (Figura 16), por lo cual es posible plantear que no

sea posible la expresion de este gen en E. coli.
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MM Total F. soluble Percolado Lavado 1 MM Eluido

Figura 15. SDS-PAGE (12% acrilamida, 0,8% bisacrilamida) de las etapas de purificacién
de EndoG. Las condiciones de incubacion de la cepa BL21 (pLysS) DE3-pET28a-EndoG
fueron: 37°C, 150 rpm, 4 horas con 0,5 mM de IPTG. MM, Marcador de peso molecular
Thermo Scientific, Page Ruler Unstained Protein Ladder, #26614; FT, percolado,
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Figura 16. A, Distribucion de la frecuencia en el uso de codones a lo largo de la secuencia del ORF Csd4_22 en relacién
al 6ptimo para ser expresado en E. coli. Idealmente, para una buena expresion en el organismo hospedero el indice de
adaptacion de codones (CAI, Codon Adaptation Index) debe ser mayor a 0,8, para este gen el valor promedio es 0,62.
B, Contenido GC (%) dentro de la secuencia codificante para Lac4, el valor promedio es de 53.84. Obtenido mediante
Rare Codon Analysis Tools, de GenScript (http://www.genscript.com/cgi-bin/tools/rare _codon_analysis).
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Conclusiones

La metodologia empleada para la construccion de las bibliotecas metagendmicas permiti6 la obtencién
de 30.000 clones a partir de liquido ruminal y 100.000 a partir del contenido de un digestor anaerobio con un
inserto de 42 Kpb, aproximadamente. El screening funcional de las dos metagenotecas revel6 la presencia de 58
clones con actividad celulasa o xilanasa. En base a las caracteristicas fenotipicas de los mismos se seleccionaron

9 clones, los cuales resultaron positivos para actividad exocelulasa, endocelulasa o xilanasa en diversos sustratos.

Sus fésmidos fueron secuenciados completamente, y los andlisis de similitud de secuencia de nucleétidos
revelaron que ninguno proviene de organismos cuyo genoma se encuentre actualmente disponible en las bases de
datos. Mediante andlisis de similitud de las proteinas codificadas y estudios de comparacién en la frecuencia de
uso de tetranucleétidos, se puede inferir que su origen estaria vinculado a bacterias del género Bacteroidetes, pero

no se pudo atribuir su origen filogenético.

La anotacién de los ORFs detectados permitié la identificacion de al menos 10 glicosil hidrolasas
novedosas en siete de los fosmidos secuenciados. Estas enzimas mostraron similitud con enzimas no
caracterizadas previamente, provenientes de la comunidad microbiana del rumen. Ademas de conferir diferentes
fenotipos a E. coli estas enzimas poseen diversos dominios cataliticos (GH) y de uni6n a carbohidratos (CBM),

lo cual demuestra la diversidad de enzimas detectadas.

En los fésmidos M9F1 y Csd23 no se pudo identificar un gen o cldster de genes responsable de los
fenotipos observados, por lo que es posible suponer que las enzimas codificadas tendrian muy baja homologia

con las familias de celulasas conocidas.

La caracterizacion funcional de las enzimas detectadas proveera de informacion suficiente para determinal
el potencial de las mismas de participar en procesos industriales de sacarificacion de biomasa lignocelulésica y

produccion de etanol. Un ejemplo de esto se presenta en el capitulo siguiente.
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Capitulo 2.

CARACTERIZACION FUNCIONAL Y ANALISIS
DEL GENOTIPO DEL CLON M9F1
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Loaces, 1., Rodriguez, C., Amarelle, V., Fabiano, E. & Noya, F. (2013) Biasqueda de nuevas enzimas para la
conversion de biomasa en etanol. Serie FPTA, N° 47 del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias

(INIA).

Resumen

Como se describi6 en la parte inicial de este trabajo el analisis funcional de las metagenotecas construidas
revel6 la presencia de varios clones con actividad de interés. Un fésmido en particular, denominado M9F1,
confiere a Escherichia coli la habilidad de utilizar avicel, papel de filtro, bagazo de cafa de azicar o celobiosa
como fuente de carbono. Mediante el andlisis bioinformatico de este fésmido no se pudo atribuir, por homologia
de secuencia, las cualidades fenotipicas detectadas a ninguno de los genes anotados. La incorporacién de este

fésmido en la cepa de E. coli etanologénica LY 180 permiti6 la produccion deetanol a partir de papel de filtro.

Objetivos

« Caracterizar, fenotipicamente, al clon Epi300 (M9F1), seleccionado por su capacidad de crecer
en medio minimo con avicel como Unica fuente de carbono.

< Estudiar el genotipo del fésmido M9F1, determinando los genes responsables de las actividades
detectadas y el origen filogenético del mismo.

« Evaluar el potencial del fésmido M9F1 en el proceso de producciéon de etanol a partir de celulosa.
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Principales resultados y conclusiones

Con el fin de obtener enzimas novedosas implicadas en la degradacion de biomasa lignocelulésica, se
contruyeron dos bibliotecas metagendmicas, a partir de ambientes especializados en su degradacion. La
evaluacion funcional de los clones obtenidos revel6 la presencia de 58 con actividades prometedoras frente a
glucanos o xilanos. El estudio en profundidad del fésmido denominado M9F1 revelé que es capaz de conferir a
E. coli la capacidad de crecer en medio minimo con papel de fitro, bagazo de cafia de azticar o celobiosa como
unica fuente de carbono. El andlisis de la secuencia del fosmido mostré que probablemente el organismo de origen
de este fragmento de ADN esté emparentado con el género Syntrophomonas, aunque la cepa parental no estaria
secuenciada actualmente. A su vez, mediante la anotacion de los marcos de lectura abiertos (Open Reading Frame,
ORFs) identificados no fue posible identificar qué genes estan implicados en los fenotipos observados. Estos
resultados confirman la hipétesis de que las aproximaciones de metagendmica funcional permiten acceder a
elementos génicos novedosos, los cuales pueden contribuir al desarrollo de cepas aptas para el bioproceso

consolidado.
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RESUMEN

El uso de combustibles fdsiles constituye actualmente una de las mayores fuentes de emision de gases con
efecto invernadero. La bisqueda de fuentes de energia renovables se presenta como uno de los desafios
cruciales con los que se enfrenta actualmente la Humanidad. Una nueva matriz energética basada en
fuentes de energia renovables debe contemplar entre sus principales elementos a los biocombustibles
liquidos. El Uruguay ya ha iniciado este camino y hoy se encuentra produciendo los dos principales
biocombustibles liquidos: bioetanol y biodiesel. La diversificacion de las materias primas utilizadas para
obtener estos combustibles es indispensable para asegurar la independencia energética. La biomasa vegetal
lignocelulésica es una alternativa abundante, ubicua y conveniente ya que se obtiene como un subproducto
de distintas cadenas agroindustriales. En la actualidad, el paso limitante en la conversion de lignocelulosa
en etanol es la sacarificacién enzimatica de la biomasa para obtener azlicares fermentables a partir de los
cuales se produce el etanol. Este trabajo planteé desarrollar un microorganismo capaz de facilitar la
produccion de etanol lignocelulésico sin necesidad de enzimas exogenas. Para ello se utilizaron técnicas de
metagendmica funcional utilizando como material de partida las comunidades microbianas aisladas de
hébitats naturales como ser el rumen bovino o los lodos de reactores anaerobios de tratamiento de
efluentes. El material genético de estas comunidades fue seleccionado por su capacidad para favorecer el
crecimiento de Escherichia coli en material lignocelul6sico como tinica fuente de carbono. Uno de los
fragmentos obtenidos, denominado M9F1, fue capaz de permitir el crecimiento de E.coli tanto en papel de
filtro como en bagazo de cafia de azicar. Ademads, cuando se lo introdujo en una cepa etanologénica, se
pudo constatar la fermentacion de etanol a partir de papel. La secuencia de M9F1 revel6 genes relacionados
con el metabolismo de los polisacaridos pero ninguno de ellos presenta homologias significativas con
celulasas, B-glucosidasas, xilanasas u otras glicosilhidrolasas conocidas
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Busqueda de nuevas

conversion de biomasa
en etanol

Periodo de Ejecuciéon: May. 2009-Jul. 2012

INTRODUCCION

La basqueda de nuevas fuentes de energia renovables
se presenta como uno de los desafios cruciales con los
que se enfrenta actualmente la Humanidad. La
alarmante acumulacion atmosférica de gases de efecto
invernadero producida principalmente por la quema de
combustibles fésiles amenaza con producir un cambio
climatico global capaz de desencadenar un nuevo
suceso de extincion masiva. En este contexto, las
energias renovables son una alternativa viable, confiable
y factible tanto para los paises desarrollados como para
aquellos en vias de desarrollo. La Agencia Internacional
de la Energia (IEA) estima que para lograr mantener el
calentamiento global en no mas de 2 °C por encima de

las temperaturas medias previas a la Revolucion
Industrial, serd necesario aumentar cuatro veces la
produccion de biocombustibles avanzados para el afio
2020.

Uno de los principales biocombustibles es el bioetanol.
Su produccion consiste esencialmente en la
degradaciéon de polisacaridos complejos en azucares
simples y en su posterior fermentacion alcohdlica. Por lo
tanto, las materias primas de este proceso pueden ser
sumamente diversas. En la actualidad, las mas
utilizadas industrialmente son el almidon del maiz y la
sacarosa de la cafia de azucar. Sin embargo, es la
lignocelulosa el polisacarido de glucosa mas abundante,
mas barato y mejor distribuido del mundo. La
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lignocelulosa es el principal componente de las paredes
vegetales, en general, y de la madera, en particular. Es
el polimero organico mas abundante y el principal
constituyente de la biomasa terrestre. Est4 compuesta
esencialmente por celulosa, hemicelulosa y lignina en
una estructura supramolecular altamente resistente a la
degradacion y oxidacion. Debido a esta naturaleza
recalcitrante solamente algunos microorganismos con
sistemas enzimaticos especializados pueden digerirla.
Lignocelulosa apta para ser utilizada en la produccion de
bioetanol puede obtenerse de las partes no comestibles
de cultivos tradicionales como el maiz, el trigo y el arroz,
desechos forestales como aserrin y cortezas, desechos
domésticos e industriales como papel y cartén, o de
cultivos destinados a su produccién como eucaliptus,
alamos y mijo. Cualquiera sea su origen, esta materia
prima no constituye un alimento para el hombre lo que
representa una ventaja sobre el almidén del maiz o la
sacarosa de la cafia de azlcar. El Uruguay cuenta con
una buena capacidad de produccion de lignocelulosa ya
sea que ésta provenga de productos secundarios de la
actividad agropecuaria (cascara de arroz, rastrojo de
trigo 0 maiz, bagazo de cafia de azlcar, corteza de
arboles) o constituya el producto principal de cultivos
especializados. Mediante el tratamiento hidrolitico
adecuado, la lignocelulosa puede ser utilizada en la
produccion de bioetanol. El principal obstaculo para
producir bioetanol a partir de lignocelulosa es el alto

costo que actualmente tienen las enzimas
lignoceluloliticas comerciales. Ademés, a escala
industrial, estas enzimas son producidas Yy

comercializadas por un pequefio numero de
proveedores, todos ellos extranjeros, lo que crearia una
nueva dependencia de la matriz energética del pais. En
este estudio nos hemos propuesto utilizar la
metagendmica funcional como herramienta para aislar
nuevas funciones metabdlicas que puedan ser aplicadas
a mejorar la producciéon de bioetanol lignoceluldsico.
Esencialmente, la metagenomica funcional consiste en
la busqueda de actividades de interés en el conjunto de
los genomas integrantes de una comunidad microbiana
natural como puede ser, por ejemplo, la que habita una
muestra de suelo fértil. El primer paso para lograr este
objetivo consiste en aislar el ADN total de la comunidad,
fragmentarlo y clonarlo en vectores apropiados para
obtener una coleccién de clones de Escherichia coli cada
uno de los cuales ha incorporado un fragmento del ADN
de la comunidad. Este conjunto de clones se llama
biblioteca metagenémica o «metagenoteca». En esta
metagenoteca estaran representados fragmentos de
material genético de especies bacterianas conocidas
pero, sobre todo, de especies desconocidas que no
pueden ser cultivadas en el laboratorio. Se estima que
sélo el 1% de la diversidad bacteriana del planeta es
cultivable en el laboratorio. Esta metagenoteca se crece

en medios de seleccidon apropiados para detectar las
actividades biologicas de interés. Por ejemplo, para
buscar celulasas se crece la biblioteca en un medio
conteniendo celulosa cristalina (avicel) como Unica
fuente de carbono y se seleccionan aquellos clones
capaces de crecer y degradarla.

Utilizando este enfoque desarrollamos metagenotecas a
partir de comunidades microbianas especializadas en la
degradacion de biomasa vegetal. Estas bibliotecas
fueron principalmente utilizadas para buscar actividades
lignoceluloliticas.  Los clones identificados fueron
evaluados en cepas de E.coli llamadas
«etanologénicas» porque son capaces de realizar la
fermentacion alcohdlica de los azlcares liberados. Por
Ultimo, para identificar los genes responsables de estas
actividades, los fragmentos candidatos fueron
secuenciados parcial o totalmente y analizados con
herramientas bioinformaticas.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras

La muestra de contenido ruminal fue obtenida de un
novillo Holando de 480 kg alimentado en praderas y
sacrificado en el Frigorifico Pando (Canelones,
Uruguay). La muestra de lodos anaerobios fue obtenida
de un digestor alimentado con contenido ruminal [solidos
totales (ST) 19,3% (w/w) y sélidos volatiles (SV) 17,3%
(w/w)], grasa de trinchado de curtiembre (ST 25,1% y SV
17,6%) y lodos de purga de lagunas anaerobias de una
aceitera (ST 25,6% y SV 21,7%) el cual opera en el
Departamento de Reactores de Facultad de Ingenieria
(Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay).
Todas las muestras fueron mantenidas a 4 °C hasta su
procesamiento.

Obtencién de ADN metagenémico

Para separar los microorganismos presentes en las
muestras 500 ul de liquido ruminal o del lodo del digestor
se diluyeron en 3 mL de PBS. Se agregaron 3 mL de
Percoll (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.) y se
centrifugaron durante 20 minutos a 10.000 x g. Se
separd la capa opalescente y se realizé la tincion de
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Gram para verificar la presencia de células bacterianas.
La fraccion celular se resuspendié en 1 mL de bufer de
lisis (NaCl 700 mM, Tris-HCI 50 mM pH = 8,0, EDTA 100
mM, SDS 4%). Se agregaron bolitas de zirconia
(aproximadamente 100 pl) y se agitdé horizontalmente
durante 30 segundos. Se incub6 a 70 °C durante 15
minutos mezclando cada 5 minutos y se centrifugé a 4
°C durante 5 minutos a 16000 x g. El sobrenadante fue
tratado con 15 pl de proteinasa K (20 mg/ mL) durante 1
hora a 37 °C. Posteriormente se agregaron 160 ul de
CTAB 10% en NaCl 0,7 M y se incubd 10 minutos a 65
°C. EI ADN se extrajo con fenol y cloroformo, se precipitd
con isopropanol y se resuspendié en 200 yl de agua
ultrapura.

Construccion de las metagenotecas y seleccion de
actividades enzimaticas de interés

EI ADN fue fraccionado por tamafio en geles de agarosa.
Se seleccionaron aquellos fragmentos entre 35y 45 kpb.
Los fragmentos fueron clonados en el vector fosmidico
pCC1FOS utilizando el kit CopyControl Fosmid Library
Production  (Epicentre  Biotechnologies, Madison,
EE.UU). y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
infectaron células de EPI300 y las transfectantes
resistentes al cloranfenicol (12,5 pg/mL) se ordenaron en
grupos de 10 o mas clones en placas de 96 pocillos.
Estos clones fueron evaluados en medio LB con el
agregado de 0.2% carboximetil celulosa sal disddica
(CMC) (Sigma-Aldrich) para detectar actividad celulasa
y en LB con 0,5% de xilano de avena (Sigma-Aldrich)
para detectar actividad xilanasa. Se incubaron las placas
a 30 °C durante 7 dias y se revelaron con Rojo Congo
durante 20 minutos. La presencia de un halo amarillo
alrededor de la colonia se tom6 como evidencia de la
presencia de actividad glicolitica. A su vez se evalud la
capacidad de los clones de crecer en medio minimo M9
(MgS0O4 2 mM, CacClz

0,1 mM, Na2HPO4.7H.0 12,8 g/l, KH2PO4 3 g/l, NaCl
0,5g/l, NH4ClI 1g/l, timina 50 pg/mL, leucina 200 pM) con
0,5% de avicel como Unica fuente de carbono.

Pretratamiento de bagazo de caiia

Bagazo de cafia molido con un conteniendo de humedad
del 54% fue obtenido de la empresa productora de
alcoholes ALUR. Este sustrato fue sometido a dos tipos
de pretratamiento: incubacion con agitacion durante 2
horas con acido fosférico 1% o con acido sulftrico 1%,
seguido de 1 hora de autoclave a 121 °C. Luego de este

tratamiento, la fracciéon liquida fue neutralizada con
NaOH hasta lograr pH= 6,5y la fraccion sélida fue lavada
3 veces con abundante agua destilada. La biomasa
obtenida se mantuvo a 4 °C hasta su incorporacién en
placas de M9 en una concentracion final de 1%.

Secuenciacion y analisis bioinformatico

La secuenciacion de los fosmidos seleccionados se
realiz6 mediante la técnica de shotgun por Macrogen
Inc. (Seull, Replblica de Corea). El analisis
bioinformatico de la secuencia obtenida se realizé
utilizando la plataforma CAMERA 2.0.

Produccidn y deteccién de etanol

Fue evaluada la capacidad de utilizar papel de filtro y
producir etanol a partir del mismo en condiciones
aerobias (matraces) y anaerobias (Fleaker, Corning,
EE.UU.). Se sembraron cultivos semilla en M9-glucosa
1% con los antibiéticos correspondientes. Estos fueron
utilizados para inocular medio M9 con papel de filtro 1%
(w/v). La produccion de etanol fue seguida mediante
cromatografia gaseosa durante 48 horas (Agilent GC
6890N, inyector 7683B; columna megabore HP-PLOT
de 15 m x 0,53 mm y 40 um film).

Determinacion de glucosa y celobiosa

La concentracion de glucosa y celobiosa en el medio
de cultivo fue determinada por HPLC utilizando un HPLC
Waters (Milford, EE.UU.) detectados por indice de
refraccion. La separacion se realiz6 en una columna Bio-
Rad (Hercules, EEUU) Aminex HPPX87P (300 mmx 7,8
mm d.i.) a 85 °C usando agua ultrapura como fase movil
(0,5 mL/min).
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RESULTADOS

Construccion de metagenotecas

Para lograr los objetivos propuestos se comenz6 con la

construccion de bibliotecas metagenémicas a partir de
muestras de comunidades microbianas obtenidas de
distintos habitats en donde tiene lugar la degradacién de
biomasa vegetal. Concretamente, se seleccionaron
muestras de rumen bovino y de lodo de digestores
anaerobios alimentados con contenido ruminal. En
ambos casos se logré separar la fraccion bacteriana y
purificar su ADN. Este ADN fue fragmentado y clonado
en fosmidos que fueron transfectados en células de
E.coli EPI300.

Se obtuvieron 30.000 clones para la biblioteca
construida a partir de contenido ruminal bovino y
100.000 para la biblioteca obtenida a partir de lodos de
digestor anaerobio. Cada uno de estos clones alberga
un fragmento de ADN metagenomico de 42 kpb en
promedio.

Seleccion de las actividades de interés

Las metagenotecas fueron sembradas en medios
conteniendo CMC o xilano de avena, con el fin de
seleccionar actividades enzimaticas para celulasas o
xilanasas.

También se las coloc6 en medio minimo con avicel como
Unica fuente de carbono. El avicel es una forma de
celulosa microcristalina. Se presume que los clones
capaces de crecer en avicel tendrdn, ademas de
hidrolasas, los sistemas de transporte necesarios para
secretar a estas enzimas y para internalizar a los
glucidos liberados. Los clones positivos primariamente
fueron confirmados y sus fésmidos, reaislados, fueron
utilizados para transformar células frescas. Cuando el

fenotipo observado se repetia en estas células, se tomé
como evidencia que las funciones de interés
efectivamente provienen del fragmento metagenémico
introducido y no de causas espureas. Para descartar los
posibles clones duplicados que hayan surgido de
seleccionar dos o mas veces el mismo fésmido, se
realizaron perfiles de restricciéon de los fosmidos con la
enzima EcoRV. En caso de constatarse idénticos perfiles
de restriccion en dos o mas clones, se eligié un clon
representante de la clase para continuar el estudio
descartandose los duplicados.

De 58 clones positivos que presentaron una 0 mMas
actividades de interés, se seleccionaron 13 para
continuar el estudio en virtud de la reproducibilidad de
sus fenotipos en medios de seleccidn (Cuadro 1).

Capacidad de crecimiento en papel de filtro como
Unica fuente de carbono

El papel de filtro estA compuesto esencialmente por
celulosa y su conversion en azucares reductores es un
ensayo comunmente utilizado para determinar las
actividades celuloliticas de enzimas purificadas. Se
razon6 que si los clones seleccionados producen
enzimas celuloliticas, era posible que algunos de ellos
fueran capaces de crecer en papel de filtro como Unica
fuente de carbono.

Para evaluar esta alternativa se utiliz6 medio minimo M9
al que se le agreg6 una tira de papel de filtro (Whatman
N°2) como Unica fuente de carbono. Como controles
negativos, se utilizaron el mismo medio pero sin el papel
de fitro y la cepa parental sin los fosmidos
seleccionados. La Figura 1 muestra un experimento tipo
donde se aprecia crecimiento a partir de papel de filtro
en presencia del fésmido M9F1. La Figura 2 muestra los
recuentos obtenidos en estas condiciones.
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Cuadro 1. Coleccion inicial de clones con actividades de interés confirmadas seleccionados a partir

de las metagenotecas crecidas en distintos medios

Clon Origen Caracteristicas en medios de seleccion
Csd1 Rumen Halo en CMC
Csd5 Rumen Halo en CMC
Csd9 Rumen Halo en CMC
Csd14 Rumen Halo en CMC
Csd23 Rumen Halo en CMC
Xil3 Rumen Halo en xilano de avena
Xil4 Rumen Halo en xilano de avena
Xil5 Rumen Halo en xilano de avena
Lqg5B10 Rumen Crece en medio minimo con avicel
BH8 Fermentador Halo en CMC

EF9 Fermentador

M9F1 Fermentador

M9F2  Fermentador

Halo en CMC y xilano
Crece en medio minimo con avicel

Crece en medio minimo con avicel

Figura 1. Medio minimo M9 conteniendo

papel de filtro como Unica fuente de
carbono a los 7 dias
postinoculacion. ElI tubo de la
izquierda fue inoculado con la cepa
EPI300 conteniendo un fésmido
elegido al azar, como control
negativo. El tubo de la derecha fue
inoculado con la cepa EPI300
conteniendo el fésmido M9F1.
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7E+07 T

6E+07 /
SE+07 \

—&=—MSF1 c/PF
—f==—MSF1 s/PF

3E+07 /
2E+07

= &= Bcl c/PF
= (= Bcl s/PF

=3

1E+07
| =3
0E+00 3/45 : : =
11

7 8 ] 10

Dias post-inoculacion

12

Figura 2. Recuento de unidades formadoras de colonias (UFC),

en presencia (c/PF) y ausencia (s

/PF) de papel de

filtro para EPI300 conteniendo M9F1 o un fésmido

control (Bcl).
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Figura 3. Cultivos de 19 dias en medio minimo M9 conteniendo
1% (w/v) de papel de filtro. De izquierda a derecha:
LY180, LY180 (M9F1) y EPI300 (MIF1).

Estos datos sugieren que el crecimiento de EPI300
(M9F1) en papel de filtro es lento y requiere de una fase
lag relativamente extensa. Recién a partir de los 7 dias
post-inoculacién comienza a observarse un aumento de
la densidad celular. Por otra parte, si estos cultivos
estaban creciendo a partir de la celulosa del papel, la
integridad estructural de éste deberia verse afectada
con el tiempo. Para intentar observar esta
transformacion, se aument6 el volumen de los cultivos
y se extendio el tiempo de incubacién hasta 19 dias.
Luego de este periodo el papel de filtro incubado con
EPI300 (M9F1) perdié casi totalmente su estructura
macroscopica. Un efecto similar pero de menor
intensidad se observo con la cepa etanologénica LY180
(M9F1) y no se observaron cambios en el papel en
presencia de LY180 sin fésmido alguno (Figura 3).

Produccidn de etanol utilizando papel de filtro

Para determinar la capacidad de M9F1 para participar
en la conversion de celulosa en etanol se utilizé la cepa
etanologénica LY180. Esta cepa ha sido genéticamente
modificada buscando maximizar la fermentacion de
hexosas y pentosas en etanol.

El fésmido M9F1 fue transformado en LY180 y la cepa
resultante fue crecida en condiciones anaerobias en
medio minimo M9 conteniendo papel de filtro como
Unica fuente de carbono. La produccion de etanol a las
48 horas post-inoculacion se determind mediante
cromatografia de gases. Paralelamente, se utilizé el
plasmido pLOI297 que porta los genes de piruvato
decarboxilasa (pdc) y alcohol deshidrogenasa (adhB)
de Zymomonas mobilis y que potencia la produccién de
etanol en cepas de E.coli. Este plasmido se utiliz6 para

transformar a la cepa EPI300 conteniendo
el fésmido M9F1 (Figura 4).

A continuacion se estudié la cinética de
produccion de etanol conjuntamente con la
liberacion de glucosa y celobiosa, los
productos principales de la degradacién
enzimatica de la celulosa. Para ello los
sobrenadantes de cultivos anaerobios
conteniendo papel de filtro como Unica
fuente de carbono fueron analizados por
GC y HPLC. Como se observa en la Figura
5, se libera tanto glucosa como celobiosa al
medio. Tal como se espera, la glucosa es
rapidamente consumida lo que coincide
con la aparicion del etanol. La celobiosa es
mantenida en niveles relativamente
constantes a lo largo de todo el
experimento.

Para comprobar si la presencia de M9F1
favorece el crecimiento en celobiosa, se
realizaron curvas de crecimiento en medio
minimo M9 conteniendo celobiosa como
Unica fuente de carbono. En la Figura 6 se
puede observar que M9F1 favorece el
crecimiento en celobiosa con respecto a la
cepa control sin M9F1.

Utilizacion del bagacillo de cafia de
azucar

Estos experimentos demuestran que
M9F1 es necesario y suficiente para
viabilizar el crecimiento de las cepas de
E.coli estudiadas en papel de filtro como
Unica fuente de carbono. Sin embargo, el
papel de filtro no contiene lignina por lo que
no constituye un sustrato lignocelulésico.
Ademés, no representa una materia prima
relevante desde el punto de vista del
proceso industrial de una bio-refineria. Por
estas razones, se realizaron también
ensayos en un sustrato de mayor valor
agroindustrial como es el bagazo de cafa
de azlcar.

Bagazo de cafia molido («bagacillo»)
conteniendo 54% de humedad fue provisto
por la empresa productora de alcoholes
ALUR (Artigas, Uruguay). Este sustrato fue
sometido a pretratamiento con &cido
fosférico 1% o con acido sulfarico 1%,
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Figura 4. Produccién de etanol a partir de
papel de filtro (0,07% y 1%) a las
48h post-inoculacion en dos
condiciones anaerobias: frascos
cerrados y Fleakers. Se muestran
los promedios con la desviacion
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Figura 5. Concentracién de etanol (barras), glucosa (linea continua) y celobiosa (linea punteada) a lo largo del tiempo para
EPI300 conteniendo el fésmido M9F1 y el plasmido etanologénico pLOI297 (M9F1pLOI297, panel izquierdo) y
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a cabo en anaerobiosis, en medio minimo con papel de filtro como Unica fuente de carbono.

Figura 6. Curva de crecimiento de EPI300

transformada con M9F1 o con un
(C-) en medio
minimo M9 conteniendo celobiosa
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Figura 7. Placas conteniendo 1% de bagacillo de cafia de azlcar pretratado con 1% de &cido sulfarico
(izquierda) o 1% de &cido fosférico (derecha). Cada placa fue sembrada con dos gotas de
40pL de cada uno de los siguientes cultivos: (A) EPI300, (B) Epi300 (M9F1) y (C) LY180.

seguido de 1 hora de autoclave a 121 °C. La
fraccion solida lavada con abundante agua
destilada se incorporé en placas de medio
minimo M9y agar a una concentracién del 1%.

Como se muestra en la Figura 7, M9F1 es
suficiente para permitir el crecimiento de
EPI300 en bagacillo de cafia de azucar
pretratado como Unica fuente de carbono.

Secuenciacion y analisis bioinformatico
del clon M9F1

Con el proposito de obtener informacion
acerca de los genes involucrados en estos
fenotipos asi como también determinar el
microorganismo del que provienen, se
secuencio el fésmido M9F1 en su totalidad
mediante la técnica de «shotgun».

Se realizaron 962 reacciones de
secuenciacién por el método de Sanger. Luego
de eliminar las secuencias provenientes de los
vectores utilizados para la secuenciacién asi
como las lecturas de baja calidad, quedaron
862 lecturas que fueron ensambladas en tres
contigs con una cobertura promedio de 8.62X.
Uno de los contigs estaba totalmente
contenido en el pCC1FOS. Para completar la
secuencia del inserto de M9F1 fue necesario
secuenciar 435 bases adicionales a partir de
los extremos de los otros dos contigs para
lograr ensamblarlos y obtener una Unica
secuencia de 33996 nucledtidos.

Mediante el algoritmo Metagene se
identificaron un total de 28 marcos de lectura
abiertos (ORFs). Las posibles funciones de
estos ORFs fueron predichas basandose en su
homologia con clisters de grupos de ort6logos
(COGs) y con las familias de proteinas Pfam
(Cuadro 2).

A partir de estas predicciones se puede
identificar en M9F1 un posible operén
integrado por genes relacionados con el
metabolismo de polisacaridos en el que se
identifican varias glicosiltransferasas. Esas
enzimas normalmente participan de la sintesis
de polisacéridos de la pared celular aunque es
posible que este operdn participe también en
el transporte de monosacaridos hacia el
interior celular. De hecho, se identifican genes
que podrian codificar para proteinas de
membrana y permeasas.

