UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE AGRONOMIA

TESIS

Clonacién y expresion del ADNc que codifica para la enzima endo-f-
1,4-glucanasa de Coptotermes formosanus en Pichia pastoris

PRESENTA

L.B.G. JAVIER OMAR JARA OCHOA

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRiA
EN CIENCIAS EN PRODUCCION AGRICOLA

OCTUBRE, 2017



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE AGRONOMIA

TESIS

Clonacion y expresion del ADNc que codifica para la enzima endo-§-
1,4-glucanasa de Coptotermes formosanus en Pichia pastoris

PRESENTA

L.B.G. JAVIER OMAR JARA OCHOA

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRiA
EN CIENCIAS EN PRODUCCION AGRICOLA

GENERAL ESCOBEDO, NUEVO LEON, MEXICO OCTUBRE, 2017



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE AGRONOMIA

TESIS

Clonacion y expresion del ADNc que codifica para la enzima endo-§-
1,4-glucanasa de Coptotermes formosanus en Pichia pastoris

PRESENTA

L.B.G. JAVIER OMAR JARA OCHOA

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRiA
EN CIENCIAS EN PRODUCCION AGRICOLA

GENERAL ESCOBEDO, NUEVO LEON, MEXICO OCTUBRE, 2017



ESTA TESIS FUE REVISADA 'Y APROBADA POR EL
COMITE PARTICULAR COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRIA EN CIENCIAS EN PRODUCCION AGRICOLA

COMITE PARTICULAR

PhD. Francisco Zavala Garcia
Asesor Principal

Dr. Jorge Angel Isidro Ascacio Martinez
Asesor Externo

Dra. Sugey Ramona Sinagawa Garcia
Co-Asesor

Dra. Adriana Gutiérrez Diez
Subdireccion de Estudios de Posgrado



El presente trabajo se desarroll6 en el laboratorio de Biotecnologia del departamento
de Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn y en el laboratorio de Biotecnologia en la Facultad de
Agronomia de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, bajo la direccion del Ph. D.
Francisco Zavala Garcia, la Co-Direccién del Dr. Jorge Angel Isidro Ascacio Martinez

y la Dra. Sugey Ramona Sinagawa Garcia como parte de la comision.



AGRADECIMIENTOS

A mis asesores de tesis el Dr. Francisco Zavala, el Dr. Jorge Ascacio y la Dra. Sugey

Sinagawa quienes con su vasta experiencia me ayudaron a culminar la tesis.

Al Dr. Francisco Zavala por sus aportaciones y sugerencias para sacar el proyecto
adelante.

Al Dr. Jorge Ascacio por brindarme su amplia experiencia, apoyo incondicional y su
laboratorio para mis ensayos.

A la Dra. Sugey por ayudarme siempre en todo momento y por facilitarme los medios
posibles para la realizacion de esta tesis.

A mi amigo José Luis Nava Rios “Cuerna” por sus valiosos aportes y ayuda que
siempre estuvo y sé que estara.

A la Facultad de Agronomia, la Facultad de Medicina y en general a la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn por proporcionarme sus instalaciones para la realizacién
de este proyecto.

Finalmente agradezco el apoyo de CONACYT (Consejo Nacional de Ciencia Y
Tecnologia), el cual hizo posible la realizacién de esta memoria.



DEDICATORIA

A mis padres Javier Jara y Martha Ochoa quienes sin su ayuda una sola letra de este
escrito no podria haber sido plasmada.



iNDICE DE CONTENIDO

INDICE DE CUADROS......eeeee o)
INDICE DE FIGURAS. ...,
RESUMEN. ... .o e e eaas
1. INTRODUCCION. ...t
2.0BUETIVOS . ... e e ———————
2.1 ObJetivo geNeral... ..o
2.2 Objetivos eSPEeCifiCOS. .. ..ueeie i
3. REVISION LITERATURA . ..o
3.1 BIotanOol.. ... ..o
3.1.1 ProblematiCa. ... ..o,

3.1.2 Materia prima para uso de bioetanol.....................ocoooiin

3. 1.2 BenefiCios. ...

3.2 LIignoCelulosa. . ......ueieii e
3.2.1 CeluloSa. .. ..o

3.2.2 Hemicelulosa.........cooiiii e

3.2.3 LigNina. . .o

3.3 Hidrdlisis enzimatica de la celulosa.............coooiiiiiiiiii
3.4 Enzima endo-B-1,4-glucanasa...........ccoouiiiiiiiiii i
3.5 Termita Coptotermes formoSanus. ...............ccouueeiiiiiiiiiiiiaieieanannn.
3.6 Pichia pastoris como sistema de expresion.............ccooeiviiiiiiieannnn.
3.7 Vector de clonacion pUCST7........c.oiiiiiii e
3.8 Vector de expresion pPICO. ... ...

4. MATERIALES Y METODOS .. ..ot
4.1 Estrategia General...........cooiiiiiii
4.2 Material BiolOGICO. ... ...
4.2.1 Cepas de Escherichia COli...............cciiiiiiiiiiiiiiiiiiian.

4.2.2 Cepas de Pichia pastoriS. ..........c.cuuuiuiiiiiiiic e

4.3 Construccion del gen optimizadode laEG..............coiiiiiiii,
4.4 Preparacién de células calcio-competentes DH5a............................
4.5 Transformacion del plasmido pUC57-EG en E. cOli...............cccccn.....
4.6 Extraccién de ADN plasmidico con técnica TENS.............................
4.7 Caracterizacion del pladsmido pUCS57-EG...........ccooiiiiiiiiiiiin,

4.8 Extraccién de ADN plasmidico con kit QIAGEN

vi
Viii

0 NOoO OO 0100l = X

N DD MNDDNDDDNDNDMNODDNDDNDODNDNODPDODDODDN 2= 2222
00 00 NO O O o 000 A A WNODONPBWLWDMNDIDND



4.9 Caracterizacion de pUCS7-EG........ccooiiiiiiiiiic e,
4.10 Resiembra de colonias transformadas con vector pUC57-EG............
4.11 Preparacion del vector de expresion pPICO...............coiiiiiiin
4.12 Purificacion del gen EG y vector pPICO..........cooiiiiii
413 Ligacion PPICO-EG........cooi i
4.14 Transformacioén de E. coliDH5a pPICO-EG.............cocoiiiiiiiiin,
4.15 Miniprep de E. coli DH5a pPICO-EG.........cccoviiiiiii
4.16 Caracterizacion de E. coliDH5a pPICO-EG.............cccoiiviiiiiiinan,
4.17 Resiembra y almacenamiento de E. coli DH5a pPIC9-EG................
4.18 Linearizado del vector de expresion pPICO............ccoooiiiiiiiinnnn.
4.19 Preparacion de células electrocompetentes cepa GS115.................
4.20 Transformacién de P. pastoris con casete de expresion pPIC9-EG....
4.20.1 Linearizacion del vector pPIC9-EG............cooiiii
4.20.2 Transformacidn de lacepa GS115........ooiiiiiiiiii,
4.21 Caracterizacion de levaduras transformadas GS115 pPIC9-EG.........
4.22 Ensayos de expresion a nivel tubo de ensayode 10 ml....................
4.22.1 Induccidn de la produccién de la EG en P. pastoris GS115......
4.22.2 Dialisis del medio de induccion.............cooiiiiiiiiiiiiiiiians
4.22.3 Precipitacion de proteinas con método metanol-cloroformo......
4.23 Analisis de proteinas mediante SDS-PAGE..................cin
4.24 Cuantificacion de proteinas..........ccooviiii i
4.25 Ensayos enziméticos de la enzima recombinante............................
. RESULTADOS Y DISCUSION.......uiiiiiiiiiiie e,
5.1 Construccion del gen optimizado para EG..........c.cocoiiiiiiiiiiinnnn.
5.2 Sintesis del vector pUCS7-EG.........oooviiiiii e,
5.3 Secuencia del sitio multiple de clonacién del vector pPICO..................
5.4 Caracterizacién del plasmido pUC57-EG en E.cOli.............c.cccoiiin..
5.5 Extraccion de ADN plasmidiCO........ccoovveiiiiiiii e,
5.5.1 Extraccion con método TENS............coooiiiiiiiiiiiiieee
5.5.2 Extraccion con kit comercial QIAGEN. ...,
5.6 Caracterizacién de la construccion pUCS57-EG..............cooiiiiine.
5.7 Preparacion y cuantificacion del vector pPICO............coooiiiiinnn .
5.8 Linearizacion del vector pPICO..........cooiiiii
5.9 Purificacion del gen EG y linearizacion de pPIC9 a partir de gel...........
5.10 Ligacion del gen EG con el vector pPICO..........coooiiiiiiiiiiins
5.11 Extraccién de ADN plasmidico de E. coli DH5a pPIC9-EG................
5.12 Linearizacion de pPIC9 con Sacl..........c.coiiiiiiiiii
5.13 Transformacién de GS115 con pPIC9-EG mediante electroporacion...

29
30
30
30
31
32
32
32
33
33
33
34
34
34
35
35

36
36
37
37
37
39
39
42
43
44
44
45
45
46
47
48
49
50
51
52
53



5.14 Caracterizacion de las colonias transformadas...............................
5.15 Ensayos de expresion de la EG en P. pastoris a minima escala.........
5.16 Analisis de las proteinas producidas mediante SDS-PAGE...............
5.17 Cuantificacidn de las proteinas...........ccoooiiiiiiiiiii e
5.18 Ensayos enzimaticos de la proteina recombinante..........................

6. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS
ANEXO |. Soluciones stock..............

ANEXO . Medios d€ CUIIVO . ..o e

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

55
56
56
58
58
60
61
62
64



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Hidrolisis enzimatica de la celulosa................ccoooeiiiiiiiinn,

Figura 2. Produccion de biomasa por Pichia pastoris............................

Figura 3. Vector de clonacion pUCST7 ..o,

Figura 4. Vector de expresion pPICO..........cooiiiiii i,

Figura 5. Esquema de la estrategia general................ccoiiiiiiiinnenn.

Figura 6. Secuencia nucleotidica de laenzima EG............................

Figura 7. Secuencia nucleotidica final optimizada........................ni

Figura 8. Representacion lineal de la secuencia optimizada...................

Figura 9. Mapa del vector pUC57 y sitio multiple de clonacion................

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.
Figura 21.

Region del vector pPIC9 donde se insertara el gen de la EG...
Colonias transformadas E. coli DH5a pUC57-EG..................
Reaccion de digestion de pUCS7..........ccoiiiiiiiiiiiiiiiie,

Muestras del vector pPICO..........coiiii

Caracterizacion

del vector pPICO.........cooiii

Analisis de restriccion de pUC57 y pPICO..............oiiiiinl.
Colonias transformadas E. coli DH5a pPIC9-EG....................

Caracterizacion

Caracterizacioén

de la construccion DHS5a pPIC9-EG...............
del vector pPIC9-EG............ooii,

Cepa GS115 pPIC9-EG en medio selectivo MD.....................
Analisis de PCR de colonias GS115 pPIC9-EG.....................

Gel SDS-PAGE

17
21
22
23
24
39
40
41
42
43
44
46
47
48
50
50
51
52
53
55
57

10



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina en residuos
agricolas y deshechos

Cuadro 2. Reaccion de ligacion entre vector pPIC9 y gen de la EG

Cuadro 3. Concentracion de ADN plasmidico pPUCS57-EG en células
de E. coliDH5a obtenido por el método TENS.

Cuadro 4. Concentracion de ADN plasmidico PpUCS57-EG en células
de E. coli DH5a obtenido mendiante kit comercial

Cuadro 5. Concentracion de ADN plasmidico de pPIC9

Cuadro 6. Cuantificacion de proteinas de GS115-EG con el método de
Lowry

Cuadro 7. Andlisis enziméaticos con CMC

11

32

45

45

48

58

59

11



ABREVIATURAS

ADN. Acido desoxiribonucleico.

ADNCc. Acido desoxirribonucleico complementario al ARNm.
ADNp. Acido desoxirribonucleico plasmidico.
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ARN. Acido ribonucleico

ARNm. Acido ribonucleico mensajero

BG. B-glucosidasas

BMMY. Buffered Methanol-complex Medium.

CMC. Carboximetil celulosa

CO:. Di6xido de carbono.

DO. Densidad o6ptica

EG. Endo-B-1,4-glucanasa.
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MD. Medio de cultivo Minimal Dextrose.

SDS-PAGE. Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico.

YPD. Medio de cultivo Yeast Extract Peptone Dextrose.