Otro de los ORFs que llaman la atencion es el
#28 que codifica para una proteina no
caracterizada que presenta un dominio Ycel.
Estos dominios son caracteristicos tanto en
proteinas del periplasma como en proteinas
secretadas. También se los encuentra
asociados a médulos de union a carbohidratos

(CBMs) en celulasas. Si este gen
efectivamente  codificara una celulasa
funcional, la misma tendria muy baja

homologia con las familias de celulasas
conocidas. Su caracterizacién minuciosa sera
objeto de futuros estudios.
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Cuadro 2. Asignaciones de los ORFs detectados en M9F1 en funcién de sus homologias con clisters de grupos
de ortélogos (COGs) y con familias de proteinas Pfam. Los ORFs que no presentan homologias con

ninguna secuencia conocida se presentan Gnicamente con su nimero y tamafio en aminoacidos

Tamafio COG e-value Descripcion COG Pfam e-value Descripcion Pfam
(AA) COoG Pfam

1 49

2 80

3 224 PF09560 1.20E-44 Spore_YunB

4 459 COG0008 1.00E-109  Glutamyl- and glutaminyltRNA PFO0749 6.60E-132 tRNA-synt_1c
synthetases

5 231 COG1215 5.00E-06  Glycosyltransferases, probably
involved in cell wall biogenesis

6 698 COG1216 9.00E-05 Predicted PF00535 6.30E-08 Glycos_transf_2
glycosyltransferases

7 361 COGO0381 3.00E-85 UDP-N- PF02350 1.30E-108 Epimerase_2
acetylglucosamine 2epimerase

8 354 COG1086 6.00E-84  Predicted nucleosidediphosphate PF02719 6.30E-113  Polysacc_synt_2
sugar epimerases

9 323 COG1091 5.00E-41 dTDP-4dehydrorhamnose PF04321 1.00E-12 RmLD_sub_bind
reductase

0 92

1 265

2 151

& 661 COGO0463 2.00E-12  Glycosyltransferases involved in cell PF00535 1.20E-29 Glycos_transf_2
wall biogenesis

4 107 COGO0564 5.00E-13  Pseudouridylate PFO0849 1.30E-07 PseudoU_synth_2
synthases, 23S RNAspecific

5 111 COG3077 3.00E-08 DNA-damage-inducible protein J PF04221 3.60E-11 RelB

6 147 COG0456 2.00E-08 Acetyltransferases PFO0583 9.50E-21  Acetyltransf_1

7 236 COG1187 2.00E-54  16S rRNA uridine-516 PF01479 4.90E-06 S4

pseudouridylate synthase and
related pseudouridylate synthases
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Continuacion

8 150 COG2707 7.00E-33 Predicted membrane PF04284 8.90E-73 DUF441
protein
9 393 CO0G2807 3.00E-15 Cyanate permease PF07690 5.60E-33  MFS_1
10 306 COG0583 1.00E-33 Transcriptional regulator PF03466 1.70E-34  LysR_substrate
11 571 COG0507 2.00E-18 ATP-dependent
exoDNAse (exonuclease V),
alpha subunit - helicase
superfamily | member
12 672
13 390 CO0G1454 1.00E-124 Alcohol dehydrogenase, PF00465 9.70E-199  Fe-ADH
class IV
14 343 C0G2267 2.00E-26 Lysophospholipase PF00561 8.90E-06  Abhydrolase_1
15 393 C0G3284 3.00E-16 Transcriptional activator PF01590 3.00E-05 GAF
of acetoin/glycerol
metabolism
16 503 COG1012 1.00E-145 NAD-dependent aldehyde PF0O0171 7.40E-237  Aldedh
dehydrogenases
17 236 COG0518 5.00E-37 GMP synthase - Glutamine ~ PF00117 1.00E-12  GATase
amidotransferase domain
18 194 C0G2353 2.00E-42 Uncharacterized PF04264 6.90E-60  Ycel

conserved protein

Entre las posiciones 2543 y 3557 del inserto se
detecto un posible gen que codifica para un ARNr
16S. Este gen permite trazar un arbol filogenético
para M9F1 utilizando la base de datos Green
Genes. Este analisis sugiere que el origen de
M9F1 es una bacteria del filo Firmicutes.
Posiblemente se trata de un Clostridiales
relacionado con Syntrophomonas. Sin embargo,
a excepcion de esta region, el resto de M9F1 no
presenta homologia con ninguno de los genomas
secuenciados de Syntrophomonas. Por lo tanto,
es posible que el microorganismo no pertenezca
a una especie caracterizada.

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

Este Proyecto plante6 como objetivo el desarrollo
de un microorganismo capaz de producir etanol a

partir de biomasa vegetal. Ademas de ser capaz
de degradar lignocelulosa y de fermentar etanol,
el organismo ideal debe tener bajos
requerimientos nutricionales y adaptarse bien
tanto al laboratorio como al entorno industrial.

Una estrategia consiste en recurrir a genes y
operones conocidos especializados en alguno de
estos aspectos e introducirlos en un organismo
gue se destaque en las demas capacidades. Por
ejemplo, mediante la introduccion de genes de
celulasas (B-glucosidasas, endo- y exo-
glucanasas) de Aspergillus aculeatus y
Trichoderma reesei en una cepa de
Saccharomyces cerevisiae especializada en la
produccion de vinos se logr6 que esta Ultima
creciera en celulosa y produjera hasta 2,6% de
etanol. La desventaja con este enfogue es que
toma como punto de partida genes ya descriptos,
con sus virtudes y limitaciones. La mayor parte de
estos genes provienen de organismos
«cultivables» o que pueden ser crecidos en
condiciones de laboratorio. Sin embargo, mas del
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99% de los microorganismos, que a Su vez
constituyen el mayor reservorio genético del
planeta, no pueden ser cultivados en el
laboratorio.

En este trabajo se prefiri6 una estrategia
alternativa basada en la metagenémica funcional
para la busqueda de nuevas enzimas
lignoceluloliticas. Una de las fortalezas de este
enfoque consiste en identificar genes novedosos
gue guardan poca o ninguna similitud con otros
ya conocidos (18). Se eligieron habitats en los
cuales es esperable encontrar comunidades
microbianas especializadas en la degradacion de
lignocelulosa.

La estrategia de seleccion permitié identificar al
menos 13 clones que demostraron algun fenotipo
relevante frente a glucanos y xilanos. De aqui en
adelante el estudio se centré en uno de ellos, el
fésmido M9F1, que también tiene la capacidad de
sostener el crecimiento de la cepa parental de
E.coli en un medio minimo conteniendo papel de
filtro como Unica fuente de carbono. La presencia
de M9F1 parece promover la liberacion de
glucosa y celobiosa al medio de cultivo que son
los productos esperados de la accion de las exo-
y endoglucanasas, asi como de las -
glucosidasas. De hecho, también se confirmé que
M9F1 tiene la capacidad de crecer mejor en
celobiosa que la cepa parental.

Para identificar a los genes responsables de
estos fenotipos se procedi6 a secuenciar
completamente el inserto metagenémico del
fésmido M9F1. Tal como se espera del ADN
aislado de comunidades microbianas naturales, la
secuencia de M9F1 guarda muy poca homologia
con cualquier secuencia conocida. Si bien el
organismo de origen parece estar emparentado
con el género Syntrophomonas, ninguno de los
genes identificados presenta homologia con
genes de las especies de este género. En funcion
de su similitud con Syntrophomonas, es posible
que el fragmento M9F1 provenga de un
microorganismo  anaerobio, = Gram-negativo,
posiblemente con capacidad de esporular (ver
también el ORF #3 del Cuadro 2) y con altas
demandas nutricionales. Es posible que
establezca estrechas relaciones sintréficas con
otras especies presentes en su ambiente lo que
podria hacer muy dificultoso su aislamiento o
crecimiento en medios estériles.

Con respecto a los genes identificados en M9F1
ninguno de ellos muestra homologia con ninguna

de las familias de glicosilhidrolasas descritas en
la base de datos CAZy lo que podria subrayar el
caracter novedoso de los genes contenidos en
este fragmento. Llama la atencién la presencia
de un cllster de glicosiltransferasas entre los
ORFs 5y 13 (Cuadro 2) que podria jugar algin
papel en la degradacion de las paredes celulares.
Sin embargo, demostrar fehacientemente si son
éstos los genes responsables de los fenotipos
observados dependera de estudios que estan
actualmente en curso.

La introducciéon del fésmido M9F1 en E.coli
confirid a esta bacteria la capacidad de utilizar
celulosa como unica fuente de carbono. Sin
embargo, para producir etanol en estas
condiciones hicieron falta elementos genéticos
adicionales. E.coli es capaz de fermentar etanol
pero también puede producir éacido lactico
reduciendo el rendimiento del cultivo. Ademas,
E.coli tiene un fuerte sistema de represion por
catabolito mediante el cual la presencia de
glucosa bloquea tanto el transporte como la
utilizacion de otros azlcares. La cepa LY180
contiene mutaciones en las vias de produccion de
lactato y en la represion por catabolito. Si bien
esta cepa es incapaz de producir etanol en
condiciones anaerobias utilizando papel de filtro
como Unica fuente de carbono, si puede hacerlo
cuando se le introduce M9F1. Un resultado similar
se observé cuando a la cepa parental EPI300 con
el fésmido M9F1 se le agrego también el plasmido
pLOI297 que porta genes de Z.mobilis capaces
de derivar el flujo de carbono desde el lactato
hacia el etanol.

Desde un punto de vista practico, M9F1 confiere
a E.coli la capacidad de crecer en una materia
prima abundante y de bajo costo como lo es el
bagazo de cafia de azlcar. El bagazo y la vinaza
son los principales productos secundarios de la
produccion de bioetanol a partir cafia de azlcar.
El bagazo es el residuo fibroso que constituye el
12-14% del peso de la cafia y es normalmente
quemado para la produccién de vapor y energia
eléctrica. Sin embargo, la conversion de bagazo
en etanol permitiria aumentar su valor entre 2 'y
6 veces mejorando la ecuacién econémica de la
biorefineria. El crecimiento de E.coli en bagazo
como Unica fuente de carbono es el primer paso
para alcanzar este objetivo. Aun queda por
determinar cuanto etanol es posible producir a
partir de esta materia prima cuando se introduce
M9F1 en cepas etanologénicas como LY180.
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Una estrategia alternativa en la que el potencial
de M9F1 debe ser evaluado es formando parte
de «consorcios simbidticos». En esta estrategia
dos o mas microorganismos cooperan para
degradar y fermentar la materia prima. En estos

consorcios existen microorganismos
especializados en la sacarificacion de la materia
prima lignocelulésica y también

microorganismos  especializados en la
fermentacion de los azlcares liberados. La
capacidad de M9F1 para conferir el crecimiento
en bagazo abre las puertas a esta alternativa.

Para que M9F1 pueda utilizarse en el marco de
un proceso industrial es necesario aumentar
significativamente los rendimientos de etanol
obtenidos en este trabajo. Se debe tener en
cuenta que M9F1 es un fragmento de ADN
natural. Como tal, no esta optimizado para
expresar los genes relevantes para la
degradacion de lignocelulosa. De hecho, existen
otros genes en M9F1 que seguramente no
participan de este proceso. Por lo tanto, un
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Ensayos complementarios: Microscopia electronica de barrido.

Metodologia

5 mL de medio minimo M9-Cm12,5-Ara suplementado con una tira de papel de filtro estéril
(200 x 40 mm) o 1% de bagazo de cafia pretratado, fueron inoculados con el clon Epi300 (M9F1) y un
clon control (cepa parental con un fésmido elegido al azar) e incubados a 37°C y 150 rpm. Luego de 10
dias los sustratos se retiraron del medio y se secaron a temperatura ambiente. Las tiras de papel y el
bagazo se fijaron con una solucion de formaldehido al 2% (p/v) y se conservaron para su visualizacién
por microscopia electronica de barrido (MEB) utilizando el servicio brindado por Facultad de Ciencias,
UdelaR.

Resultados

Debido a que, durante la interaccién entre el clon Epi300 (M9F1) y el papel de filtro. Se
observaba la formacion de un biofilm sobre las tiras de papel, se realizaron estudios de microscopia
electronica de barrido con el fin de indagar en las interacciones del microorganismo con las fibras de
celulosa. La ausencia de halo en placas de CMC y el crecimiento en avicel permitian intuir de la
expresion de al menos una exocelulasa con actividad en celulosa cristalina y de proteinas o mddulos
adicionales implicados en la unién a carbohidratos. Para esto, tiras de papel de filtro fueron incubadas
con el clon Epi (M9F1) y un clon control y se observaron bajo MEB. En la Figura 8 se observa la
interaccién del microorganismo con las fibras de papel y la presencia de protuberancias que facilitan

dicha interaccion (119,232,233).
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Figura 8. Imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) mostrando la adherencia de
las bacterias a las fibras de papel. La cepa Epi (M9F1) fue incubada durante 10 dias en M9-
PF a 30°C y 150 rpm. Las tiras de papel fueron retiradas del tubo, secadas a temperatura
ambiente durante 12 horas y fijadas con formaldehido 2% hasta su visualizacién. Las
imagenes 1 y 3 corresponden al control negativo. Las flechas sefialan la presencia de
protuberancias en la superficie bacteriana, las cuales facilitan la interaccién con el sustrato.

122



Capitulo 3.

LA INCORPORACION DE UN FRAGMENTO
DE ADN METAGENOMICO EN LA CEPA DE
Escherichia coli MS04 MEJORA LA
PRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DE

BIOMASA
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Loaces, 1., Amarelle, V., Mufioz-Gutierrez, 1., Fabiano, E., Martinez, A. & Noya, F. (2015) Improved
ethanol production from biomass by a rumen metagenomic DNA fragment expressed in
Escherichia coli MS04 during fermentation. Applied Microbiology and Biotechnology. Doi:
10.1007/500253-015-6801-0.

Resumen

A partir de fluido ruminal se construy6 una libreria metagenémica la cual fue evaluada en busca
de enzimas celuloliticas. Uno de los fésmidos seleccionados, Csd4, confiere a Escherichia coli la
habilidad de utilizar avicel, carboximetil-celulosa (CMC), papel de filtro, bagazo de cafia de azticar pre-
tratado y xilano de avena como fuente de carbono. Csd4 fue secuenciado en su totalidad y se
identificaron una endo-glucanasa, una xilosidasa/ arabinosidasa y una lacasa entre los 28 ORFs
anotados. Los andlisis filogenéticos mostraron que deriva de un organismo relacionado a Prevotella
ruminicola, aunque no se encontraron homologos en las bases de datos. La incorporacion del fésmido
en la cepa etanologénica de E. coli MS04 permitié la produccién de etanol a partir de CMC, avicel,
papel de filtro y bagazo de cafia de aztcar. El agregado de una [3-glucosidasa tuvo un efecto positivo en
el crecimiento de la cepa en CMC. La produccién de etanol a partir de bagazo de cafia de aziicar, luego
de la sacarificacién con las celulasas comerciales de Trichoderma reesei, fue 3 veces mejor con MS04

(Csd4) respecto a MS04 con un fésmido control.

Objetivos
< Seleccionar, dentro de un metagenoma de rumen vacuno, clones con actividad celulolitica.
« Caracterizar el fenotipo y el genotipo del clon Epi (Csd4).

«» Evaluar el potencial de la cepa MS04 complementada con el f6smido Csd4 para producir etanol

a partir de sustratos celulésicos.
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Principales resultados y conclusiones

El anélisis funcional de 30.000 clones metagenomicos reveld la presencia de 45 clones con
actividad endo-glucanasa positiva, visualizada por la formacién de halos en placas de LB suplementado
con CMC. Extractos celulares de 9 clones fueron, a su vez, capaces de hidrolizar el sustrato 4-metil-
umberiferil-celobidsido (4-MUC), mostrando actividad exo-celulasa. Uno de ellos, denominado Epi
(Csd4), presentd ambas actividades en células intactas y en el sobrenadante, por lo que fue seleccionado
para su caracterizacion fenotipica y genotipica. Ensayos complementarios mostraron que la actividad
4-MUCasa de Epi (Csd4) es completamente inhibida en presencia de glucosa o xilosa, pero no cuando
se adiciona avicel, CMC o celobiosa. Este clon fue capaz de crecer en medio minimo suplementado con
avicel, bagazo de cafia de aztcar, papel de filtro o xilano de avena luego de 48 horas de incubacién a
30°C. El fésmido Csd4 (34.406 pb) fue secuenciado en su totalidad y sus ORFs anotados. La
comparacion de la secuencia con las bases de datos permitieron inferir que Csd4 deriva de un
microorganismo relacionado a P. ruminicola, pero que dicho organismo atin no esta secuenciado. Los
OREFs inferidos en Csd4 fueron sometidos a anélisis de BLASTp y se detectaron una endo-glucanasa

perteneciente a la familia de glicosil-hidrolasas 5 (GH5), una xilosidasa/ arabinosidasa y una lacasa.

La complementacion de la cepa MS04 con el fosmido Csd4 le otorgd la capacidad de crecer y
producir etanol en medio minimo sumplementado con CMC, avicel, papel de filtro y bagazo de cafia de
azucar pre-tratado. A su vez, el agregado de -glucosidasa exdgena mejor6 el rendimiento de la cepa

cuando se us6 CMC como fuente de carbono.

Estos resultados nos permiten concluir que Csd4 es suficiente y necesario para conferir a cepas
de E. coli la habilidad de degradar y metabolizar sustratos celul6sicos. Los genes codificados en este
fésmido se encuentran bajo la regulacién nativa del microorganismo de origen. Su clonado y sobre-

expresion permitiria, potencialmente, mejorar los rendimientos obtenidos.
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En este trabajo realicé la construccién de la libreria metagenémica y el screening de la misma
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(Csd4). Participé en los andlisis filogenéticos y de asignacion de funciones de los ORFs detectados. Los
ensayos de fermentacion los realicé en las instalaciones del Laboratorio de Ingenieria de Vias
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Abstract With the aim of improving current ethanologenic
Escherichia coli strains, we screened a metagenomic library
from bovine ruminal fluid for cellulolytic enzymes. We isolat-
ed one fosmid, termed Csd4, which was able to confer to
E. coli the ability to grow on complex cellulosic material as
the sole carbon source such as avicel, carboxymethyl cellu-
lose, filter paper, pretreated sugarcane bagasse, and xylan.
Glucanolytic activity obtained from E. coli transformed with
Csd4 was maximal at 24 h of incubation and was inhibited
when glucose or xylose were present in the media. The 34,
406-bp DNA fragment of Csd4 was completely sequenced,
and a putative endoglucanase, a xylosidase/arabinosidase, and
a laccase gene were identified. Comparison analysis revealed
that Csd4 derived from an organism closely related to
Prevotella ruminicola, but no homologies were found with
any of the genomes already sequenced. Csd4 was introduced
into the ethanologenic E. coli MS04 strain and ethanol pro-
duction from CMC, avicel, sugarcane bagasse, or filter paper
was observed. Exogenously expressed [3-glucosidase had a
positie effect on cell growth in agreement with the fact that
no putative 3-glucosidase was found in Csd4. Ethanol pro-
duction from sugarcane bagasse was improved threefold by
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Csd4 after saccharification by commercial Trichoderma reesei
cellulases underlining the ability of Csd4 to act as a sacchar-
ification enhancer to reduce the enzymatic load and time re-
quired for cellulose deconstruction.

Keywords Rumen metagenomics - CBP - Cellulolytic
enzymes - Bioethanol - Biomass hydrolysis

Introduction

The sustainable and competitive production of lignocellulosic
ethanol depends on several factors, including the improve-
ment of expression levels and performance of recombinant
cellulolytic enzymes that are responsible for releasing the fer-
mentable sugars from cellulose during the saccharification
step (Lambertz et al. 2014). A major bottleneck for the com-
petitive production of lignocellulosic ethanol is the high en-
zyme load during the saccharification step of pretreated ligno-
cellulosic biomass (Gao et al. 2011; Lambertz et al. 2014).
Despite recent efforts to reduce the production cost of these
enzymes, their contribution to the total cost of the resulting
biofuel remains significantly high (Klein-Marcuschamer et al.
2012; Tao et al. 2014). The efficient hydrolysis of lignocellu-
lose is performed by the synergistic action of a multicompo-
nent enzymatic system consisting of at least three major en-
zymatic groups: cellulases that degrade the main cellulose
chain composed of (3-1,4-linked units of glucose;
hemicellulases that degrade the more complex hemicellulose
structure mainly releasing xylose, arabinose, and glucose, but
also mannose and galactose; and laccases and peroxidases that
attack the recalcitrant polyphenolic structure of lignin (French
et al. 2013; Horn et al. 2012; Shin et al. 2010).

The most widely used process configuration for biofuel
production from starch and lignocellulose is named separate

@ Springer


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s00253-015-6801-0&domain=pdf

Appl Microbiol Biotechnol

hydrolysis and fermentation (SHF) because the hydrolysis and
the fermentation steps take place in different reactors. Under
this setup, conditions dictated for the enzymatic reaction differ
from the conditions required by the fermentative microorgan-
ism (Sainz 2009). So far, no single natural microorganism can
produce the ideal enzyme mix for biomass hydrolysis.
Therefore, industrial enzymes consist of mixtures comprising
recombinant proteins formulated for particular biotechnologi-
cal applications. Currently, the commercial cellulase cocktails,
derived from the fungi Trichoderma reesei and Aspergillus,
work at pH 5 and 50 °C (Lambertz et al. 2014; Merino and
Cherry 2007), but growth and fermentation conditions of in-
dustrial microorganism are pH 5—7 and 30-37 °C. Therefore,
given better suited enzymes, a superior configuration in terms
of cost is the simultaneous saccharification and fermentation
(SSF) process, in which both steps take place in the same
reactor (Margeot et al. 2009; Mingardon et al. 2011). In addi-
tion to reducing the number of reactors, the SSF process di-
minishes the end-product inhibition of cellulases (Olofsson
et al. 2008).

An attractive alternative to both SHF and SSF is the con-
solidated bioprocessing (CBP) in which a single microorgan-
ism can degrade the cellulosic biomass and ferment the
resulting sugars into biofuels such as ethanol (Lynd et al.
2005). A natural organism combining fast growth on cellulos-
ic substrates and the ability to produce biofuels has not been
isolated yet. The development of engineered microorganisms
offers a feasible alternative (Ingram et al. 1999; Mingardon
et al. 2011). Escherichia coli offers a good platform for the
CBP because there are many genetic tools available to facili-
tate its genetic modification, can grow in mineral salt media
without complex supplements, and can ferment a wide variety
of fermentable sugars, such as hexoses, pentoses, and uronic
acids (Mufioz-Gutiérrez and Martinez 2013; Orencio-Trejo
et al. 2010). Several strategies involving expression of heter-
ologous cellulases in fermentative ethanologenic strains are
currently being pursued (Kojima et al. 2012; Linger et al.
2010; Muiioz-Gutiérrez et al. 2014; Zheng et al. 2012) includ-
ing the development of ethanologenic E. coli strains
engineered to heterologously express saccharolytic enzymes
to produce ethanol directly from lignocellulosic biomass
(Edwards et al. 2011; Ryu and Karim 2011).

Functional metagenomics is an experimental strategy that
allows the isolation of enzymatic activities of interest that are
present in a consortium of microorganisms (Aakvik et al.
2011). This approach has been extensively employed for min-
ing new biocatalysts to improve many industrially relevant
processes in biotechnology and pharmaceutics (Leis et al.
2013). Several metagenome-derived cellulase genes have
been identified in metagenomic libraries made from natural
microbial communities such as cow rumen, termite gut, soil,
and plant- or algae-associated microorganisms (Bao et al.
2011; Bhat et al. 2013; Duan et al. 2009; Martin et al. 2014;
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Ni and Tokuda 2013; Voget et al. 2006). Functional
metagenomics offers the opportunity to find saccharolytic en-
zymes that are more efficient at the growth condition of the
fermentative microorganism. The heterologous expression of
these novel saccharolytic enzymes in the fermentative micro-
organism can be used to decrease the commercial enzyme
loading. Bovine rumen contains a huge consortium of micro-
organisms with the capacity to degrade the recalcitrant plant
cell wall biomass (White et al. 2014) representing an impor-
tant source for the discovery of lignocellulolytic enzymes
(Brulc et al. 2009).

In this work, using a functional metagenomic approach, a
cellulolytic clone from bovine rumen was identified and fur-
ther characterized. The 34-kbp DNA sequence comprises 28
open reading frames including three for putative enzymes in-
volved in complex carbohydrates degradation: an
endoglucanase, a xylosidase/arabinosidase, and a laccase.
The fragment was introduced into the ethanologenic E. coli
MS04 strain (Ferndndez-Sandoval et al. 2012) and ethanol
production from carboxymethyl cellulose (CMC), avicel, sug-
arcane bagasse, and xylan was evaluated. Complementation
with a heterologous 3-glucosidase was also assayed.

Materials and methods
Metagenomic library construction

Metagenomic DNA was isolated from ruminal fluid of cows
fed on natural pastures as previously described (Rodriguez
etal. 2015) and size fractionated by electrophoresis on agarose
gels. The 30-50-kbp fraction was isolated and cloned using a
Copy Control Fosmid Library Production Kit (Epicentre
Biotechnologies, Madison, WI, USA) into the fosmid vector
pCCI1FOS (Epicentre Biotechnologies) following the manu-
facturer’s instructions. EPI300-T1® cells were transformed
and selected in Luria broth (LB) solid media supplemented
with 12.5 pg/mL chloramphenicol (Cm). The library was ar-
ranged in 96-well plates with LB-Cm liquid medium and
stored with 25 % (v/v) glycerol at —80 °C.

Library screening

For the identification of clones positive for cellulase activity,
the metagenomic library was replicated onto LB-Cm agar
plates containing 0.01 % (v/v) arabinose, to induce multiple
copies of the fosmid, and 0.5 % (w/v) CMC sodium salt (DP:
400). The plates were incubated at 30 °C for 5 days. Then, the
plates were washed with distilled water and stained with
Congo red (Teather and Wood 1982). Clones expressing
CMCase activity were identified by the formation of clear
orange halos around the colony. Fosmids were isolated from
positive clones using QIAprep™ Miniprep kit (Qiagen,
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Limburg, Netherlands) from the primary screening and were
re-introduced into fresh electro-competent E. coli EPI300-T1®
cells to confirm their phenotypes. All the positive clones were
further assessed for 1,4-f3-D-glucanase activity using the
fluorogenic substrate 4-methylumbelliferyl (3-D-cellobioside
(4-MUC) as reporter substrate. Clones were grown overnight
in 96-well plates with 200 pl of liquid LB-Cm with 0.01 % of
arabinose. The cells were lysed by freeze-thaw cycles, and the
cell extracts were incubated with 0.01 % 4-MUC for 1 h at
37 °C. The plates were observed under UV light and positive
clones for 4-MUCase were detected by blue light emission
due to the release of 4-methylumbelliferone.

Sugarcane bagasse was obtained from ALUR
(Montevideo, Uruguay). All remaining substrates were pur-
chased from Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA.

Characterization of cellulolytic positive clones

Filter paper, xylan, and sugarcane bagasse were evaluated as
sole carbon sources in M9 minimal media (2 mM MgSOy,,
0.1 mM CaClz, 1.28 % NazHPO4'7H20, 0.3 % KH2P04,
0.05 % NaCl, 0.1 % NH,4Cl, 0.005 % thymine, 200 uM leu-
cine) supplemented with 1 % (w/v) of each substrate. A clone
named Epi300 (Csd4) was grown overnight in M9 media
supplemented with 1 % of glucose at 37 °C and 150 rpm.
Cells were washed and resuspended in minimum media.
Five microliters of cells were placed on final media plate,
and the growth was followed over a period of 5 days.
Kinetic of glucanase activity was determined in 200 puL of
LB-Cm, containing 0.01 % (v/v) arabinose and 0.05 % 4-
MUC, inoculated with Epi300 (Csd4) (initial ODgjq 0.05)
and supplemented with 0.5 % (w/v) of either glucose, xylose,
cellobiose, CMC, avicel PH-101, or not supplemented.
Fluorescence was determined (exCitation wavelength,
365 nm; emission wavelength, 445 nm) every 8 h for 60 h
in 96-well plates using Varioskan Flash Multimode Reader
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

Sequencing and gene annotation

Fosmid Csd4 sequence was determined by a shotgun library
construction followed by Sanger sequencing of individual
clones performed and assembled by Macrogen Inc. (Seoul,
South Korea). Primer walking was used to close the gaps
between contigs. Bioinformatic tools were run on the
WebMGA server (Wu et al. 2011). Open reading frame
(ORF) prediction was done by MetaGene (Noguchi et al.
2006) and annotation by RPS Blast (NCBI, USA).
Comparison with the rumen metagenome from JGI (Hess
et al. 2011) was done using IMG/M (Markowitz et al. 2012)
and Blast (Zhang et al. 2000).

The DNA sequence of Csd4 is available in the GenBank
database under the accession number KP843855.

Preparation of Thermobifida fusca (3-glucosidase BgIC

T fusca (3-glucosidase BglC (Spiridonov and Wilson 2001)
was expressed on the surface of MS04 (pAIDABgICRHis)
cells and prepared as previously described (Muioz-Gutiérrez
et al. 2012). It was added at a final concentration of 10 U/g of
substrate in the fermentation assay when indicated. For deter-
mination of activity, cells were suspended on 3.65 mL 50 mM
phosphate buffer (pH 7) and incubated with 100 mM p-
nitrophenyl-f3-D-glucopyranoside (100 uL) (pNPG, Sigma-
Aldrich) at 37 °C. The kinetics were followed by taking sam-
ples (750 uL each) at regular time intervals. The reaction was
terminated by adding 250 pL of 2 M Na,COj to each sample.
The absorbance, at 400 nm, was measured after cells were
centrifuged at 9300xg for 2 min, and enzyme activity was
calculated using the extinction coefficient of p-nitro-phenol.
One pNPGase unit was defined as the amount of BgIC at-
tached to the cells that catalyzes the formation of 1 pmol
pNP per minute (Mufioz-Gutiérrez et al. 2012).

Fermentation assays

Fermentations were performed using the ethanologenic strain
E. coli MS04 (Fernandez-Sandoval et al. 2012) carrying the
Csd4 fosmid or a randomly picked fosmid as negative control,
transferred by electroporation. During strain construction, cul-
tures were maintained aerobically in LB with 50 pg/mL kana-
mycin and 25 pg/mL chloramphenicol.

Batch fermentations were conducted in Fleakers mini-
fermenters (Beall et al. 1991) containing 200-mL minimal
AM1 medium (Martinez et al. 2007) supplemented with 1 %
(w/v) of carbon sources, 0.01 % (w/v) citric acid and 0.2 % (w/
v) sodium acetate (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)
(Fernandez-Sandoval et al. 2012) at 37 °C and 150 rpm, with-
out aeration. Automatic addition of 2 N KOH preserved a
constant pH. Prior to fermentations, the cells were adapted
to grow in mini-fermenters as described previously (Mufioz-
Gutiérrez et al. 2012). The inoculum was prepared from an
overnight culture in 200-mL AM1 medium supplemented
with 2 % glucose without aeration, at 37 °C. When the cells
reached an ODg( of 0.5, they were centrifuged for 10 min at
4000% g and seeded into the mini-fermenters at an initial
OD600 of 0.1.

Mixed fermentation assays were performed with glucose
and CMC as carbon sources and compared with fermentation
with glucose alone. Avicel, xylan from birch wood, CMC,
filter paper, and sugarcane bagasse were evaluated as carbon
sources for ethanol production. A mini-fermenter containing
1 % (w/v) of each substrate in AM1 medium was inoculated at
an initial ODg,( of 0.5 and incubated for 48 h. AM1 with
glucose or with no carbon sources were employed as controls.
Effect of exogenous BglC (10 U/g of substrate) on ethanol
production from 1 % (w/v) CMC was also assayed in
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minimum media AMI1. All experiments were conducted in
triplicates.

Saccharification and fermentation of sugarcane bagasse

Sugarcane bagasse was pretreated with 1 % (w/v) sulfuric acid
for 1 h with continuous stirring at 150 rpm, and room temper-
ature, followed by 1 h of autoclave at 121 °C. The solid fraction
was separated by centrifugation, washed with distilled water
three times until pH neutralization, and conserved at 4 °C until
used. Ten grams of pretreated biomass was suspended in
100 mL of 50 mM sodium citrate pH 5.5, and cellulase from
T reesei (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) was added at
40 U/g of biomass and incubated at 45 °C for 24 h. After
enzymatic treatment, the suspension was added to 200 mL of
AMI1 minimal media at a final concentration of 1 % (w/v), in
the presence of BgIC (10 U/g of substrate) and inoculated with
MS04 or MS04 (Csd4) for 72 h at 37 °C, pH 7, and 150 rpm
using mini-fleakers. Samples were centrifuged, and the cell-
free culture broth was frozen until analysis.