RESUMEN

El agotamiento inevitable de petrdleo ha despertado interés en combustibles
alternativos en el mundo. Una de las opciones en la actualidad es el desarrollo de
energias renovables que a su vez proporcionen un aporte positivo al medio
ambiente, contrario a los combustibles fosiles utilizados en la actualidad. Las
enzimas ofrecen ventajas sustanciales sobre los catalizadores quimicos debido a que
son derivadas de recursos renovables, son biodegradables, trabajan en condiciones
relativamente moderadas, tienden a ofrecer una exquisita selectividad en la
estereoquimica de reactantes como de productos. En este estudio se sintetizé el
ADN complementario de una enzima involucrada en la degradacion de celulosa, la
endo-B-1,4-glucanasa derivada de la termita Coptotermes formosanus, ya que
estudios sugieren que esta termita utiliza la celulosa como fuente de alimento. El
ADN complementario fue modificado y clonado en el vector pPIC9 y se expresd en
Pichia pastoris cepa GS115. La enzima se produjo y mostrd actividad celulolitica
sobre carboximetil celulosa, liberando productos hidroliticos en medio liquido.
Comprender el metabolismo de la celulosa en termitas podria ayudar al desarrollo de
biopesticidas para este tipo de plagas. Las celulasas recombinantes podrian ser
utiles en algun programa de produccion de bioetanol basado en azucares, ademas
podria tener otro tipo de aplicaciones como en el pretratamiento de insumos en la

industria fermentadora.
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ABSTRACT

The inevitable depletion of oil has sparked interest in alternative fuels around the
world. One option today is the development of renewable energy which in turn
provide a positive contribution to the environment, contrary to fossil fuels used today.
Enzymes offer substantial advantages over chemical catalysts because they are
derived from renewable resources, biodegradable, working in relatively mild
conditions, they tend to offer exquisite selectivity in the stereochemistry of reactants
and products. In this study the complementary DNA of the endo-B-1,4-glucanase
enzyme was synthesized, which is involved in the degradation of cellulose to simple
sugars formation, this cDNA comes from Coptotermes formosanus termite because
studies suggest that this termite uses cellulose as a food source. The cDNA was
modified and transformed into Escherichia coli DH5a and subsequently was cloned in
the expression system of Pichia pastoris GS115 strain. The enzyme was produced
and showed cellulolytic activity on CMC, releasing hydrolytic products in liquid
medium. Recombinant cellulases could be useful in a bioethanol production program
based on sugar, it could also have another applications such as the treatment of
products in fermentation industry; besides provide extra information that could
facilitate cellulolytic understanding in termites and therefore to the development of

biopesticides.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afos, la necesidad de incrementar la produccion de bioetanol
utilizando materias primas de fuentes renovables y sobre todo que no posean valor
alimenticio como el caso del maiz y cafia de azucar, han incrementado los estudios
de los procesos de hidrélisis acida y enzimatica, con el objetivo de separar la lignina
de la celulosa y hemicelulosas de los materiales lignocelulésicos para disponer de
estos materiales y convertirlos a bioetanol mediante una hidrélisis enzimatica
eficiente (Sanchez y Cardona, 2008). En la actualidad, ha surgido un creciente
interés en el estudio de los sistemas enzimaticos necesarios para el metabolismo de
la celulosa, polisacarido mas abundante en la naturaleza (Biely, 1985). Su
composicion es variable y depende de la fuente vegetal del que provenga, por lo que
recientemente, los estudios se han enfocado en la clonacion, caracterizacion,
expresion y purificacién de enzimas celuloliticas para producirlas de manera eficiente

y utilizarlas a nivel industrial en la produccion de bioetanol (Cooper, 2013).

El bioetanol es el biocombustible liquido mas utilizado directamente como
potenciador de gasolina. Esta reportado que el etanol tiene grandes propiedades
amplificadores, no es téxico y no contamina las fuentes de agua (Sanchez y
Cardona, 2008). El bioetanol, no solo reduce la dependencia de las importaciones de
petréleo y alivia las incertidumbres causadas por las fluctuaciones de precio, sino
que también asegura las reducciones en los problemas de contaminacion del medio

ambiente debido a su alto contenido de oxigeno (Demain, 2009). La seguridad



energética y el cambio climatico son problemas que se deben atender y la sustitucién
de los combustibles derivados de fuentes no renovables como el petrdleo por

biocombustibles de fuentes renovables es la mejor opcion.

Las enzimas ofrecen ventajas sustanciales sobre los catalizadores quimicos, en
cuanto a que son derivadas de recursos renovables, son biodegradables, trabajan
bajo condiciones relativamente moderadas de temperatura y pH, ademas tienden a
ofrecer una exquisita selectividad en la estereoquimica tanto de reactantes como de
productos (Cherry, 2003). A medida que las preocupaciones medioambientales
aumentan por presion de la poblacién y la industrializaciéon, la necesidad de
encontrar métodos mas eficientes de produccion de bienes y provision de servicios

da lugar a mayor interés en las enzimas (Guerrero, 2009).

Las termitas (fam. Insecta; subfam Isoptera) son las principales fuentes para
degradar material organico en algunas regiones. Tienen una capacidad
profundamente eficaz para degradar la celulosa (Ohkuma, 2003; Yamada et al.,
2005). Pueden digerir hasta 99% de la celulosa presente en el material vegetal que
ingieren. Por lo anterior, estos organismos han sido de gran interés para los
investigadores. Ademas, las termitas poseen un mecanismo dual de degradacion de
celulosa, especificamente por que presentan complejos enzimaticos como endo y
exo glucanasas que trabajan de manera conjunta y que contribuyen a eficientar los
procesos de degradacién (Nakashima et al., 2002; Watanabe y Tokuda, 2010; Scharf

et al., 2011).



Las principales enzimas involucradas en la degradacion de la celulosa son la endo-B-
1,4-glucanasa (EG), exoglucanasas y B-glucosidasas (BG). Las EG pertenecen a la
familia glicosil hidrolasa 9 (GHF) (Watanabe et al., 1998; Nakashima et al., 2002;
Tokuda et al., 2004; Watanabe y Tokuda, 2010). En la actualidad existen estudios
donde han aislado el ARN total de la enzima endo-B-1,4-glucanasa de la termita
Coptotermes formosanus (Zhang et al, 2009) y se ha clonado el ADN
complementario (ADNc) de las enzimas endo-B-1,4 glucanasa y B-glucosidasa en
Escherichia coli y se ha analizado la actividad de la enzima marcada con etiquetas
de histidina (HisTag) en el extremo C-terminal y posteriormente la enzima sin HisTag;
la actividad de la enzima construida sin HisTag fue mejor que la de forma nativa,
concluyendo que las etiquetas de histidina posiblemente afectaron la estructura
tridimensional de la proteina y se propuso entonces que en un futuro se llevara a
cabo la clonacién con HisTag en el extremo N-terminal. También se demostrd que la
enzima EG endbdgena de C. formosanus, se expresé en E. coli y fue activa al digerir
papel filtro compuesto de celulosa, liberando principalmente celotriosa y celobiosa
(Zhang et al., 2009). La funcién de esta celulasa también implica que la celulosa
puede convertirse en glucosa cuando una B-glucosidasa esta presente, sin la ayuda
de 1,4-B-glucan celobiohidrolasa (exoglucanasa), la cual se pensaba que era
necesaria para la hidrélisis efectiva de celulosa a glucosa en hongos y sistemas

bacterianos (Nakashima et al., 2002).

Clarificar los mecanismos moleculares que permiten a las termitas degradar la
madera para utilizar la lignocelulosa como Unica fuente de alimento, hace una

tentadora area de investigacion en la cual se explora el potencial para optimizar la



produccién de enzimas recombinantes en la conversién de biomasa (Ni et al., 2005,

2007; Todaka et al., 2009).

La levadura P. pastoris y su cepa GS115 es un sistema de expresién que produce
altos niveles de proteinas heterélogas, entre uno a dos 6rdenes de magnitud encima
de Saccharomyces cerevisiae (Faber et al., 1995), por lo que las levaduras juegan un
papel importante para obtener altos rendimientos de las proteinas de interés.
Ademas, son capaces de secretar proteinas heterélogas al medio de cultivo (Veana
et al., 2014) y puede cultivarse a altas densidades celulares de mas de 450 g/L en
peso humedo y de 130 g/L de peso seco (Siegel y Brierley, 1989; Wegner, 1990),
logrando concentraciones hasta de gramos de la proteina recombinante por litro de
medio de cultivo (Romanos et al, 1991). El vector comunmente utilizado por P.
pastoris para la sobreexpresion de proteinas es el pPIC9, es por estas razones que
hacen a P. pastoris un sistema de expresion ideal para la produccién de proteinas
recombinantes, tanto para investigacion basica como para fines industriales

(Guerrero-Olazaran et al., 2002).

En base a lo anterior, el proposito de la presente investigacion fue clonar vy
caracterizar la enzima EG modificada de C. formosanus y evaluar su actividad en el
sistema de expresion de P. pastoris con la finalidad de obtener informacion acerca
del mecanismo de degradacién de la celulosa que pueda utilizarse en programas de
produccién de bioetanol a partir de residuos lignoceluldsicos, ademas podria tener
otro tipo de aplicaciones como en el pretratamiento de insumos en la industria

fermentadora de azucares.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Identificar, modificar y clonar la secuencia genética de la enzima endo-B-1,4-
glucanasa (EG) derivada de la termita Coptotermes formosanus y producirla en el

sistema de expresidn de Pichia pastoris cepa GS115.

2.2 Objetivos Especificos

1. Identificar especies de organismos productores de enzimas capaces de
degradar sustratos de celulosa insoluble.

2. Identificar enzimas relacionadas con el metabolismo de la celulosa.

3. Disenar in silico la secuencia génica que codifica para la enzima endo-3-1,4-
glucanasa y anadir elementos génicos que faciliten su clonacion.

4. Sintetizar y clonar el gen que codifica para la endo-B-1,4-glucanasa en el
vector pUC57 de E. coli DH5a (compania GeneScript).

5. Construir el vector de expresiéon pPIC9 para P. pastoris conteniendo la
secuencia génica de la enzima endo-B-1,4-glucanasa.

6. Transformar P. pastoris GS115 con la construccion pPIC9-EG y con el casete
sin el gen de la EG como control negativo del ensayo.

7. Realizar analisis enzimaticos de la proteina recombinante.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Bioetanol

3.1.1. Problematica

El problema en la demanda de combustibles liquidos es mas critico en paises cuya
economia se basa en el transporte vehicular; el uso de combustibles fésiles ha traido
como consecuencia una masiva emisidbn de gases contaminantes, didéxido y
mondxido de carbono, los cuales han sido asociados al llamado efecto invernadero

(Mercer, 1971).

Existen preocupaciones sobre el suministro de petrdleo y las consecuencias
ambientales del consumo del combustible a gran escala por lo que se estan
impulsando la explotacion de alternativas mas sustentables (Berlin et al., 2006). El
bioetanol es una de las opciones que podrian sustituir a los combustibles para
vehiculos. En general, las diversas materias primas utilizadas para la produccién de
bioetanol por fermentacion podrian clasificarse en tres tipos de materias primas:

azucares, almidones y materiales lignoceluldsicos (Liu y Shen, 2008).

Los combustibles fosiles oxigenados con etanol han jugado un papel importante
dentro de la politica de tecnologias limpias para la obtencion de energias renovables,

ya que el uso de mezclas de etanol-combustible fésil, permiten una oxidacién mas



eficiente, por lo cual se disminuye la emisién de monéxido de carbono y aromaticos a

la atmésfera (Alvarez, 2006).
3.1.2 Materia prima para uso de bioetanol

El uso de materias primas pertenecientes a la cadena alimenticia ha generado
controversias y aseveraciones como la de Jean Zigler (Relator especial de la
alimentacién para la ONU), quien afirmé que el uso de cultivos alimenticios para la
conversion en combustible constituia un “crimen contra la humanidad tomando en
cuenta que mil millones de personas sufren hambre en el mundo”. La complicacion
radica en que algunos paises como Estados Unidos, obligan a competir los centros
de suministro de alimentos con las estaciones de combustible, debido a que ambos
demandan el maiz ya sea como producto alimenticio o como materia prima para la

produccién de bioetanol. (Gonzalez et al., 2008).

El mundo encara el agotamiento progresivo de sus recursos energéticos basados
mayoritariamente en combustibles no renovables. Por otro lado, el consumo global
de combustibles genera enormes cantidades de gases contaminantes que son
liberados a la atmésfera (Carrero, 2007). Este tipo de contaminacion ha causado
cambios en el clima, por lo que se ha convertido en una de las problematicas que
mas preocupan a los gobiernos, las comunidades y la opinion publica en general
(FNB, 2004). La unica forma de encarar esta problematica es mediante recursos
energéticos renovables; para ello, la biotecnologia ofrece mdultiples alternativas
tecnolbgicas. Una solucion renovable es el uso de energia solar y aprovecharla en

forma de biomasa, la cual esta representada en los materiales lignocelulésicos y los



cultivos de plantas ricas en energia. Las emisiones de CO2zgeneradas por la
produccién y uso de biocombustibles son compensadas por la absorcion de
CO2 durante el crecimiento de las plantas y de otros materiales vegetales, a partir de
los cuales dichos combustibles se producen (Cardona y Sanchez, 2005). Cannell
(2003) destac6 que una hectarea de cultivo usado para la produccion de
biocombustibles liquidos (bioetanol, biodiesel), puede evitar la emisién de 0.2-2.0 ton

de carbono a la atmésfera en comparacion con el empleo de combustibles fésiles.

3.1.3 Beneficios

Para un pais como Estados Unidos, la produccién masiva de biocombustibles
representaria el "regreso" de dinero y puestos de trabajo a la economia, sin
mencionar que el desarrollo de cultivos energéticos implicaria un impulso al sector
rural (Sheehan y Himmel, 1999). Este argumento es aun mas valido para la mayoria
de los paises latinoamericanos, considerando la perspectiva de una reduccién de las
reservas comprobadas de petrdleo en un plazo de 5-10 afos. Una parte importante
del PIB de cada pais tendria que destinarse a la compra de petrdleo, cuya
perspectiva de precios es muy incierta, a lo que hay que agregar la feroz
competencia que encaran los productos agricolas de los paises latinoamericanos
frente a los enormes subsidios destinados al sector primario por los paises

desarrollados (Cardona y Sanchez, 2005).

3.2 Lignocelulosa

En la actualidad, el bioetanol se utiliza como combustible alternativo para vehiculos

en Estados Unidos, Brasil y China, se produce principalmente a partir de almidén de



maiz o cafa de azucar (Macedo et al., 2008). Aunque el bioetanol producido a partir
de maiz o de cana de azucar domina los mercados de biocombustibles en la
actualidad, su espacio de desarrollo ha sido limitado por el recurso de tierra y el
suministro de alimentos. El proceso para la produccién de etanol a partir de
materiales lignocelulésicos es mas complicado que producirlo a partir de azucar o
almiddn. La estructura cristalina recalcitrante de la biomasa lignocelulésica, que dota
a la pared de la célula de planta con resistencia a la biodegradacién, impide su
hidrélisis a azucares monoméricos para la posterior conversion de bioetanol (Wen et

al., 2009).

La lignocelulosa de residuos agricolas, industriales y forestales representa la mayor
parte de la biomasa total presente en el mundo y son consideradas como la mas
grande fuente de hidratos de carbono renovable conocido. Esto ha puesto atencion
en la utilizacion de los azucares fermentables a partir de lignocelulosa fuente para la

produccién de biocombustibles (Jargensen et al., 2007).

Una tecnologia prometedora es la de convertir la biomasa lignocelulésica en etanol a
partir de un proceso a base de enzimas (Sanchez y Cardona, 2008; Nifio et al.,
2013). Una amplia variedad de técnicas de pretratamiento fisico (trituracion,
hidrotermdlisis), quimicos (acido, alcalino, solventes, ozono, etc.), fisicoquimicos
(vapor, explosién con fibra de amonio) y biolégicos han sido desarrollados para
mejorar la accesibilidad de las enzimas a las fibras del material lignocelul6sico

(Mosier et al., 2005; Nifio et al., 2013).



De acuerdo con los resumenes de las ultimas revisiones en el pretratamiento de
materiales lignoceluldsicos para la produccion de bioetanol, todos han probado que
la hemicelulosa y lignina tenian los obstaculos para completar la hidrolisis enzimatica

(Hendriks y Zeeman, 2009).

El principal reto en la produccion de etanol a partir de biomasa lignocelulésica es el
pretratamiento e hidrolisis de la materia prima. EI complejo lignoceluldsico esta
compuesto principalmente de una matriz de carbohidratos compuesta de celulosa y
lignina enlazada por cadenas de hemicelulosa (Zumalacarregui-De Cardenas et al.,

2015).

El pretratamiento tiene como objetivo desintegrar esta matriz de tal manera que la
celulosa reduzca su grado de cristalinidad y aumente la celulosa amorfa, que es la
mas adecuada para el posterior ataque enzimatico. Adicionalmente, la mayor parte
de la hemicelulosa se hidroliza durante el pretratamiento y la lignina se libera o
puede incluso descomponerse. En una etapa posterior, la celulosa liberada es
sometida a hidrélisis enzimatica con celulasas exdgenas, lo cual hace que se
obtenga una solucibn de azucares fermentables que contiene principalmente
glucosa, asi como pentosas resultantes de la hidrdlisis inicial de la hemicelulosa.
Estos azucares son posteriormente convertidos en etanol (EtOH) mediante
microorganismos que pueden utilizar uno o varios de los azlcares presentes en el
material lignocelulésico pretratado e hidrolizado. ElI bagazo seco contiene
aproximadamente 50% de celulosa, 30% de hemicelulosa y 20% de lignina

(Zumalacarregui-De Cardenas et al., 2015).
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El pretratamiento permite que los rendimientos en la hidrélisis de celulosa aumenten
al menos 20% de los rendimientos tedricos a valores mayores al 90% (Lynd, 1996).
Para el pretratamiento se han propuesto y desarrollado diferentes métodos (Sun y
Cheng, 2002); sin embargo, ninguno de los métodos de pretratamiento propuestos se
puede aplicar en forma genérica a las diferentes materias primas. Esto justifica la
realizacion de analisis detallados de estas tecnologias en cada caso en particular. La
sintesis de procesos puede aportar las herramientas necesarias para descartar las
opciones con menos perspectivas en forma preliminar, teniendo en cuenta nuevos
procedimientos, esquemas y alternativas que se planteen en la etapa de disefo

(Claassen et al., 1999).

La composicidén de los materiales lignoceluldsicos consta de tres principales tipos de
polimeros llamados celulosa, hemicelulosa y lignina, que se asocian entre si (Fengel
y Wegener, 1984). En el Cuadro 1 se muestran los porcentajes de celulosa,

hemicelulosa y lignica en deshechos agricolas (Sun y Cheng, 2002).

Cuadro 1. Contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina en residuos agricolas y
desechos (Sun y Cheng, 2002; Guerrero, 2009).

Material lignoceluldsico Celulosa [%)] Hemicelulosa [%]

Tallos de madera dura 40-35 24-40 18-25
Tallos de madera blanda 43-30 23-33 25-33
Cascaras de nueces 23-30 25-30 30-40
Mazorcas de maiz 45 35 15
Pastos 25-40 35-50 10-30
Papel 85-99 0 0-15
Paja de trigo 30 50 15
Hojas 15-20 20 20
Papel de diario 40-55 25-40 18-30
Papel de desecho de pulpas quimicas 60-70 10-20 3-10
Solides primarios de aguas de desecho | 8-13 N/A 24-29
Desechos de puercos v} 28 N/A
Estiércol sélido de ganado 1.6-4.7 14-33 2,7-5.7
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En la lignocelulosa la mayor parte de la glucosa se encuentra dentro de los polimeros
cristalinos de la celulosa. La hemicelulosa también los contiene, pero en forma de
copolimeros conformados por glucosa, xilosa y otros. Sin embargo, la lignina que es
el tercer componente mayoritario en la lignocelulosa dificulta los procesos de
hidrélisis al estar integrado por un polimero aromatico complejo (Binder y Raines
2010). Por lo anterior, es necesario incorporar tratamientos de hidrdlisis que
disminuyan la formacién de compuestos inhibitorios que afecten el proceso de

fermentacién (Jiménez et al., 2011).

3.2.1 Celulosa

Existe celulosa en subunidades de D-glucosa, unidas por 3-1,4 enlaces glicosidicos
(Fengel y Wegner, 1984). La celulosa en una planta consta de partes con una
estructura cristalina organizada, y partes con una estructura amorfa no muy bien
organizada. La celulosa se encuentra empaquetada formando fibrillas de celulosa o
manojos de celulosa. Estas fibrillas son en su mayoria independientes y débilmente

unidas a través de enlaces de hidrégeno (Laureano-Pérez et al., 2005).

3.2.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa es una estructura de carbohidrato complejo que se compone de
diferentes polimeros como pentosas (xilosa y arabinosa), hexosas (como manosa,
glucosa y galactosa), y acidos de azulcar; el componente dominante de la
hemicelulosa de madera y plantas agricolas, como hierbas y paja es xilano y para la

madera blanda es glucomanano (Fenger y Wegener, 1984).
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La hemicelulosa tiene un peso molecular inferior a la celulosa y ramas con cadenas
laterales cortas que consisten de diferentes azucares, que son polimeros
hidrolizables faciles (Fengel y Wegener, 1984). La hemicelulosa sirve como una
conexion entre la lignina y las fibras de celulosa y da mayor rigidez a la célula

(Laureano-Perez et al., 2005).

La solubilidad de los diferentes compuestos de hemicelulosa es en orden
descendente: manosa, xilosa, glucosa, arabinosa y galactosa; aumento de la
solubilidad, esta relacionada con el aumento a la temperatura (Gray et al., 2003). La
solubilidad de los polimeros moleculares superiores no se pueden predecir, debido a
puntos de fusién desconocidos. La solubilizacion de compuestos de hemicelulosa
comienza a los 180 °C bajo condiciones neutrales (Bobleter et al., 1994). La
solubilizacion de los componentes de lignocelulosa no so6lo depende de la
temperatura, sino también en otros aspectos como el contenido de humedad y pH
(Fengel y Wegener, 1984). El xilano parece ser la parte que se puede extraer mas
facilmente. De la celulosa, hemicelulosa y lignina las hemicelulosas son las mas
sensibles a tratamiento térmico y quimico. Durante el pretratamiento térmico-quimico
primeramente los grupos laterales de la hemicelulosa reaccionan, seguidos por la

columna vertebral de hemicelulosa (Sweet y Winandy, 1999).

3.2.3 Lignina

La lignina es uno de los biopolimeros mas abundantes en las plantas y junto con la
celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular de las mismas en una

disposicion regulada a nivel nano-estructural, dando como resultado redes de lignina-
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hidratos de carbono. La composicién o distribucién de los tres componentes en esas
redes varia dependiendo del tipo de planta. En el caso de la composicion de la
madera, los rangos mas comunmente encontrados son: Celulosa: 38-50%;

Hemicelulosa: 23-32% y Lignina: 15-25% (Chavez y Sinfontes, 2013).

Es un heteropolimero amorfo no-soluble en agua y épticamente inactivo, todo esto
hace que la degradacion de la lignina sea muy dificil (Fengel y Wegener, 1984). La
lignina, al igual que la hemicelulosa, normalmente empieza a disolverse en agua a
los 180° bajo condiciones neutrales (Bobleter, 1994). La solubilidad de la lignina en
ambientes 4cidos, alcalinos o neutrales dependen del precursor (p-cumaril,
coniferilico, alcohol sinapilico o combinaciones de ellos) de la lignina (Grabber,

2005).

3.3 Hidrolisis enzimatica de la celulosa

Los principales programas de investigacion se inclinan por la hidrélisis enzimatica,
puesto que en esta via se considera que existen mayores posibilidades de reduccién
de costos, en detrimento de los procedimientos que utilizan la hidrélisis acida que se
consideran tecnologias mas desarrolladas y donde las opciones de mejora son mas
limitadas. La hidrélisis enzimatica presenta, al menos, tres ventajas potenciales
frente a los procesos catalizados por acidos: mayores rendimientos, no existe
produccién de sustancias toxicas como consecuencia de la degradacién de los
azucares que pudieran comprometer la fermentacion posterior (Mesa et al., 2008). La

hidrélisis enzimatica presenta ventajas frente a la hidrélisis quimica, entre las cuales
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pueden mencionarse que no genera gran corrosion, bajo consumo de enzima y baja

toxicidad de los hidrolizados (Taherzadeh y Karimi, 2007).

Los factores que afectan a la susceptibilidad al ataque enzimatico incluyen la
cristalinidad de la celulosa, la proteccion que ejercen tanto la hemicelulosa como la
lignina y, en menor medida, la superficie accesible de la celulosa y el grado de

acetilacion de la hemicelulosa (Hsu, 1996).

El objetivo de la hidrélisis enzimatica de la celulosa se basa en la capacidad de las
enzimas de liberar polisacaridos de glucosa y moléculas de glucosa. La hidrdlisis
enzimatica de residuos celulésicos parece ser uno de los caminos mas
prometedores. El alto costo de las enzimas celuloliticas es, sin embargo, la principal
barrera para hacer competitivo un proceso de obtencion de etanol a partir de

residuos lignocelulésicos, frente a otros procesos.

La hidrélisis enzimatica de la celulosa se lleva a cabo con enzimas celulasas,
catalizadores altamente especificos. La hidrdlisis se lleva a cabo bajo condiciones
suaves (pH 4.5, 50°C, agitacion suave) (Taherzadeh y Karimi, 2007) el complejo
enzimatico se encuentra conformado principalmente por: endoglucanasas (1,4-p-D
glucan glucanohidrolasas; EC 3.2.1.4) que actuan hidrolizando uniones internas de la
molécula de celulosa, exoglucanasas, (1,4-B-D glucan celobiohidrolasas, EC
3.2.1.91), que actuan presumiblemente sobre los extremos de la cadena de celulosa,
liberando moléculas de celobiosa y D-glucosa y las B-glucosidasas (o celobiasas
cuando actuan sobre la celobiosa; EC 3.2.1.21), muestran gran actividad sobre

dimeros solubles de bajo peso molecular (Watanabe y Tokuda, 2001, 2010). La
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hidrélisis enzimatica es claramente preferida a partir de un proceso orientado y desde
el punto de vista medio ambiental. Sin embargo, la viabilidad econémica requiere el
desarrollo de celulasas activas a altas temperaturas, tolerantes a bajos pH, con
actividad altamente especifica y resistente a la inhibicion por glucosa (Mesa et al.,

2008).

La fraccidbn mayoritaria de la biomasa es la celulosa, compuesta por largas cadenas
de glucosa unidas por enlaces B (1-4) que, a su vez, se agrupan en estructuras
superiores de gran cristalinidad. Esta estructura cristalina es la que dificulta la
hidrélisis de la celulosa para la obtencidén de azucares fermentables. Mientras que las
hemicelulosas, componentes minoritarios, presentan una estructura amorfa de facil

acceso (Dagninoa et al., 2010).