Quantitative determinations

Cell growth was determined spectrophotometrically as optical
density at 600 nm (ODgq0). The concentration of glucose was
measured with an enzymatic analyzer (Model 2700, YSI Inc.,
Yellow Springs, OH, USA). The ethanol was analyzed by gas
chromatography using n-butanol (1 %) as internal standard
(6850 Series GC System, Agilent, Santa Clara, CA, USA).
Alternatively, ethanol and oxygen were monitored continu-
ously by gas phase sensors BCP-EtOH and BCP-O2EC, re-
spectively (BlueSens, Herten, Germany).

Results
Identification of E. coli Epi300 (Csd4)

A 30,000 clone metagenomic library was obtained from the
ruminal fluid of a cow fed on natural pastures. Forty-five
clones were positive for cellulase activity using CMC as sub-
strate. These positive clones, identified by a halo of hydrolysis
around the colony, were selected and confirmed by isolating
the containing fosmid and re-introducing it into fresh E. coli
EPI300-T1® cells. Restriction analysis with NosI showed that
insert sizes were 40 kb on average. Only the fosmids that
consistently reproduced the hydrolysis halo were selected for
further analysis. Five of the 45 positive clones were also pos-
itive for 4-MUC activity in cellular extracts. One of these,
which also displayed this activity in intact cells (data not
shown), named Epi300 (Csd4), was selected for further char-
acterization. Csd4 4-MUCase activity was also detected in the
cell-free supernatant of a 24-h culture in LB media.
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Fosmid Csd4 sequence analysis

A shotgun library of Csd4 with fragment size of 3 kb on
average was constructed. Two hundred ninety-four Sanger
reads were assembled into two contigs resulting in a coverage
of 8.05X. Primer walking was used for gap closing. Final
assembly, after filtering out the vector sequence, produced a
single contig of 34,406 bp corresponding to the insert of Csd4.
Using MetaGene (Noguchi et al. 2006), 28 ORFs were pre-
dicted in Csd4. COGs were assigned by RPS Blast, and the
closest homologs were identified by BlastP (Table 1). Most of
the predicted protein sequences of these ORF's displayed high
identity with proteins from uncultured organisms and from
bacteroidetes mainly from genus Prevotella and Bacteroides.
The Csd4 sequence was compared with the Prevotella ge-
nomes deposited in NCBI databases, including genomes from
the Human Microbiome Project (Aagaard et al. 2013), and
with members of the Prevotella group so far sequenced by
the Hungate1000 Project (Creevey et al. 2014), but only local
identities were identified (data not shown). However, regions
of the Csd4 sequence showed more extensive similarities with
scaffolds from the Joint Genome Institute (JGI) metagenome
“Bovine rumen microbial communities from Illinois
University” (Taxon Object ID 2061766007) (Hess et al.
2011). The scaffolds with higher scores (over 800 bits) were
mainly associated with the order Bacteroidales and about half
of them with the genus Prevotella. In fact, ORFs Csd4 22 and
Csd4 23 showed high homology with putative ORFs from
JGI rumen microbiome (Locus IDs HiSeq 04030830 and
HiSeq 02855500, respectively) that are located in scaffolds
associated with Prevotella ruminicola
(HiSeq NODE 2404729 and HiSeq NODE 1861550, re-
spectively). Also, the genomic context upstream of Csd4 22
showed shared synteny to the one upstream of
HiSeq 04030830 suggesting a close phylogenetic relation-
ship (Fig. 1). However, none of these scaffolds could be glob-
ally aligned with the sequence of Csd4. These observations
suggest that Csd4 derives from a Prevotella whose genome
has not been sequenced yet and that it is neither represented in
the JGI rumen microbiome nor in the genomes currently se-
quenced by the Hungate1000 Project.

Three ORFs with predicted protein sequences putatively
associated with lignocellulose degradation were identified in
Csd4: Csd4 16, Csd4 22, and Csd4 23 (Table 1).

The ORF Csd4 16 encoding a putative (3-xylosidase/
arabinosidase belonging to CAZy glycoside hydrolase family
43 (GH43) (Cantarel et al. 2009) was detected between nucle-
otide positions 20131 and 21648. GH43 includes mostly en-
zymes that have 3-1,4-xylosidase activity (EC 3.2.1.37). They
are part of an array of hemicellulases that are involved in the
final breakdown of plant cell wall. They hydrolyze 3-1,4 gly-
cosidic bonds between two xylose units in short
xylooligosaccharides (Barker et al. 2010). Csd4 16 showed
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Fig. 1 Schematic representation of the Csd4 metagenomic fragment
between positions 20,000 and 30,000 bp (first row). Approximate
positions of putative ORFs and their direction of transcription are
indicated. ORFs potentially related with lignocellulose degradation are
indicated with black boxes. Below Csd4 are shown regions of rumen

homology with a xylosidase gene from Prevotella sp.
CAG:732 (WP_022328427.1) with an E-value
undistinguishable from 0 and 61 % identity at the protein
sequence.

The ORF Csd4 22 deduced protein sequence has 59 %
identity with a polyphenol oxidase laccase of Prevotella sp.
S7TMS2 (KGI61157.1) belonging to COG1496. This cluster
also includes RL5, a confirmed multicopper polyphenol oxi-
dase with laccase activity (EC 1.10.3.2) isolated from cow
rumen (Beloqui et al. 2006). Csd4 22 has a 43 % identity with
RL5 (E-value 1E—62). Laccases are able to oxidize a wide
variety of phenolic and nonphenolic compounds and are wide-
ly distributed among both prokaryotes and eukaryotes. It is
worth noting that the screening that elicited Csd4 was not
designed to detect either xylanases or laccases.

Next to Csd4 22, the ORF Csd4 23 was assigned into
COG2730. This cluster has been clearly linked to endo-{3-1,
4-glucanases (EC 3.2.1.4) belonging to GH5 family
(Aspeborg et al. 2012; Gupta et al. 2011) that also includes
endo-f3-1,4-xylanases (EC 3.2.1.8) and 3-glucosidases (EC
3.2.1.21) among others. GHS enzymes are abundant in differ-
ent ecological niches, which have been evidenced by their
frequent identification in various metagenomes studies
(Duan and Feng 2010; Hess et al. 2011).

Characterization of the Epi300 (Csd4) clone

The E. coli Epi300 (Csd4) clone was selected based on its
ability to generate a halo of hydrolysis on LB-CMC plates
after 5 days of incubation at 30 °C. To verify if Csd4 was able
to confer to E. coli EPI300-T1R, the capacity to grow on
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microbiome scaffolds and genomes of organisms with similar genomic
organization. Boxes marked with similar shades of gray, positions and
orientations relative to the ones in Csd4 represent putative orthologs
ORFs. Accession numbers are indicated in italics followed by
approximate fragment positions between square brackets

complex cellulosic substrates as the sole carbon source, avicel,
filter paper, pretreated sugarcane bagasse or xylan were added
to solid minimum media M9. Epi300 (Csd4) growth was eval-
uated after 48 h of incubation at 30 °C. The strain was able to
form colonies on all of these substrates (data not shown). This
allowed us to conclude that Csd4 cellulolytic genes were suc-
cessfully expressed in E. coli.

To assess the regulation of Csd4 cellulolytic genes, enzy-
matic activity was determined in complete cells using 4-MUC
as a reporter substrate. Fluorescence was measured during
culture growth in rich medium (LB) supplemented with glu-
cose, xylose, cellobiose, CMC, or avicel. As shown in Fig. 2,
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Fig.2 Characterization of Epi300 (Csd4). 4-MUC hydrolysis by Epi300
(Csd4) during growth in LB media supplemented with glucose (white
squares), xylose (black triangles), cellobiose (black squares), CMC
(cross), avicel (black circles), or with no supplement (diamonds). Initial
ODgp0 0.05. FRU fluorescent relative units. Experiments were conducted
in triplicate, and averages were plotted. Error bars indicate standard
deviations
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the enzymatic activity was maximal at 24 h. Interestingly,
when glucose or xylose was added to the media, 4-MUC
cleavage was abolished. In contrast, cellobiose, avicel, or
CMC did not affect 4-MUCase activity. CMC is a highly
specific substrate for endoacting cellulases (Dashtban et al.
2010), while 4-MUC is usually employed as exocellulase sub-
strate (van Tilbeurgh et al. 1988). This allowed us to infer that
ORF Csd4 23 likely encode a by-functional endocellulase
exocellulase.

Enhancement of growth rate by exogenously produced
BglC

At this point, we wanted to continue the study of Csd4 in an
ethanologenic host; therefore, it was transformed into the
ethanologenic strain E. coli MS04 (Fernandez-Sandoval
etal. 2012) resulting in strain E. coli MS04 (Csd4). All further
experiments were performed on this host.

E. coli cannot readily utilize the cellobiose that is released
by the action of endoglucanases and cellobiohydrolases. Thus,
a [3-glucosidase (EC 3.2.1.21) is necessary to split the cello-
biose into two units of glucose that can be used by the cells.
Since Csd4 does not carry a putative 3-glucosidase, we
wanted to determine if this enzyme could enhance the growth
of MS04 (Csd4) in CMC as the sole carbon source. The f3-
glucosidase BglC from T fitsca was heterologously produced
in E. coli and added exogenously to the culture media. The
data showed that the addition of BglC had a positive effect on
growth rate in minimum media with CMC as the sole carbon
source (Fig. 3). No lag phase was detected when BglC was
added and ODgq of 0.6 was reached by the strain at 48 h.
Conversely, when no BglC was added, a lag phase of 2 days
was presented and the ODgoo of 0.6 was not reached until
120 h. Thus, B-glucosidase enhances the growth of MS04
(Csd4) on CMC.
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Fig. 3 MS04 (Csd4) grown in minimal media containing CMC with
(squares) or without (diamonds) BglC at a concentration of 10 U/g of
substrate. Experiments were conducted in triplicate, and averages were
plotted. Error bars indicate standard deviations

Ethanol production by MS04 (Csd4)

To evaluate the potential of £. coli MS04 (Csd4) for lignocel-
lulosic ethanol production, we conducted fermentation assays
of glucose in the presence and in the absence of CMC. When
MS04 was carrying a control fosmid, glucose was depleted
after 24 h of incubation (Fig. 4) and regardless of CMC being
present as a supplemental carbon source, cell growth and eth-
anol production plateaued after glucose exhaustion. Maximal
ethanol production was about 4 g/L. Furthermore, when Csd4
was present in MS04 cells, cell growth profile was not signif-
icantly altered. It also stopped after glucose exhaustion and
reached similar levels than with the control fosmid. Again, no
differences were seen on cell growth by the presence of CMC
in the culture media. As expected, ethanol production from
glucose stopped after all the glucose was used up and reached
similar concentrations as the negative control strain. However,
when the media was supplemented with CMC, ethanol con-
centration increased beyond the point when the glucose was
fully consumed. It reached 5.3 g/L or 27 % more than the
concentration obtained from glucose alone. Thus, Csd4 was
able to enhance ethanol production by MS04 in the presence
of glucose and CMC.

To assess if Csd4 was also able to sustain ethanol produc-
tion by MS04 from CMC in the absence of glucose, fermen-
tations were conducted in minimal media with 1 % CMC
supplemented with exogenous BglC (Fig. 5). MS04, carrying
a control fosmid, was not able to produce ethanol from CMC
as the sole carbon source, while MS04 (Csd4) produced up to
3.7 g/L of ethanol by 48 h of incubation. These data confirmed
that Csd4 supplemented with BglC was sufficient to confer
the ability to ferment CMC into ethanol by MS04 in the ab-
sence of any other fermentable carbon source and without the
addition of exogenous endocellulase or exocellulase. A theo-
retical maximum of 5.66 g of ethanol per liter could be pro-
duced from 10 g/L of CMC, meaning that MSO4 (Csd4) sup-
plemented with BglC reached a yield of 65.4 % of this
maximum.

Finally, we also tested the ability of MS04 (Csd4) to con-
vert other cellulosic substrates into ethanol. As shown in
Table 2, in addition to CMC, MS04 (Csd4) was also able to
convert avicel, filter paper, and sugarcane bagasse, but not
birch wood xylan into ethanol. Neither BglC nor a xylosidase
was added in these experiments, and ethanol levels were sig-
nificantly lower than those obtained when BglC was present

(Fig. 5).

Enhancement of sugarcane bagasse conversion by Csd4
T. reesei cellulases are the dominant enzymes used in indus-
trial applications. They are mostly comprised of

cellobiohydrolases that catalyze the release of glucose and
cellobiose from the reducing and nonreducing ends of the
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Fig. 4 Cell growth, glucose
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indicate standard deviations
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cellulose chain (Lynd et al. 2002). Endoglucanases, such as
the one that is putatively encoded by the ORF Csd4 23 in
fosmid Csd4, complement the action of cellobiohydrolases
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Fig. 5 Ethanol production on mini-fermenters in minimal media
containing CMC by MS04 carrying a randomly picked control fosmid
(diamonds) or by MS04 (Csd4) (squares). BglC was exogenously added
to the culture media at a concentration of 10 U/g of substrate. Initial
ODgy0 0.1. Experiments were conducted in triplicate, and averages were
plotted. Error bars indicate standard deviations
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by decreasing the degree of polymerization of the cellulose.
To evaluate if Csd4 could complement the action of 7. reesei
cellulases on an industrial feedstock, we mimicked a SHF
process in which pretreated sugarcane bagasse was hydro-
lyzed by T .reesei cellulases for 24 h and then fermented by

Table 2 Ethanol production in mini-fermenters by MS04 (Csd4) from
different cellulosic substrates at 1 % (w/v) as the sole carbon source
Substrate Ethanol (g/L)*
Glucose 1.87+0.48
CMC 0.81+0.01
Avicel 1.10+£0.20
Filter paper 0.89+0.12
Sugarcane bagasse 0.84+0.14
Birchwood xylan 0.31£0.01
None” 0.25+0.08

# Ethanol was determined after 48 h of incubation at 37 °C and 150 rpm.
pH was adjusted to 7.0 before autoclaving and remained uncontrolled
during the fermentation. BgIC was not added. Experiments were done
in triplicate. Averages and standard deviations are shown

° Minimal media without the addition of any carbon source
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MS04 carrying either Csd4 or a control fosmid. BgIC was
added to all the treatments. As shown in Table 3, in the ab-
sence of Csd4, the action of 7. reesei cellulases produced a
modest improvement on ethanol production. However, when
Csd4 was present, the ethanol yield was over threefold higher.
This indicates that Csd4 improves the conversion of hydro-
lyzed biomass into ethanol by MS04 under a SHF-like setup.

Discussion

The microbiota inhabiting the bovine rumen has been exten-
sively studied. High-throughput sequencing information from
metagenomic libraries both from ruminal fluid and from fiber-
attached microorganisms has been published (Brulc et al.
2009; Hess et al. 2011; Ross et al. 2012). Besides, many
new hydrolytic enzymes active on lignocellulose have been
identified by metagenomic approaches and further character-
ized (Chang et al. 2011; Cheema et al. 2012; Dai et al. 2012;
Ferrer et al. 2012b; Gong et al. 2012, 2013; Gruninger et al.
2014; Ko et al. 2013; Nguyen et al. 2012; Rashamuse et al.
2013; Wang et al. 2013; Zhao et al. 2010; Zhou et al. 2012).
However, despite all these efforts, with over 10" microorgan-
isms per gram of content, the diversity of the rumen microbi-
ota is still not fully characterized. In this study, using a func-
tional metagenomic approach, we were able to identify 45
positive clones in CMC plates out of 30,000 clones that car-
ried about 1.2 Gbp of metagenomic DNA information. This
represents about one potential glucanolytic gene every 26,666
kbp. These odds are similar to the ones previously reported
(Hess et al. 2011) where about one carbohydrate-active gene
was identified every 16,940 kbp of sequenced metagenomic
DNA.

According to our analysis, the parental organism from
which Csd4 derives is a Prevotella closely related to
Prevotella ruminicola. At the nucleotide level, Csd4 has only
partial sequence identity to the sequenced Prevotella genomes
and to the rumen microbiome, suggesting that the parental

Table 3  Ethanol production in mini-fermenters from pretreated
sugarcane bagasse in the presence of BglC

Ethanol (g/L)

Strain No saccharification 7. reesei cellulase saccharification
MS04 (-) 0.78+0.12 0.96+0.35
MS04 (Csd4) 1.00+0.14 3.11+0.28

Saccharification was conducted with 40 U of T. reesei cellulases per gram
of bagasse for 24 h at 45 °C and pH of 5.0. Ethanol was determined after
48 h of incubation with MS04 strains at 37 °C, pH 7.0, and 150 rpm. BgIC
(10 U/g) was added in all treatments. Experiments were done in triplicate.
Averages and standard deviations are shown

organism has not been yet fully sequenced. This is not unex-
pected considering that Prevotellaceae family is the most
abundant and diverse in the rumen microbiota (Creevey
etal. 2014; Kim et al. 2011). Although lacking global synteny,
regions of Csd4 are conserved in other members of the family
(Fig. 1). This observation underlines the high level of genome
plasticity and transfer events among Prevotellas (Purushe
et al. 2010).

Three of the 28 ORFs predicted in Csd4 sequence encode
proteins related to complex carbohydrate degradation: a
xylosidase (belongs to the GH43), an endoglucanase (from
GHS5) and a polyphenol oxidase (Table 1). The importance
of enzymes belonging to the families GHS and GH43 in lig-
nocellulosic biomass degradation in the rumen has been re-
ported (Bao et al. 2011; Ferrer et al. 2012a; Ko et al. 2013).
These ORFs can explain the ability of E. coli MS04 to ferment
CMC, avicel, filter paper, or sugarcane bagasse after the in-
troduction of Csd4 (Table 2). Although Csd4 was able to
sustain fermentation from cellulosic substrates, continuous
cell growth was not observed (Fig. 4). This might indicate that
the energy requirements for cell survival are barely covered in
these conditions. However, there is plenty of room for im-
provement. For example, in Csd4, all enzymes are under the
control of native promoters, the fosmid is a single-copy extra-
chromosomal element, and it is expressing high levels of re-
sistance markers. Also, [3-glucosidase addition had a positive
effect in strain growth in minimum media with CMC (Fig. 3)
but no 3-glucosidase gene is present in Csd4. Elimination of
superfluous ORFs from Csd4, better tuned regulation of gene
expression, addition of a (3-glucosidase gene, and integration
into the host genome are just a few of the strategies that can be
undertaken.

Development of a cellulolytic E. coli has been considered
for some time (Lambertz et al. 2014) but encountered difficul-
ties mostly because of the low protein secretion ability of the
host (French et al. 2013). However, the construction of an
efficient cellulolytic system in E. coli is still a promising strat-
egy for developing a CBP microorganism able to produce
high-value compounds directly from lignocellulosic biomass.
Even before reaching this goal, the expression of cellulolytic
enzymes by fermentative organisms can improve the sacchar-
ification yield of commercial enzymes alone and help at re-
ducing the time and cost of the industrial process. Fosmid
Csd4 was able to promote the production of ethanol by
E. coli MS04 both from glucose in conjunction with CMC
(Fig. 4), and from CMC alone (Fig. 5) with a yield of 65 %
of the theoretical maximum. This value is interesting
taking into account what was expressed before about
Csd4 ORFs expression. But, even more interesting was
its ability to potentiate the action of 7. reesei cellulases.
Ethanol production from a lignocellulosic feedstock was
improved threefold by Csd4 after saccharification by
commercial 7. reesei cellulases (Table 3).

@ Springer
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While CBP might be considered the ultimate goal, any
improvement in the production of cellulolytic enzymes by
ethanologenic E. coli can be considered a success, as this
would reduce the required loading levels of exogenously pro-
duced cellulases for simultaneous saccharification and fer-
mentation or co-fermentation process setups.
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Capitulo 4.

CARACTERIZACION DE UNA CELULASA
NOVEDOSA CON POTENCIAL PARA SER

UTILIZADA EN LA PRODUCCION INDUSTRIAL
DE BIOETANOL
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Resumen

La celulasa codificada por el ORF Csd4_23 en el fésmido Csd4, fue amplificada, purificada y
caracterizada bioquimicamente. Esta enzima, denominada EndoG, mostr6é su maxima actividad a pH
5.0 y 50°C. Resulté ser termo-estable y tolerante a sales, cationes divalentes, detergentes, furfural,
liquidos i6nicos y etanol. EndoG no fue inhibida por los productos finales de la degradacion de celulosa:
glucosa o celobiosa. Ensayos de especificidad de sustrato mostraron que EndoG posee actividad sobre
4-metilumbeliferil-3-D-cellobioside (4-MUC), p-nitrofenil-B-D-cellobiosido (pNPC), carboximetil-
cellulosa (CMQ), celulosa tratada con 4cido fosfoérico (PASC), avicel, lichenano y bagazo de cafia de
azucar. La expresion de EndoG en la cepa MS04 le confiere la capacidad de producir etanol a partir de

CMC.

Objetivos

< Caracterizar las propiedades bioquimicas de la celulasa codificada en el fésmido Csd4,

denominada EndoG, obtenida del metagenoma de rumen.

< Determinar el potencial de EndoG para ser utilizada en condiciones industriales.
< Expresar EndoG en una cepa etanologénica y evaluar la produccién de etanol a partir
de CMC.

Principales resultados y conclusiones

Los resultados obtenidos en esta etapa confirmaron la hip6tesis de que el rumen bovino puede
ser una fuente de enzimas novedosas con potencial para ser utilizadas a nivel industrial. EndoG, una
enzima seleccionada a partir del metagenoma de rumen construido previamente, fue asignada a la
familia de glicosil-hidrolasas 5 (GH5) y de sus homologos mas cercanos solo uno fue caracterizado.
EndoG result6 ser activa en un rango considerable de pH y temperatura, permanece activa luego de ser

incubada 1 hora a 55°C y mantiene 81% de su actividad maxima cuando se agrega 4 M de NaCl. A su
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vez, no se detect6 inhibicion por glucosa o celobiosa, cuando se adicionan a una concentracion final de
10 mM. La enzima tolera hasta 2 M de acetato, 50 mM de furfural y cantidades residuales de liquidos
iénicos, todos ellos inhibidores generados usualmente en los pre-tratamientos quimicos de la biomasa
lignocelulésica. Esta celulasa no es afectada por el agregado de Fe*, Ca™, Cd*?, K* or Ni*?, pero es
estimulada en presencia de Mn*? 0 Mg"% A su vez, butanol, Triton X100, PMSF, EDTA o Tween 20
reducen ligeramente la actividad enzimatica, mientras que tolueno, glicerol, metanol o etanol no tienen

efecto.

La enzima recombinante fue clonada en el vector inducible pTrc99A e incorporada a la cepa
etanologénica MS04. Ensayos en mini-fermentadores mostraron que, en co-cultivo con la cepa

MS04/pTrc99A-BglC, se obtienen 3,35 g/L de etanol a partir de 7,5 g/L. de CMC en 12 horas.

Estos resultados nos permiten concluir que EndoG es una celulasa multifuncional con potencial
para ser utilizada en condiciones industriales de produccién de etanol, debido, principalmente, a la

diversidad de condiciones en las que permanece activa.
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Abstract

Cellulosic materials represent a sustainable source of chemicals and fuels because of their low
cost and ample supply. The current limitations on bioconversion of lignocellulosic biomass include poor
enzyme stability and inhibition by secondary or final products. Here, we report the biochemical
characterization of novel, rumen metagenome-derived cellulase, named EndoG. The deduced amino
acid sequence was assigned to glycoside hydrolase family 5, and showed similarity to non-characterized
proteins. The 1146pb ORF encoding EndoG was over-expressed in Escherichia coli and the
corresponding protein purified. EndoG displayed a wide range of pH activity with a maximum at pH
5.0 and at least 65% activity at pH between 4.5 and 7.5. The enzyme was highly stable at 55°C for 1
hour, and retained 81% activity with 4 M NaCl. EndoG was also active in the presence of diverse
divalent cations, detergents, EDTA, acetate, furfural, imidazolium ionic liquids and ethanol. Glucose or
cellobiose had no effect in EndoG performance. EndoG behaved as a multifunctional glucanase
displaying activity on 4-methylumbelliferyl-3-D-cellobioside, p-nitrophenyl-'-D-cellobioside,
carboxymethylcellulose, phosphoric acid swollen cellulose, Avicel, xylan, lichenan and sugar cane

bagasse. When expressed in the ethanologenic E.coli strain MS04, EndoG was able to convert avicel
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and CMC into ethanol in a single step. This highly stable, salt tolerant cellulase is a suitable candidate

for industrial applications.

Keywords

Metagenome, Cellulolytic enzyme, Cellulose saccharification, Halotolerant cellulase.

Introduction

Cellulosic materials are a sustainable feedstock for chemical and fuel production because of
their relative low cost and plentiful supply. The main impediment to more widespread utilization of this
resource is the absence of low-cost technology for overcoming the recalcitrance of cellulosic biomass
[1]. To date, enzymatic hydrolysis is the most convenient and eco-friendly method for cellulose
hydrolysis resulting in appreciable sugar yields [2] but the industry demands better cellulases with
higher catalytic efficiency on insoluble cellulosic substrates, wider temperature range, increased

stability, and higher tolerance to end-product inhibition [3].

Based on their catalytic action modes, there are three major types of cellulase activities: p-1,4-
endoglucanase (EC 3.2.1.4), which cut internal sites on crystalline cellulose surfaces; exoglucanase,
including cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91) and cellodextrinase (EC 3.2.1.74), which remove cellobiose
on the reducing or non-reducing ends of cellulose chains and B-glucosidase (EC 3.2.1.21), which

hydrolyze soluble cellodextrins and cellobiose to glucose [4].

The enzymatic hydrolysis may take place in a separate step followed by fermentation, called
separate hydrolysis and fermentation (SHF) process, or it may take place together with the fermentation
in a simultaneous saccharification and fermentation of sugars (SSF) process. The ultimate objective
would be a one-step consolidated bioprocess (CBP) of lignocellulose to bioethanol, in which all of these
steps occur in a single reactor, where a single microorganism or microbial consortium converts

pretreated biomass into products without added enzymes [5].

In this work, we cloned and expressed in Escherichia coli a metagenomic-derived bovine rumen
cellulase. The recombinant enzyme was fully characterized. This novel cellulase was thermostable and
tolerant to high concentrations of inorganic salts, imidazolium ionic liquids (ILs), inhibitors (such as
furfural or acetate) and final products (glucose and cellobiose). We were also able to express it in an

ethanologenic E.coli to convert cellulose into ethanol in a single step.
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Materials and methods

Cloning, expression of endoG and protein purification

endoG was initially identified in one clone of a bovine rumen metagenomic library [6]. The
clone containing endoG was sequenced and the predicted gene was amplified by polymerase chain
reaction (PCR) with sense (5-AGGCACCATGGCTATGAAAAAGATTCTTTATTTCTTTGC-3")
and antisense (5’-ATATTAAGCTTTTTATCAAGCCCTTTGGCACCC-3") primers. Ncol and HindllI
sites were introduced in the sense and antisense primers, respectively (shown in bold). PCR was

performed using Pfu polymerase (Thermo-Scientific, USA). PCR fragments were cloned into pET28a
(Novagen, USA) digested with Ncol and Hindlll, creating a C-terminal 6xHis Tag fusion. Recombinant
EndoG-6xHis, rEndoG, was expressed in Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS (Novagen, USA) in
2xYT medium (16g/L tryptone, 10g/L yeast extract and 5g/L NaCl, pH 7.0) induced during 4 hours at
30°C in the presence of 0.1 mM isopropyl thio--D-galactoside (IPTG). Cells were lysed by sonication
and rEndoG was purified using a Ni-NTA resin (Life Technologies, USA). Purity and integrity were
checked by SDS-PAGE. Protein concentration was determined by the Bicinchoninic Acid Protein Assay

Kit (Sigma Aldrich, USA) using bovine serum albumin as standard.

Sequence and phylogenetic analyses
Signal peptide prediction was done using SignalP 4.1 server [7].

Closest homologs to EndoG were identified using NCBI BLASTP [8]. Multiple sequences
alignments were computed with MEGA 6 [9] with the Muscle method. Phylogenetic trees were

constructed using the Maximum likelihood method implemented in MEGA 6.

Enzymatic assays

Substrates  4-methylumbelliferyl-B-D-cellobioside  (4-MUC) and  p-nitrophenyl-p-D-
cellobioside (pNPC) (Sigma Aldrich, USA) were used for enzymatic characterization. Exoglucanase
activity was determined as previously described [10] using 0.5 pg of rEndoG, and 2 mM of 4-MUC or
pPNPC as substrate.  Reactions were carried out at 45°C for 15 min. The release of 4-
methylumbelliferone was followed by fluorescence (excitation 365 nm, emission 445 nm). The pNPC

quantification was made spectrophotometrically at 410 nm (¢=1.6 mM*cm™).

pH and temperature effects on rEndoG activity and enzyme thermostability

The effect of pH on the activity of rEndoG was evaluated by carrying out enzymatic reactions
in a mix of 0.05 M acetic acid, 0.05 M MES and 0.1 M Tris to ensure constant ionic strength [11]. pH
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was varied between 3.5 and 11.0 as needed. The effect of temperature on rEndoG activity was
determined between 20 and 80°C in 50 mM sodium phosphate pH 5.5. For the thermostability assay,
rEndoG was pre-incubated at 50, 60, 70 or 80°C for 10-60 min in the absence of substrates. The residual
activity was determined at pH 5.5 and 45°C.

Effect of metals and potential inhibitors on EndoG activity

The effect of metal ions on the activity of rEndoG were determined at pH 5.5 and 45°C with
the following metal salts at final concentrations of 5 mM: MgCl;, CoCl,, CaCly, NiCl,, KCI, CuSOs,
MnCl,, AgNQOs, ZnCl,, HgCl,, FeCl,, and Cd(OAc).. Analogously, acetone, methanol, propanol,
butanol, toluene, Tween 20, glycerol, SDS and Triton X100 were evaluated at a final concentration of
5% (v/v), EDTA at 50 mM, and phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) at 5 mM.

To determine the effect of glucose (up to 1 M), cellobiose (up to 10 mM), acetate (up to 2 M),
ethanol (up to 15%), furfural (up to 150 mM) or NaCl (up to 4M) on rEndoG activity the enzymatic
reactions were carried out at pH 5.0 and 45°C using 2mM 4-MUC as substrate.

The effect of 0-15% (w/v) imidazolium ILs 1-n-buty-3-methylimidazolium chloride
([Camim]Cl), 1-n-butyl-3-methylimidazolium bromide ([Csmim]Br), 1-ethyl-3-methylimidazolium
bromide ([Comim]Br), and 1-ethyl-3-methylimidazolium acetate ([C.mim][OAc]) on the activity of
rEndoG was evaluated at 45°C and pH 5.0 using pNPC as substrate.

When 4-MUC was used as a substrate, activity was reported as relative to the control reaction
without any additive or treatment. In all cases, reactions were stopped by adding 100 pL of 1 M NaCOs.

All the assays were performed in triplicate.

Determination of substrate specificity

EndoG specific activity against 1% (w/v) Carboxymethyl-cellulose (CMC sodium salt, DP 400,
DS 0.7, Sigma-Adrich), lichenan (Megazyme, Ireland), xylan from birchwood (Sigma Aldrich), avicel
(PH-101, Sigma Aldrich), pre-treated sugar bagasse or PASC (prepared according to [12]) was assayed
at 45°C and pH 5.0. Reaction products were quantified by determining the concentration of reducing
sugars by the method of the dinitrosalicylic acid (DNS) [13]. One unit (U) of glucanase activity was
defined as the amount of enzyme that released 1 pumol of reducing sugars per min. Specific activity

was defined as the units of enzyme per mg of protein.
Nucleotide sequence accession number

The sequence of EndoG is available in the GenBank protein database under the accession
number AKF17200.
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Conversion of cellulose into ethanol

endoG was cloned into pTrc99A [14] between Ncol and Hindlll sites, and transformed into
ethanologenic E. coli strain MS04 [6, 15]. The resulting strain was induced with 10 uM IPTG and grown
up to 3.5 ODew. Spontaneous lysis occurred at higher densities. To provide B-glucosidase activity,
MSO04 cells expressing BglC [16] were similarly induced and grown up to 5.5 ODeggo. Both strains were
combined at a ratio 1:2 (EndoG:BgIC) to obtain an initial 5.1 ODggo in minimal salt medium AM1 and
mixed with 7.5 g/L CMC or avicel. Fermentation was conducted at 45°C. Samples were taken every 2
h, cells and solids were removed by centrifugation and ethanol was analyzed by gas chromatography
using n-butanol as the internal standard (6850 Series GC System, Agilent, DE, USA). All assays were

performed in triplicates.