La etapa de hidrélisis provoca la ruptura de los polimeros de celulosa y hemicelulosa,
obteniéndose los mondmeros respectivos; la hidrélisis completa de celulosa da
exclusivamente el monémero D-glucosa, mientras que a partir de las hemicelulosas
se obtienen un conjunto de pentosas y hexosas, como manosa, glucosa, xilosa, etc.
Los azucares de cinco carbonos son dificiles de fermentar por los microorganismos
comunes (Thaerzadeh y Karimi, 2008). La etapa de hidrdlisis (Figura 1) puede
realizarse mediante catélisis quimica o enzimatica; lo ideal es el pretratamiento
enzimatico ya que da lugar a productos mas puros, aungue existen otros métodos
menos utilizados y poco estudiados como la irradiacion gamma y la utilizacién de

microondas, entre otros (Dagninoa et al., 2010).

16



endo-1,4-f-D-Glucanase

CHZ0H

o OH
i CH.OH OH
o 0
i OH
Cellobiosidase Il S0l
0 OH
CHaOH OH
s}
- i OH
B-Glucosidase &l
CHOH d Cellobiosidase |
Q i OH
CH50H GH
0. 0 = =
OH
OH
OH
OH

Figura 1. Hidrdlisis enzimatica de celulosa. Esquema del mecanismo de
degradacion de celulosa de las celulasas endo-3-1,4-glucanasas, celobiasas y -
glucosidasas (SIGMA-ALDRICH).

3.4 Enzima endo-$-1,4-glucanasa

La enzima endo-B-1,4-glucanasa pertenece a la familia 9 de las enzimas glicosil
hidrolasas, también llamadas “endoglucanasas”, son enzimas hidroliticas que

escinden los enlaces 3 -glucosidicos en los polimeros de glucosa, llamado celulosa.

Las endoglucanasas trabajan en conjunto con otras enzimas celulasas para liberar
glucosa monomérica a partir de polimeros de celulosa. Las dos enzimas mas
trabajan colectivamente con las

comunes que las endoglucanasas son

exoglucanasas y las B - glucosidasas (Watanabe y Tokuda, 2010).
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Zhang et al., (2009) demostraron que una endo-B-1,4-glucanasa enddgena de C.
Formosanus expresada en E. coli, puede digerir papel filtro compuesto de celulosa y
liberar predominantemente celotriosa (polisacarido de tres glucosas) y celobiosa
(disacarido de glucosa). Incluso se encontré6 glucosa como producto cuando

aumentaron el tiempo de la reaccion.

La funcién de esta celulasa también implica que la celulosa puede convertirse a
glucosa cuando una BG adicional esta presente, aun sin la presencia de la enzima

1,4- B -D-glucanocelobiohidrolasa (una exoglucanasa), la cual se cree que es

necesaria para la hidrélisis efectiva de celulosa a glucosa en sistemas bacterianos y

fungicos (Béguin y Aubert, 1994).

Las celulasas son enzimas extremadamente comunes con actividad importante en la
naturaleza como en la degradacioén de biomasa, como celulosa y hemicelulosa, en la
defensa contra las bacterias, en mecanismos de patogénesis y en el normal
funcionamiento celular. Junto con las glucotransferasas, las glucosidasas forman la
mayor maquinaria catalitica para la sintesis y rotura de enlaces glucosidicos (Jeng et

al., 2010).

3.5 Termita Coptotermes formosanus

Las termitas juegan un papel clave en la descomposicion de material lignocelulésico,
ingiriendo una variedad de materiales vegetales en diferentes etapas de
humificacién, se considera que todos los tipos de alimentacion derivan de un habito

primitivo de alimentacién de madera (Noirot, 1992; Nakashima y Azuma, 2000).
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Inicialmente la digestion de celulosa en termitas se atribuy6 a bacterias en su
intestino delgado, pero no se encontrdé evidencia de esto (Schultz y Breznak, 1978;
O'Brien y Slaytor, 1982). Se consider6 entonces la posibilidad de un sistema
enddgeno de digestidn de celulosa (Potts y Hewitt, 1973; Hogan et al., 1988a;
Slaytor, 1992; Breznak y Brune, 1994; Tokuda et al., 1997) y se confirmd que la
actividad celulolitica en el intestino medio cumplia los requisitos metabdlicos de las
termitas (Slaytor et al., 1997) y que la expresiéon de los ARN mensajeros (ARNm) de
la endo-B-1,4-glucanasa enddgena se produjeron en el epitelio del intestino medio

(Tokuda et al., 1999).

Las termitas C. formosanus son insectos naturales que se alimentan de madera. La
invasion de esta especie de termita en estructuras de madera y arboles en zonas
urbanas han causado dafos que requieren costo de reparacién de alrededor de un
billon de dodlares anuales en los Estados Unidos (Lax y Osbrink, 2003). Se han
intentado nuevos métodos para controlar la poblacion de esta especie, uno de los
esfuerzos es apuntar y entender el mecanismo por el cual las termitas logran
metabolizar materiales basados en celulosa (Zhang et al., 2009). El hallazgo de la
actividad celulolitica (Watanabe et al., 1997) y un gen de la celulasa (Watanabe et
al., 1998) en la glandula salivar e intestino medio de Reticulitermes speratus (Kolbe)
condujo a la hipétesis de que las termitas inferiores incluyendo C. formosanus, puede
contener una celulasa endégena, que puede desempenar un papel especifico en el
procesamiento de celulosa de madera en el intestino medio antes de la fermentacién

posterior en el intestino posterior por simbiontes (Zhang et al., 2009).
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3.6 Pichia pastoris como sistema de expresion

La levadura Pichia pastoris es una levadura metilotréfica (capaz de crecer en
metanol como unica fuente de carbono), produce niveles de proteinas recombinantes
de uno a dos 6rdenes de magnitud por encima de Saccharomyces cerevisiae (Faber
et al., 1995), es capaz de secretar proteinas heterdlogas al medio de cultivo (donde
los niveles de proteinas nativas son muy bajos) y que en contraste con esta ultima,
puede cultivarse a altas densidades celulares de mas de 450 g/L en peso humedo y
de 100 g/L de peso seco (Siegel y Brierley, 1989), haciéndola por mucho una de las
mas productivas, logrando concentraciones hasta de gramos del recombinante por

litro de medio de cultivo (Romanos et al.,1991; Clare et al.,1991).

La temperatura y el pH son parametros importantes de controlar en la produccién de
proteinas en P. pastoris. (Fuentes-Garibay et al., 2015) lograron producir la enzima
tanasa recombinante estable mostrando actividades maximas a los 20 °C y un pH de
5.0 en P. pastoris y se han documentado numerosos ensayos de produccion de
proteinas heterdlogas bioldégicamente activas a distintos pH. En general, para la
produccién de proteinas recombinantes uno de los sistemas mas usados es P.
pastoris debido a sus modificaciones post-traduccionales y su promotor inducible con

metanol.

El promotor del gen de la alcohol oxidasa 1 (aox1) de P. pastoris es uno de los que
mas se emplean para dirigir la sintesis de proteinas recombinantes. Es tan especifica
su regulacién, que en presencia de otra fuente de carbono que no sea metanol

(como glicerol o glucosa), el sistema esta apagado completamente (Ascacio-
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Martinez, 2004) y basta reemplazar dicha fuente por metanol para encenderlo

(Figura 2).

Figura 2. Produccion de biomasa por Pichia pastoris. Esta levadura alcanza altas
densidades celulares en biorreactores. Se muestran dos botellas que contienen
medio de cultivo con biomasa a diferente densidad celular. El de la izquierda
corresponde a uno crecido en matraz con deflectores con una Densidad Optica (DO)
a 600 nm = 1.0. Mientras que el de la derecha corresponde a uno crecido en un
biorreactor y tiene una DO a 600 nm = 500 (Ascacio-Martinez, 2004).

P. pastoris se ha utilizado comunmente como sistema de expresion de proteinas
recombinantes provenientes de distintos organismos como bacterias, levaduras,
hongos y de células eucariotas, como proteinas de fusion que actuan como
antigenos inmungénicos eficientes y vacunas (Martinez-Hernandez et al.,, 2017),
también se ha utilizado para la produccion de una variante recombinante de la
hormona de crecimiento humano HGH-V, la cual esta involucrada en la coordinacion

del metabolismo fetal y maternal durante el embarazo (Palma-Nicolas et al., 2005),
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asi como la producciéon de la hormonas de crecimiento canino C. familiaris (Ascacio-

Martinez y Barrera-Saldana, 2004).

La produccion de hormonas de crecimiento recombinantes inicialmente vy
actualmente se producen en bacterias, principalmente en E. coli. Su procesamiento
no es simple debido a su desnaturalizacion y precipitacion como cuerpos de inclusion
cuando es expresada en el citosol y se obtienen pobres rendimientos cuando se
secretan al espacio periplasmatico. Estas limitaciones han llevado a los
biotecndélogos a buscar nuevos sistemas de produccion de proteinas (Ascacio-

Martinez y Barrera-Saldana, 2004).

3.7 Vector de clonacion pUC57

El vector de clonacion pUC57 (Figura 3) es utilizado para multiplicar los genes de
interés en bacterias con el fin de obtener numerosas copias. El vector se obtuvo en la

companfia Genscript.

Eco01091 2700 Pfol 47 Ndel 185
Aatll 2646 BstAPI 186
Sspl 2528 Ehel 236

Pdm| 2323
Begl 2263

Scal 2204

pUCSE7-Simple
(2710 bp)

Afll, Pscl 831
Gsul 1794

Eco311 1785

Eam11051 1724
BseYl 1135

Cail 1247

Figura 3. Vector de clonacion pUC57. Se muestra el mapa de 2710 pb, el sitio
multiple de clonacion y el gen de resistencia a ampicilina de la Compania Genscript.
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3.8 Vector de expresion pPIC9

El vector de expresion pPIC9 es un vector el cual se integra al genoma de la
levadura P. pastoris, consta de 8,023 pb (Figura 4). Las cepas de P. pastoris
utilizadas comunmente para expresar este tipo de vectores son la GS115 y KM71. El
vector pPIC9 permite la expresidn de las proteinas clonadas y su secrecion, debido a
que la secuencia codificante se fusiona a la sefial de secrecién obtenida de
Saccharomyces cerevisiae. La produccion de proteinas en el vector es inducida
mendiante el promotor AOX1 el cual se activa en presencia de metanol. La seleccién
de transformantes se realiza mediante el marcador de seleccion de HIS4 (Ascacio-

Martinez, 2004).

Figura 4. Vector de expresion pPIC9. Mapa del vector de expresién pPIC9 donde
se muestran elementos génicos como el promotor 5 AOX1, secuencia sefial de S.
cerevisiae, sitio multiple de clonacion y resistencia a ampicilina (Invitrogen, 2014).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Estrategia general

El presente trabajo se desarroll6 en base a las siguientes etapas (Figura 5):

1. Diseno, optimizacién y sintesis de secuencia codificante para la enzima endo-
B-1,4-glucanasa de la termita C. formosanus.

2. Transformacién de E. coli con la construccién pUC57-EG

3. Construccion del vector pPIC9-EG y propagacién en E. col

4. Transformacion de P. pastoris GS115 con el vector de expresién pPIC9-EG.

5. Evaluacién de la expresion de la EG a pequena escala de P. pastoris cepa
GS115.

6. Analisis enzimatico.

Disefio d . TACROGARGY:
isefio de secuenciay : )
optimizacién e 6 GenScript
GCCGTGGCAG. ake Reseach Easy
Transformacion Puc57-
EGenE. coli I -(-GE=(-6 m—
Construcciondel )
cassette pPIC9-EG L U o
Transfeccionde P
pastoriscon pPIC9-EG o — -
o -~
Analisis enzimatico de N4
N~ B

Figura 5. Esquema de la estrategia general. La estrategia general abarca desde el
diseno y sintesis del gen, hasta andlisis enzimaticos de la EG.

Expresionde laEG

recombinante
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4.2 Material Biologico

4.2.1 Cepas de Escherichia coli

Se utilizaron dos cepas de E. coli DH5a donde se clon6 el plasmido pPUC57
conteniendo la secuencia del gen de la EG (pUC57-EG) para su propagacion natural,

y la cepa Top10 con el plasmido pPIC9.

4.2.2 Cepas de Pichia pastoris

Se utilizaron dos cepas de levadura P. pastoris, la cepa Pichia GS115, como control
negativo con EG. La cepa P. pastoris 22K con el casete del gen de la Prolactina

Humana como el control positivo.

4.3 Construccion del gen optimizado de EG

La construccion del gen se llevé a cabo en base a la secuencia que codifica para la
EG de la termita C. formosanus obtenida del GeneBank del NCBI (EU853671.1). La
secuencia codificante para la proteina madura, abarca del nucleétido 48 al 1321

(1273 nucleodtidos) ademas del codén de terminacion TAA.