Results
Origin and phylogeny of EndoG

We have previously isolated a collection of cellulolytic enzymes from a cow rumen
metagenomic fosmid library based on the formation of halos of hydrolysis around the host colonies on
agar plates supplemented with CMC [6]. One of these genes, named endoG, encodes a protein of 382
amino acids. From sequence comparisons EndoG can be classified as a glycoside hydrolase family 5
(GH5) [17]. A putative 20 amino acid long signal peptide was predicted from sequence analysis [7],
with a putative cleavage site between position 22 and 23 (VTA-CT D=0.590 D-cutoff=0.570). BLAST
analysis showed that EndoG shares the highest homology at the amino acid sequence level with different
cellodextrinases and cellobiosidases from uncultured microorganisms and with GH5 proteins from
Prevotella (Table 1 and Fig. S1).

We also compared EndoG with 297 ORFs annotated as “cellulases” from the whole rumen
metagenome (DPI_rumen on MG_RAST database, ID: 4491686.3) [18]. EndoG showed 75% of
identity with one hit (ADE83642.1) belonging to a strain of Prevotella. In the same way, EndoG showed
high homology with a putative ORF (Locus ID HiSeq_02855500) from Joint Genome Institute (JGI)
metagenome “Bovine rumen microbial communities from Illinois University” (Taxon Object ID
2061766007) that is located in scaffolds associated with Prevotella ruminicola
(HiSeq_NODE_1861550) [19].

Expression and purification of EndoG

Recombinant C-terminal 6xHis-tagged rEndoG was heterologously expressed in E. coli BL21

(DE3) pLysS. Both supernatant and cell lysate showed activity against 4-MUC. The purified rEndoG
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migrated as a single band in SDS-PAGE with an apparent molecular weight of about 45 kDa, which
was consistent with the theoretical value of 44.0 kDa (data not shown).

Enzymatic properties of rEndoG

The effects of pH and temperature on rEndoG activity were evaluated against pNPC and 4-
MUC substrates, respectively. Its optimal pH was 5.0, with around 60% of its activity at pH between
4.0 and 7.5. EndoG reaction rate was maximal at 50°C displaying over 70% of this activity between
30°C and 55°C at pH 5.0 (Fig. 1A and 1B).

To assay the thermostability of rEndoG, the enzyme was pre-incubated with no substrates at
50°C, 55°C or 60°C. Aliguots were taken every 10 min during 1 h and their activities determined under
standard conditions. The analysis showed that rEndoG retained over 90% of its activity after 1 h at 50°C
or after 50 min at 55°C. After 1 h at 60°C rEndoG conserved 70% of its maximal activity (Fig. 1C).

The effects of metal ions, chelating agents and chemicals on the activity of rEndoG were
measured. Zn?*, Co?" and Ag®" negatively affected its activity, while Hg?* and Cu?* completely
abolished it. On the other hand, Mn?* and Mg?* stimulated 4-MUC cleavage (Table 2).

EndoG tolerance to industrial inhibitors

To evaluate the robustness of EndoG as an industrial cellulase, its activity was measured in the

presence of diverse compounds formed in the conversion of lignocellulose into ethanol.

rEndoG activity was measured in the presence of glucose or cellobiose, two products of
cellulose hydrolysis. None affected enzyme activity when added up to 1 M in standard assay conditions
using 4-MUC as substrate (data not shown). Similarly, rEndoG activity was only moderately affected
by acetate, commonly released from hemicellulose during pretreatment [15], and ethanol, produced
during fermentation. 67% of the maximal activity was retained in the presence of 2 M of acetate (Fig.
2A) and 82% in 15% (v/v) of ethanol (Fig. 2B). Likewise, in the presence of furfural, an aldehyde
commonly produced from xylose during acid pretreatment [20], enzyme activity was mostly unaffected
at concentrations commonly reached under standard conditions (7-15 mM) [20, 21]. At higher
concentrations (115 mM), a significant inhibition was seen but these furfural levels are only reached

under harsh pretreatment [22] (Fig. 2C). rEndoG was also very tolerant up to 4 M NaCl (Fig. 2D).

The enzyme was severely inhibited by the presence of SDS. Butanol, Triton X100, PMSF,
EDTA or Tween 20 reduced the enzyme activity only slightly. However, the presence of propanol,

acetone, toluene, glycerol or methanol had almaost no effect on enzyme performance (Fig. 3A).

Given the use of ILs in lignocellulose pretreatment schemes [23], we assessed the effect of

imidazolium ILs on EndoG activity. The enzyme retained 89% of its activity in the presence of
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[Camim]Br in concentrations of up to 5% (w/v), and lost 75% of its activity at 15% of this IL. In contrast,
EndoG was more sensitive to [Csmim]Cl or [Comim]Br, retaining approximately 60% of its maximal
activity in the presence of 2.5% (w/v) of either of these imidazolium salts, but only 18 or 35%,
respectively, when the concentration of the ILs reached 15%. The most detrimental effect on the activity
of the enzyme was observed with [Comim][OAc]. This IL caused the activity of EndoG to drop to 44
and 9% at concentrations of 2.5 and 15% (wi/v), respectively (Fig. 3B).

Substrate specificity

Diverse lignocellulosic substrates were used to evaluate the specificity of EndoG: 1,4--D-
glucan (CMC, Avicel and PASC), B-1,3/4-glucan (lichenan), 1,4-B-D-xylan, and pretreated sugar cane
bagasse. The results are shown in Table 3. The enzyme activity was maximal against bagasse. On the

other end, the lowest activity was obtained with PASC, a form of amorphous cellulose.

Consolidated bioprocessing

In order to determine the potential of EndoG in a putative CBP process, the expression plasmid
pTrc99A-EndoG was transformed into the ethanologenic strain MS04. The resulting strain was co-
cultivated with MS04/pTrc99A-BgIC, a B-glucosidase expressing strain, and evaluated for CMC and
Avicel fermentation in the presence of IPTG. After incubation at 45°C, the maximum ethanol
concentration obtained from CMC was 3.3 g/L and 2.0 g/L from Avicel, representing 48% of its

theoretical maximum (Figure 6).

Discussion

EndoG shows significant degrees of homology to metagenomic fragments previously found in
other rumen microbiomes and to proteins assigned to the genus Prevotella (Table 1 and Figure S1). The
presence of a signal peptide in its sequence is consistent with the fact that the parental clone displayed
extracellular halo on CMC plates [6] and 4-MUCase activity was detected in culture supernatants of
IPTG-induced BL21 (DE3) pLyS cells carrying pET28a-EndoG.

EndoG is a multifunctional enzyme since it showed exoglucanase activity on Avicel, pNPC and
4-MUC; endoglucanase activity on CMC; and xylanase activity on birch wood xylan (Table 3). In
addition, it was also able to break down lichenan, PASC and sugar cane bagasse. One of EndoG closest
homologs, CelEx-BR12 (74% identity with EndoG), was also classified as a multifunctional enzyme

because of these activities [24].
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EndoG was active and stable over a broad temperature range. It displayed over 80% of its
maximal activity at 37°C, which makes feasible its utilization in SSF and CBP processes employing
mesophilic microorganisms (Figure 1). Saccharolytic enzymes that are active at lower temperatures
reduce costs associated to liquor heating and cooling, and losses due to ethanol evaporation [25]. Yield
is also compromised due to end-product inhibition of cellulases [26]. However, EndoG was mostly
unaffected by the presence of glucose, cellobiose, or ethanol (data not shown and Figure 2B). This
enzyme also appeared tolerant to solvents used in organosolvation of lignin such as methanol, ethanol
or acetone [27] (Figure 3A). It was also resistant to common pretreatment derivatives such as acetic
acid and furfural (Figure 2A and Figure 2C), as well as to other byproducts, chelating agents, or
surfactants that can accompany the pretreated biomass [26]. Only SDS, a potent protein denaturalizing
agent, affected its performance (Figure 3A). However, EndoG might not be easily incorporated into
processes involving alkaline pretreatment [21]. Although, the enzyme was tolerant to the presence of
K* or Ca?* (Table 2), its activity was almost abolished at alkaline pH (Figure 1A).

EndoG was strongly inhibited by Hg (1), a metal that interacts with sulfur-containing amino
acid (EndoG has 3 Cys and 6 Met) [28], and Cu (I1), a potent redox agent. Similarly to others cellulases,
EndoG activity was stimulated in the presence of Mg (I1), Mn (1), Ca (I1) and Co (I1) [10, 24] (Table
2).

Interestingly, EndoG was stable and active in the presence of 4 M of NaCl (Figure 2D). Usually,
halotolerant enzymes are derived from extreme environments [29], which is not the case of EndoG. It
has been suggested that halotolerance in cellulases is correlated to their ILs tolerance [30]. These
neoteric solvents, have been shown to dissolve both cellulose and lignin efficiently [31]. Consequently,
ILs have been proposed as pretreatment agents and as potential reaction media for the enzymatic
hydrolysis of cellulose [32]. Although the activity of EndoG was affected considerably at high
concentrations of imidazolium salts, it was tolerant to lower concentrations similar to that observed for
other cellulases [23, 32] (Figure 4B). Therefore, the enzyme could be employed in the presence of trace

concentrations of ILs resulting from IL-pretreatment processes [23].

Remarkably, the incorporation of EndoG into ethanologenic MS04 strain made possible ethanol
production from CMC or Avicel (Figure 4) with very promising yields. Taken together the data showed
that EndoG is a novel, robust, multifunctional cellulase with potential to be expressed directly by the
fermentative microorganism thus reducing exogenous enzyme loads and shortening the time of biomass

saccharification.
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Fig. 1 Enzymatic properties of recombinant EndoG. Effect of pH (A) and incubation temperature (B)
on rEndoG activity using 150 nM pNPC or 2 mM 4-MUC as substrates, respectively. (C) rEndoG
thermostability. EndoG was pre-incubated at 50°C (#), 55°C (m) and 60°C (A) in the absence of
substrate. Residual glucanase activity was assayed at standard conditions with 4-MUC. All data points

represent the mean £ SD of experiments performed in triplicate.
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Fig. 3 (A) Tolerance of rEndoG to solvents, detergents and inhibitors. All reactions were performed
with 2 mM 4-MUC as substrate under standard conditions. Control reactions were identical except that
water was added instead of the additive. (B) Activity of rEndoG in the presence of imidazolium ILs:
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Tables

Table 1. EndoG related proteins.

Related Proteins (Accession Max Query
number)? Origin Identity (%)  score cover (%)  E-value Reference
Buffalo rumen uncultured
Cellodextrinase (ADB80112.1) microorganism 82 639 95 0 {Duan, 2009 #22}
Buffalo rumen uncultured
Cellobiosidase (ACA61171.1) microorganism 77 614 97 0 {Duan, 2009 #22}
Hypothetical protein GH5
(WP_028911423.1) Prevotella sp. 76 598 95 0 Unpublished
Cellodextrinase (ADB80113.1) Uncultured microorganism 74 598 98 0 Unpublished
Cow rumen uncultured
CelEx-BR12 (AGK74985.1) microorganism 74 595 98 0 {Ko, 2013 #16}
Hypothetical protein GH5 {Purushe, 2010
(WP_013065043.1) Prevotella ruminicola 74 593 98 0 #36}

@ Comparison made with non-redundant database using BLASTp at NCBI.
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Table 2. Effect of metal ions on enzymatic activity of EndoG

Metallicion  Relative activity (%)

Hg 3+2
Cu*? 5+1
Zn*? 23+1
Co* 29+1
Ag* 54 +1
Fe*? 72+2
Ca*? 74+2
Cd*? 76 +£3
K* 8l1+4
Ni*? 83+5
Mn*? 136 +2
Mg*? 174 +5
Control 100+ 2

EndoG activity was evaluated in the presence of 5 mM of each cation. All reactions were performed
with 2 mM 4-MUC as substrate under standard conditions. Control reactions were identical except
that water was added instead of the additive. All data points represent the mean + SD of experiments
performed in triplicate.

Table 3. Substrate specificity of EndoG.

Substrate Activity (U mg™)
Bagasse 355+0.3

Xylan 185+2.2
Avicel 13.9+0.5
Lichenan 12.3+0.3
CMC 9.2+0.9
PASC 85+0.3
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Supplementary Figures
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Fig. S1 Comparison of amino acid sequence of EndoG and their closest homologs. GenBank accession

numbers are shown. Regions of identity among sequences are shown as black columns. Signal peptide

10 20

130 140
S ol ] | <A
DLEITRSHYFN

30 40
|-

iI

F

F
F!IKRGT
FUIKRGTNGSHWLSQSESRGIA

%
ISHWLSQSE!,RGI;I‘::E:;IQBDD % Rl.EiLGFDPV
EA | A

S ANTLFTSESIQWC LT S1LW)

TTWCYDADFGFWDQ S:8:15)
TTWCYDADFGFWDQ #)38: 18
TTRCYDADFGFWDQ 913848
TTWCYDADFGFWDQ#):N: 4y

CYDADFGFWDQ#):i:43
TTWCYDADFGFWDQ 9):3:48

ke

SGKV

a

YPGVLVE
I4GKV
L]

YPGVLVS

ELLM--SGKPLEK-
ELLM--SGKKLG--

.QGKV:Y PGVLVSKED
HGRV

YPGVLVS KED&

CLR R R A

KRGTNISHWLSQSESRGEIARR 8

8 ]
FOIKRGTNHSHWLSQSE@RG’H"LHIQBDDF?RLB!LGPDPV

|SHWLSQSE;RG'-

36 TQEDD PIRLE JLCFDFV

ISHWLSQSESRGIAIRR #HIQEDDFURLE S LEFDFVRIUPID

a IQEDDFURLE s LGFDFVRISF ID

"]

Q KVHKALR:
N!L RVHEALR:
'PVAVJHZQUNEL KVHKALR
EPVAYSHEQWNY, KVHKALR

EPVAUVHEQH

LQLF

!FKDAIE‘AK‘YGLQLFC

QPKDAIE=AR<Y9LQLF

sequence is indicated by underlines. Alignments were performed using Mega version 6.0.

155



References
[1] L.R. Lynd, PJ. Weimer, W.H. van Zyl, I.S. Pretorius, Microbial Cellulose Utilization: Fundamentals and
Biotechnology, Microbiology and Molecular Biology Reviews, 66 (2002) 506-577.

[2] A.K. Chandel, G. Chandrasekhar, M.B. Silva, S. Silverio da Silva, The realm of cellulases in biorefinery
development, Critical reviews in biotechnology, 32 (2012) 187-202.

[3] C. Lambertz, M. Garvey, J. Klinger, D. Heesel, H. Klose, R. Fischer, U. Commandeur, Challenges and
advances in the heterologous expression of cellulolytic enzymes: a review, Biotechnology for Biofuels, 7 (2014)
135.

[4] B. Henrissat, A classification of glycosyl hydrolases based sequence similarities amino acid, Biochem Journal,
280 (1991) 309-316.

[5] R. den Haan, E. van Rensburg, S.H. Rose, J.F. Gorgens, W.H. van Zyl, Progress and challenges in the
engineering of non-cellulolytic microorganisms for consolidated bioprocessing, Current opinion in biotechnology,
33 (2015) 32-38.

[6] I. Loaces, V. Amarelle, I. Mufioz-Gutierrez, E. Fabiano, A. Martinez, F. Noya, Improved ethanol production
from biomass by a rumen metagenomic DNA fragment expressed in Escherichia coli MS04 during fermentation,

Appl. Microbiol. Biotechnol., In press (2015).

[7] T.N. Petersen, S. Brunak, G. von Heijne, H. Nielsen, SignalP 4.0: discriminating signal peptides from
transmembrane regions, Nat Meth, 8 (2011) 785-786.

[8] Z. Zhang, S. Schwartz, L. Wagner, W. Miller, A Greedy Algorithm for Aligning DNA Sequences, Journal of
Computational Biology, 7 (2000) 203-214.

[9] K. Tamura, G. Stecher, D. Peterson, A. Filipski, S. Kumar, MEGAG6: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis version 6.0, Molecular biology and evolution, 30 (2013) 2725-2729.

[10] L. Bao, Q. Huang, L. Chang, J. Zhou, H. Lu, Screening and characterization of a cellulase with endocellulase
and exocellulase activity from yak rumen metagenome, Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 73 (2011)
104-110.

[11] K.J. Ellis, J.F. Morrison, Buffers of constant ionic strength for studying pH-dependent processes, Methods in
enzymology, 87 (1981) 405-426.

[12] S. Hetzler, D. Broker, A. Steinbiichel, Saccharification of Cellulose by Recombinant Rhodococcus opacus
PD630 Strains, Appl. Environ. Microbiol. , 79 (2013) 5159-5166.

[13] G.L. Miller, Use of Dinitrosalicylic Acid Reagent for Determination of Reducing Sugar, Anal. Chem., 31
(1959) 426-428.

156



[14] E. Amann, B. Ochs, K.-j. Abel, Tightly regulated tuc promoter vectors useful for the expression of unfused
and fused proteins in Escherichia coli Gene, 69 (1988) 301-315.

[15] M.T. Fernandez-Sandoval, G. Huerta-Beristain, B. Trujillo-Martinez, P. Bustos, V. Gonzalez, F. Bolivar, G.
Gosset, A. Martinez, Laboratory metabolic evolution improves acetate tolerance and growth on acetate of
ethanologenic Escherichia coli under non-aerated conditions in glucose-mineral medium, Appl Microbiol
Biotechnol, 96 (2012) 1291-1300.

[16] 1. Munoz-Gutierrez, R. Oropeza, G. Gosset, A. Martinez, Cell surface display of a beta-glucosidase
employing the type V secretion system on ethanologenic Escherichia coli for the fermentation of cellobiose to
ethanol, J Ind Microbiol Biotechnol, 39 (2012) 1141-1152.

[17] H. Aspeborg, P. Coutinho, Y. Wang, H. Brumer, B. Henrissat, Evolution, substrate specificity and subfamily
classification of glycoside hydrolase family 5 (GH5), BMC Evolutionary Biology, 12 (2012) 186.

[18] E.M. Ross, P.J. Moate, C.R. Bath, S.E. Davidson, T.I. Sawbridge, K.M. Guthridge, B.G. Cocks, B.J. Hayes,
High throughput whole rumen metagenome profiling using untargeted massively parallel sequencing, BMC
genetics, 13 (2012) 53.

[19] M. Hess, A. Sczyrba, R. Egan, T.W. Kim, H. Chokhawala, G. Schroth, S. Luo, D.S. Clark, F. Chen, T. Zhang,
R.1. Mackie, L.A. Pennacchio, S.G. Tringe, A. Visel, T. Woyke, Z. Wang, E.M. Rubin, Metagenomic discovery of

biomass-degrading genes and genomes from cow rumen, Science, 331 (2011) 463-467.

[20] A. Martinez, M.E. Rodriguez, M.L. Wells, S.W. York, J.F. Preston, L.O. Ingram, Detoxification of dilute acid
hydrolysates of lignocellulose with lime, Biotechnology progress, 17 (2001) 287-293.

[21] P. Alvira, E. Tomé&s-Pejo, M. Ballesteros, M. Negro, Pretreatment technologies for an efficient bioethanol

production process based on enzymatic hydrolysis: a review, Bioresource technology, 101 (2010) 4851-4861.

[22] L. Qin, Z.-H. Liu, B.-Z. Li, B.E. Dale, Y.-J. Yuan, Mass balance and transformation of corn stover by
pretreatment with different dilute organic acids, Bioresource technology, 112 (2012) 319-326.

[23] R. Wahlstrom, A. Suurndkki, Enzymatic hydrolysis of lignocellulosic polysaccharides in the presence of ionic
liquids, Green Chemistry, (2015).

[24] K.C. Ko, J.H. Lee, Y. Han, J.H. Choi, J.J. Song, A novel multifunctional cellulolytic enzyme screened from
metagenomic resources representing ruminal bacteria, Biochemical and biophysical research communications,
441 (2013) 567-572.

[25] A.L. Huston, Biotechnological aspects of cold-adapted enzymes, Psychrophiles: from biodiversity to
biotechnology, Springer2008, pp. 347-363.

[26] Y. Sun, J. Cheng, Hydrolysis of lignocellulosic materials for ethanol production: a review, Bioresour Technol,
83 (2002) 1-11.

157



[27] X. Zhao, K. Cheng, D. Liu, Organosolv pretreatment of lignocellulosic biomass for enzymatic hydrolysis,
Appl Microbiol Biotechnol, 82 (2009) 815-827.

[28] A. Tejirian, F. Xu, Inhibition of Cellulase-Catalyzed Lignocellulosic Hydrolysis by Iron and Oxidative Metal
lons and Complexes, Applied and environmental microbiology, 76 (2010) 7673-7682.

[29] X. Li, H.-Y. Yu, Purification and characterization of an organic-solvent-tolerant cellulase from a halotolerant
isolate, Bacillus sp. L1, J Ind Microbiol Biotechnol, 39 (2012) 1117-1124.

[30] N. limberger, D. Meske, J. Juergensen, M. Schulte, P. Barthen, U. Rabausch, A. Angelov, M. Mientus, W.
Liebl, R. Schmitz, W. Streit, Metagenomic cellulases highly tolerant towards the presence of ionic liquids—
linking thermostability and halotolerance, Appl Microbiol Biotechnol, 95 (2012) 135-146.

[31] S.S. Tan, D.R. MacFarlane, J. Upfal, L.A. Edye, W.O. Doherty, A.F. Patti, J.M. Pringle, J.L. Scott, Extraction
of lignin from lignocellulose at atmospheric pressure using alkylbenzenesulfonate ionic liquid, Green Chemistry,
11 (2009) 339-345.

[32] M.d.C. Portillo, A. Saadeddin, Recent trends in ionic liquid (IL) tolerant enzymes and microorganisms for

biomass conversion, Critical reviews in biotechnology, (2014) 1-8.

[33] C.J. Duan, L. Xian, G.C. Zhao, Y. Feng, H. Pang, X.L. Bai, J.L. Tang, Q.S. Ma, J.X. Feng, Isolation and
partial characterization of novel genes encoding acidic cellulases from metagenomes of buffalo rumens, Journal
of Applied Microbiology, 107 (2009) 245-256.

[34] J. Purushe, D. Fouts, M. Morrison, B. White, R. Mackie, P. Coutinho, B. Henrissat, K. Nelson, Comparative
Genome Analysis of Prevotella ruminicola and Prevotella bryantii: Insights into Their Environmental Niche,
Microb Ecol, 60 (2010) 721-729.

158



Capitulo 5.

PRODUCCION DE ETANOL A PARTIR DE
GLICEROL CRUDO DERIVADO DE LA
INDUSTRIA DEL BIODIESEL
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Loaces, 1., Rodriguez, C., Amarelle, V., Fabiano, E. & Noya, F. Ethanol production using E.

coli from biodiesel derived glycerol. En preparacién

Resumen

Actualmente en nuestro pais se producen 90.000 toneladas anuales de biodiesel. Como residuo
de esta industria se genera "glicerina cruda", una mezcla de glicerol, metanol, NaOH o KOH, cenizas y
otras materias organicas, en una relacion de 10% (p/p). Este desecho puede convertirse en productos
con valor agregado lo cual repercutiria favorablemente en toda la cadena de produccién de
biocombustibles. En esta parte del trabajo se evalu6 la metagenoteca obtenida del reactor anaerobio en
medio minimo suplementado con glicerina cruda y se selecciond un clon en base a su rapido crecimiento
en este medio. Este fue complementado con el plasmido pLOI297 y su fésmido se trasfirié a la cepa
productora de etanol LY 180. Se realizaron ensayos de fermentacion de glicerol puro y crudo, evaluando

diversas condiciones de fermentacion.

Objetivos

£ Seleccionar, dentro del metagenoma obtenido de lodos de un reactor anaerobio, clones

que promuevan el crecimiento de Escherichia coli a partir de glicerol crudo derivado de biodiesel.

< Evaluar el potencial de las cepas Epi (G1, pLOI297) y LY 180 (G1) para producir etanol

a partir de glicerol puro y crudo.

Principales resultados y conclusiones

El screening del metagenoma construido a partir de lodos de un reactor anaerobio en placas de
M9 sumplementada con 4% (v/v) de glicerol crudo permitié la deteccion de un clon, denominado Epi
(G1), capaz de crecer a las 16 horas de incubacién a 30°C. Su fésmido fue secuenciado en su totalidad,
41312 pb, y no mostré homologia con ninguno de los genomas depositados en la base de datos del
NCBI. Los 38 ORFs predichos fueron sometidos a andlisis de comparacion, y resulté que la mayoria
presentan similitud de secuencia con proteinas no caracterizadas, pertenecientes a los phyum
Bacteroidetes (Bacteroides, Hymenobacter, Elizabethkingia, Alistipes sp. y Prevotella sp.) y Firmicutes

(Desulfitobacterium).
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El clon Epi (G1) fue complementado con el plasmido pLOI297 (que posee los genes alcohol
dehidrogenasa (adh) y piruvato decarboxilasa (pdc) de Zymomonas mobilis) (234). Se realizaron
ensayos de fermentacion a partir de glicerol puro, suplementado con triptona y extracto de levadura, y
de glicerol crudo obteniéndose un maximo de 10,4 g/L. y 32 g/L. de etanol, respectivamente, a las 24

horas de incubacion, aproximadamente.

Por otro lado, el fésmido G1 fue incorporado a la cepa etanologénica LY 180 (235). Esta cepa
es incapaz de utilizar glicerol puro como fuente de carbono en condiciones anaerobias, pero es capaz
de producir 75 g/L de etanol a partir de 50% de glicerol crudo previamente neutralizado, en 12 horas a

37°C.

Se determin6 que hay una clara relaciéon dosis-respuesta entre la produccién de etanol y la
cantidad de sustrato afiadido al medio, acompafiado, en el caso de LY 180 (G1), de la produccién de H»,

y en el caso de Epi (G1, pLOI297) de acido acético y acido propionico.

Contribucion personal al trabajo

La primer actividad que realicé fue poner a punto los medios de cultivo necesarios para realizar
los screening en medio sélido y liquido y para los ensayos de fermentacion, tanto con glicerol puro,
glicerina cruda y con glicerina cruda "neutralizada". Luego realicé la seleccién de clones en medio

solido y la confirmacién mediante curvas de crecimiento en medio liquido.

F. Noya se encarg6 del ensamblado del fésmido G1 luego de su secuenciacion; mientras que la
mutagénesis la realizo C. Rodriguez. Realicé en los andlisis bioinformaticos del fésmido, la anotacién

de los ORFs y los estudios filogenéticos del ORF seleccionado.

Los ensayos de fermentacion los realicé en las instalaciones del IIBCE, por lo que fue necesario
implementar en el laboratorio un sistema que permitiera el control de las condiciones de fermentacién

y la deteccién de etanol en tiempo real.

El trabajo presentado en este capitulo fue financiado por un proyecto FSE de la ANII y

PEDECIBA.
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Abstract

Biodiesel is a renewable, efficient, environmentally friendly and biodegradable fuel made from
vegetable oil and animal fats. As a result of the successful biodiesel and oleochemicals manufacturing
taking place worldwide 2 million tonnes of glycerol consistently arrive at market every year. Crude
glycerol represents a great opportunities for new applications. Because of its reduced state, compared
to sugars, it can be used to significantly increase the product yield of chemicals, such as succinate,
ethanol, and propanediols. In this study a functional metagenomic library from an anaerobic reactor was
evaluated looking for genetics elements that promote the use and fermentation of crude glycerol by
Escherichia coli. One clone was selected based on its fast growth rate on crude glycerol. This fosmid,
named G1, was fully sequenced (41 Kpb) and no obvious gene involved in glycerol uptake was detected.
Ethanologenic strain LY 180 and Epi300 (pLOI297) were complemented with G1 and evaluated for
ethanol production using crude and pure glycerol as raw materia, in several growth conditions. A
maximum of 10.4 g/L and 32 g/L were obtained when Epi300 (G1, pLOI297) was employed for pure
and crude glycerol fermentation, respectively. While, using LY180 (G1) the ethanol production
increased to 75 g/L when crude glycerol was utilized as the sole carbon source.

Keywords

Crude glycerol; biodiesel; Escherichia coli; functional metagenomics

Introduction

The worldwide energy demand has been growing exponentially, while the reserves of fossil fuels have
not been increasing. It is extensively accepted that the dependence on fossil fuels as primary energy
source contributes to global climate change, environmental damage and health problems (Varrone,
Giussani et al. 2012).
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Biodiesel is one of the best choices of alternative fuels. It is a renewable, efficient, environmentally
friendly and biodegradable fuel made from vegetable oil and animal fats. It is currently the only
alternative fuel that has the potential to completely displace its petroleum counterpart, as 100%
biodiesel can be used in conventional diesel engines with little to no major modifications to fuel system
and little impact on engine performance (Johnson and Taconi 2007). Oils and fats generated in the food
industry and restaurants can be recovered and used as feedstock for biodiesel (Lai 2014). It is produced
by a transesterification reaction of a triglyceride and an alcohol, a process that generates large amounts
of glycerol as a byproduct, about 10% (w/w). As a result of the successful biodiesel and oleochemicals
manufacturing taking place worldwide since more than a decade, 2 million tons of glycerol consistently
reach the market every year (Ciriminna, Pina et al. 2014). As the worldwide production of biodiesel
continues to increase, the development of effective uses for glycerol may prove essential for the
economics and competitiveness of the biodiesel industry. For that reason, more attention is being paid
to the utilization of crude glycerol from biodiesel production in order to defray the production cost of
biodiesel and to promote biodiesel industrialization on a large scale (Yang, Hanna et al. 2012).

The reduced state of glycerol, compared to sugars, such as glucose, xylose, etc., promises to
significantly increase the product yield of chemicals, whose production from these sugars is limited by
the availability of reducing equivalents (Dharmadi, Murarka et al. 2006, Clomburg and Gonzalez 2013).
Various works evaluated the utilization of glycerol to produce diverse value-added chemicals like 1,3-
propanediol, hydrogen or aminoacids (Papanikolaou, Fick et al. 2004, Sarma, Brar et al. 2012,
Meiswinkel, Rittmann et al. 2013). Industrial production of ethanol is dominated by the conversion of
sugars from starch or sucrose to ethanol by the yeast Saccharomyces cerevisiae (Gray, Zhao et al. 2006).
Furthermore, the discovery that E. coli (Gonzalez, Murarka et al. 2008) ferment glycerol in an ethanol-
1,2-PDO-dependent manner opened the possibly to use these organisms for the direct conversion of
glycerol into ethanol. Glycerol uptake and ethanol production metabolic route were modified on E. coli
strains (Hu and Wood 2010, Matthew S. Wong 2014), but no new genes or alternative strategies were
evaluated for this purpose.

In this study metagenomic was eused to look for genes that contribute to crude glycerol utilization as a
carbon source by Escherichia coli. Ethanologenic strain LY 180 and Epi300 complemented with plasmid
pLOI297 were evaluated for ethanol production from crude and pure glycerol in several growth
conditions.