A la secuencia se le afnadieron sitios de reconocimiento para las enzimas Xhol en el
extremo 5’ y Avrll en el extremo 3’ para facilitar su manipulacion y aislamiento. En
seguida del sitio de reconocimiento para Xhol se incluyo la secuencia de KEX2 para
remover el factor de secrecion alfa, en seguida se incluyé una etiqueta de histidinas

en el extremo amino terminal de la proteina codificada.
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La sintesis de la secuencia optimizada se llevé a cabo por la compania GeneScript
Inc., la secuencia fue sintetizada y clonada en el vector de clonacion pUC57 (pUC57-

EG).

4.4 Preparacion de células calcio-competentes DH5a

Se utilizaron células DH5a para la transformacion. Se inocularon en medio Luria
Bertani (LB) solido, después se dejaron crecer 24 hr a 37°C, posteriormente se tomo
una asada para inocular 1Tml de medio LB liquido, después se tom6 1 ml para
inocular un matraz de 90 ml de medio LB liquido por 3 hr a 37°C y se observo la
densidad 6ptica, después se distribuyeron en dos tubos de 45 ml y se centrifugaron a
3,500 g durante 8 min, tras la centrifugacion, se decanté el sobrenadante y se
afiadieron 5 ml de MgCl2 a ambos tubos y se mezclaron por inmersion,
posteriormente las células se centrifugaron a 3,500 rpm, se decantaron y se
resuspendieron con 5 ml de CaClz 85 mM, 15% glicerol. Se centrifugaron
nuevamente a 3,500 rpm durante 5 min, se decantaron y se resuspendieron
nuevamente en 500 pl de CaClz2 85 mM, 15% glicerol, después se alicuotaron 10
tubos de 1.5 ml estériles con 50 uyl cada uno y se almacenaron a -80°C en el

ultracongelador.

4.5 Transformacién de plasmido pUC57-EG en E. coli

Para la transformacion de la bacteria E. coli se utilizé la cepa DH5a calcio
competentes preparadas anteriormente. Se utilizé el plasmido pUC57 con el gen de
la EG sintetizado por la compafia GeneScript. El vector se disolvié en 10 ul de agua

estéril. Se transfirieron 50 ul de la cepa DH5a calcio competentes a dos tubos de 1.5

26



ml previamente enfriados y se afiadié 1 pl del plasmido en el tubo 1 y 3 ul en el tubo
2, se dejo en hielo durante 20 min. Transcurrido el tiempo, las células se sometieron
a un choque térmico de 45 segundos a 42°C en bafo maria, posteriormente se
colocaron en hielo durante 5 min. Después, en campana de flujo laminar, se
afiadieron 500 pl de medio de cultivo LB liquido, se incubaron 1 hr a 37°C en
agitacion. Posteriormente se centrifugaron por 1 min a 13,000 rpm, en campana de
flujo se desecharon 250 ul de medio. Se colocaron las células transformadas sobre
dos placas de ampicilina a una concentracién de 100mg/l y se dispersaron con ayuda
de una varilla de vidrio. Se afiadieron 20 ul de células transformadas en una placa y

en otra 200 ul. Se incubaron toda la noche a 37°C.

4.6 Extraccion de ADN plasmidico mediante la técnica TENS

Para la obtencion de ADN plasmidico se realiz6 un miniprep con células DH5a
crecidas en cajas Petri con medio LB. Primeramente se recolectaron todas las
células presentes en la placa y se resuspendieron en un tubo de 1.5 ml con 70 pl de
agua estéril. Se agregaron 300 ul de TENS y se invirti6 ocho veces para mezclar. Se
dejé reposar a temperatura ambiente por 3 min. Se agregaron 150 ul de NaOAc 3M
pH 5.2. Se agitdé para mezclar y se centrifugé a 13,200 rpm por 5 min. Posteriormente
se transfirid el sobrenadante a un nuevo tubo de 1.5 ml y se afadieron 700 pl de
EtOH absoluto. Se colocaron en vortex para mezclar y se dejé reposar 5 min a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 13,200 rpm durante 11 minutos para precipitar
el ADN. Se retiré el sobrenadante. Se lavé con 500 ul de EtOH 70% y se dejo
reposar 5 min para posteriormente remover el sobrenadante. Se dejoé secar al aire

por 10 min a temperatura ambiente. Por ultimo, se resuspendié en 20 ul de agua
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estéril. La cuantificacién del ADN plasmidico (ADNp) se realiz6 a una absorbancia de

260 nm en el equipo Nanodrop.

4.7 Caracterizacion del plasmido pUC57-EG mediante analisis de restriccion

Para la digestion del vector pUC57-EG se realizd un analisis de restriccion por medio

de NEB cutter para descartar corte de las enzimas en la secuencia de la EG.

Se realizaron reacciones de digestidon distintas, la primera se realizé con la enzima
de restriccion Hindlll, ajustdandose los siguientes parametros a 20 ul: 16 pl H20,
buffer Hindlll 2 ul, enzima Hindlll 1 pl, ADNp 1 pl. La segunda digestion se realiz
con EcoRl exactamente igual que la anterior. La tercera digestidn se realiz6 con Xhol
y EcoRl; se coloc6 1 pl de ADNp pPUC57-EG, 2 ul de buffer para Xhol, 1 ul de
enzima Xhol, 16 ul de agua Milli-Q para un volumen total de 20 pl; para la digestion
con EcoRl, se colocé 1 pl de ADNp pPUC57-EG, 2 pl de buffer para EcoRI, 1 ul de
enzima EcoRl, 16 ul de agua Milli-Q, para un total de 20 pl. Todos los mix de
reacciones enzimaticas en este trabajo se ajustaron a las concentraciones

recomendadas por el fabricante.

4.8 Extraccion de ADN plasmidico con kit comercial QIAGEN

Se procedié a hacer crecer E. coli cepa DH5a transformada con el vector pUC57
conteniendo el gen de la EG, a partir de colonias aisladas crecidas en medio con
ampicilina (1mg/ml). Se dejé incubando a 37° durante 20 hr. Se realiz6 un Miniprep

con el kit comercial de la compania QIAGEN por su alta pureza.
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Se inocul6 una nueva placa con medio LB con ampicilina (1mg/l) y se dejé incubando
a 37 °C. Se tomo el total de la bacteria resembrada y se resuspendié en 70 pl de
agua estéril, se transfiri6 a un tubo de 1.5 ml, agregandole 70 pl de agua estéril.
Posteriormente, se resuspendié en buffer P1 (buffer de resuspensidén al momento de
purificar ADN, de la compania de QIAGEN ®) con 250 pl. Se agregaron 250 ul de
buffer P2 y se mezclé por inversion siete veces mientras la solucion se volvia

transparente.

Se anadieron 350 pl de Buffer N3 (Buffer de neutralizacion basado en intercambio
anionico, QIAGEN ®) y se mezclé inmediatamente invirtiéendolo seis veces. Se
centrifugé 10 min a 13,000 rpm. Se aplicd el sobrenadante resultante decantando o
con pipeta. Se lavé la columna agregando 700 ul de buffer PE. Se centrifugd por 1
min y se procedié a remover los residuos, posteriormente se centrifugd por 1 min. Se

dejo eluir el ADN y se agregaron 30 ul con agua y se analizé en Nanodrop.

4.9 Caracterizacion de pUC57-EG

Para la digestion de pUC57 se utilizaron las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol.
Para ambas se utilizaron 13 pl de H20, Buffer CutSmart 2 pl, enzima EcoR/ 1 pl,
enzima Xhol y del plasmido 4 ul, dando un volumen final de la reaccion de 20 ul. Las
concentraciones de cada reactivo del mix de reaccion se ajustaron a las

concentraciones recomendadas por el fabricante de las enzimas.
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4.10 Resiembra de colonias transformadas con el vector pUC57-EG

Se resembré la placa utilizada para extracciéon de ADN plasmidico mediante Miniprep
con el kit de QIAGEN ®. (Se crecieron nuevamente en medio LB sélido y liquido para
tener un stock de estos plasmidos pUC57 en la cepa DH5a). Después de haber
comprobado que el inserto se hizo exitosamente, a partir de las cepas DH5a
resultantes de la transformacion con el plasmido pUC57, se selecciond una colonia
aislada y se resembr6 en medio solido en placa con 300 pl de ampicilina (1mg/ml) en
500 ml de medio LB y se dej6 crecer por 24 hr a 37°C y se resembro en tres placas

de Petri que se dejaron crecer 18 hr a 37° C.

4.11 Preparacion del vector de expresion pPIC9

En base a Minipreps anteriores a E. coli Top10 se caracterizaron los plasmidos
pPIC9 purificados en un gel de agarosa al 1% y se realizd una seleccidén de los

plasmidos con los cudles se prosiguid a trabajar.

4.12 Purificacion del gen de la EG y pPIC9 lineal a partir del gel de
electroforesis

La purificacion del gen de la EG se realizé mediante una digestion del plasmido
pUC57 con el gen. Se aislé a partir de le electroforesis en gel de agarosa al 1%. El
vector pUC57 se digirid con las enzimas de restriccion Xhol y Avrll. La reacciéon se
ajusté a un volumen total de 20 pl, donde se colocaron 2 pl de ADNp pUC57-EG, 2 pl

de buffer CutSmart, 1 ul de enzima Xhol, 1 pl de enzima Avrlly 14 pl de agua estéril.

Al mismo tiempo el vector pPIC9 se linearizd con la enzima de restriccion Xhol con el

fin de tener sitios de reconocimiento disponible para su posterior ligaciéon con el gen
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de la EG. La reaccion de digestion se llevo a cabo de la siguiente manera: 1 pl de
ADNp pUC57-EG, 2 ul de buffer para enzima Xhol, 1 pyl de enzima Xhol, 16 pl de

agua estéril Mili-Q, para dar un volumen total de reaccion de 20 pl.

Posteriormente, para la purificacion de la EG y pPIC9 a partir del gel primeramente
se cortd la banda de ADN del gel de agarosa con un bisturi. Después, se peso el
fragmento cortado (164 g gen EG y pPIC9 linearizado: 170 g) y se puso en un tubo
de 1.5 ml. Se le anadieron 100 yl de Buffer QG (QlAquick ® Gel Extraction Kit). Se
incubo a 50°C durante 10 min, se llevd al vortex cada 2 min para ayudar a disolver el
gel; una vez que la porcion de gel se disolvi6 completamente, se comprobo6 que el
color de la solucién fuera amarillo. Se agregaron 100 ul de isopropanol a la muestra 'y
se mezcld. Se transfirio a una columna y se centrifugd durante 1 min a 13,000 rpm.
Para lavar se agregaron 750 ul de Buffer PE y se centrifugd durante 1 min a 13,000
rom. Se transfirié la columna a un tubo de 1.5 ml. Para eluir el ADN, se agregaron 30

pl de agua en el centro de la columna y se centrifugd durante 1 min a 13,000 rpm.

4.13 Ligacion pPIC9-EG

La ligacion del gen de la EG y el plasmido pPIC9 (pPIC9-EG), se llevo a cabo con el
kit comercial Anza™ T4 ADN Ligase Master Mix de la compania TermoFisher
Scientific. La reaccion de ligacion se realizé a temperatura ambiente por 20 min. La
proporcion del vector:inserto fue de 1:3 (Cuadro 2). Se utilizaron 5 pl de reaccion de
ligacion resultante para transformar células calcio competentes de E. coli DH5a. En
la reaccidn se incluyd un control negativo (agua) y un control positivo (vector pPIC9

sin inserto).
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Cuadro 2. Reaccién de ligacion entre vector pPIC9 y el gen de la EG. La reaccién se
ajusté a un volumen total de 20 pyl como indica el kit comercial y se incub6 a
temperatura ambiente durante 20 min.

Reactivo Concentracion

Agua libre de nucleasas -

Gen aislado EG 90 ng
Vector pPIC9 linearizado 30 ng
Anza™ T4 DNA Ligase Mix 1000 u/ul

4.14 Transformacion de E. coli DH5a pPIC9-EG

Se utilizaron las células almacenadas de E. coli DH5a calcio competentes utilizadas
previamente para la transformacion de la construccién pUC57-EG y se utilizo el
mismo protocolo que se aplicd para la transformacion de E. coli DH5a con el casete

pUCS7-EG.

4.15 Miniprep E. coli DH5a pPIC9-EG

La extraccién de ADN plasmidico se realizé con el kit comercial de la compafia
QIAGEN, de la misma manera que el Miniprep utilizado con las transformantes E. coli

DH5a pUC57-EG.

4.16 Caracterizacion E. coli DH5a pPIC9-EG

Para la caracterizacion pPIC9-EG se utilizaron las enzimas de restriccion Xhol y Avrll
para generar extremos cohesivos. La reaccion se ajustd a un volumen total de 20 pl,
colocando 4 ul de ADNp pPIC9-EG, 2 ul de buffer CutSmart, 1 pl de enzima Xhol, 1

ul de enzima Avrlly 12 pl de agua Mili-Q.

32



4.17 Resiembra y almacenamiento de E. coli DH5a pPIC9-EG

Después de haber comprobado la construccion pPIC9-EG, se selecciond una colonia
aislada y se resembr6 en medio solido en placa con 300 ul de ampicilina (1mg/ml) en
500 ml de medio LB y se dej6 crecer por 24 h a 37 °C y se resembré en placas petri
que se dejaron crecer 18 h a 37° C. Posteriormente se sembraron en medio LB-

glicerina al 15% durante 12 h y se almacenaron a -80 °C en el ultracongelador.

4.18 Linearizado del vector de expresion pPIC9

El vector pPIC9 sin casete de expresion integrado, se obtuvo de un Miniprep
realizado previamente a colonias de E. coli Top 10 transformadas con el vector de
expresion pPIC9. Se caracterizé y linearizé el vector con la enzima de restriccion
Xhol, se ajusté la reaccion a un volumen de 20 pl, colocando 4 pl de ADNp pPIC9, 2

Ul de buffer CutSmart, 1 ul de enzima Xholy 12 pl de agua Mili-Q.

4.19 Preparacion de células electrocompetentes cepa GS115

Para la preparacion de células electrocompetentes de P. pastoris GS115
primeramente se incub6 5 ml de la cepa GS115 en dos tubos de 50 ml en medio
YPD (Yeast extract Dextrose Peptone) estéril en agitacion durante 20 h. Transcurrido
el tiempo se tomaron 200 pl de cultivo y se inocularon 200 ml de medio fresco YPD y
se dej6 en agitacion hasta que alcanzé una D.O. 600= 0.8. Cuando la O.D. lleg6 a
0.8 el medio se dividié en cuatro tubos de 50 ml, y estos se centrifugaron durante 10
min a 3,000 rpm, se descartd el sobrenadante y se resuspendié cuidadosamente

cada tubo con 20 ml de agua destilada. Posteriormente se transfirieron a dos tubos
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de 40 ml cada uno, se centrifugd de nuevo a 3,000 rpom durante 10 min, se descarto
el sobrenadante y se resuspendié en 10 ml sorbitol 1 M cada tubo y se junté en un
solo tubo. Se centrifugé a 3,000 rpm durante 10 min, se tird el sobrenadante y se
resuspendi6 en 1 ml 1 M de sorbitol frio. Se utilizaron 60 pl de células

electrocompetentes para la transformacion.

4.20. Transfeccion P. pastoris con casete de expresion pPIC9-EG

4.20.1. Linearizacion del vector pPIC9-EG

Para la recombinacién homadloga del gen de la EG en el genoma de la levadura fue
necesaria la digestién con la enzima Sacl, debido a que estos sitios son los que
estan involucrados en la recombinacién. Se procedidé a linearizarlo mediante una
digestion por 8 h, al finalizar el tiempo de digestién se tomaron 2 pul y se analizaron
en geles de agarosa al 1%. La reaccion se ajusté a un volumen total de 20 ul, a la
cual se le coloco 4 ul de ADNp pPIC9-EG, 2 ul de buffer CutSmart, 1 ul de enzima

Sacly 12 ul de agua Mili-Q.

4.20.2. Transformacion de la cepa GS115

Para la transformacién de P. pastoris GS115-pPIC9-EG, se afadieron 5 pl de
plasmido linearizado a alicuotas de 80 pl de levaduras electrocompetentes de la
levadura. En la reaccidén se incluyé un control positivo (pPIC9 vacio) y un control
negativo (transformacion con agua). Los parametros de electroporacion se ajustaron
a 400 Q, 25 yF y 1.5k V en un equipo de electroporacion BIO-RAD Micropulser

Electroporation System TM ®. Primeramente se tomaron 60 pl de células
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electrocompetentes y se mezclaron con 5 pl de plasmido linearizado y se transfirieron
a una celda de electroporacién de 0.2 cm previamente enfriada en hielo. Se incubd la
celda con las células por 5 min en hielo. Tras el pulso con los parametros
especificados inmediatamente se agregd 1 ml de sorbitol 1 M a la celda,
posteriormente el contenido de las celdas se transfirid a tubos Eppendorf ® de 1.5
ml, después se dispersaron 300 ul de contenido en placas con medio selectivo
minimo con dextrosa (MD). Por ultimo se incubaron las placas a 30 °C hasta que las

colonias aparecieron.

4.21 Caracterizacion de levaduras transformadas GS115-pPIC9-EG

Las colonias crecidas en el medio de seleccion MD, se inocularon en medio YPD

liquido (5 ml), durante 24 h a 30 °C con una agitacién de 150 rpm.

4.22 Ensayos de expresion a nivel tubo de ensayo de 10 ml

Se llevaron a cabo ensayos de expresion de la proteina EG con controles positivos
de cepas transformadas previamente con el gen de la prolactina 23 humana y control

negativo el plasmido pPIC9 vacio.

4.22.1 Induccién de la produccién de la EG en P. pastoris cepa GS115

Para la induccion de la proteina EG y produccién de biomasa se prepararon tubos de
ensayo de 50 ml con 10 ml de medio YPD. Los tubos inoculados con las cepas
productoras se incubaron por 24 h a 30 °C con una agitacion de 150 rpm.
Posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm por 5 min. Se decanté el medio y se lavé

la pastilla con 10 ml de agua destilada fria. Se repitié6 el proceso y la pastilla
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resultante se resuspendié en 10 ml de medio BMMY (1% extracto de levadura, 2%
peptona, 100 mM de buffer de fosfatos y potasio, 1.34 % YNB, 200 ul biotina) con 0.5
ml de metanol, el cual se afadié cada 24 hr y se dej6 incubando por 72 h a 30 °C con

una agitacion de 200 rpm.

4.22.2 Dialisis del medio de induccion

Una vez finalizado el periodo de produccion de biomasa de la cepa GS115-pPIC9-
EG, se recuper6 el medio de cultivo por centrifugacion durante 5 min a 12,000 rpm, y
se desechd la pastilla celular. EI medio se dializé en membranas marca Spectra/Por
® Membrane Dialysis de un tamafno de 14 kDa. El proceso de dialisis se realiz6 con
agua destilada fria y agitacion cada 24 h en el cuarto frio (4 °C). El agua se cambid
cada 8 h. Al terminar el proceso de dializado se almacené a -20 °C para analisis

posteriores.

4.22.3 Precipitacion de proteinas con el método metanol-cloroformo

Para la precipitacion de las proteinas obtenidas en el proceso de dialisis, se
mezclaron en un tubo de 2 ml: 500 pl de medio dializado, 600 ul de metanol y 450 ul
de cloroformo y se mezclé suavemente por inversién durante 1 min; posteriormente
se centrifugé 2 min a 12,000 rpm, se decanté la fase superior (cloroformo) con
cuidado debido a que en la interfase se encontraban las proteinas, después se
agregaron 450 ul de metanol y se mezclé nuevamente por inversiéon durante 1 min,
se centrifugd 5 min a 12,000 rpm. Transcurrido el tiempo se descart6 el

sobrenadante con una pipeta sin tirar la pastilla y se dej6 secando en el equipo
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Savant ® durante 10 min. La pastilla resultante se almacené a -20 °C para su uso

posterior.

4.23 Analisis de las proteinas mediante electroforesis en geles de

poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE)

Las proteinas precipitadas fueron resuspendidas en 50 ul de agua y desnaturalizadas
durante 10 min a 95 °C. Posteriormente, las muestras se corrieron en geles de
poliacrilamida (13 pl por muestra resuspendida con 5 pl de buffer de carga de
proteinas), en una camara de electroforesis a 100v durante 2 h (Compania BIORAD).
El gel se tind durante 24 h con azul de Coomassie y se destiiid con solucion de

metanol (50%) y acido acético (20%).

4.24 Cuantificaciéon de proteinas

El ensayo de cuantificacion de proteinas se llevé a cabo con la técnica de Lowry con
un reactivo de Lowry comercial de la empresa Sigma-Aldrich y los estandares de
albumina sérica bovina (BSA). Las lecturas en el espectrémetro de masas se
realizaron a 595 nm con 750 pl de reactivo de Lowry 25 ul de muestra y se calculé la

concentracion de proteina en base a la absorbancia registrada.

4.25 Ensayos enzimaticos de la proteina recombinante

La actividad de celulasa total se estim6é mediante el método de acido dinitrosalicilico
(DNS) descrito por Miller (1959), utilizado para la cuantificacion de azlcares
reductores liberados a partir de la hidrolisis de carboximetilcelulosa (CMC),

expresados como unidades de glucosa. La mezcla de reaccién se prepard con 100 pl
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de carboximetilcelulosa (Sigma Chemical Co. Type P7276) al 1% en buffer de
citratos 100 mM y 100 pl de extracto de proteina precipitada previamente con el
método de metanol-cloroformo. La mezcla de reaccion se incubadd durante 1 h.
Posteriormente, se afadié 100 ul del reactivo DNS y se coloco por 5 min a 90° C
seguido de 5 min en hielo. Finalmente, se adicion6 900 pl de agua y se ley6 a 540
nm con un espectrofotometro (Bio-Rad), utilizando como blanco la mezcla de

reaccion sin enzima.

El ensayo se realizé a diferentes temperaturas (40, 65 y 100 °C) y distintos valores
de pH (4, 5y 7) con el objetivo de analizar la estabilidad de la celulasa frente a estos

factores.

La concentracién de azucares reducidos presentes en la reaccion se compard con
una curva de concentracidn medida a 540 nm. Un control positivo de celulasa de
Aspergillus niger (Sigma-Aldrich) se utilizd bajo las mismas condiciones del ensayo.
La actividad enzimatica se expresé como unidades por mg de TSP (U/mg), donde la
unidad (U) de celulasa se defini6 como la cantidad de enzima que libera un pmol de

glucosa por minuto bajo las condiciones del ensayo.

La actividad enzimética se obtuvo con la siguiente relacion:

_ Conc=FD
B +

U/mli

i

Donde Conc corresponde a la concentracion de glucosa producida (expresada en

umol/ml), FD al factor de dilucion y t al tiempo de incubacién en min.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Construccion del gen optimizado para EG

El disefo del gen optimizado de la EG se llevé a cabo in silico mediante programas y
bases de datos como BRENDA, NEBcutter y NCBI. La secuencia que codifica para la
enzima EG de la termita C. formosanus se obtuvo de la base de datos NCBI del
namero de acceso EU853671.1 La secuencia reportada consta de 1,514 pb y un total
de 448 aminoacidos (ACI45756.1). Se utilizé esta secuencia de base y se disend in

silico para su sintesis en el vector pUC57 (Figura 6).

CACTTCTCAGTGAGCAACCACTACCCGGCCACCATGAGGGCGTCTTCGTTTGCCTTCTCTCTGCGCTCGCGC
TTTGCCAAGCTGCTTACGACTACAAGACAGTACTGAAGAATTCGCTGCTTTTCTACGAGGCTCAGCGATC
GGGAAAATTGCCCGCTGATCAGAAGGTCACGTGGAGGAAGGATTCCGCCCTTAACGACAAGGGCCAGAAG
GGCGAGGACCTGACAGGGGGATACTATGACGCTGGTGATTTTGTGAAGTTCGGCTTCCCTATGGCGTACA
CCGTCACCGTCCTGGCTTGGGGCCTTGTAGACTACGAATCGGCGTATTCTACAGCAGGCGCTCTGGATGA
TGGTCGCAAGGCTCTTAAATGGGGCACGGACTACTTCCTCAAGGCCCACACGGCCGCCAATGAATTCTAC
GGACAAGTGGGTCAGGGAGATGTGGACCACGCCTACTGGGGACGTCCAGAAGACATGACGATGTCCAGAC
CTGCCTACAAGATCGACACGTCCAAACCAGGGTCGGACCTTGCCGCCGAGACAGCCGCCGCCCTCGCTGC
AACTGCCATCGCCTACAAGAGTGCTGACTCCACTTATTCCAACAACTTGATCACCCACGCCAAGCAGCTT
TTCGACTTCGCCAACAATTATCGCGGCAAATACAGTGATTCCATCACTGACGCGAAGAATTTCTATGCGT
CTGGAGACTACAAGGATGAGTTAGTATGGGCAGCCGCATGGCTCTACAGGGCGACCAACGACAACACCTA
TCTGACTAAAGCTGAGTCGCTCTACAACGAATTCGGCCTTGGAAGCTGGAATGGTGCCTTCAACTGGGAT
AACAAGATCTCCGGTGTACAGGTTCTACTGGCCAAGCTCACAAGCAAGCAGGCATACAAGGACAAGGTAC
AAGGCTACGTCGATTACTTGGTTTCGTCTCAGAAGAAGACACCCAAGGGTCTCGTATACATCGACCAGTG
GGGCACCTTGCGACATGCTGCTAATAGTGCTCTCATCGCTCTGCAGGCAGCCGACCTGGGTATCAATGCT
GCTAGTTATCGCCAGTATGCCAAGAAGCAGATCGATTACGCATTGGGTGACGGTGGTCGCAGCTACGTCG
TAGGGTTTGGTACTAACCCACCTGTACGCCCTCACCACAGATCCAGCTCCTGCCCTGATGCACCAGCAGC
ATGTGACTGGAACACGTACAACAGTGCCGGCCCCAATGCCCACGTACTCACCGGTGCCTTGGTGGGTGGT
CCAGATAGCAATGATAGCTACACGGACTCTCGCAGCGATTACATCTCCAACGAAGTGGCCACAGATTACA
ACGCAGGCTTCCAATCAGCTGTCGCCGGTCTCCTCAAGGCAGGCGTG-CCTCACACAGCACTCACTTT
CTACCTATCACTGCGCGTGTGTACAATTTGACAACAAAGATGTAATATTCTTCAGAAAAGTGCAATAAAA
GTTTACACTTCAACACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 6. Secuencia nucleotidica de la enzima EG. Se muestra la secuencia del
ADNc (Zhang et al., 2009) donde se muestra en color verde el coddn de inicio de la
transcripcion ATG ubicado en la posicidén 34. La secuencia codificante del ADNc de
la EG en celeste. En rojo se ubica el coddn de paro de transcripcién TAA y la cola de
poliadenilacion en amarillo. El péptido sefial de la termita se muestra subrayado.
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A esta secuencia se le anadieron elementos génicos con el fin de facilitar su
manipulacion y purificacion posterior. Se le afadieron sitios de restriccion Xhol (5°) y
Avrll (3’), ademas de secuencia regenerada para KEX2 que es la secuencia donde
ocurre la ruptura de la secuencia senal, etiquetas de histidinas (6 His-Tag) y se le
removieron fragmentos como el péptido senal de propio del gen y la cola de poly A,
ademas se comprobd el marco de lectura en base al marco de lectura del plasmido

pPIC9 como establece la compafiia Invitrogen (Figura 7).