Materials and methods

Metagenomic library construction

Metagenomic DNA was isolated from the bacteria fraction of an anaerobic reactor fed with ruminal
digesta (total solids (TS) 19,3% (w/w); volatile solids (VS) 17,3% (w/w)); tannery fats (TS 25,1%, VS
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16,6%) and inoculated with an activated sludge purge of oil-wastewater treatment (TS 25,6% y VS
21,7%). This reactor operates at the Departamento de Reactores of Facultad de Ingenieria, Montevideo,
Uruguay. DNA fraction of 30-50Kbp was selected and cloned using Copy Control Fosmid Library
Production Kit (Epicentre Biotechologies, Madison, W1, US). Epi300-T1R E. coli were transformed and
selected in Luria broth (LB) (Bertani 1951) medium supplemented with chloramphenicol (Cm)
12.5ug/mL, placed in 96 well plates and stored at -80°C.

Screening of metagenomic library

Crude glycerol was obtained as a sub-product of biodiesel industry (ALUR, Montevideo, Uruguay).
The impurities of the industrial feedstock were mainly composed of ash (4.7% wt/wt), methanol (4%
wt/wt), non-glycerol organic materials (13.9% wt/wt) and water (2.8% wt/wt). Minimum media M9
(MgSO4 2 mM, CaCl; 0,1 mM, Na;HPO.,.7H,0 12,8 g/L, KH2PO4 3 g/L, NaCl 0,5 g/l, NH4CI 1 g/L,
thymine 50 pg/mL, leucine 200 uM) supplemented with 4% (v/v) crude glycerol was used for agar plate
screening. Metagenomic library was placed in M9- 1% (wi/v) glucose plates, grow overnight and then
transposed to screening media. Positive clones were those able to grow after 16 hours of incubation at
30°C. Growth curves in liquid media were made with 4% (v/v) of crude neutralized glycerol. A 50%
(v/v) crude glycerol dilution was neutralized using 1% HCI until pH 7.0, and then was filtrated using
filter paper and the liquid fraction was sterilized by autoclaving.

G1 sequence and in silico analysis

The DNA of G1 fosmid was sequenced by lon Torrent PMG, using the lon PGM TM Sequencing Kit
(Life Technologies, Invitrogen, CA, US) in lon 314 ™ Chip (Life Technologies). The library
construction was done using lon Xpress ™ Plus commercial Kit (fragmentation of 200pb) (Life
Technologies) and lon PGM™ Template OT2 200 Kit (Life Technologies) was used for the template
preparation. E.coli DNA contamination was filtered by Mirabait using K12 strain genome as template.
The reads obtained were assembled using Mira 4.0 rc5, with a coverage of 40X (7500 reads of 235bp
on average were random selected). Manual trimming was done with Gap5 program. Open reading
frames (ORFs) were predicted from the assembled contigs using MetaGene (Noguchi, Park et al. 2006)
on WebMGA on-line server. The translated protein sequences of the predicted genes were subjected to
BLASTp comparison with the non-redundant protein database (NR, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) and
the CDD domain database (including Cluster of Ortholog Genes classification, COG,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).

ORF G1_23 sequence was compared with protein database of NCBI using BLASTP algorithm (Zhang,
Schwartz et al. 2000). Complementary analysis was made with HMMER (Finn, Clements et al. 2011)
using profile Hidden Markov Model (HMMs). The prediction of transmembrane motifs was performed
by TMHMMZ2.0 server (Krogh, Larsson et al. 2001), and protein subcelular location prediction was
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done by PSORTD v.3.0 (Nancy, Wagner et al. 2010). The prediction of signal peptide was carried out
using SignalP 4.1 (Nielsen, Engelbrecht et al. 1997).

Closest homologs to ORF G1_23 were selected and multiple sequences alignments were computed with
MEGA 6 (Tamura, Stecher et al. 2013) by Muscle method. Phylogenetic tree was constructed using the
Maximum likelihood method implemented in MEGA 6 (Tamura, Stecher et al. 2013).

Gene identification by mutagenesis

G1 fosmid was in vitro mutagenized using EZ-Tn5 Insertion Kit (Epicentre Biotechnologies, Madison,
WI, US) according to the manufacturer's instructions and transformed into fresh electrocompetent
EPI300-T1R cells. The Tn5-mutants were selected in LB-Cm plates supplemented with kanamycin
50ug/mL. Transformants were transferred to M9- 4% (v/v) crude glycerol plates, incubated at 30°C
during 16 h and colonies smaller than wild type Epi300 (G1) were selected. The single insertion of the
transposon was determinate by restriction analysis. Flanking DNA was sequenced by conventional
Sanger method (Macrogen, Seoul, Korea).

Ethanol production assay

For ethanol production Epi300 (G1) was complemented with pLOI1297 plasmid (Ingram, Conway et al.
1991) and the selected metagenomic fosmid (G1) was transferred by electroporation to ethanologenic
strain LY180 (Jarboe, Grabar et al. 2007). Competent, electro-competent cell, pure plasmid and fosmid
were obtained with classical methods. All the strains were conserved at -80°C.

Batch fermentations were carried out in mineral M9, for Epi300 T1R, or NBS medium (Zhang,
Shanmugam et al. 2010) for LY 180, employing pure glycerol or neutralized crude glycerol as carbon
source. Fermentation was performed in Fleakers mini-fermenters containing 200 mL of mineral
medium, without aeration, 37°C, and 150 rpm. pH was adjusted to 7.0 before autoclaving and remained
un-controlled during the fermentation. To develop the inoculum, a 5mL LB liquid overnight culture
containing the ethanologenic strain was seeded into a mini-fermenter with 20 g/L of glucose as carbon
source. When the cells reached an ODe2o of almost 2, they were centrifuged for 10 min at 4,000 g and
inoculated, at an initial ODs 0f 1, into mini-fermenters containing 4, 10, 20 or 50% (v/v) of pure or
neutralized crude glycerol. When pure glycerol was used the media was supplemented with tryptone
and yeast extract at 1% final concentration. When more than 20% of carbon source was added, the
media was supplemented with 1 mM HCl-betaine. For fermentation assay with initial ODso of 8 the
inoculum was developed in 1 L Wheaton flask.

Kinetic of ethanol production was determined in 1.2 L fermenter containing 1 L of mineral NBS
medium, 37°C, and 150 rpm. pH was adjusted to 7.0 before autoclaving and remained un-controlled
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during the fermentation. Inoculum development proceeded just as discussed earlier. N, was added to
fermenter atmosphere before incubation to displace oxygen.

Analyses

Growth was determined spectrophotometrically by optical density OD at 620 nm (ODgzonm), during 40
hours in 96 well plates using Varioskan Flash Multimode Reader (Thermo Scientific, MA, US).
Ethanol and oxygen was measured by BCP-EtOH/ BCP-O2EC detector (BlueSens, Herten, Germany).
H, and CO, were determinated by gas chromatography (310C Gas Chromatograph, SRI, California,
US) with argon as gas carrier.

For detection and quantification of volatile fatty acids (VFA) an HPLC separation was performed.
Samples were centrifuged (15000 rpm, 15 min, 5°C) and supernatants (100 uL) were injected in a
Waters modular HPLC system (Waters Associates, Milford, MA.). The HPLC system consisted in a
binary HPLC pump (Waters 1525), an autosampler (Waters 717 plus), a Rezex ROA-Organic Acid H+
(8%) (300*7.8 mm) column (Phenomenex, USA) and a photodiode array detector (Waters 2998) linked
to Empower 2 (Waters) chromatography data software. The temperature of the column was set at 30°C.
The mobile phase used was: H2S0O4 0.015M and was pumped at 0.3 mL/min by isocratic mode.
Quantitative analysis was performed against a standard solution containing 5mg/mL of each VFA.

All assays were made for triplicate. Tukey test was used for statistical analysis, with p value of 0.05,
using Infostat software.

Results and Discussion

Metagenomic library screening

A 100,000 clones metagenomic library was made from the purge sludge of an anaerobic
digester. Notl restriction pattern of fosmids confirmed that they were 30-40 Kbp long. Because E. coli
is capable to growth aerobically with glycerol as carbon source (Martinez-Gomez, Flores et al. 2012),
the functional screening was made in crude glycerol without neutralization, looking for clones with a
faster growth than Epi300 (after 24-48 hours of incubation all clones were able to growth). With this
approach, Epi300 (G1) clone was selected (data no show). The utilization of neutralized crude glycerol
as a carbon source was evaluated in liquid media (Fig. 1). Epi 300 (G1) confirmed that it was able to
growth in minimum media with 4% of glycerol as sole carbon source.
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G1 sequence analysis

G1 fosmid (41.312pb, including pCC1FOS vector) was completed sequenced. A total of
114.683 reads were obtained, with a mean read length of 206 pb. Its nucleotide sequence did not show
homology with any reference Genome in the NCBI database (refseq_genomic, 11797300 sequences at
January 2015). 38 ORFs were predicted in G1 sequence (Table 1), mostly with homology to non-
characterized proteins, belonging to Phylum Bacteroidetes (Bacteroides, Hymenobacter,
Elizabethkingia, Alistipes sp. and Prevotella sp.) and Firmicutes (Desulfitobacterium).

Tn5-induced in vitro mutagenesis of G1 fosmid was used to identify the gene responsible for
the fast growth rate in glycerol as carbon source. Loss of phenotype mutants were isolated by screening
M9-crude glycerol plates and the single insertion of the transposon was verified by restriction analysis.
Three mutant clones were selected (data no shown), and the mutation flanking regions were sequenced
and mapped inside G1 sequence (Fig. 2). Two of the mutations (mt9 and mt34) interrupted the sequence
of ORF G1_23, while mutant 40 (mt40) was at the 3’ end of this ORF (Fig. 2).

BLASTDp results of ORF G1_23 (Fig. 3a, Table 2) showed high sequence identity (SI) with
hypothetical proteins. Those which showed higher SI are WP_031540335.1, from Bacteroidetes (E-
value: 1e-28, Sl: 38%) and WP_028913135.1, from Prevotella sp. MA2016 strain (E-value: 1e-19, SI:
37%). Other matches were the putative protein named PRU_1480 (ADE82526.1) from Prevotella
ruminicola, showed 33 % of S| (E-value: 8e-28), a hypothetical protein, WP_033149883.1 (E-value:
3e-26, Sl: 31%) from Prevotella sp. RM4 and one from P. ruminicola (WP_041385930.1) (E-value: 4e-
28, Sl: 32%). Acording to PhyloPythiaS, G1 was related to Alistipes at Genera level.

No conserved domains or homology with any Pfam or COG could be established for this ORF. The

prediction of a putative signal peptide on ORF G1_23 was made using SignalP and PSORTb V3.0 and
it appeared to encompass the first 20 residues. The putative excision site was predicted between residues
23 and 24 (data not shown). The prediction of transmembrane helices using TMHMM 2.0 server of
G1 23 assigned 0.4% of probability for a transmembrane motive on first 25 amino acids. These results
suggest that ORF G1_23 could be secreted to the extracellular space.

Ethanol production using Epi300 strains

To evaluate the potential of ethanol production from glycerol Epi300 (G1) was complemented
with pLOI297. This plasmids carrying the pet operon (Alterthum and Ingram 1989) (alcohol
dehydrogenease (adh) and pyruvate decarboxylase (pdc) genes from Z. mobilis) and confers to E. coli
the ability to produce ethanol as principal fermentative product (Senthilkumar and Gunasekaran 2005).

To verify the fermentative utilization of glycerol by E. coli, ethanol and oxygen were followed for 50 h
in 1 L fermenter with M9 media supplemented with 10% pure glycerol. Because has been previously
reported that E. coli requires a rich-media to effectively ferment glycerol (Dharmadi, Murarka et al.
2006), tryptone and yeast extract were added to the grow media. Kinetic of ethanol production was
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evaluated using Epi300 (carrying a negative fosmid (C-) plus pLOI297) and Epi300 (G1, pLOI297) in
anaerobic conditions (Fig. 4a). A lag phase of nine hours was observed for both strains, after that ethanol
increased during 9 hours for Epi300 (C-, pLOI297) and 13 hours for Epi300 (G1, pLOI297) until a
maximum value of 3.4 and 5.6 g/L ethanol was reached for Epi300 (C-, pLOI297) and Epi300 (G1,
pLOI297), respectively.

Different initial concentrations of pure glycerol were used to evaluate the performance of these strains.
A clear dose-response dependence was observed (Fig. 4b), reaching a maximum of ethanol of 10.4 g/L
when 50% of pure glycerol was fermented using Epi300 (G1, pLOI297). Statistically significant
differences wereobserved between the responses of the strain Epi300 with or without G1 fosmid, in all
crude glycerol concentrations evaluated.

The Epi300 (G1-Tn5) mutants obtained (mt9, mt34 and mt40) were complemented with pLOI297
plasmid and evaluated for ethanol production too. When 10% of pure glycerol was employed as carbon
source, all the mutants showed similar levels of ethanol production (Fig. 4c) significantly lower
(p>0.05) than Epi (G1, pLOI297).

The aim of our work was to ferment biodiesel-derived crude glycerol for ethanol production.
Because of that, and after verifying the capacity pure glycerol utilization by Epi300 (G1, pLOI297),
neutralized crude glycerol was employed as carbon source.

Different initial concentrations of crude glycerol were employed as carbon source in minimum media.
A marked increase in ethanol production was obtained compared with pure glycerol (Fig. 4 and 5). A
larger crude glycerol concentration determined an increase in ethanol production. 32 g/L ethanol was
obtained when 50% of crude glycerol was fermented (Fig. 5a), more than 300% of improvement respect
to the same initial concentration of pure glycerol. Statistical difference between Epi300 (G1, pLOI297)
and Epi300 (pLOI297) were determined when 4 or 50% of crude glycerol was employed as carbon
source (Fig 5a). The performance of the Epi300 (G1-Tn5) mutants was also evaluated, and showed no
statistical difference with parental strain (Fig. 5b) when crude glycerol was used as carbon source.

In fermentations in which crude glycerol was substituted by crude glycerol no addition
of extra nutrients was needed. In both, pure and crude glycerol Epi300 (G1, pLOI297) fermentations,
ethanol was produced as the main fermentation product, but acetic and propionic acid were detected in
order 0.1-1.12 mg/mL (data no showed). According to Gonzalez et al. (2008) (Gonzalez, Murarka et al.
2008) ethanol and acetate are the primary fermentation products, when glycerol is metabolized through
the glycerol dehydrogenase (encoded by gldA) and dihydroxyacetone kinase (encoded by dhaKLM)
pathway in E. coli. Ethanol levels obtained using Epi300 (G1, pLOI279) were higher in all crude
glycerol concentrations used compared to pure glycerol containing media. These results might be
explained by the presence of some carbon or electron sources in the crude glycerol which contributed
to ethanol production principally at more than 20% crude glycerol. Matter of organic non-glycerin
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(MONG) such as fatty acid contained in the crude glycerol might influence on cell growth and ethanol
production (Lee, Kim et al. 2012).

Ethanol production using LY180 strain

Strains carrying multi-copy plasmids are generally not used in industry due to their instability
(Hahn-Hagerdal, Karhumaa et al. 2007). Presence of plasmids requires auxotrophic or antibiotic
resistance markers to be retained in the cells, both of which are not applicable in industrial media. So,
genetic stability is a prerequisite when designing strains for industrial use. LY 180 strain (AfrdBC::(Zm
frg cel YEc) AldhA::(Zm frg casA BKo) adhE::(Zm frg estZPp FRT) AackA::FRT rrlE::(pdc adhA adhB
FRT) AmgsA::FRT) successfully produces ethanol as main fermentation product from sugars, tolerates
furfural and high ethanol concentrations (Alterthum and Ingram 1989, Ingram, Conway et al. 1991,
Yomano, York et al. 1998, Miller, Jarboe et al. 2009).

Therefore, the ethanol production by LY 180 complemented with G1 fosmid, G1-Tn5 mutants
and parental strain was evaluated. Using mini-fermenters system with 10% neutralized crude glycerol
(Fig. 6a) 7.8 £ 0.5 g/L ethanol was produced by LY180 (G1) strain, significantly more than parental
strain or LY180 complemented with mutants G1-mt9 and G1-mt34. CO; and H. trace amounts were
detected, this is consistent with the fact that during glycerol fermentation hydrogen is generated by the
disproportionation of formate into CO; and Hy, a reaction catalyzed by the enzymatic complex FHL
(Sawers, Blokesch et al. 2004). This metabolic pathway is not modified in LY180 strains. Murarka et
al. 2008 (Murarka, Dharmadi et al. 2008), propose that hydrogen recycling takes place during glycerol
fermentation and that this gas is used as electron donor in the conversion of fumarate to succinate.

The effect of increased crude glycerol concentration in ethanol production was also evaluated with
LY180. 4, 10, 20 and 50% of neutralized crude glycerol was added to 200 mL of media and incubated
for 24 hours at 37°C and 150 rpm (Fig. 6b). Increasing of crude glycerol concentrations had a positive
effect in ethanol production, reaching a maximum of 51.18 + 3.79 and 60.20 £ 7.56 g/L when LY180
or LY180 (G1) were used, respectively.

Kinetic of ethanol production was evaluated. Ethanol and oxygen were measured along time during
fermentation of NBS minimum media supplemented with 50% neutralized crude glycerol in 1 L
fermenter. LY 180 and LY180 (G1) were compared in microaerofilic conditions (Fig. 6¢), showing a fast
increase in ethanol level in the first 12 hours, and then a constant but slower rate of production in both
strains, reaching 73 g/L and 63 g/L of ethanol at 50 hours of fermentation, for LY180 (G1) and LY180,
respectively.

Initial OD increase from 1 to 8, had a positive effect in ethanol production, enhancing from 51.0 to 67.2
and 60.2 to 75.2 g/L. when LY 180 and LY 180 (G1) were employed, respectively, in 50% crude glycerol
(data not shown).
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Fermentation of pure glycerol was evaluated too. Neither LY180 nor LY180 (G1) could produce ethanol
from this substrate using the same minimal medium without additives or supplemented with tryptone
and yeast extract.

Conclusions

The synthesis of ethanol from glycerol is the only pathway that can perform the two major
functions that determine the fermentative metabolism: attaining redox balance and generation of ATP
via substrate-level phosphorylation. The operation of the ethanologenic pathway results in the net
production of 1 ATP per glycerol metabolized, which favorably compares with the ATP yield obtained
by fermentation of other sugars.

The fermentative conversion of glycerol to ethanol has previously been reported by
metabolically engineered E. coli strains. Durnin et al. (Durnin, Clomburg et al. 2009) reported the
production of more than 20 g/L of ethanol accompanied by hydrogen or formate production from 60
g/L of crude glycerol by a E. coli strain with dihydroxyacetone kinase (dhaKLM) and glycerol
dehydrogenase (gldA) genes under control of Pieto-1. Similar results were obtained from 50 g/L of crude
glycerol after 96 hours of fermentation by E. coli MG1655 (pZSKLMgldA) strain (Cintolesi, Clomburg
et al. 2012). An E. coli strain carrying a plasmid that overexpressed glycerol uptake genes dhaKLM,
gldA, and glpK, as well as the ethanol pathway gene adhE produced 41.9 g/L of ethanol 72 hours from
110 g/L glycerol (Matthew S. Wong 2014).

In our work we used two E. coli strains: one carrying a plasmid that overexpressed the Z. mobilis
homoethanol pathway (adh and pdc genes), and other that have the pET operon integrated within rrlE,
a 23S ribosomal RNA subunit, ensuring high expression levels. Fumarate reductase (frdBC), lactate
dehydrogenase (ldhA), propionate kinase (acaK) and native aldehyde/alcohol dehydrogenase (adhE)
are deleted in this strain, ensuring that only ethanol and fumarate (or CO; and H) can be produced by
fermentative assimilation of carbon sources. But not glycerol uptake genes were incorporated or
overexpressed in these strains. Metagenomic was used looking for genetics resources for glycerol
uptake and/ or metabolization. No-neutralized crude glycerol was employed for agar plates screening
and G1 clone (in which no obvious gene involved in glycerol uptake was identified) was selected based
on its fast growth rate. Is possible that its advantage was related to tolerance to same inhibitor present
in glycerin which is eliminated during neutralize and filtration steps. Further works using ORF G1_23
and its encoded protein, could explain its implication in the observed advantage in crude glycerol
utilization.
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Figures
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Fig. 1 Growth (as OD e2onm) in M9 4% (v/v) crude glycerol of Epi300 (G1) (#), selected Tn5 mutants:
mt9 (x), mt 34 (m), mt40 (A ) and Epi300 negative control (0). Incubation at 37°C.
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Fig. 2 Relative position of transposon Tn5 insertion sites in G1 fosmid (41,312pb). The triangles
indicates the insertion of each mutant in G1 sequence. Black triangles indicate mutantions in ORF
G1 23, while white triangles indicate mutantions outside this ORF. The ORF G1_23 is indicate by an

arrow and the pCC1FOS (12510-20519 pb) is showe in grey box.
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Fig. 3 Phylogenetic retalionship of ORF G1_23 and its closest homologs identified using NCBI
BLASTP. Multiple sequences alignments were computed with MEGA 6 with the Muscle method.
Phylogenetic tree was constructed using the Maximum likelihood method implemented in MEGA 6.
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Fig. 4 Ethanol production in M9 minimum media with pure glycerol as carbon source. (a) Kinetic of
ethanol production from 10% (v/v) crude glycerol during 50 hours, incubation at 37°C, 150 rpm by
Epi300 (C-) (0), Epi300(G1) (m); (b) ethanol production with different concentrations of pure glycerol
added to media using Epi300 (negative control, pLOI297) (empty bars) or Epi300 (G1, pLOI297) (full
bars); (c) Ethanol production from 10% (v/v) pure glycerol after 24 hours of incubation at 37°C, 150
rpm using Epi300 (pLOI297), Epi300 (G1, pLOI297) and selected Tn5 mutants. * is present when
statistical significant difference were found between strain with and without G1 fosmid.
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Fig. 5 Ethanol production in M9 minimum media with crude glycerol as carbon source by Epi300
strains. (a) ethanol production with different concentrations of crude glycerol added to media using
Epi300 (negative control, pLOI297) (empty bars) or Epi300 (G1, pLOI297) (full bars); (b) Ethanol
production from 10% (v/v) pure glycerol after 24 hours of incubation at 37°C, 150 rpm using Epi300
(pLOI297), Epi300 (G1, pLOI297) and selected Tn5 mutants. * is present when statistical significant
difference were found between strain with and without G1 fosmid.
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Fig. 6 Ethanol production in NBS minimum media with crude glycerol as carbon source. (a) Ethanol
production from 10% (v/v) crude glycerol after 24 hours of incubation at 37°C, 150 rpm using
ethanologenic strain LY180, LY180 (G1) and selected Tn5 mutants; (b) ethanol production using
LY180 (G1) with different concentration of liquid fraction of crude glycerol added to media after
neutralized using LY180 negative control (empty bars) or LY180 (G1) (full bars); (c) ethanol
production kinetic in miroaerofilic conditions along 60 hours in 1L fermenter using 50% (v/v) crude
glycerol-NBS by LY 180 () or LY180-G1 (m). * is present when statistical significant difference were
found between strain with and without G1 fosmid.
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Tables

Table 1. ORFs assigned to G1 sequence

Closest homolog using BLASTP (b)

Identit
#ORF  start end strand length (aa) Description [Organims] E-value (S/f) g Gene Bank ID
Gl1 1 255 - 85 4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase [Alistipes sp. CAG:831] 1.00E-18 67% WP_021928565.1
Gl 2 249 932 - 227 outer membrane protein beta-barrel domain protein [Alistipes sp. CAG:831] 6.00E-38 39% WP_021928564.1
Gl 3 929 1345 - 138 Lipoprotein [Bacteroidales bacterium CF50] 2.00E-31 46% AGY53676.1
Gl 4 1464 2723 - 419 putative uncharacterized protein [Bacteroides sp. CAG:770] 2.00E-114  45% WP_022285662.1
Gl5 2720 3589 - 289 GTP pyrophosphokinase [Bacteroidales bacterium CF50] 8.00E-78 47% AGY53675.1
Gl 6 3568 4956 - 462 relA/SpoT family protein [Bacteroides sp. CAG:545] 0 66% WP_022017717.1
Gl 7 4966 5211 - 81 ribonuclease BN [Alistipes sp. CAG:514] 4.00E-11 44% WP_021839834.1
Gl 8 5232 5954 - 240 ribonuclease BN [Bacteroides sp. CAG:545] 2.00E-45 37% WP_022017716.1
G1.9 5959 6954 - 331 NAD-dependent DNA ligase LigA [Alistipes sp. CAG:831] 3.00E-144  65% WP_021928558.1
G1 10 6869 7987 - 372 NAD-dependent DNA ligase LigA [Alistipes sp. CAG:831 2.00E-153  64% WP_021928558.1
Gl 11 8079 9311 + 410 6-phosphofructokinase [Alistipes timonensis] 0 67% WP_010260254.1
Gl 12 9376 9615 + 79 alpha-amylase [Hymenobacter norwichensis] 0.007 34% WP_022825614.1
G1 13 9882 10928 + 348 alpha-amylase [Bacteroides barnesiae] 9.00E-97 48% WP_018709950.1
G114 11163 11564 + 133 MULTISPECIES: RNA polymerase subunit sigma-24 [Desulfitobacterium] 7.00E-04 40% WP_014794121.1
G1 15 11561 11779 + 72 RNA polymerase sigma factor, sigma-70 family [Gordonibacter pamelaeae] 0.002 35% WP_015538795.1
G116 11837 12070 - 77 ADP-ribosylglycohydrolase family protein [Prevotella ruminicola] 1.00E-04 41% WP_013063668.1
G117 12034 12333 - 99 hypothetical protein [Prevotella sp. FD3004] 1.00E-19 57% WP_036911212.1
G118 12926 13585 - 219 chloramphenicol acetyltransferase
G119 13804 14151 + 115 resolvase
G1 20 15544 16299 + 251 replication protein
Gl 21 17093 18052 + 319 plasmid-partitioning protein SopA
G1_22 20459 20749 + 96 hypothetical protein BRDCF_p399 [Bacteroidales bacterium CF50] 1.00E-22 58% AGY53026.1
G1 23 21400 22734 - 444 hypothetical protein [Prevotella ruminicola] 8.00E-28 33% WP _013064512.1
G1 24 23124 24230 + 368 transcriptional regulator [Prevotella fusca] 1.00E-44 30% WP_025077699.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=BTXCW2B601R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1YDBFy_3gbq_dhavAZzEIqb_23to07_2FiCXg&QUERY_INDEX=0#alnHdr_547186666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547186666?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=BTXCW2B601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547186665
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547186665?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=BTXCW2B601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_553028259
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/553028259?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=BTXCW2B601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547880197
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547880197?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BTXCW2B601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_553028258
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/553028258?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=BTXCW2B601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=BTXDZV8M01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1YDBGa_xuF_dmg5umv2K0w_23to07_1qGNcp&QUERY_INDEX=0#alnHdr_547284430
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547284430?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BTXDZV8M01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546348459
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546348459?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=BTXDZV8M01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547284429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547284429?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BTXDZV8M01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547186659
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547186659?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BTXDZV8M01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547186659
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547186659?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BTXDZV8M01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=BTYHWR9801R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1YDBZ4_3fvx_dkLa7Zh2BjL_23turP_FN300&QUERY_INDEX=0#alnHdr_497946098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/497946098?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BTYHWR9801R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_551197543
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/551197543?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=BTYHWR9801R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_517539742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/517539742?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=BTYHWR9801R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_504607019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/504607019?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=BTYHWR9801R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_505351693
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/505351693?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BTYHWR9801R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=BTXBDMXV01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1YDBF9_6rS_dsMGjl3IBJB_23turP_1HGCEC&QUERY_INDEX=0#alnHdr_502828692
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/502828692?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=BTXBDMXV01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=BTZ66BHY01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1YDBjb_47Dn_djY86iOGEZ_23turP_1rW4qW&QUERY_INDEX=0#alnHdr_739030072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739030072?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BTZ66BHY01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_488290359
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_737329248
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_446774892
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_738130678
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_553027609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/553027609?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BTZ66BHY01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_502829536
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/502829536?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BTZ66BHY01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_640651225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/640651225?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=BTZB36SV01R

Table 1, Cont. ORFs assigned to G1 sequence

Closest homolog using BLASTP (b)

length Identity

#ORF  start end strand (aa) Description [Organims] E-value (%) Gene Bank ID

G1 25 24227 24547 - 106 Phosphonate metabolism protein PhnP [uncultured bacterium] 2.00E-34 56% EKD31793.1

Gl 26 24493 24999 - 168 beta-lactamase domain-containing protein [Bacteroides sp. CAG:545] 2.00E-62 66% WP_022015881.1
Gl 27 25161 26423 - 420 Fe-S oxidoreductase [Alistipes indistinctus] 5.00E-179  59% WP_009134945.1
Gl 28 26416 26763 - 115 dihydroneopterin aldolase [Alistipes sp. CAG:435] 2.00E-32 46% WP_022324543.1
G129 26872 27588 - 238 uroporphyrin-I11 C/tetrapyrrole methyltransferase [Alistipes sp. CAG:435] 3.00E-93 57% WP_022324546.1
G1 30 27530 29476 - 648 hypothetical protein BRDCF_p1264 [Bacteroidales bacterium CF50] 9.00E-179  44% AGY53891.1

Gl 31 29632 31986 - 784 hypothetical protein BRDCF_p1264 [Bacteroidales bacterium CF50] 4.00E-55 25% AGY53891.1

Gl 32 32050 33078 + 342 tRNA threonylcarbamoyladenosine modification protein TsaD [Alistipes] 0 73% WP_004328979.1
G1 33 33176 34621 + 481 oxidoreductase [Bacteroides sp. CAG:770] 0 62% WP_022285915.1
G1_34 35079 36149 + 356 putative PD-(D/E)XK nuclease family protein [Elizabethkingia anophelis] 4.00E-24 28% CDN76750.1

G1 35 36306 36833 - 175 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase [Alistipes sp. CAG:831] 4.00E-72 70% WP_021927072.1
Gl 36 36830 37420 - 196 uncharacterized protein [Alistipes sp. CAG:831] 1.00E-66 54% WP_021927077.1
G1.37 37503 37754 - 83 50S ribosomal protein L31 [Alistipes sp. CAG:831] 4.00E-47 87% WP_021927126.1
Gl 38 37823 38455 - 210 hypothetical protein [Bacteroides fragilis] 4.00E-28 36% WP_032568461.1
G1 39 38961 39902 + 313 phosphomannomutase [Bacteroides sp. CAG:770] 5.00E-137  63% AGY53846.1

G1 40 39937 40383 + 148 hypothetical protein BRDCF_p1220 [Bacteroidales bacterium CF50] 1.00E-43 52% AGY53847.1

G1 41 40395 41036 + 213 hypothetical protein BRDCF_p1220 [Bacteroidales bacterium CF50] 1.00E-71 47% AGY53847.1
G1_42 41040 41312 - 90 4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase [Alistipes sp. CAG:831] 1.00E-40 74% WP_021928565.1

@ ORFs identified by MetaGene.

®) Assigned by RPS BLAST.
© Closest homolog identified by BLASTP 2.2.30+ using non redundant protein sequences.