JE - -6

ACERECACEENCACGCITACGACTACAAGACAGTACTGAAGARTT
CGCTGCTTTICTACGAGGCTCAGCGATCGGEAARATTGCCCGCTGATCAGAAGGTCACGTGGAGGAAGGATTC
CGCCCTTAACGACAAGGGCCAGAAGGGCGAGGACCTGACAGGGGGATACTATGACGCTGGTGATTTTGTGAAG
TTCGGCTTCCCTATGGCGTACACCGTCACCETCCTGGCTTGEEGCCTTGTAGACTACGAATCGGCGTATTCTA
CAGCAGGCGCTCTGEATGATGETCGCARGGCTCTTAAATGGGECACGGACTACTTCCTCAAGGCCCACACGGE
CGCCAATGAATTCTACGGACAAGTGGGTCAGGGAGATGTGGACCACGCCTACTGGGGACGTCCAGRAGACATG
ACGATGTCCAGACCTGCCTACAAGATCGACACGT CCARACCAGGET CGGACCTTGCCECCGAGACAGCCELCE
CCCTCECTGCARCTGCCATCGCCTACARGAGTGCTGACTCCACTTATTCCAACAACTTGATCACCCACGCCAR
GCAGCTTTTCGACTICGCCAACAATTATCGCGGCAAATACAGTGATTCCATCACTGACGCGARGARTTTCTAT
GCGTCTGGAGACTACRAGGATGAGTTAGTATGGGCAGCCGCATGGCTCTACAGGGCGACCARCGACAACACCT
ATCTGACTAAAGCTGAGTCGCTCTACARCGAATTCGGCCTTGERAAGCTGGAATGGTGCCTTCAACTGAGATAR
CAAGATCTCCGGTGTACAGGTTCTACTGGCCAAGCTCACAAGCAAGCAGGCATACAAGGACAAGGTACAAGGC
TACGTCGATTACTTGGTTTCGTCTCAGAAGAAGACACCCAAGEGTCTCGTATACATCGACCAGTGGGACACCT
TGCGACATGCTGCTAATAGTGCTCTCATCGCTCTGCAGGCAGCCRACCTGGGTATCAATGCTGCTAGTTATCG
CCAGTATGCCAAGARGCAGATCGATTACGCATTGGGTGACGETGGT CGCAGCTACGTCGTAGGGTTTGGTACT
AACCCACCTGTACGCCCTCACCACAGATCCAGCTCCTGCCCTGATGCACCAGCAGCATSTGACTGGAACACGT
ACAACAGTGCCGGCCCCAATGCCCACGTACTCACCGGTGCCTIGRT GGGTGGTCCAGATAGCAATGATAGCTA
CACGGACTCTCGCAGCGATTACATCTCCAACGAAGTGECCACAGATTACAACGCAGGCTTCCAATCAGCTGTC
GCCGGTCTCCTCAAGGCAGGCGT

Figura 7. Secuencia nucleotidica final optimizada. Se afadieron elementos
génicos agregados a la secuencia de la EG. La region 5’ y 3’ se muestran en azul, el
sitio de reconocimiento de la enzima Xhol se muestra en morado, la secuencia
regenerada para KEX2 se muestra en negro con rojo, las etiquetas de histidina
intercaladas (CAU y CAT) se muestran en tonalidades de gris, la secuencia del gen
esta en celeste, el coddn de paro TAA se muestra en rojo, el sitio de corte para Avrll
se muestra en morado.
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Se decidié que la adicién de las etiquetas de histidina se realizara en el extremo
amino terminal (N-terminal) como mencionan estudios reportados anteriormente
(Woestenenk et al., 2004) para evitar afectar la solubilidad de la proteina. La
secuencia que pertenece a la secuencia sefal nativa de la termita (NCBI:
AB058670): atgagggtct tcttttgcct tctctctgeg ctcgecgettt geccaaget
fue suprimida ya que el vector de expresion pPIC9 ya cuenta con secuencia senal
para P. pastoris. La secuencia regenerada, consta de 1,347 pb y 449 aminoacidos y

fue sintetizada en el vector pUC57 por la compania GeneScript (Figura 8).

HisTag secuencia
¥ho! KERSD 2 cadificante Avrll e ¥}
() .

Figura 8. Secuencia optimizada. Representacion lineal de los elementos génicos
anadidos a la secuencia original de la EG.

Las etiquetas de histidina agregadas facilitaran la purificacién de la proteina para
posteriores analisis enzimaticos (Woestenenk et al., 2004), incluso la adicién del sitio
de corte de la secuencia sefal (KEX2) podria aumentar la estabilidad de la proteina
cuando esta fuera escindida. De esta manera la enzima puede ser sobre expresada,
purificada y posteriormente realizar analisis y eliminar la etiqueta de histidina y volver

a su forma nativa, que teéricamente tendria actividad similar (Muza, 2014).
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5.2 Sintesis del vector pUC57-EG

El gen de la EG fue sintetizado con los elementos génicos agregados descritos

previamente y fue insertado en los sitios de corte de la enzima EcoRV marcado en

rojo en la Figura 9.

00108 208 Pol 48 DAY 1%
Aall %4 Naoel
Sspl 2225 Enet
Pamt 205
Saol 2 Mcs
4
puUCS? Beax) 683
(2710 bp) St 707
TSSAMN Padd B30
corn
feadll 170
Eamii0Sl 1N
BseY1 1M
an
Lo ow e AN
WA samaty sres 1 10 o T oo - — ress: e o A PR S P — P fomman s wan

—————————— 4 -  ~m—— -
\ GTAAAAT GAC GO CAGTGA ATT CGA GCT CGG TAC CTC GOG AAT GCA TCT AGA TAT CPG ATC CCG GGC CCG TCG ACT GCA GAG GCC TGC ATG CAA GCT Taa
ATT TTOCTG 22C ACT TAA GCT OGA GOC ATG GAG CGC TTA CGT AGA TATAGEC TAS GGC COB GOC AGC TGACST CTC OGG AOG TACGTT OGA A
W w— Vol Vol A Liw Sr A Sor S P Wl G A Be O Ay (S e T A Ay Al Ay Ay S O L Gy A W e S P

Figura 9. Mapa del vector pUC57 y secuencia del sitio multiple de clonacion. El
gen de la EG se sintetizé en el vector pUC57 en el sitio de restriccién de la enzima

EcoRV dentro del sitio multiple de clonacion.
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5.3 Secuencia del sitio multiple de clonacion del vector pPIC9

Con el fin de una 6ptima clonacién en el vector pPIC9 se debe localizar el sitio donde
se integrara el gen de la EG (Invitrogen, 2014). A continuacion la Figura 10 muestra

los sitios del polylinker de pPIC9 donde se insertara el gen:

7'73 W’M'&?&'w(ul)

ACAGCAATAT ATAAACAGAA GGAAGCTGCC CTGTCTTAAA CCTTTTTTTT TATCATCATT ATTAGCTITAC

5° AQX1 Pramee Sae
TTTCATAATT GCGACTGGTT CCAATTGACA AGCTTTTGAT TTTAACGACT TTTAACGACA ACTTGAGAAG

clrfm (M8-1219)

ATCAAARAAC AACTAATTAT TCGAAGGATC CAAACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCA
Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala

GTT TTA TTC GCA GCA TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA

GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT
Val Leu Fhe Ala Ala Ser Ser Ala Leu Ala Ala FPro Val r

Asn Thr Thr Thr Glu Asp

GAA ACG GCA CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAA GGG T
Glu Thr Ala Gln Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp

Phe Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gl Leu
o-F actor Primare Site (1152-1170)
A

¥
AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAA GGG GTA TCT CTC GAG AAA AGA
Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser Leu Glu Lys Arg

A —s
Sgnel cesvage (1204) S8l EcoR| wor |
1 I 1
GAG GCT GAA GCT TAC GTA GAA TTC AGG GCG GCC GCG AAT TAA TTCGCCTTAG
Glu Ala Glu Ala Tyr Val Glu Phe Pro Arg Ala Ala Ala Asn ***

TTC GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG TTT ATA
Fhe

—
ACATGACTGT TCCTCAGTTC AAGTTGGGCA CTTACGAGAA GACCGGTCTT GCTAGATTCT AATCAAGAGG

3° AQX1 Primes Ste (1327.1347)
ATGTCAGAAT GCCATTTGCC TGAGAGATGC AGGCTTCATT TTTGATACTT TTTTATTTGT ARCCTATATA

AQXT mRNA 3" end (1418)
!
GTATAGGATT TTTITTGTCA

Figura 10. Region de pPIC9 donde se inserto el gen de EG. Encerradas en azul
se muestran las enzimas de restriccion elegidas Xholy Avrll para clonar el gen en
pPIC9.
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5.4 Caracterizacion del plasmido pUC57-EG en E. coli

Para la seleccion de bacterias calcio competentes, se afadieron controles negativos
y positivos a la transformacién. Las colonias transformadas fueron sembradas en

medio LB-Ampicilina (1mg/ml) para la seleccion de transformantes (Figura 11).

Figura 11. Colonias transformadas DH5a-pUC57-EG. En la placa se muestra a) y
b) el control negativo (-) donde no crecen colonias debido a que no poseen
resistencia a ampicilina conferida por el vector PpUC57, c¢) Colonias que contienen el
vector pUCS57-EG.

Se procedié a resembrar ocho colonias transformadas con el vector pUC57-EG en
ocho cajas petri individuales en medio LB-Ampicilina (1mg/ml). La cepa DH5a fue
transformada con el gen de la EG mediante el método de calcio competencia, que es

un método relativamente sencillo y econémico (Sambrook, 1989).

5.5 Extraccion de ADN plasmidico

Se procedid a extraer ADN plasmidico de las ocho colonias transformadas, con la

técnica TENS y con el kit comercial de la empresa QIAGEN con el fin de observar la
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mejor calidad y menor contaminacién en el ADN plasmidico para su posterior

transformacién, ademas de tener en stock.

5.5.1 Método TENS

Se realizé un miniprep a ocho colonias resembradas de las colonias transformadas
DH5a con el vector pUC57-EG. Los resultados de las lecturas del equipo Nanodrop

se muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Concentracién de ADN plasmidico pPUC57-EG en células de E. coli
DH5a obtenido por el método TENS

# SamplelD Username  Dateand Time  Nucleic Acid Conc.  Unit A260 A280 260/280  260/230 Sample Type
1| Muestra 1 | Nanodrop |27/10/2016 01:32 p.m. 1000.3 ng/u | 20.005 10.312 1.94 1.49 DNA
2 | Muestra 2 | Nanodrop |27/10/2016 01:34 p.m. 47.1 ng/ul 0.941 0.431 2.18 1.65 DNA
3 | Muestra 3 | Nanodrop [27/10/2016 01:37 p.m. 24222 ng/ul | 48444 | 26068 1.86 1.29 DNA
4 | Muestra 4 | Nanodrop (27/10/2016 01:40 p.m. 678 ng/ul 13.56 6.751 201 1.85 DNA
& | Muestra & | Nanodrop [27/10/2016 01:41 p.m. 2155 ng/ul 4.309 2.143 201 1.65 DNA
6 | Muestra 6 | Nanodrop |27/10/2016 01:42 p.m. 11386 ngi | 22771 12.275 1.86 1.18 DNA
7 | Muestra 7 | Nanodrop |27/10/2016 01:44 p.m. 346.8 ng/ul 6.935 3.515 1.97 22 DNA
8 | Muestra 8 | Nanodrop |27/10/2016 01:46 p.m. 3364 ng/ul | 67281 32.999 204 19 DNA

6.5.2 Extraccion con Kit comercial QIAGEN

Debido a la variacidon de concentraciones de ADN plasmidico con la técnica de
TENS, se procedi6 a extraer el ADN plasmidico de las colonias DH5a transformadas
con el casete pPIC9-EG mediante el kit comercial de la compafnia QIAGEN. Se
cuantificaron dos muestras en el equipo Nanodrop y se obtuvieron las lecturas

mostradas en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Concentracién de ADN plasmidico pUCS57-EG en células de E. coli DH5a
obtenido mediante kit comercial

# Sample D User name Date and Time Mucleic Acid Conc. Unit  260/280 260/230 Sample Type
1|Muestra 1 |[Nanodrop |27/010/2016 03:08 p.m. 242|ng/ul 1.89 1.94|DNAp
2|Muestra 2 |Nanodrop [27/010/2016 03:09 p.m. 74.1|ng/ul 1.87 1.88|DNAp
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Se procedié a utilizar las muestras de ADN plasmidico obtenidas con el kit comercial
QIAGEN, para caracterizarlas y posterior construccion y transformacién en E. coli y

P. pastoris.

5.6 Caracterizacién de la construccion pUC57-EG

Para la obtencién del gen de la EG se realizé un andlisis de restriccion en el vector
pUC57 sintetizado y se obtuvieron los fragmentos mostrados en la Figura 12. En el
primer carril se observa el marcador de peso molecular. En el segundo carril se
observa una digestion parcial con Xhol. EcoRI en el tercer carril da el bandeo
esperado con enzima reciente y los carriles cuatro y cinco corresponden al plasmido

sin digerir a distintas concentraciones (800 ng/ul y 500 ng/ul respectivamente).