@ Gene interrupted by Tn5 is showed in bold. Genes belong to pCC1FOS are in red.
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_406884373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/406884373?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=BTZB36SV01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547282530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547282530?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=BTZB36SV01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_496426098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/496426098?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=BTZB36SV01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=BTZM1RB501R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1YDBqk_1g7k_dhNDa8oKPO3_23to07_5da7s&QUERY_INDEX=0#alnHdr_547922307
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547922307?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BTZM1RB501R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547922310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547922310?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=BTZM1RB501R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_553028474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/553028474?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=BTZM1RB501R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_553028474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/553028474?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BTZM1RB501R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_490458274
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/490458274?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=BTZM1RB501R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547880457
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547880457?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BTZM1RB501R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_609714105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/609714105?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=BTZM1RB501R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547185089
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547185089?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BU2S71XA01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547185094
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547185094?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BU2S71XA01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547185146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547185146?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BU2S71XA01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_695466217
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/695466217?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BU2S71XA01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547879661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/553028429?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BU2S71XA01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_553028430
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/553028430?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BU2S71XA01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_553028430
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/553028430?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BU2S71XA01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547186666
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547186666?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=BU2S71XA01R

Table 2. Closest homologs of ORF G1_23 identified using NCBI BLASTP

Description [Origin] E-value Identity (%) GenBank ID Reference
MULTISPECIES: hypothetical protein 1.00E-28 38% WP_031540335.1

[Bacteroides]

hypothetical protein [Prevotella ruminicola] 4.00E-28 32% WP_041385930.1

hypothetical protein PRU_1480 [Prevotella 1.00E-27 33% ADEB82526.1 (Purushe, Fouts
ruminicola 23] et al. 2010)
hypothetical protein [Prevotella sp. RM4] 4.00E-26 31% WP_033149883.1

hypothetical protein [Prevotella sp. MA2016] 1.00E-19 37% WP_028913135.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_671558479
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_671558479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/671558479?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KTW942P901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_752738808
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/752738808?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=KTW942P901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_294473137
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_294473137
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294473137?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=KTW942P901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_697060264
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/697060264?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=KTW942P901R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655549970
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/655549970?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=KTW942P901R
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Discusion general y conclusiones

La actual demanda de procesos amigables con el medio ambiente ha propiciado el desarrollo
de alternativas renovables para la obtencion de productos quimicos y combustibles (144,236). La
btisqueda de catalizadores biolégicos capaces de satisfacer las necesidades actuales de la industria
acompafa esta tendencia, propiciando la utilizacion de microorganismos y enzimas en diversos

procesos.

Los biocombustibles son la alternativa actual para los carburantes derivados del petréleo,
habiéndose producido en 2012 1.470.000 barriles de bioetanol y 430.000 de biodiesel por dia a nivel

mundial (http:/www.eia.gov/, 1 barril son 159 litros). Pero su produccién, basada principalmente en la

utilizacion de los azicares derivados de la cafia de azicar o el maiz y los aceites de la soja o la palma,
compite directamente con la produccion de alimentos (26), causa altos niveles de erosiéon y consume
altos niveles de fertilizante nitrogenado (6). Una de las materias primas alternativas para la produccién
de bioetanol es la lignocelulosa, la cual es ubicua, abundante y su obtencion no representa impedimentos
para la produccion de alimentos (23). Sin embargo, la lignocelulosa es un material recalcitrante que
requiere altos costos de capital y manejo para su procesamiento (86). El desarrollo de pretratamientos
mas eficientes, que generen menor cantidad de inhibidores y contaminantes ambientales (77,237), cepas
etanologénicas capaces de fermentar tanto pentosas como hexosas (32) y enzimas robustas, aptas para
la sacarificacién de celulosa en condiciones industriales y con menor costo de produccién (238) son

necesarios para viabilizar la produccion de etanol de segunda generacién a nivel industrial.

Debido a que la mayoria de los organismos no pueden ser cultivados en el laboratorio, los
enfoques independientes de cultivo, como la metagenémica, se han aplicado desde hace méas de una
década para acceder y caracterizar la diversidad filogenética en diversas comunidades microbianas, asi
como su potencial metabdlico y las funciones ecoldgicas de las mismas (133). Es por esto que la

metagenémica es considerada una fuente potencial a catalizadores novedosos (146,147).

Aplicando esta metodologia, en este trabajo de tesis se detectaron 49 clones con actividad
positiva para celulasa o xilanasa en una biblioteca obtenida a partir de liquido ruminal bovino, un
ambiente rico en enzimas novedosas capaces de hidrolizar biomasa lignocelulésica (153,174,175), a las
cuales es posible acceder mediante aproximaciones de metagenémica funcional (122) utilizando

Escharichia coli como hospedero.

De los 49 clones, ocho fueron seleccionados para profundizar en su caracterizacion fenotipica
y sus fésmidos fueron secuenciados. Al ser evaluados en carboximetil-celulosa, 4-MUC, xilano, avicel,
papel de fitro y bagazo de cafia de azticar, 6 mostraron actividad en al menos dos sustratos, lo cual
permite inferir que son capaces de expresar enzimas multifuncionales o varias enzimas involucradas en

la degradacién de biomasa. La expresion del fosmido Csd4 en la cepa etanologénica MS04 mostr6 que
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es posible la generacion de etanol a partir de CMC y que su complementacién con [3-glucosidasa mejora

tanto el crecimiento como la produccién de etanol en medio minimo.

Mediante el andlisis de la secuencia de los fésmidos de estos clones se puede inferir que éstos
provendrian de bacterias del género Bacteroidetes, auqnue no existe identidad con los genomas
depositados en las bases de datos. Esto confirma que la metagenémica es una herramienta adecuada
para acceder a genomas de organismos no cultivados previamente (134). Fortaleciendo este concepto,
se corrobord que los mas de 10 genes que codifican para diferentes enzimas implicadas en la
degradacion de celulosa o hemicelulosa identificados, mostraron homologia con glicosil hidrolasas no
caracterizadas previamente. Pero de las 133 familias GH descritas hasta el momento, s6lo se obtuvieron

representantes de las familias GH 5, 26, 43, 45 y 130.

Los sesgos introducidos con el método de lisis celular, la extraccién de ADN y al utilizar a E.
coli como hospedero, seguramente fueron los determinantes de la baja diversidad de familias GH
obtenidas. A su vez, el haber construido la biblioteca metagendmica tinicamente a partir de liquido
ruminal condiciono el acceso a la diversidad filogenética y funcional, ya que la microbiota del rumen
asociada a las fibras de alimento (es decir, a la biomasa lignocelulésica) y la presente en la fraccion

liquida son diferentes (175).

El aplicar diversos métodos de lisis celular y emplear muiltiples hospederos aseguraria un mayor
acceso a la diversidad genética presente en el rumen bovino, pero esto representaria un aumento
significativo en la cantidad de trabajo, principalmente en las etapas de seleccién y caracterizacion de

los clones.

Por su parte, a partir de un digestor anaerobio, habitado por una comunidad filogenéticamente
mas alejada de E. coli, se obtuvieron un menor nimero de clones positivos. De todos modos, uno de los
fosmidos obtenidos, denominado M9F1, resulté ser especialmente interesante debido a las actividades
conferidas al hospedero y la nula identidad de secuencia mostrada con glucosidasas depositadas en las
bases de datos. La complementacion de la cepa de E. coli etanologénica LY180 con este fésmido

permiti6 la obtencién de etanol a partir de papel de filtro en medio minimo.

El ORF codificante para la endoglucanasa presnete en el fosmido Csd4, fue clonado en el vector
pET28a y sobreexpresado en la cepa BL21. La enzima codificada, EndoG, resulté ser una celulasa
multifuncional con cualidades interesantes que la hacen prometedora para su utilizacién en procesos
industriales, como la tolerancia a altas concentraciones de sal, diversos solventes organicos y liquidos
iénicos. Esta enzima, que no es inhibida por los productos finales de la degradacién de celulosa, es
estable a altas temperaturas y es activa en un rango relativamente amplio de pH y temperatura. A su
vez, la expresion de EndoG en la cepa MS04 permiti6 la produccion de etanol a partir de CMC o avicel

en un proceso de un unico paso, lo cual representa el principal objetivo de esta tesis de doctorado.
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La aplicacion de biorrefinerias se ha propuesto como un medio para aumentar la viabilidad
economica de la industria de los biocombustibles (6,30). En su forma "convencional" una biorrefineria
haria uso de una fraccién de la materia prima (por ejemplo, una porcién de azicares o aceites) para
obtener un co-producto de mayor valor, junto con el biocombustible. Un modelo econémicamente mas
viable para una biorrefineria, sin embargo, debe considerar el uso de subproductos o de residuos
generados durante la produccién del biocombustible (5). Por ejemplo, las fracciones ricas en glicerol
generadas por la industria del biodiesel tienen el potencial de ser utilizado como materia prima para la

produccién de otros productos (239).

Con el fin de identificar elementos genéticos que promuevan la utilizacién de glicerina cruda
por E. coli se evaluo la biblioteca del digestor anaerobio en medio minimo s6lido suplementado con
este sub-producto generado por ALUR. Es asi como se selecciond el fésmido G1, que confiere a E. coli
la habilidad de crecer mas rapido en este medio. A su vez, fue posible la obtencion de etanol a partir de
la glicerina cruda neutralizda utilizando la cepa Epi300-T1® complementada con el operén pET y la
cepa etanologénica LY 180. El andlisis de la secuencia del f6smido G1 no revel6 la presencia de genes
implicados en la metabolizacién del glicerol, pero la mutagénisis in vitro del mismo mostré que el ORF
G1_23 podria estar implicado en el fenotipo observado. La proteina codificada por este ORF posee
menos de 40% de identidad de secuencia con proteinas hipotéticas, por lo cual no es posible asignar

una funcion.

Dado el bajo nimero de clones positivos obtenidos en esta parte del trabajo, surge cuestionar
si la metodologia empleada fue la adecualda. La seleccién de la muestra ambiental a partir de la cual se
contruye una biblioteca metagenémica es un factor clave para la obtencién de clones positivos para la
actividad de interés. Aunque se cree que esta comunidad esta espcializada en la degradacion de desechos
industriales, en presencia de posibles inhibidores que puedan generarse en el proceso, no existe
evidencia que permita suponer que en este ambiente existirian microorganismos especializados en la
utilizacién de glicerol o tolerantes a los inhibidores presentes en la glicerina cruda (metanol, hidréxido

de sodio, aluminio, entre otros).

Una vez mas parece evidente que la comunidad microbiana presente en el reactor anaerobio es
filogenéticamente distante a E. coli, lo cual condiciona la expresion correcta de las enzimas codificadas
en su metagenoma. La utilizacién de un microorganismo filogenéticamente mas relacionado a esta

comunidad como hospedero seguramente aumentaria la deteccion de clones positivos.

El método de screening tal vez no fue el adecuado teniendo en cuenta que el objetivo final era
la utilizacion de este sustrato en medio liquido y en condiciones microaerofilicas para la produccién de
etanol. Una alternativa podria ser realizar la seleccion de clones en estas condiciones (medio liquido,

glicerina neutralizada, incubacion sin oxigeno). Otra opcion seria el enriquecimiento previo de la
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biblioteca en clones capaces de crecer en estas condiciones para luego proceder con la seleccién en
placas. Esta estrategia suele ser mds efectiva si el enriquecimiento se hace con la comunidad de partida
(en este caso el lodo del reactor anaerobio) y luego se procede a la extraccién y clonado del ADN
metagendmico (240). Aunque mas compleja, otra alternativa seria evaluar directamente la produccién
de etanol a partir de la glicerina cruda a cada uno de los clones. Para esto es necesario transferir todos
los fésmidos a una cepa etanologénica o construir directamente la biblioteca en un hospedero con esta

caracteristica.

A nivel industrial se considera que los titulos de etanol deben superar los 40 g/L. para
considerarse un proceso viable. En este trabajo de Tesis, los rendimientos obtenidos a partir de celulosa
estan lejos de los esperados, pero se logro triplicar los rendimientos de etanol luego de la sacarificacién
con celulasas comerciales cuando la cepa etanologénica contiene al fésmido Csd4 (ver capitulo 3). A
nivel de laboratorio los rendimientos obtenidos son similares a varios trabajos reportados en la
literatura. La expresién de una endoglucanasa (Cel5A), una exoglucanasa (Cel9E) y una [-glucosidasa
en la cepa de E. coli LYO01 permitié la produccién de 3.59 g/L a partir de 10 g/L. de PASC (110). Con
mejores resultados, Vasan y colaboradores (108) reportaron la expresion de una endoglucanasa de
Enterobacter cloacae en Zymomonas mobilis, la cual produce 5% y 4% de etanol a partir de
carboximetil-celulosa y bagaso pretratado con NaOH, respctivamente. Por otro lado, los intentos de
conseguir cepas celuloliticas de la levadura Saccharomyces cerevisiae, el microorganismo mas utilizado
para la produccién de etanol, no ha logrado alcanzar los rendimientos esperados. Por ejemplo, la co-
expresion de varias celulasas y un transportador de celodextrinas en S. cerevisiae determina un maximo
de 4,3 g/L de etanol (241). Cuando S. cerevisiae expresa los genes codificantes para una endoglucanasa
de Trichoderma reesei (EGI) y una [ -glucosidasa de Saccharomycopsis fibuligera (BGL1), produce 1
g/L de etanol a partir de 10 g/L. de PASC (242).

Perspectivas

En esta tesis se identificaron genes novedosos que codifican para celulasas y hemicelulasas no
caracterizadas previamente, surge como primer actividad adicional clonar, purificar y caracterizar

bioquimicamente las enzimas identificadas en los fosmidos Csd6, Csd8, Csd9 y Xil3.

A su vez, en dos de los fosmidos secuenciados, M9F1 y Csd23, no se detectaron glicosil
hidrolasas, por lo cual seria muy interesante identificar el o los genes responsables de los fenotipos
observados presentes en estos fésmidos. Esto se intenté mediante mutagénisis in vitro y posterior
evaluacién de los mutantes obtenidos, pero esta estrategia no arrojé resultados positivos. Una alternativa
es el sub-clonado de los ORFs que se presumen implicados en los fenotipos, o sea, las
glicosiltransferasas en M9F1 y los que codifican para proteinas hipotéticas en Csd23, y la posterior

evaluacién de los clones obtenidos. La limitante en este caso es que si el fenotipo se debe a la co-
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expresion de multiples enzimas no se obtendrian clones capaces de reproducir el fenotipo original. Otra
opcién es fragmentar los fosmidos, clonar los fragmentos de ADN obtenidos en otro vector y
transferirlos a nuevos hospederos para evaluar si es posible obtener los fenotipos originales conferidos

por los fésmidos parentales.

En esta tesis, fue posible la produccion de etanol a partir de CMC o avicel mediante la cepa
MS04/pTrc99A-EndoG, pero estos no son sustratos aptos para la produccién de etanol a nivel industrial,
por lo que resta evaluar la produccion de etanol a partir de desechos agropecuarios, tales como bagazo
de cafia o rastrojo de trigo o arroz, o cultivos energéticos como Switchgrass o cafia comtn. A su vez, la
complementacién con las otras enzimas detectadas, ya sean celulasas o xilanasas, permitirad determinar
si existe sinergia entre estas enzimas. El desarrollo de un operén que confiera la capacidad de degradar
lignocelulosa surge como una estrategia prometedora para la produccién de biocombustibles y
productos con alto valor agregado a partir de biomasa vegetal. Para que su implementacién sea exitosa,
es necesario no solo seleccionar los genes codificantes para celulasas y hemicelulasas si no también los
promotores implicados en su expresion y el vector, el cual idealmente deberia ser compatible con

diversos microorganismos.

Por otro lado, el fésmido G1 permitio la produccién de etanol a partir de glicerina cruda. Falta
confirmar si el ORF G1_23 es el responsable de la capacidad conferida a E. coli o si se trata de otro
ORF y en qué proceso esta implicado. A su vez, una vez confirmado el gen responsable, seria interesante
evaluar si su sobre-expresion mejora los rendimientos de etanol obtenidos o si es posible su expresién
en cepas que produzcan otros productos con mayor valor agregado, como por ejemplo 1,3-propanodiol,
acido D-lactico, succinato, acido propidnico y 3-poli-hidroxibutirato, los cuales mejorarian la ecuacién

economica de la produccion de biodiesel.
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Anexo 1.

COMPOSICION DE SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

Soluciones

«<» Amortiguador fosfato salino (PBS, phosphate buffered saline):

NaCl 8.0 g/L
KCl 0.2 g/L
Na;HPO, 1.44 g/L
KH,PO4 0.24 g/L
Ajustar el pH a 7.4 con HCI. Esterilizar por autoclave.

« Solucién de lisis:

NaCl 700 mM,
Tris-HCI 50 mM pH=8.0,
EDTA 100 mM,
SDS 140 mM

« Solucién para gradiente de Percoll:

Tris 100mM
EDTA 100mM, pH 8
NaCl 1.5M
CTAB 1%

« Amortiguador TAE (Tris-acetato) para corrida electroforética:

Tris-acetato 0,04 M
EDTA 0,001M, pH 8

Mini geles para SDS-PAGE.:

«<2 Gel concentrador:
1,25 mL amortiguador concentrador

Tris-base 0,5 M, SDS 14 mM, pH 6,8
3,4 mL solucién acrilamida 30%/ bisacrilamida 0,8%
5 pL TEMED 10%
50 pL persulfato de amonio 10%

4,2 mL H,O destilada

«<» Gel separador (12%):
2,5 mL amortiguador separador
Tris-base 1,5 M, SDS 14 mM, pH 8,8

4,04 mL solucién acrilamida 30%/ bisacrilamida 0,8%
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5 pL. TEMED 10%
100 pL Persulfato de amonio 10%

3,56 mL H;O destilada

«< Azul de Coomassie :
Azul de Coomassie 180 mg
Metanol 95% 90 mL
Acido acético glacial 20 mL

H,0 destilada 90 mL

«2 Solucién decolorante :
Metanol 95% 50 mL
Acido acético glacial 16 mL

H-O destilada 130 mL

«2 Solucién decolorante :
Metanol 95% 50 mL
Acido acético glacial 16 mL

H-0 destilada 130 mL

«<» Buffer de carga (2x):

Tris-base 0,5 M 12 mL
Glicerol 10 mL
SDS 20% 10 mL

Azul de bromofenol 5 mL

HO c.s.p. 45 mL

Soluciones para purificacion de proteinas recombinantes:

< Amortiguador 2x His-Tag:

Na2H2P04 100 mM
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NaCl 600 mM

Ajustar el pH a 8.

« Solucién de union:
Imidazol 5 mM
NaCl 300 mM

Na;H,POy4 50 mM

«2 Solucién de lavado:
Imidazol 20, 50, 0 100 mM
NacCl 300 mM

Na;H,POy4 50 mM

« Solucién elucién:
Imidazol 250 mM
NaCl 300 mM
Na,H,PO4 50 mM

Glicerol 10% (v/v)

Medios de cultivo

«<2 Luria Bertani (L.B)
Triptona 10 g/L
Extracto de levadura 5 g/L.
NaCl 10 g/LL

Para preparar medio s6lido agregar 16g/L. de agar.

« Medio minimo M9

MgSO, 2 mM

CaCl, 0,1 mM
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Na,HPO4.7H,0
KH,PO4

NaCl

NH4Cl

Timina

Leucina

& 2xYT

Triptona

12,8 g/LL
3,0 g/L
0,5 g/L
1,0 g/L
50 pg/mlL

200 pM

16 g/L

Extracto de levadura 10 g/L

NacCl

Ajustar el pH a 7, esterilizar por autoclave.

5g/L.
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Anexo 2.

ABREVIATURAS
ADN Acido desoxirribonucleico
CTAB Bromuro de hexadeciltrimetilamonio
Cmios Cloranfenicol 12,5 pg/mL
CMC Carboximetil-celulosa
DO 620 im Densidad 6ptica a 620 nm
4-MUC 4-metilumbeliferil-B-D-celobidsido
Ara Arabinosa 0,01% (p/v)
Kmsg Kanamicina 50 pg/mL
Ampso Ampicilina 50 pg/mL
IPTG Isopropil-f-D-galactopiranosido
X-Galzo 5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-galactopiranésido 20 pg/mL
SDS-PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
pNPC p-nitrofenil-celobidsido
DTT Ditiotreitol
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
EDTA Acido etildiaminotetraacético
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Anexo 3. TABLAS DE ORFs ASIGNADOS A LOS NUEVE FOSMIDOS SECUENCIADOS

Tabla 1. Asignacion de ORFs del f6smido Csd4

Posicion relativa

ORF®@ Inicio Fin Hebra  Tamafio (aa)
Csd4_1 88 903 + 271
Csd4_2 1383 2162 + 259
Csd4_3 2251 3588 - 445
Csd4_4 3897 4559 + 220
Csd4_5 4615 8073 + 1152
Csd4_6 8535 11516 + 993
Csd4_7 12022 12651 + 209
Csd4_8 12691 13413 - 240
Csd4_9 13552 14469 + 305
Csd4_10 14459 15322 + 287
Csd4_11 15335 15955 + 206
Csd4_12 16099 17364 + 421
Csd4_13 17426 18400 + 324
Csd4_14 18478 19191 + 237
Csd4_15 19139 19792 + 217
Csd4_16 20131 21648 + 505
Csd4_17 21830 22504 + 224
Csd4_18 22749 23759 + 336
Csd4_19 23812 25335 - 507
Csd4_20 25426 26562 + 378
Csd4_21 26566 27729 + 387
Csd4_22 27726 28517 + 263
Csd4_23 28593 29741 + 382
Csd4_24 29793 29999 - 373
Csd4_25 30011 31132 - 133
Csd4_26 31317 31718 - 255
Csd4_27 31995 32762 + 281
Csd4_28 32767 33612 + 223

@ ORFs identificados por MetaGene.
® Asiganados por RPS Blast.

Closest homolog using BLASTP ®

Descripcion [Organismo] <%

hypothetical protein [Prevotella buccalis DNF00985]
glutamate dehydrogenase [Prevotella]

putative uncharacterized protein [Prevotella sp. CAG:1185]
hypothetical protein [Prevotella sp. AGR2160]
phosphoenolpyruvate synthase [Prevotella sp. CAG:1124]

cell envelope biogenesis protein TonB [Prevotella paludivivens]

RDD family protein [Prevotella veroralis]

membrane protein [Bacteroides acidifaciens]

membrane protein [Bacteroides]

hypothetical protein [Prevotella multisaccharivorax]
hypothetical protein [Bacteroides finegoldii]

magnesium chelatase [Prevotella histicolal]

hypothetical protein [Bacteroides acidifaciens]
uncharacterized protein [Bacteroides sp. CAG:754]
glycosyl hydrolase family 43 [Prevotella sp. CAG:732]
porin [Prevotella enoeca]

fructose-bisphosphate aldolase [Prevotella]

putative YjeF-related sugar kinase [Prevotella sp. CAG:732]
adenylate kinase [Prevotella stercorea CAG:629]

GTPase CgtA [Prevotella buccae]

polyphenol oxidase [Prevotella sp. STMS2]
cellodextrinase [uncultured microorganism]
alCARFT/IMPCHase bienzyme [Prevotella sp. CAG:1185]
50S ribosomal protein L19 [Prevotella maculosa]

putative uncharacterized protein [Prevotella sp. CAG:255]
5'-nucleotidase [Prevotella sp. CAG:592]

hypothetical protein [Prevotella histicola]

© Homologos més cercanos identificados por BlastP 2.2.30+ usando secuencias de proteinas no redundantes.
@ Los genes asociados a la degradacién de lignocelulosa o de particular interés se muestran en negritas.

E-value ©

6.00E-94
0.00E+00
8.00E-30
3.00E-101
0.00E+00
7.00E-50
5.00E-45
7.00E-118
5.00E-18
1.00E-19
3.00E-51
2.00E-172
3.00E-81
1.00E-98
0.0
4.00E-91
0.00E+00
0.00E+00
7.00E-111
0.00E+00
3.00E-112
0.0

0.0
4.00E-64
5.00E-92
2.00E-141
4.00E-121

Identidad (%) ©

56
87
33
37
80
51
39
61
27
43
31
71
54
66
61
63
92
68
84
87
59
84
89
79
53
66
73

Gene Bank ID ©

KGF40528.1

WP_028902358.1
WP_021963427.1
WP_028910338.1
WP_021948672.1
WP_018464825.1
WP_018910394.1
WP_024988293.1
WP_007663060.1
WP_007575351.1
WP_007767102.1
WP_025792001.1
WP_024988291.1
CDA86114.1

WP_022328427.1
WP_025065050.1

WP_004341759.1

WP _022328422.1
WP_022429669.1
WP_004341745.1
KGI61157.1

ADB80112.1

WP_021965082.1
WP_008564746.1
WP_021855259.1
WP _022316292.1
WP_008822032.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_690794448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/690794448?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KM8WRW4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655521671
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/655521671?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KM8WRW4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547226354
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547226354?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KM8WRW4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655543188
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/655543188?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KM8WRW4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547207889
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547207889?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KP56T6T014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_517276007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/517276007?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KP56T6T014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_517740186
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/517740186?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9TCXA3W101R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_640556567
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/640556567?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=9TCZ3G2501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/494937029?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KKA7BJ4015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_494849251
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/494849251?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KKBVUSA015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_495042253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/495042253?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KKBVUSA015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_647451241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/647451241?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KKBVUSA015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_640556565
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/640556565?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KKBVUSA015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_524326281
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/524326281?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KKGMN6S014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547926330
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547926330?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KKGMN6S014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_640637250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/640637250?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KKGMN6S014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_490471262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/490471262?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=98GC329B01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547926325
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547926325?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KKGMN6S014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_548209999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/548209999?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=98H2B2UV01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_490471248
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/490471248?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KM5XT52014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_693443793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/693443793?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KM5XT52014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_284158796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/284158796?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9K9C3TWW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547228112
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547228112?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KM8WRW4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_495840167
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/495840167?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KM8WRW4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546392902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546392902?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KM8WRW4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547913432
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547913432?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KM8WRW4014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_496097525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/496097525?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9KM8WRW4014

Tabla 2. Asignacién de ORFs del fésmido Csd6

Posici6n relativa Closest homolog using BLASTP®
ORF® inicio fin Hebra Tamafio (aa) Descripcién [Organismo] 9 E-value © Identidad (%)© Gene Bank ID ©
Csd6_c1.1 229 975 + 248 nitroreductase [Prevotella sp. FD3004] 6.00E-78 54 WP_036912851.1
Csd6_c1.2 965 1138 - 57 hypothetical protein [Clostridium hiranonis] 7.00E-14 58 WP_006440287.1
Csd6_c1.4 1992 2570 + 192 putative GDSL lipase [uncultured microorganism] 5.00E-101 74 ACA61157.1
Csd6_c1.5 2574 2951 - 125 endoribonuclease L-PSP [Bacteroides sp. CAG:545] 1.00E-67 82 WP_022016360.1
Csd6_c1.6 2963 3586 - 207 nitroreductase family protein [Prevotella sp. CAG:5226] 2.00E-53 46 WP_022101816.1
Csd6_c1.7 3653 4303 + 216 pyrophosphatase PpaX [Alistipes sp. CAG:435] 2.00E-65 53 WP_022323411.1
Csd6_c1.8 4317 5078 - 253 molecular chaperone Dnal [Butyricimonas virosa] 3.00E-66 46 WP_027202747.1
Csd6_c1.9 5130 5678 + 182 hypothetical protein [Butyrivibrio sp. WCD2001] 1.00E-46 50 WP_026498890.1
Csd6_c1.12 6432 7259 - 275 dihydroorotate oxidase [Prevotella ruminicola 23] 1.00E-147 73 ADEB82360.1
Csd6_c1.13 7162 7863 - 233 dihydropyrimidine dehydrogenase [Prevotella brevis] 4.00E-104 77 WP_027455612.1
Csd6_c1.14 7888 8577 - 229 transport protein [Prevotella sp. CAG:1058] 4.00E-88 57 WP_021852386.1
Csd6_c1.15 8807 10099 + 430 phosphotransferase enzyme family protein [Bacteroides sp. CAG:709] 0 69 WP_022148809.1
Csd6_c1.16 10102 10842 + 246 Mannose-1-phosphate guanyltransferase [Alistipes sp. CAG:435] 1.00E-101 59 WP_022324822.1
Csd6_c1.17 11127 11939 - 270 membrane protein [Ruminococcus gnavus] 4.00E-124 64 WP_039959598.1
Csd6_c1.19 12263 12607 - 114 hydrogenase nickel incorporation protein HypA [Shuttleworthia sp. MSX8B] 5.00E-45 58 WP_044959080.1
Csd6_c1.20 12749 15481 - 910 pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase [Clostridium sp. CAG:349] 0 67 WP_022320736.1
Csd6_c1.21 15603 16274 - 223 hydrogenase accessory protein HypB [Firmicutes bacterium CAG:313] 1.00E-118 72 WP_022330185.1
Csd6_c1.22 16368 17291 + 307 hypothetical protein [Alistipes sp. CAG:514] 3.00E-151 68 WP_021839425.1
Csd6_c1.24 18410 19678 + 422 endo-1,4-beta-mannosidase [Bacteroides dorei] 5.00E-161 54 WP_007831873.1
Csd6_c1.25 19691 20569 + 292 cellulase [uncultured bacterium] 6.00E-94 52 ADU86906.1
Csd6_c1.26 20529 21215 + 228 beta(1,4)-glucan glucanohydrolase [uncultured bacterium] 2.00E-90 62 AFJ44729.1
Csd6_c1.27 21215 21748 + 178 putative beta-mannanase [unidentified microorganism] 7.00E-81 74 CAJ19138.1
Csd6_c2.1 2 724 - 241 hypothetical protein [Bacteroides sp. CAG:1060] 5.00E-104 79 WP_021844028.1
Csd6_c2.2 797 1660 + 287 dihydropteroate synthase [Bacteroides sp. CAG:1060] 9.00E-87 52 WP_021843902.1
Csd6_c2.3 2315 3328 + 337 thiamine-monophosphate kinase [Prolixibacter bellariivorans] 1.00E-52 41 WP_025866090.1
Csd6_c2.4 3333 4373 + 346 phosphomethylpyrimidine kinase [Prevotella sp. 10(H)] 1.00E-99 50 WP_029903426.1
Csd6_c2.5 5003 5773 + 256 hydroxyethylthiazole kinase [ Brachyspira murdochii] 2.00E-71 50 WP _013112591.1
Csd6_c2.6 6753 7163 + 137 thiamine-phosphate pyrophosphorylase [Prolixibacter bellariivorans] 5.00E-50 66 WP_025866088.1
Csd6_c3.2 456 2303 + 615 hypothetical protein [Bacteroides sp. CAG:1060] 0 81 WP_021844069.1
Csd6_c3.3 2230 2895 + 221 alanine racemase [Alistipes sp. CAG:435] 9.00E-111 76 WP_022323604.1
Csd6_c3.4 2840 3232 + 130 alanine racemase [Alistipes sp. CAG:514] 1.00E-59 77 WP_021838703.1
Csd6_c3.5 3229 4632 + 467 peptidase C1-like family [Bacteroides sp. CAG:1060] 0 73 WP_021842871.1
Csd6_c4.1 2 523 - 174 MULTISPECIES: hypothetical protein [Alistipes] 2.00E-38 45 WP_015547801.1
Csd6_c4.2 634 1293 + 219 tENA/THI-4 family protein [Bacteroides sp. CAG:709] 9.00E-55 43 WP_022147260.1
Csd6_c4.3 1528 1803 - 91 rubrerythrin [Ruminococcaceae bacterium AB4001] 6.00E-52 87 WP_037278365.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=NMT6CHW201R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1YuTLA_3Yu6_drBTrmnwLMm_23to07_JsYW6&QUERY_INDEX=0#alnHdr_739031727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739031727?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=NMT6CHW201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_493485484
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/493485484?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMT6CHW201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_169640153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/169640153?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMTPJEZG015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547283029
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547283029?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMT6CHW201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547509182
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547509182?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMTPJEZG015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547921129
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547921129?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMT6CHW201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_652949334
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/652949334?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=NMT6CHW201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_651386819
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/651386819?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=NMTPJEZG015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_294472971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294472971?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMTHFE2P01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_653250184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/653250184?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMTHFE2P01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546371943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546371943?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=NMTHFE2P01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547734904
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547734904?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=NMTHFE2P01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547922593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547922593?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMTHFE2P01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_748701477
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/748701477?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=NMTHFE2P01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_769191249
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/769191249?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=NMTHFE2P01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547918170
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547918170?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=NMTHFE2P01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=NMU4T7UR01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1YuTat_d46_dlPckU7c3DT_23turP_mDpMp&QUERY_INDEX=0#alnHdr_547928153
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547928153?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMU4T7UR01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546345881
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546345881?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMU4T7UR01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_495107051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/495107051?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMU4T7UR01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_317022210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/317022210?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMU4T7UR01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_386873646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/386873646?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=NMU4T7UR01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_82524104
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82524104?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMU4T7UR01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=NMUBMNTZ01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1YuTeQ_1JzP_dkFD2TGiF56_23to07_1jqBQa&QUERY_INDEX=0#alnHdr_546356924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546356924?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMUBMNTZ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546356795
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546356795?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMUBMNTZ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_647589043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/647589043?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMUBMNTZ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659856055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/659856055?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMUBMNTZ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_502877615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/502877615?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMUBMNTZ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_647589041
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/647589041?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMUBMNTZ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546356968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546356968?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMUBMNTZ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547921333
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547921333?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMUBMNTZ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546333734
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546333734?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMUBMNTZ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546355705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546355705?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMUBMNTZ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_505360699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/505360699?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMUBMNTZ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547733328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547733328?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMUBMNTZ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_739418177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739418177?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NMUBMNTZ01R

Tabla 3. Asignacion de ORFs del fésmido Csd8

ORF ®

Csd8_c2.1
Csd8_c2.2

Csd8_c2.3
Csd8_c2.4
Csd8_c2.5
Csd8_c2.6
Csd8_c2.7
Csd8_c2.8
Csd8_c2.9
Csd8_c2.10
Csd8_c2.12
Csd8_c2.13
Csd8_c2.14
Csd8_c2.15
Csd8_c2.16
Csd8_c5.2
Csd8_c5.4
Csd8_c5.5
Csd8_c5.6
Csd8_c5.7
Csd8_c8.2
Csd8_c8.3
Csd8_c8.5
Csd8_c8.6
Csd8_c8.7
Csd8_c8.8
Csd8_c8.9
Csd8_c11.1
Csd8_c11.2

Posicion relativa

Inicio

2
1385

2360
2802
3456
4385
5920
6191
7530
8469
11989
14312
14796
15550
15765
815
2499
3426
3799
4605
184
1284
4098
4522
5543
5950
6692
352
874

Fin

160
2299

2821
3377
4385
5914
6204
6949
8384
9485
14301
14812
15425
15768
16580
2104
3398
3806
4497
5096
1245
1835
4400
5622
5980
6687
7123
846
1290

Hebra

Tamaiio (aa)

52
304

153
191
309
509
94
252
284
338
770
166
209
72
271
429
299
126
232
164
353
183
100
366
145
245
144
164
138

Homélogo mas cercano por BLASTP ®

Descripcién [Organismo] © ¢

hypothetical protein [Alistipes sp. CAG:514]
hypothetical protein [Bacteroides sp. CAG:1060]

hypothetical protein [Bacteroides sp. CAG:1060]

hypothetical protein [Bacteroides sp. CAG:1060]

sLEI family protein [Bacteroides sp. CAG:1060]

protease [Bacteroides sp. CAG:545]

probable collagenase [Bacteroides sp. CAG:1060]

hypothetical protein [Bacteroides sp. CAG:1060]
protein-(Glutamine-N5) methyltransferase [Bacteroides sp. CAG:545]
d-alanine-D-alanine ligase [Bacteroides sp. CAG:1060]

dNA topoisomerase [Bacteroides sp. CAG:1060]

hypothetical protein [Bacteroides sp. CAG:1060]
4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol synthase [Bacteroides sp. CAG:1060]
putative rod shape-determining protein [Bacteroides sp. CAG:709]
putative rod shape-determining protein [Alistipes sp. CAG:435]
glycosyl hydrolase family 43 [Bacteroides sp. CAG:633]

nLP/P60 protein [Alistipes sp. CAG:435]

hypothetical protein [Bacteroides sp. D20]

fHA domain protein [Prevotella copri CAG:164]

kinase domain protein [Bacteroides sp. D20]

kinase domain protein [Bacteroides sp. D20]

hypothetical protein [Bacteroides sp. D20]

hypothetical protein [Hallella seregens]

hypothetical protein [Alistipes sp. CAG:514]

hypothetical protein [Bacteroides sp. CAG:709]
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase [Bacteroides sp. CAG:1060]
comF family protein [Bacteroides sp. CAG:1060]

transposase DDE domain protein [Escherichia coli 2362-75]

transposase [Escherichia coli]

E-value ©

5.00E-11
9.00E-143

1.00E-50
5.00E-99
7.00E-102
0
3.00E-15
1.00E-91
4.00E-90
0

0
1.00E-92
4.00E-93
2.00E-27
2.00E-159
0
1.00E-63
1.00E-29
3.00E-21
2.00E-62
1.00E-63
2.00E-66
1.00E-20
9.00E-148
9.00E-58
8.00E-164
7.00E-47
6.00E-115
2.00E-95

Identidad (%)©

65
70

54
74
59
57
41
53
51
73
72
76
64
84
82
63
36
49
30
60
62
62
47
60
77
93
58
100
100

GenBank ID ©

WP
WP

021839595.1

021842836.1

WP

021842835.1

WP

021843596.1

WP

021843594.1

WP

WP_022016849.1

WP

021843592.1

WP

021843591.1

WP

022016851.1

WP

WP_021843598.1

WP

021843600.1

WP

021843601.1

WP

WP_021843602.1

WP

022147119.1

WP

022323730.1

wpP

022162901.1

WP

022323007.1

WP

009037653.1

WP

022121752.1

EFA20480.1

EFA20477.1

WP

034529372.1

WP

027953067.1

WP

WP_021839010.1

WP

022147836.1

WP

WP_021843309.1

WP

WP_021843310.1

EFR18021.1

WP

032161000.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=EPXE4JV0015&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1YPy2g_1bGg_dsfHmZguab_GTXQl_7HXJA&QUERY_INDEX=0#alnHdr_546346067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546346067?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546355554
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546355554?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546355553
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546355553?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546356476
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546356476?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546356474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546356474?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547283533
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547283533?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546356472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546356472?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546356471
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546356471?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547283535
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547283535?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546356478
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546356478?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546356480
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546356480?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546356481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546356481?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546356482
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546356482?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547733180
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547733180?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547921466
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547921466?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547749918
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547749918?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547920701
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547920701?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_496328475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/496328475?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547649463
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547649463?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=EPXE4JV0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_270274619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/270274619?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=EPXG1WA5014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_270274616
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/270274616?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=EPXG1WA5014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_736513379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/736513379?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXG1WA5014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_654483106
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/654483106?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXG1WA5014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546335668
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546335668?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=EPXG1WA5014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547733916
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547733916?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXG1WA5014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546356174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546356174?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXG1WA5014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_546356175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/546356175?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=EPXG1WA5014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_312290138
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/312290138?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=EPXG1WA5014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_692967779
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/692967779?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=ER66TKDE014

Tabla 3, continuacion. Asignaciéon de ORFs del fésmido Csd8

Posicion relativa

ORF @ Inicio
Csd8_c16.1 662
Csd8_r42.1 49
Csd8_r42.3 4010
Csd8_rc42.4 4684
Csd8_c42.5 5214
Csd8_c42.6 6178
Csd8_c42.7 7457
Csd8_c42.8 8041

® ORFs identificados por MetaGene.

Fin

1021
1965
4690
5217
6131
7257
7912
8202

® Asiganados por RPS Blast.
© Homélogos més cercanos identificados por BlastP 2.2.30+ usando secuencias de proteinas no redundantes.
@ Los genes asociados a la degradacién de lignocelulosa o de particular interés se muestran en negritas.

Hebra

Tamafio (aa)
119

638

226

177

305

359

151

54

Homoélogo més cercano por BLASTP ®
Descripcién [Organismo] © 9

ribosomal protein L31 [Escherichia coli 910096-2]
serine/threonine protein kinase [Prevotella sp. CAG:474]

caspase [Bacteroides sp. D20]

FHA domain protein [Bacteroides sp. D20]

hypothetical protein HMPREF0969_01883 [Bacteroides sp. D20]
predicted protein [Bacteroides sp. D20]

hypothetical protein [Bacteroides uniformis]

hypothetical protein [Bacteroides sp. D20]

E-value ©
9.00E-62
9.00E-180
8.00E-88
2.00E-27
6.00E-98
2.00E-26
1.00E-46
1.00E-18

Identidad (%)©
89
47
57
36
55
33
49
74

GenBank ID©
ESE27907.1
WP_022310834.1
WP_009037639.1
EFA20471.1
EFA20470.1
WP_009037640.1
WP_035458133.1
WP_034529372.1
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Tabla 4. Asignacién de ORFs del f6smido Csd9

ORF @
Csd9_cl1.1

Csd9_c1.2

Csd9_c1.3

Csd9_c1.5

Csd9_cl1.6

Csd9_c1.8

Csd9_c1.10
Csd9_c1.11
Csd9_c1.12
Csd9_c1.13
Csd9_c1.14
Csd9_c1.15
Csd9_cl1.16
Csd9_c1.17
Csd9_c1.18
Csd9_c1.19
Csd9_c1.20
Csd9_c1.21
Csd9_c1.22
Csd9_c1.23
Csd9_c1.24
Csd9_c1.25
Csd9_c1.26
Csd9_c1.27
Csd9_c1.28
Csd9_c1.29
Csd9_c1.30
Csd9_c1.31

Posicion relativa

Inicio Fin
2 706

744 2465
2501 4387
4796 6040
6102 7310
8259 8762
9131 11575

11556 12269
12266 13423
13420 14412
14420 15448
15445 16107
16568 17134
17134 18216
18241 18927
18936 20474
20587 22224
22997 23317
23401 23880
23840 24103
24117 25172
25247 25765
25942 27078
27163 28173
28207 28995
29008 29790
29953 30939
30944 31315

Hebra
+

+

+

Tamafio (aa)
234

573
628
414
402
167
814
237
385
330
342
220
188
360
228
512
545
106
159
87
351
172
378
336
262
260
328
123

Homélogo mas cercano por BLASTP ®

Descripcién [Organismo] ©9
TonB-dependent receptor [Prevotella ruminicola]

putative lipoprotein

putative SusD2

putative cellulase

putative endoglycosidase precursor protein

putative transcriptional regulator

putative spore coat protein CotH

putative lipoprotein

putative hypothetical protein PRU_2234

putative D-alanine-D-alanine ligase

putative ribosomal large subunit pseudouridine synthase, RIuA family
putative PASTA domain-containing protein

putative translation elongation factor P

putative group 2 family glycosyltransferase

hypothetical protein [Prevotella sp. FD3004]

cell surface protein [Prevotella melaninogenical
hypothetical protein [Prevotella ruminicola]

hypothetical protein [Prevotella sp. Sc00028]
MULTISPECIES: UDP-2,3-diacylglucosamine hydrolase [Prevotella]
hypothetical protein [Prevotella sp. Sc00028]
2-dehydro-3-deoxygluconokinase [Prevotella sp. Sc00028]
hypothetical protein [Prevotella sp. FD3004]

acetate kinase [Prevotella sp. MA2016]

phosphate acetyltransferase [Prevotella sp. Sc00028]
membrane protein [Prevotella sp. FD3004]
MULTISPECIES: dihydropteroate synthase [Prevotella]

UDP-N-acetylmuramoyl-tripeptide--D-alanyl-D-alanine ligase [Prevotella ruminicola]

UDP-N-acetylmuramoyl-tripeptide--D-alanyl-D-alanine ligase [Prevotella sp.]

E-value ©
3.00E-136

0

0

0

0
5.00E-105
0
3.00E-171
0

0

0
1.00E-160
3.00E-133
0
8.00E-137
2.00E-48
0
3.00E-66
5.00E-91
1.00E-52
0
4.00E-63
0

0
3.00E-152
2.00E-137
0
2.00E-54

Identidad (%)©
87

90
98
98
99
94
99
98
99
100
100
100
100

GenBank ID ©
WP_013064632.1

AIF25919.1
AIF25920.1
AIF25922.1
AIF25923.1
AIF25924.1
AIF25925.1
AIF25934.1
AIF25926.1
AIF25927.1
AIF25928.1
AIF25929.1
AIF25931.1
AIF25932.1
WP 036911624.1
WP_013265240.1
WP 041386176.1
AGH14007.1
WP_028906659.1
AGH14006.1
AGH14005.1
WP_036913509.1
WP_028912032.1
AGH14002.1
WP _036911614.1
WP_028904079.1
WP_028906649.1
WP_036911612.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_502829656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/502829656?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=DTVCFAF0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663097259
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663097259?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DTVCFAF0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663097260
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663097260?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DTVCFAF0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663097262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663097262?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E4ZTTCSE015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663097263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663097263?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E4ZTTCSE015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663097264
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663097264?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E4ZTTCSE015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663097265
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663097265?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E4ZTTCSE015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663097274
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663097274?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E4ZVTCJH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663097266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663097266?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E4ZVTCJH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663097267
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663097267?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E4ZVTCJH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663097268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663097268?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E4ZVTCJH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663097269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663097269?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E4ZVTCJH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663097271
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663097271?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E4ZVTCJH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_663097272
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663097272?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E4ZVTCJH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_739030489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739030489?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E4ZVTCJH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_503030264
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/503030264?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E4ZVTCJH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_752739054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/752739054?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E4ZVTCJH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=E50RSCA601R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1YNVTt_2u6m_dvJhAJxA6PV_23to07_1e1KDw&QUERY_INDEX=0#alnHdr_460565022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460565022?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E50RSCA601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655528585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/655528585?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E50RSCA601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460565021
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460565021?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E50RSCA601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460565020
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460565020?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E50RSCA601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_739032391
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739032391?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E50RSCA601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655548862
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/655548862?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E50RSCA601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460565017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460565017?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E50RSCA601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_739030479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739030479?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E50RSCA601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655525920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/655525920?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E50RSCA601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655528575
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/655528575?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E50RSCA601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_739030477
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739030477?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E5119JFU015

Tabla 4, continuacién. Asignacién de ORFs del fésmido Csd9

ORF®

Csd9_c1.34
Csd9_c1.32
Csd9_c1.35
Csd9_c1.36

® ORFs identificados por MetaGene.
® Asiganados por RPS Blast.

Posicion relativa

Inicio
33318
31333
34664
36094

Fin

34394
32343
36088
36345

Hebra

Tamafio (aa)
358

336

474

83

Homoélogo més cercano por BLASTP ®
Descripcién [Organismo] ©¥

hypothetical protein [Prevotella sp. FD3004]
MULTISPECIES: hypothetical protein [Prevotella]
aldo/keto reductase [Prevotella sp. MA2016]

ferredoxin [Prevotella ruminicolal

© Homoélogos méas cercanos identificados por BlastP 2.2.30+ usando secuencias de proteinas no redundantes.
@ Los genes asociados a la degradacién de lignocelulosa o de particular interés se muestran en negritas.

E-value®
4.00E-137
6.00E-150
0
2.00E-38

Identidad (%)®©
57
75
86
94

GenBank ID ©

WP_036911609.1
WP_033147334.1
WP_028911009.1
WP_028906450.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_739030474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739030474?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E5119JFU015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_697057000
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/697057000?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E5119JFU015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655547836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/655547836?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E5119JFU015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655528376
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/655528376?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=E5119JFU015

Tabla 6. Marcos abiertos de lectura asignados al fé6smido Csd18

ORF @
Csd18_c1.3
Csd18_c1.4
Csd18_c1.5
Csd18_c1.6
Csd18_c1.7
Csd18_c1.8
Csd18_c1.9
Csd18_c1.10
Csd18_c1.11
Csd18_c1.12
Csd18_c1.13
Csd18_c1.14
Csd18_c1.15
Csd18_c1.16
Csd18_c1.17
Csd18_c1.18
Csd18_c1.19
Csd18_c1.20
Csd18_c1.21
Csd18_c1.22
Csd18_c1.23
Csd18_c1.24
Csd18_c1.25
Csd18_c1.26
Csd18_c1.27
Csd18_c1.28
Csd18_c1.29

Posicion relativa

Inicio
3655
4119
5341
5808
6852
8805
9900
10694
11126
14436
15415
16652
17776
18920
22232
22696
23274
25264
26578
27445
28505
28925
29779
31440
34227
35231
35526

Fin
4065
5321
5784
6629
7595
9732
10769
11080
14332
15254
16641
17437
18813
21094
22639
23130
23813
26565
27441
28302
28690
29767
30930
31895
35228
35539
35747

Hebra
+
+

+

Tamafio (aa)
136
400
147
273
247
309
289
128
1068
272
408
261
345
724
135
144
179
433
287
285
61
280
383
151
333
102
73

Homélogo méas cercano por BLASTP ®

Descripcién [Organismo] 9

ATPase AAA [Bacteroides barnesiae]

ATPase AAA [Bacteroides barnesiae]

pyridoxamine 5-phosphate oxidase [Alistipes sp. AL-1]
hypothetical protein [Prevotella sp. Sc00028]
MULTISPECIES: hypothetical protein [Bacteroidales]
putative carbohydrate-active enzyme [uncultured organism]
butanol dehydrogenase [Prevotella sp. MA2016]
ATP-dependent helicase [Bacteroides pyogenes]

MULTISPECIES: 3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase [ Bacteroides]

dEAD/DEAH box helicase domain protein [ Bacteroides sp. CAG:702]
permease YjgP/YjgQ family [Bacteroides sp. CAG:633]

queuine tRNA-ribosyltransferase [Bacteroides sp. CAG:530]

lon protease [Bacteroides sp. CAG:462]

diacylglycerol kinase [Prevotella copri]

diacylglycerol kinase [Prevotella sp. CAG:1185]
2-amino-3-ketobutyrate CoA ligase [Bacteroides graminisolvens]
2-amino-3-ketobutyrate CoA ligase [Bacteroides graminisolvens]
arginine decarboxylase [Clostridium nexile]

spermidine synthase [Clostridium sp. CAG:510]

agmatinase [Robinsoniella sp. KNHs210]

saccharopine dehydrogenase [Firmicutes bacterium CAG:646]
carboxynorspermidine dehydrogenase [butyrate-producing bacterium SS3/4]
carboxynorspermidine decarboxylase [Clostridium sp. CAG:510]
hypothetical protein [Alistipes sp. CAG:268]

toxin HipA [Prevotella dentasini]

phosphatidylinositol kinase [Prevotella sp. RM4]

transcriptional regulator [Prevotella dentasini]

E-value®
6.00E-54
0
2.00E-37
5.00E-90
1.00E-34
0
4.00E-57
0
5.00E-154
0
6.00E-107
0

0
1.00E-37
2.00E-42
3.00E-99
3.00E-99
0
1.00E-167
4.00E-151
6.00E-22
0

0
4.00E-18
0
5.00E-56
3.00E-33

Identidad (%)©
72
64
50
51
37
91
79
41
78
71
60
83
71
45
55
79
79
75
77
71
77
89
68
45
80
79
81

Gene Bank ID ©

wpP

018709390.1

018709390.1

WP
wpP

032134625.1

AGH13984.1

WP

WP _007850563.1

ADX05725.1

WP

WP _028911299.1

027326181.1

WP
WP

WP _005777498.1

022040023.1

WP

WP _022162475.1

WP
WP

022129645.1

WP

WP _022383975.1

006849117.1

WP
WP

WP _021964078.1

024996973.1

WP
WP

WP _024996973.1

WP

004613076.1

WP

WP _022124011.1

WP

027293336.1

WP

022009922.1

WP

015553675.1

WP

WP_022124008.1

WP

022308780.1

WP

025002844.1

WP

033150366.1

025002842.1

WP
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_517539182
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/517539182?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRN0XT91015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_517539182
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/517539182?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=DRN0XT91015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_692415924
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/692415924?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRN0XT91015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460564999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460564999?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRN0XT91015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_495125752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/495125752?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRN0XT91015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/322512638?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRX7A7TW015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655548126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/655548126?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR0BCD7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_653075133
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/653075133?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR0BCD7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_492212861
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/492212861?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR0BCD7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547308011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547308011?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR0BCD7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547749469
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547749469?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=DRR0BCD7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547713328
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547713328?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR0BCD7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_548143797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/548143797?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR0BCD7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_493903394
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/493903394?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR0BCD7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547227047
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547227047?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR0BCD7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_640565919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/640565919?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR0BCD7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_640565919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/640565919?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR0BCD7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=DRR5PMM201R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1YLg7E_IY9_dj1uu7eqCpq_23to07_1ypXDD&QUERY_INDEX=0#alnHdr_490750768
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/490750768?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=DRR5PMM201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547660474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547660474?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR5PMM201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_653041654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/653041654?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR5PMM201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547276172
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547276172?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR5PMM201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_505366573
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/505366573?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=DRR5PMM201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547660465
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547660465?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR5PMM201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547905377
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547905377?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR5PMM201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_640572092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/640572092?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR5PMM201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_697060748
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/697060748?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR8BP7D015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_640572090
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/640572090?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRR8BP7D015

Tabla 7. Marcos abiertos de lectura asignados al fésmido Xil3

ORF ®

Xil3_c1.1
Xil3_c1.2
Xil3_c1.3
Xil3_c1.4
Xil3_c1.5
Xil3_c1.6
Xil3_c1.7
Xil3_c1.8

Xil3_c1.9

Xil3_c1.10
Xil3_c1.11
Xil3_c1.12
Xil3_c1.13
Xil3_c1.14
Xil3_c1.15
Xil3_c1.16
Xil3_c1.17
Xil3_c1.18
Xil3_c1.19
Xil3_c1.20
Xil3_c1.21
Xil3_c1.22
Xil3_c1.23
Xil3_c1.24
Xil3_c1.25

@ ORFs identificados por MetaGene.

Posicion relativa

Inicio
3
1234
1890
3729
7029
8511
9577
11127

12155
13882
14749
15934
16554
18009
19194
20977
22421
23568
24035
25483
27005
28491
30293
33989
35389

Fin
1331
1872
3725
7016
8507
9557
10992
12152

13315
14742
15729
16563
17726
19193
20984
22446
23488
24038
25486
26943
28468
30275
33919
35329
36006

® Asiganados por RPS Blast.
© Homoélogos mas cercanos identificados por BlastP 2.2.30+ usando secuencias de proteinas no redundantes.
@ Los genes asociados a la degradacién de lignocelulosa o de particular interés se muestran en negritas.

Hebra

Tamaiio (aa)
443
212
611
1095
492
348
471
341

386
286
326
209
390
394
596
489
355
156
483
486
487
594
1208
446
205

Homélogo mas cercano por BLASTP ®

Descripcién [Organismo] %

putative outer membrane protein [Alistipes sp. CAG:29]
putative outer membrane protein [Alistipes sp. CAG:29]
ragB/SusD domain protein [Alistipes sp. CAG:29]
putative outer membrane protein [Alistipes sp. CAG:29]
glycosyl hydrolase family 26 [Alistipes sp. CAG:29]
hypothetical protein [Alistipes sp. CAG:29]

putative lipoprotein [Alistipes sp. CAG:53]

glycosidase [Alistipes timonensis]

sodium transporter [Alistipes shahii]

AraC family transcriptional regulator [Alistipes timonensis]
endoribonuclease L-PSP [Bacteroides fragilis]

membrane protein [Bacteroides uniformis]

membrane protein [Parabacteroides distasonis]
MULTISPECIES: cytochrome C-binding protein [Bacteroides]
putative carbohydrate-active enzyme [uncultured organism]
cytochrome C-binding protein [Bacteroidaceae bacterium MS4]
hypothetical protein [Bacteroides uniformis]

putative lipoprotein [Prevotella sp. CAG:604]

cytochrome C-binding protein [Prevotella ruminicola]
hypothetical protein PRU_2221 [Prevotella ruminicola 23]
MULTISPECIES: hypothetical protein [ Bacteroides]
starch-binding protein [Bacteroides graminisolvens]
collagen-binding protein [Bacteroides graminisolvens]

sugar transporter [Prevotella sp. Sc00066]

glycosidase [uncultured microorganism]

E-value ©
2.00E-165
1.00E-47
0

0
1.00E-164
3.00E-52
0

0

0
3.00E-140
4.00E-112
1.00E-27
7.00E-99
5.00E-180
0
3.00E-173
2.00E-72
1.00E-26
2.00E-175
8.00E-88
5.00E-92
0

0

0
8.00E-135

Identidad (%)©
57
56
60
65
63
38
56
73

73
68
53
38
43
59
86
52
44
42
51
36
39
60
60
71
92

GenBank ID©

022332711.1
022332711.1

WP
WP
WP

022332712.1

WP

022332713.1

wp

WP_022332714.1
022332715.1

WP
WP

022061518.1

wp

WP _010262638.1

WP

WP_044053978.1

WP

010262631.1
WP _032531152.1

WP
WP

044468041.1

WP

WP _036611773.1

WP

WP_031535594.1

ADX05729.1
WP _042368667.1

WP
WP

WP _016273963.1
022111191.1

WP
WP

WP_041386827.1

ADEB81782.1
WP_031535636.1
WP_024995911.1

WP
WP
WP

WP_024995910.1

AGH14131.1
ADB80102.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547930791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547930791?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTYX062Z014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547930791
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547930791?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTYX062Z014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547930792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547930792?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTYX062Z014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547930793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547930793?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTYX062Z014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547930794
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547930794?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=NTYX062Z014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547930795
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547930795?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTYX062Z014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547330765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547330765?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTYX062Z014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_497948482
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/497948482?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTYX062Z014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_763174331
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/763174331?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTYX062Z014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_497948475
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/497948475?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTYX062Z014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=NTYY2S89014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1YvBUZ_3OS0_dpIgIvcu72Z_GTW6B_1SypWg&QUERY_INDEX=0#alnHdr_695333335
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/695333335?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=NTYY2S89014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_764730539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/764730539?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTYY2S89014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_738717380
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/738717380?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=NTYY2S89014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_671552962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/671552962?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTYY2S89014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_322512646
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/322512646?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTYY2S89014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_755015361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/755015361?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=NTYY2S89014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_511019629
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/511019629?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTYY2S89014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547560182
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547560182?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTYY2S89014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_752739705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/752739705?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=NTYY2S89014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_294472393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294472393?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTYY2S89014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_671553011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/671553011?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTZM54KD014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_640564844
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/640564844?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTZM54KD014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_640564843
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/640564843?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTZM54KD014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460565154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460565154?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=NTZM54KD014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_284158781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/284158781?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=NTZM54KD014

Tabla 8. Asignacién de ORFs del fésmido Csd23

ORF ®

Csd23_1
Csd23_2
Csd23_3
Csd23_4

Csd23_5

Csd23_6

Csd23_7

Csd23_8

Csd23_9

Csd23_10
Csd23_11
Csd23_12
Csd23_13
Csd23_14
Csd23_15
Csd23_16
Csd23_17
Csd23_18
Csd23_19
Csd23_20
Csd23_21
Csd23_22
Csd23_23

@ ORFs identificados por MetaGene.

Posicion relativa

Inicio
2

140
2175
3460

4538

9016

12349
14171
14905
15839
18231
18620
19037
20618
28086
29409
29893
30939
31466
32849
33762
35131
36574

Fin
121
2101
3488
4485

9016

12288
14166
14818
15768
18103
18500
19024
20605
22351
28751
29858
30945
31463
32797
33760
35078
36570
36795

® Asiganados por RPS Blast.
© Homoélogos mas cercanos identificados por BlastP 2.2.30+ usando secuencias de proteinas no redundantes.
@ Los genes asociados a la degradacién de lignocelulosa o de particular interés se muestran en negritas.

Hebra

Tamaiio (aa)
40
653
437
341

1492
1090
605
215
287
754
89
134
522
577
221
149
350
174
443
303
438
479
73

Homélogo més cercano por BLASTP ®

Descripcién [Organismo] ©%
hypothetical protein GOS_2224636 [marine metagenome]
DNA topoisomerase IV subunit B [Owenweeksia hongkongensis]
aspartate kinase [Cytophagales bacterium B6]

tRNA threonylcarbamoyladenosine modification protein TsaD [Marinilabilia
salmonicolor]
hypothetical protein [Flavobacteriales bacterium BRH_c54]

ATP-dependent helicase [Flavobacterium reichenbachii]
aminoacyl-histidine dipeptidase [Butyricimonas virosa]
ribulose-phosphate 3-epimerase [Elizabethkingia sp. BM10]

RNA polymerase sigma factor rpoD [Empedobacter brevis]
polynucleotide phosphorylase [Bacteroidales bacterium ph8]
MULTISPECIES: 30S ribosomal protein S15 [Odoribacter]
hypothetical protein [Bacteroides barnesiae]

putative Na(+)/H(+) antiporter [Methanocella arvoryzae]
hypothetical protein [Bacteroidetes oral taxon 274]

putative ATP-dependent DNA helicase [ Geofilum rubicundum JCM 15548]
DNA-binding protein [Zunongwangia profunda]
exopolyphosphatase [Gillisia sp. JM1]

peptidylprolyl isomerase [Anaerophaga thermohalophila]

70 kDa peptidylprolyl isomerase [Microscilla marina ATCC 23134]
peptidylprolyl isomerase [Runella limosa]

peptidylprolyl isomerase [Runella limosa]

hypothetical protein [Flavobacterium sp. MS220-5C]

hypothetical protein [ Draconibacterium sp. IN14CK-3]

E-value ©

3
0
2.00E-124
1.00E-168

3.00E-131
9.00E-136
0
2.00E-110
6.00E-177
0
6.00E-37
2.00E-58
3.00E-98
2.00E-30
6.00E-73
7.00E-19
6.00E-90
1.00E-30
8.00E-43
8.00E-47
8.00E-47
1.00E-140
4.00E-10

Identidad (%)©

46
63
46
67

25
30
56
73
84
66
71
73
44
25
52
39
47
38
28
38
38
43
41

GenBank ID©

ECZ20017.1

WP
WP
WP

014203663.1
022829496.1
010662731.1

WP

045639617.1
035681601.1

WP
WP
WP
WP
WP

027202408.1
045179381.1
019975176.1
019131579.1
009135403.1

WP
WP
WP
WP

025892370.1
012034436.1
040310866.1

GAO030149.1

WP
WP
WP

013072140.1
026838988.1
010418430.1

EAY30224.1

WP
WP
WP
WP

028525026.1
028525026.1
017843386.1
045026565.1
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_142594769
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/142594769?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNXK73X2014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_503969669
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/503969669?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZAK5M5014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_551201446
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/551201446?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZJ9ZA7015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_498348575
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_498348575
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/498348575?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZJ9ZA7015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_783061360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/783061360?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZJ9ZA7015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_737712755
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/737712755?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=KNZJ9ZA7015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_652948994
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/652948994?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZJ9ZA7015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_771531138
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/771531138?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZJ9ZA7015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_518819222
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/518819222?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZJ9ZA7015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_517961371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/517961371?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZJ9ZA7015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_496426556
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/496426556?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZMAVHY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_647617914
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/647617914?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZMAVHY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_500969654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/500969654?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZMAVHY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_749914380
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/749914380?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZMAVHY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_786807689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/786807689?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZMAVHY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_502837164
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/502837164?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=KNZMAVHY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_652443993
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/652443993?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZMAVHY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_498104274
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/498104274?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZMAVHY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_123990757
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/123990757?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZMAVHY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655076892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/655076892?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=KP116WTX015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_655076892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/655076892?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=KNZMAVHY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_516454474
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/516454474?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZ8N9SG014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_769884962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/769884962?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KNZ8N9SG014

Tabla 9. Marcos abiertos de lectura asignados al f6smido M9F1

Posicién relativa Homoélogo més cercano por BLASTP ®
ORF @ Inicio Fin Hebra Tamafio (aa) Descripcién [Organismo] ©¥ E-value © Identidad (%)© GenBank ID ©
MOF1_1 4569 5243 - 224 hypothetical protein [Syntrophomonas wolfei] 3.00E-80 57 WP_011640352.1
MO9F1_2 5442 6821 + 459 glutamyl-tRNA synthetase [Syntrophomonas wolfei] 0 56 WP_011640351.1
M9F1_3 7101 7796 - 231 MULTISPECIES: glycosyltransferase family 2 [Pelosinus] 2.00E-82 54 WP_007930628.1
MO9F1_4 7941 10037 - 698 glycosyl transferase family 2 [Desulfosporosinus sp. Tol-M] 0 72 WP_034614419.1
M9F1_5 10055 11140 - 361 UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase [Desulfosporosinus youngiae] 7.00E-168 64 WP _007778681.1
MO9F1_6 11137 12201 - 354 polysaccharide biosynthesis protein [Acetonema longum] 0 70 WP_004573041.1
M9F1_7 12202 13173 - 323 dTDP-4-dehydrorhamnose reductase [Geobacter daltonii] 3.00E-110 56 WP_012646545.1
M9F1_8 13880 14677 + 265 hypothetical PaecuDRAFT_3010 [Paenibacillus curdlanolyticus YK9] 9.00E-14 31 EFM10051.1
M9F1_9 14785 15240 + 151 BclB [Desulfosporosinus youngiae] 9.00E-33 55 WP_007778663.1
M9F1_10 15418 17403 + 661 glycosyl transferase family protein [Paenibacillus sp. FSL H8-237] 1.00E-168 44 ETT67520.1
M9F1_ 11 17333 17656 + 107 tRNA pseudouridine32 synthase [Acinetobacter indicus] 5.00E-70 100 WP_016658238.1
M9F1_12 17768 18103 + 111 XRE family transcriptional regulator [Acinetobacter sp. MDS7A] 4.00E-53 79 WP_019837413.1
MO9F1_13 18196 18639 + 147 acetyltransferase [Acinetobacter sp. MDS7A] 5.00E-88 84 WP_026438150.1
M9F1_ 14 18661 19371 - 236 MFS transporter [Acinetobacter baumannii] 2.00E-136 82 WP_034702289.1
MO9F1_15 19523 19975 + 150 UPF0756 membrane protein [Acinetobacter sp. CIP 53.82] 2.00E-95 99 ENW90744.1
M9F1_ 16 20019 21200 - 393 Major Facilitator Superfamily; pfam07690 [Acinetobacter sp. CIP 53.82] 0 100 WP_005177440.1
MOF1_17 21374 22294 - 306 LysR family transcriptional regulator [Acinetobacter indicus] 0 99 WP_016658241.1
M9F1_18 22548 24263 - 571 hypothetical protein [Acinetobacter sp. CIP 53.82] 0 100 WP_005177435.1
M9F1_19 24351 26369 - 672 hypothetical protein [Acinetobacter indicus] 0 99 WP_016658243.1
MOF1_ 20 26824 27996 + 390 alcohol dehydrogenase [Acinetobacter indicus] 0 99 WP _016658244.1
M9F1_ 21 28207 29238 + 343 alpha/beta hydrolase [Acinetobacter indicus] 0 99 WP_035363077.1
MOIF1_ 22 29296 30477 - 393 transcriptional regulator [Acinetobacter sp. MDS7A] 0 99 WP _019837401.1
MOF1_23 30723 32234 + 503 aldehyde dehydrogenase [Acinetobacter indicus] 0 100 WP_016658247.1
MOF1_24 32472 33182 + 236 GMP synthase (glutamine-hydrolysing) [Acinetobacter indicus] 2.00E-167 99 WP_016658248.1
M9F1_25 33268 33852 - 194 Ycel-like domain protein [Acinetobacter sp. WC-743] 8.00E-100 77 WP_009584260.1

@ ORFs identificados por MetaGene.

® Asiganados por RPS Blast.

© Homologos més cercanos identificados por BlastP 2.2.30+ usando secuencias de proteinas no redundantes.

@ E] posible operén involucrado en el metabolismo de polisacaridos y el ORF con el dominio Ycel se muestran en negritas.
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_499959618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/499959618?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRCFR56N01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_499959617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/499959617?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRCFR56N01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_495205847
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/495205847?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=DRCFR56N01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_736605802
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/736605802?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRCFR56N01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_495053845
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/495053845?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=DRCFR56N01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_490710112
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/490710112?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRCFR56N01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_501814430
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/501814430?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRCFR56N01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_304344212
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/304344212?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRCFR56N01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_495053827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/495053827?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=DRDC7S6P015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573568984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/573568984?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRDC7S6P015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514969947
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514969947?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRDC7S6P015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_518675720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/518675720?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=DRDC7S6P015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_651313393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/651313393?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=DRDC7S6P015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_736696703
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/736696703?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=DRDC7S6P015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_480153816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/480153816?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=DRDC7S6P015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_491319473
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/491319473?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRDC7S6P015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514969950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514969950?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=DRDC7S6P015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_491319468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/491319468?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRDC7S6P015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=DRDV6CTN014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1YLdd9_2gXA_duh9l8jY2TT_GTWlT_yjtDB&QUERY_INDEX=0#alnHdr_514969952
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514969952?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRDV6CTN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514969953
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514969953?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=DRDV6CTN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_737381592
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/737381592?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=DRDV6CTN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_518675708
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/518675708?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRDV6CTN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514969956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514969956?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRDV6CTN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514969957
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514969957?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=DRDV6CTN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_497270043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/497270043?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=24&RID=DRDV6CTN014

Anexo 2.

ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS IDENTIFICADOS COMO
RESPONSABLES DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA O XILANOLITICA EN LOS CLONES
SELECCIONADOS

Figura 1. Comparacion de la secuencia aminoacidica de Xil4 y sus homo6logos mas cercanos. Se muestran los
nimeros de acceso del GenBank. Las regiones de identidad entre las secuencias se muestran en columnas negras
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ID GenBank ID Proteina Descripcion [Origen] E-value Identidad (%) Referencia
gi|738996343] WP _036878541.1 alfa-N-arabinofuranosidasa [ Prevotella oryzae] 0 63
gi|547926330] WP_022328427.1 glicosil hidrolasa 43 [Prevotella sp. CAG:732] 0 61
gi|493326443] WP_006283687.1 xilosidasa/arabinosidasa [ Prevotella bryantii] 0 59
gi|653248722| WP_027454165.1 alfa-N-arabinofuranosidasa [Prevotella bryantii] 0 59
gi|496416227| WP _009125074.1 glicosil hidrolasa 43 [Bacteroides fluxus] 0 58
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/738996343?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRUN5Z8R01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRUN5Z8R01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym5jl_3zWK_dlw5P57ISSI_23turP_1trWix&QUERY_INDEX=0#alnHdr_738996343
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547926330?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=KRUN5Z8R01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRUN5Z8R01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym5jl_3zWK_dlw5P57ISSI_23turP_1trWix&QUERY_INDEX=0#alnHdr_547926330
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/493326443?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=KRUN5Z8R01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRUN5Z8R01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym5jl_3zWK_dlw5P57ISSI_23turP_1trWix&QUERY_INDEX=0#alnHdr_493326443
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/653248722?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=KRUN5Z8R01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRUN5Z8R01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym5jl_3zWK_dlw5P57ISSI_23turP_1trWix&QUERY_INDEX=0#alnHdr_653248722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/496416227?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=KRUN5Z8R01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRUN5Z8R01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym5jl_3zWK_dlw5P57ISSI_23turP_1trWix&QUERY_INDEX=0#alnHdr_496416227
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Figura 2. Comparacién de la secuencia aminoacidica de Lac4 y sus homologos mas cercanos. Se muestran los
nimeros de acceso del GenBank. Las regiones de identidad entre las secuencias se muestran en columnas negras
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gi|739028637| IR---

gi|738996318| LLE---

gi|739014956| LLTETI

gi|545305291| LLR---

gi| 640560663 | LLR---
ID GenBank ID Proteina Descripcién [Origen] E-value Identidad (%)  Referencia
gi|739028637| WP_036909807.1 polifenol oxidasa [Prevotella sp. FD3004] 2.00E-113 62
gi|738996318] WP_036878516.1 polifenol oxidasa [Prevotella oryzae] 1.00E-112 60
gi|739014956] WP_036896329.1 polifenol oxidasa [Prevotella sp. S7 MS 2] 3.00E-112 59
gi|545305291] WP _021584574.1 Proteina YfiH [Prevotella pleuritidis] 6.00E-112 60
gi|640560663] WP_024992025.1 polifenol oxidasa [ Prevotella pleuritidis] 8.00E-112 60
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739028637?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRTSCFB7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRTSCFB7014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym5Ut_1XjH_dpil9QZM6ZW_GTW6B_2G3BGv&QUERY_INDEX=0#alnHdr_739028637
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/738996318?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=KRTSCFB7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRTSCFB7014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym5Ut_1XjH_dpil9QZM6ZW_GTW6B_2G3BGv&QUERY_INDEX=0#alnHdr_738996318
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739014956?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=KRTSCFB7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRTSCFB7014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym5Ut_1XjH_dpil9QZM6ZW_GTW6B_2G3BGv&QUERY_INDEX=0#alnHdr_739014956
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/545305291?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=KRTSCFB7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRTSCFB7014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym5Ut_1XjH_dpil9QZM6ZW_GTW6B_2G3BGv&QUERY_INDEX=0#alnHdr_545305291
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/640560663?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=KRTSCFB7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRTSCFB7014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym5Ut_1XjH_dpil9QZM6ZW_GTW6B_2G3BGv&QUERY_INDEX=0#alnHdr_640560663

Figura 3. Comparacion de la secuencia aminoacidica de Bacon6 y sus homélogos mas cercanos. Se muestran
los niimeros de acceso del GenBank. Las regiones de identidad entre las secuencias se muestran en columnas

negras

Baconé
gi|31702Z210|
gi|82524100]
gi|2841587731
gi|82524105|
gi|317022202|

Baconé

gi|23170222101
gi|82524100]
gi| 284158779
gi|82524105|
gi|2317022202|

Baconé

gi|23170222101
gi|82524100|
gi| 284158779
gi|B82524105]
gi|2317022202|

Baconé

gi|23170222101
gi|82524100|
gi| 284158779
gi|B82524105]
gi|2317022202|

Baconé
gi|31702Z210|
gi|82524100|
gi|2841587731
gi|B82524105]
gi|317022202|

10 z0 30 40 50 €0 TO
R T T P TR I [ [ I T N I A ISR I
---MEQYLICLSALLALIS -——— TLSADELVFITPDAA-TLEPLT PiuRE

G-——————- H-DHSGK -t h
————————— MIVIFSTL--—-Cl FERCCGSGEY-DTTP-———-& TVITVTPAS--ISDPVEGGLEE?TITHDHBD'
MELYWEYLSLTAVLAVL-———. GHA--DP-DIy-EPTPS———-F THPIRD'
—-~MMERY ISLAAVLLAA-———F. DEN----- EH PTPA-——F STSLIVSETS--FETAQAGETVTLD TSR 3y

METIRSTAFCTAVLALL---5T.
---MERYLTLLAAGLAA--—-W.

Tﬂpgnpn

8

L
'

OVFVDAVRATGGNNATRWLGY PGYAASPNFLEY LTI PDD PARK THLAFHCYDPYDY T IGDEONPDWGHTGT SHENG———-ENELIESL
OVFVDAVRATGCCNNATRWLGV PTYAANPEFEKYATLPTD SANK TMLAVHF YD PSDYTIGDAQY SDWGHTGAANKFASCCDEDHVRESY
OVFVDAVRATCCENATRWLCVETYAANPEFEEYFTMPSD PACEKMMLAVHF YO PSNYTICDROWSDWGCHETCAACKEETWCDEDHVOTV
OVFVDAVRATGGENATRWLGY PTYAANPEYTTYFIMPSD PAGK THLAVHF YD PSDYTIGEEQY SDWGHTGOAGURATWGDEDHVEEY
OVFVDAVRATGANNATRWLGY PTYAANP S FEKHF TMPED PAGK THLAVHF YD PSEYT IGDEOWSDWGHTGARAGKRESWGDEDHVED Y

AYYLYYLEYVVEARKTYHI PAFLRDNGAK G- ACKECHAY IDHGTGEYVGEN S SEPVHAMVEAWNNNESASYTLO SVYNNAPSF
KFYLYYMEY IVEARKTYCLPCYLNDNGSKSEP GEEVHGY IDHG TGO Y ICH SEEVIDVMERAWF TESACY TLOTVYNAAPEL
RFYLYYLEYVVEARKTYCHMSCFLNDNGAE G- Y GEEKHGY INHGTGAY LGN SKEATDVMVEAMTT PDSGYTLOSVYDEAPEF
AFYEYYLEYVVEAARTYCLPCFLWDNGGTD - SGOEQHGY THHGNGS Y LGN SKELVD LMVEANF TDEEGY TLOTIYNSAPEF
KFYLYYMEY IVEARKTYCLSCYLRNDNGATG-TCEEQHGY IRHS TCCY IGN SEAVIDVHMEEANF TESEGYTLETVYESAPEF

ID GenBank ID Proteina Descripcién [Origen] E-value Identidad (%) Referencia
gi|317022210] ADU86906.1 celulasa [uncultured bacterium] 6.00E-94 52 Dai, 2012
gi|82524100]  CAJ19135.1  celulasa/endoglucanasa [unidentified microorganism 5.00E-77 47 Ferrer, 2005
gi|284158779] ADB80100.1 endoglucanasa [uncultured microorganism 2.00E-66 46 Duan, 2011
gi|82524105]  CAJ19139.1  celulasa [unidentified microorganism 4.00E-66 43 Ferrer, 2005
gi|317022202] ADU86902.1 celulasa [uncultured bacterium] 8.00E-65 47 Dai, 2012
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/317022210?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRJBCZKY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRJBCZKY014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym3Wa_2Gg_djqfHUVUZ9_GTW6B_3VUA5&QUERY_INDEX=0#alnHdr_317022210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82524100?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=KRJBCZKY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRJBCZKY014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym3Wa_2Gg_djqfHUVUZ9_GTW6B_3VUA5&QUERY_INDEX=0#alnHdr_82524100
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/284158779?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=KRJBCZKY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRJBCZKY014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym3Wa_2Gg_djqfHUVUZ9_GTW6B_3VUA5&QUERY_INDEX=0#alnHdr_284158779
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82524105?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=KRJBCZKY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRJBCZKY014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym3Wa_2Gg_djqfHUVUZ9_GTW6B_3VUA5&QUERY_INDEX=0#alnHdr_82524105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/317022202?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=KRJBCZKY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRJBCZKY014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym3Wa_2Gg_djqfHUVUZ9_GTW6B_3VUA5&QUERY_INDEX=0#alnHdr_317022202

Figura 4. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de Xil 8 y sus homélogos mas cercanos. Se muestran
los niimeros de acceso del GenBank. Las regiones de identidad entre las secuencias se muestran en columnas

negras

Xila

gi|547743318|
gi|571052357|
gi|€370538531|
gi|294474153|
i 497758887

¥ila

oi | 547749918
gi|571052357|
i |E97053851|
gi|234474153|
ai|497758887|

Xile

gi|547743318|
gi|571052357|
i | 6970598591
gi|234474159|
i 497758887

Xile

gi|547743318|
gi|571052357|
gil637053851|
gi|294474153|
i 497758887

Xila

oi | 5477459918
gi|571052357|
i |E97053851|
gi|234474153|
gi|437758887|
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MERKTLEIVVAATCCTMLASSCTSOSESAR -———TELTTVGNPYLPMWEHIPDGEPYVFED PDOPGEQRVYTYGSHDSM-IDGYCGR
METHVLELS [AALCCMCLAASCAQRRAVVESOELTTLNTVGNPYLFLWEHI PDGEPYVFDD PDNPGEORVY TYGSHDNL-EDAYCGR
METHVLEHSLAAVCCHMCLAASCTORRAVVESOELTTLNTVGNPYLPLWEHI PDGEPYVFDD PDNPGEQRVY TYGSHDNL-EDAYCGR
RIYVYGSHDHAGSDEFCDF
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=DHVAEHKWED ¥ IASSYGTDDEFDAPYDLRNNTHO
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FELEANMP -QEATEAVFOLPELAET.
FELEADMP -QEATEAVFDLPELAKL
EIGADDGVYTAI-——————-

ID GenBank ID Proteina Descripcion [Origen] E-value Identidad (%) Referencia
gi|547749918| WP_022162901.1 GH 43 [Bacteroides sp. CAG:633] 0 63

gi|571052397| AHF26057.1 GH 43 [uncultured bacterium Contigcl 1748] 1.00E-172 62 Wang, 2013
gi|697059891| WP _033149510.1 GH 43 [Prevotella sp. RM4] 3.00E-172 58

8i|294474199] ADE83588.1 GH 43 [Prevotella ruminicola 23] 3.00E-172 58 Purushe, 2010
gi|497758887| WP _010073071.1  Xilano 1,4-beta-xilosidasa [Clostridium cellulovorans]  5.00E-48 33
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547749918?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRTESV14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRTESV14014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym5Pw_3ISK_dw43Vqr2205_GTXQl_1bAmnk&QUERY_INDEX=0#alnHdr_547749918
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/571052397?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=KRTESV14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRTESV14014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym5Pw_3ISK_dw43Vqr2205_GTXQl_1bAmnk&QUERY_INDEX=0#alnHdr_571052397
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/697059891?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=KRTESV14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRTESV14014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym5Pw_3ISK_dw43Vqr2205_GTXQl_1bAmnk&QUERY_INDEX=0#alnHdr_697059891
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294474199?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=KRTESV14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRTESV14014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym5Pw_3ISK_dw43Vqr2205_GTXQl_1bAmnk&QUERY_INDEX=0#alnHdr_294474199
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/497758887?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=77&RID=KRTESV14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRTESV14014&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym5Pw_3ISK_dw43Vqr2205_GTXQl_1bAmnk&QUERY_INDEX=0#alnHdr_497758887

Figura 5. Comparacién de la secuencia de aminoacidos de LysM 8 y sus homdélogos mas cercanos. Se muestran
los niimeros de acceso del GenBank. Las regiones de identidad entre las secuencias se muestran en columnas

negras

LyaM-8

gil|547%20701]
gi|547879117|
gi|E97632458|
gil312443%82|
gi| 485600025 |

LysM-8

gil|547%20701]
gi|547879117|
gi| 697632458 |
gil312443982|
gi| 485600025

LysM-8

gi|547920701|
gi|547879117|
gi|697632458
gil312443982|
gil|485600025|

Ly=sM-8

gil|547%20701]
gil|547879117|
gi| 697632458 |
gi|312443582|
gi| 485600025 |

Ly=zM-8

gil|547%20701]
gi|547879117|
gi| 697632458 |
gi|312443982|
gi| 485600025 |

Ly=zM-8

gi|5475%20701|
gi|547879117|
gi| 697632458 |
gi|312443982|
gi|485600025]
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SILEAGDELNILPGIN

NEIEKPGDEIIVREPN--

ID GenBank

€i|547920701|
gil547879117]
£i/697632458|
gi[312443982|
gi/485600025|

ID Proteina Descripcion [Origen] E-value

WP_022323007.1 Proteina nL.P/P60 [Alistipes sp. CAG:435] 7.00E-65
WP _022284630.1 Proteina nLLP/P60 [Bacteroides sp. CAG:770] 2.00E-61
CEA14920.1 Proteina nLP/P60 [ Porphyromonadaceae bacterium ]| 1.00E-32
ADQ80338.1 Proteina nL.P/P60 [ Paludibacter propionicigenes WB4] 7.00E-27
AGK84828.1 Proteina_metaSSY 00740 [uncultured bacterium BAC25G1]  3.00E-26

Identidad (%)
37
35
33
33
43

Referencia

Gronow, 2011
Yoon, 2013
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547920701?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRV8KRRV014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547920701
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547879117?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=KRV8KRRV014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_547879117
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/697632458?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=KRV8KRRV014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_697632458
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/312443982?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=KRV8KRRV014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_312443982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/485600025?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=KRV8KRRV014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_485600025

Figura 6. Comparacién de la secuencia de aminoacidos de Endo9 y sus homologos més cercanos. Se muestran
los niimeros de acceso del GenBank. Las regiones de identidad entre las secuencias se muestran en columnas

negras

Endo®

gi| 663097262 |
gi|3953985401
gi|4605650331|
gi|322512538
gi| 7393057143

Endo®

gi| 663097262 |
gi|3953598540|
gi|4605650321
gi|322512598
gi| 739057143

Endo9

gi| 663097262 |
gi|3953985401
gi|4605650331
gi|322512598
gi|T33057143|

Endo9

gi|6630972621|
gi|395398540|
gi| 460565033
gi|322512598
gi| 733057143

Endo®

gi|66309T262 |
gi|395358540|
gi| 460565033
gi|3225125398
gi|T733057143]
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W QI&!ﬂFRDRGDELhF!SFH!

ID GenBank ID Proteina Descripcion [Origen] E-value Identidad (%)
gi|663097262| AIF25922.1 celulasa putativa [uncultured bacterium Ad 087 C16] 0 99
gi|395398540] AFN57695.1 GHS5 [uncultured bacterium r 05 0 78
gi[460565033| AGH14017.1 endoglucanasa [ Prevotella sp. Sc00028] 0 77
gi|322512598| ADX05705.1 CAZYma putativa [uncultured organism] 0 73
gi|739057149] WP _036929107.1 proteina hipotética [Prevotella sp. MA2016] 0 78

Referencia

Ferrer, 2012
Rosewarne, 2014

Hess, 2011
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/663097262?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRNXXANE01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRNXXANE01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4Tg_2tub_dhWF3vl2Qyn_23to07_1vo6gB&QUERY_INDEX=0#alnHdr_663097262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/395398540?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=KRNXXANE01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRNXXANE01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4Tg_2tub_dhWF3vl2Qyn_23to07_1vo6gB&QUERY_INDEX=0#alnHdr_395398540
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460565033?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=KRNXXANE01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRNXXANE01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4Tg_2tub_dhWF3vl2Qyn_23to07_1vo6gB&QUERY_INDEX=0#alnHdr_460565033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/322512598?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=KRNXXANE01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRNXXANE01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4Tg_2tub_dhWF3vl2Qyn_23to07_1vo6gB&QUERY_INDEX=0#alnHdr_322512598
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739057149?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=KRNXXANE01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRNXXANE01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4Tg_2tub_dhWF3vl2Qyn_23to07_1vo6gB&QUERY_INDEX=0#alnHdr_739057149

Figura 7. Comparacién de la secuencia de aminoacidos de Endo18 y sus homdélogos mas cercanos. Se muestran
los niimeros de acceso del GenBank. Las regiones de identidad entre las secuencias se muestran en columnas

negras

EndolB

gi|322512638|
gi| 547206578 |
gi| 284158796
gi|547228014)
gi| 7330302821

Endols

gi|322512638|
gi|5472065781
gi| 284158796
gi|547228014|
gi| 739030282 |

EndolB

gi|322512638|
gi| 547206578 |
gi| 284158796
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gi| 7330302821
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gi|322512638|
gi|5472065781
gi| 284158796
gi|547228014|
gi| 7330302821
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ID GenBank ID Proteina Descripcion [Origen] E-value Identidad (%) Referencia
gi|322512638| ADX05725.1 CAZYma putativa [uncultured organism] 0 91 Hess, 2011
gi|547206578| WP_021947505.1 celodextrinasa [ Prevotella sp. CAG:1124 1.00E-130 57
gi|284158796| ADB80112.1 celodextrinasa [uncultured microorganism| 1.00E-129 60 Duan, 2011
gi|547228014| WP _021964992.1 celodextrinasa [Prevotella sp. CAG:1185] 8.00E-129 57
gi|739030282] WP_036911420.1 proteina hipotética [Prevotella sp. FD3004] 2.00E-128 58
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/322512638?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRPX0GVW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRPX0GVW01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4jj_30O1_dwkhWSrgJBA_23turP_FPEHH&QUERY_INDEX=0#alnHdr_322512638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547206578?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=KRPX0GVW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRPX0GVW01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4jj_30O1_dwkhWSrgJBA_23turP_FPEHH&QUERY_INDEX=0#alnHdr_547206578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/284158796?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=KRPX0GVW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRPX0GVW01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4jj_30O1_dwkhWSrgJBA_23turP_FPEHH&QUERY_INDEX=0#alnHdr_284158796
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547228014?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=KRPX0GVW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRPX0GVW01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4jj_30O1_dwkhWSrgJBA_23turP_FPEHH&QUERY_INDEX=0#alnHdr_547228014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739030282?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=KRPX0GVW01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRPX0GVW01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4jj_30O1_dwkhWSrgJBA_23turP_FPEHH&QUERY_INDEX=0#alnHdr_739030282

Figura 8. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de Xil3_43a y sus homologos mas cercanos. Se muestran
los niimeros de acceso del GenBank. Las regiones de identidad entre las secuencias se muestran en columnas
negras

¥il3 43a 0o

gil497948482| MKLKKYEKNDIVAPNPANAWENLVTCNPGVIYDDGKE
gi|547330769| MELKKYEEKNPITAPNPANAWENLVTCNPGVIYDDGRE
gi|505359031| MELEEYEENPITAPNPANAWENLVTCNPGVIYDDGRE
gi|494400362| MKLKKFEGNPILSPLDSNDWESLVTCNPGVVYDNGTE
gi| 655534211 MELIKSSENPILTPNPINEWESLITCNPGVIYDEGIFE

X113 43a

gi|497948482| - P A D FQFI' LGRI TSP‘LDDRDVILFPEI’
gi15473307691 GAYAIRAIMAQ FHFI' LGRITSPYLDDRDVILEPE $E
gi|505359031| - P Ak DF S FISRLGRI TSP‘LDDRDVILFPEI’ IG

gi|494400362|
gi| 655534211 |

Xil3 43a
911497948482 |
911547330769
gi]505359031 |
911494400362 F .08 DTLEPIARY
gi]655534211| & i i M

ID GenBank ID Proteina Descripcién [Origen] E-value Identidad (%)  Referencia
81497948482 WP_010262638.1 glicosidasa [Alistipes timonensis] 2.00E-159 74
gi|547330769] WP_022061522.1 glcosilasa putativa [Alistipes sp. CAG:53] 2.00E-158 73
gi|505359031] WP_015546133.1 glicosilasa putativa [Alistipes shahii] 3.00E-157 72
81494400362 WP_007211644.1 glicosidasa [ Bacteroides cellulosilyticus] 4.00E-152 69
gil655534211] WP_028908377.1 glicosidasa [Prevotella ruminicola] 2.00E-149 69
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/497948482?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRREH3UC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRREH3UC015&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4sm_1Owc_drl4cIbo5im_GTW6B_237d6c&QUERY_INDEX=0#alnHdr_497948482
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547330769?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=KRREH3UC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRREH3UC015&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4sm_1Owc_drl4cIbo5im_GTW6B_237d6c&QUERY_INDEX=0#alnHdr_547330769
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/505359031?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=KRREH3UC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRREH3UC015&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4sm_1Owc_drl4cIbo5im_GTW6B_237d6c&QUERY_INDEX=0#alnHdr_505359031
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/494400362?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=KRREH3UC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRREH3UC015&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4sm_1Owc_drl4cIbo5im_GTW6B_237d6c&QUERY_INDEX=0#alnHdr_494400362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/655534211?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=KRREH3UC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRREH3UC015&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4sm_1Owc_drl4cIbo5im_GTW6B_237d6c&QUERY_INDEX=0#alnHdr_655534211

Figura 9. Comparacién de la secuencia de aminoacidos de Xil3_43b y sus homo6logos mas cercanos. Se
muestran los niimeros de acceso del GenBank. Las regiones de identidad entre las secuencias se muestran en
columnas negras
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-MTFNERLVELTYNQDELLARPNEFIE-GNGVYERYEKYPILTAEHAPLFWRYDLDEKTNPY LMERFGIHATLNS GATEWNGEY VLVV
-MTFEERLAWLEQAHAALLARKNEFVY -VNGVYERYRNF ILTGNHAPLFWRYDLDEETNPY LMERFGIHAAFNS GAVEWGDEY LLCV
-MNFNERLEQLOADYENLI SEENEFVY -VNGVYERYFNFP ILTGAHAFVEFWEYDLDEVTNPY LEERFGIHAAFNS GATFWNGEY VLAV
METFEDEVSELFQEHEALI TRENI FVENGNGIFTRYKYFVVIAAHTEFVEFWRYDLDENNNPY LMERTGIHAAMNS GATEWNSEY LMVV
MSIFNSKLEEIFKDRHESLLSMPNHMIENGNGIYERYTNEILTAEHTFLEWRYDMDEEKTNEFLMORIMINATLNAGAMEWGDEY LLVV

EWGEPATHNVYDMRLTAHEDGWIYGIFCVEREDPSAAPGDLSSAVAARGTARTED LVNWERLPDLOSESQORNVVLHEE
DYGEPATHNVYDMRLTFHEDGWVYGIFCVEREDPEAPTGD LS SAVACAGVVRTEDFIHWDRELFD ITSGSQORNVVLHEE
EYGEPAVNVYDMRLTAHEDGWIYGVFCVEREDPDAPEGDLSSAVACAGIARTED LVNWERLPDLESESQORENVVLHEE
EDMVPATNIYDMRLTAHEDGWIYGVFCAERHDNNASLGDLSSATATAGIARTED LEKHWERLPDLETESQOQRENVVLHEE
DTETPATNIYDMRLTQHEDGY IYGVFCAERHDDSQP-GDLSAATATAGTARTED LETWERLPDLISPSQORNVVLHEE

ID GenBank ID Proteina Descripcién [Origen] E-value Identidad (%)
gi|284158781] ADB80102.1 glicosidasa [uncultured microorganism 1.00E-129 95
8i(82524102| CAJ19137.1 proteina hipotética [unidentified microorganism] 1.00E-112 85
gi|547282639] WP_022015988.1 glicosidasa [Bacteroides sp. CAG:545] 4.00E-108 81
gi[496420523| WP_009129370.1 proteina hipotética [ Bacteroides oleiciplenus] 9.00E-108 80
gil490519217| WP_004384722.1 glicosidasa [Prevotella veroralis] 2.00E-107 80
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/284158781?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=KRRNC6YN01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRRNC6YN01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4wK_exg_dgR8iIUK9tu_23to07_1lfeFr&QUERY_INDEX=0#alnHdr_284158781
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82524102?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=KRRNC6YN01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRRNC6YN01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4wK_exg_dgR8iIUK9tu_23to07_1lfeFr&QUERY_INDEX=0#alnHdr_82524102
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/547282639?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=KRRNC6YN01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRRNC6YN01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4wK_exg_dgR8iIUK9tu_23to07_1lfeFr&QUERY_INDEX=0#alnHdr_547282639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/496420523?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=KRRNC6YN01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRRNC6YN01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4wK_exg_dgR8iIUK9tu_23to07_1lfeFr&QUERY_INDEX=0#alnHdr_496420523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/490519217?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=KRRNC6YN01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&VIEW_RESULTS=FromRes&RID=KRRNC6YN01R&UNIQ_OBJ_NAME=A_SearchResults_1Ym4wK_exg_dgR8iIUK9tu_23to07_1lfeFr&QUERY_INDEX=0#alnHdr_490519217