Figura 12. Digestiéon de pUC57. En el primer carril se observa el marcador de peso
molecular, el segundo carril se observa una degradacién parcial con Xhol, en el
tercer carril se observa el plasmido pUC57 digerido con EcoRI, el cuarto y quinto
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carril son controles positivos (+) del vector pUC57 sin digerir a distintas
concentraciones.

Las colonias transformadas se resembraron en cajas Petri y se almacenaron a 4 °C.
Alicuotas de tubos de 2 ml fueron almacenados a -80°C con glicerina 70% (Ausubel,

1994).

5.7 Preparacion y cuantificacién del vector pPIC9

Se realiz6 una extraccion de ADN plasmidico a colonias de E. coli DH5a
transformadas con el vector de clonacién pPIC9 vacio. Las muestras se corrieron en
un gel de agarosa al 1% y se seleccion6 la muestra que corresponde al quinto carril

(encerrada en rojo) como se muestra en la Figura 13.

Figura 13. Muestras de pPIC9. Gel de electroforesis para visualizar los patrones
correspondientes al vector de expresion pPIC9 sin digerir.
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La muestra elegida se cuantifico en el Nanodrop y se obtuvieron los valores

mostrados en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Concentracién de ADN plasmidico de pPIC9

# Sample D User name Date and Time MNucleic Acid Conc. Unit  260/280 260/230 Sample Type
1|Muestra 1 |Nanodrop |28/010/2016 10:08 a.m. 2356 |ng/pl 1.99 2.56|DNAp

5.8 Linearizacion del vector pPIC9

La muestra elegida de pPIC9 se digiri6 con Xhol y Avrll durante 12 hr vy

posteriormente se corrié un gel de electroforesis el cual se muestra en la Figura 14.

M Xhol pPICS

10,000 pb
8.000 pb
6,000 pb
5,000 pb
4,000 pn
3,000 pb
2,000 pb

1,500 pb

500 pb

Figura 14. Caracterizacion de pPIC9. Marcador de peso molecular (carril 1), el vector
de expresion pPIC9 digerido con Xhol'y Avrll (carril 2) y el plasmido sin digerir (carril
3)
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5.9 Purificacion del gen de la EG y linearizacién de pPIC9 a partir del gel de

agarosa

Las bandas obtenidas corresponden con las esperadas, el primer carril corresponde
al marcador de peso molecular, el segundo corresponde a la digestién secuencial del
vector pPIC9 (primero con la enzima Avrll durante 18 hrs y después con Xhol por 3
h. La banda observada corresponde al tamaro del vector pPIC9 sin inserto (8kb). El
carril pPIC9 corresponde a la digestién del vector pPIC9 con ambas enzimas durante
18 hr, la banda obtenida corresponde al tamafo del vector sin injerto (8kb). El cuarto
carril corresponde a la digestion secuencial del vector pUCS57 (primero con la enzima
Avrll durante 18 hrs y después con Xhol por 3 hr). La banda observada en el cuarto
carril corresponde a una banda de 5kb, la cual creemos que se debe a que la
digestion no fue eficiente, otra banda de 2.7kb esperada correspondiente al vector
pUCS57 linearizado sin el injerto y otra banda de 1.3kb correspondiente al gen de la
EG el cual se purificé para ligarlo al vector pPIC9. En el quinto carril se observan las
bandas esperadas, una banda de 2.7kb correspondiente al vector pUC57 sin injerto y
otra banda de 1.3kb correspondiente al gen de la EG. El gel se muestra en la Figura

15 mostrada a continuacion:
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Figura 15. Andlisis de restriccion. Digestion de los vectores pPIC9 y pUC57 con las
enzimas de restriccion Xholy Avrll.

5.10 Ligacion del gen de la EG con el vector pPIC9

El plasmido pPIC9 y el gen de la EG aislados a partir del gel de agarosa se ligaron y
propagaron en E. coli DH5q, se seleccionaron las colonias transformadas en medio
selectivo LB con ampicilina (1mg/ml) y colonias se resembraron en placas Petri
individuales (Figura 16).

Figura 16. Colonias transformantes DH5a pPIC9-EG. Caja Petri con colonias
recombinantes en medio selectivo (Amp 1mg/ml) con el casete de clonacion pPIC9-
EG.
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5.11 Extraccion de ADN plasmidico de E. coli DH5a pPIC9-EG

Posteriormente se realizd una extraccién de ADN plasmidico del cultivo de células

transformadas y se caracteriz6 el ADN plasmidico obtenido (Figura 17).

10,000 pb
8,000 pb
6,000 pb
5,000 pb
4,000 pb
3,500 pb
2,000 pb
1,500 pb

1,000 pb
750 pb

500 pb

250 pb

Figura 17. Caracterizacion de la construccion DH5a pPIC9-EG. Extraccién de ADN
plasmidico con el kit comercial de la compania QIAGEN.
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5.12 Linearizacién de pPIC9 con Sacl/

Se procedioé a linearizar el vector pPIC9-EG con la enzima Sac/ la cual genera

generalmente cepas con el fenotipo Mut+ en la cepa GS115 (Figura 18).

pPIC9-EG

10,000 pb
8,000 pb MG

Figura 18. Caracterizacion del vector pPIC9-EG. Marcador de peso molecular (carril
1), digestién del vector pBAD/D-TOPO que mide 4.4 kb como control positivo (carril
2), construccion pPIC9-EG digerido con la enzima de restriccion Sacl (carril 3), vector
pPIC9 sin digerir como control negativo (carril 4).
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5.13 Transformacion de la cepa GS115 de Pichia pastoris con el vector pPIC9-

EG mediante electroporaciéon

Para la transformacién de la cepa GS115 se prepararon células electro competentes
y una vez caracterizado y linearizado el vector pPIC9-EG, se procedid a
transformarlas mediante electroporacion y posteriormente inocularlas en placas de
medio selectivo MD, el cual carece de histidina (Figura 19). El control negativo de la
transformacién en el cual no aparecen colonias debido a que estas no integran el
marcador de auxotrofia (HIS4) presente en pPIC9, el control positivo presenta

colonias con el casete pPIC9 vacio.

Figura 19. Cepa GS115-pPIC9-EG en medio selectivo MD.

Ratificando los datos obtenidos con la literatura, la produccion de biomasa en la
levadura P. pastoris fue rapida en medios liquidos relativamente econdémicos y
sencillos, algo que ayuda significativamente la viabilidad de la produccién de
proteinas recombinantes en este sistema de expresién (Muza, 2014), ademas,
gracias a la ayuda del plasmido pPIC9, la seleccidon de clonas transformadas fue

relativamente sencillo y rapido, que es otro valor agregado al trabajar con esta cepa.
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Sin embargo, la produccién a nivel matraz presenta algunas desventajas en la
produccion de enzimas recombinantes o ajenas al hospedador, una de ellas es la
incapacidad de mantener el pH a un valor constante determinado. En este caso el pH
ideal recomendado para este tipo de enzimas es entre 5 y 6 (Zhang et al., 2009), lo
cual no fue posible de mantener constante ya que las levaduras generalmente
acidifican el medio de cultivo durante la fermentacion. Lo ideal es llevar la produccion
con sus respectivas repeticiones con distintos protocolos de precipitacion de

proteinas, y escalar a nivel biorreactor (Ascacio-Martinez, 2004).
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6.14 Caracterizacion de las colonias transformadas

Posterior a la transformacion de la cepa DH5a se llevd a cabo una extraccién de ADN
plasmidico para la caracterizacion de las colonias que insertaron el vector pPIC9 con
la secuencia de la EG, mediante la técnica de PCR con los iniciadores AOX1 (Figura
20). Las cepas que presentaron una banda de 1345 pb corresponden a la
amplificacion del fragmento de la EG, las bandas que presentan una banda de 492

pb corresponden al vector pPIC9 vacio.

M (-) pPIC9 EG (-) pPIC9 EG

1,500 pb

1,000 pb
900 pb
800 pb
700 pb
600 pb
500 pb
400 pb
300 pb

200 pb

Figura 20. Analisis de PCR de las colonias DH5a transformadas con pPIC9-EG. El
primer carril corresponde al marcador de peso molecular, el segundo carril
corresponde al control negativo, el tercer carril corresponde a la colonia transformada
con pPIC9 vacio, el cuarto carril corresponde a la amplificacion con iniciadores AOX.
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5.15 Ensayos de expresion de la proteina endo-B-1,4-glucanasa en Pichia
pastoris a minima escala

Una vez seleccionadas las clonas que portan la secuencia de la enzima EG, se
procedié a sobre expresar la EG recombinante. El ensayo de expresion se realizd
con las etapas de induccion, dializado del medio, precipitacion de las proteinas
totales con cloroformo-metanol y analisis de las proteinas en geles de poliacrilamida

con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE).

La precipitacion de proteinas se llevo a cabo con el método de metanol-cloroformo,
este método es ampliamente utilizado en la precipitacion de proteinas en general, sin
embargo, en el caso de las enzimas se pueden ver afectadas por la accion de este
tipo de solventes, provocando su desnaturalizacion e inactivacién (Ausubel et al.,
1994). La desnaturalizacidén por solventes se debe a que las moléculas del solvente
interfieren con las interacciones hidrofébicas en el interior de las proteinas, por lo que
lo ideal es realizar ensayos repetitivos para evaluar la mejor opcién como agente que

precipite la enzima EG sin afectar su actividad (Glatz, 1990).

5.16 Analisis de las proteinas mediante SDS-PAGE

Las enzimas producidas por las cepas recombinantes transformadas (Figura 21)
fueron analizadas en geles de SDS-PAGE al 12% tefiidos con azul de Coomassie y
destenidos con la solucion de acetona 1M para destincién. Encerrados en cuadros
rojos se encuentran las proteinas sobre expresadas (EG1, EG3 y EG4 y 22k como

control positivo).
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Figura 21. a) Marcador de peso molecular de proteinas. b) Gel SDS-PAGE: el primer
carril corresponde al marcador de peso molecular de proteinas (MPM), del segundo
carril al sexto corresponden a la cepa recombinante con EG colonia 1, 2, 3,4 y 5, el
séptimo carril corresponde al GS115 sin casete de expresion como control negativo
del ensayo y el octavo carril corresponde a la cepa GS115 con el casete de expresion
de la Prolactina Humana de 22 kDa como control positivo.

Mediante el ensayo de SDS-PAGE se encontré que la proteina recombinante
producida en P. pastoris GS115 fue de 45 kDa de peso molecular. Estudios anteriores
donde sobre expresan la enzima EG en E. coli encontraron un tamafio de 47 kDa en
su forma nativa y 48.1 kDa producida con etiquetas de histidina (Zhang et al., 2009).
Nuestra enzima recombinante producida tuvo un peso molecular de alrededor de 46
kDa de acuerdo al marcador de peso molecular (Figura 21a), la cual corresponde con

lo reportado previamente.

57



5.17 Cuantificacion de proteinas

Se cuantificé la proteina total en el medio dializado de inducciones de 72 hr en tubos
de 10 ml, tanto de la cepa GS115 sin casete, como para las cepas EG1, EG3, EG4 y
EGS5. La curva de calibracién para cuantificar usando la técnica de Lowry va desde 0
Mg hasta 1000 pg (Cuadro 6). La lectura de las muestras fue tomada a 595 nm y se
calcul6 la concentracion en base a la absorbancia calculada por el

espectrofotometro.

Cuadro 6. Cuantificacién de proteinas en GS115-EG con el método de Lowry.

Cepa Repeticién 1 | Repeticion 2
1EG 0.801 0.767
3EG 0.792 0.795
4EG 0.703 0.664
SEG 0.63 0.605
GS115 0.586 0.602

La cepa sin casete de expresion GS115 reflejo6 menor concentracién de proteinas
totales, a diferencia del resto de colonias transformadas con el casete de expresion
pPIC9-EG, lo cual es indicativo de que hay expresion de la enzima recombinante

(Lowry et al.,1951).

5.18 Ensayos enzimaticos de la proteina recombinante

El ensayo enzimatico para la enzima EG recombinante se realizé mediante el método
de acido dinitrosalicilico (DNS) obtuvo los siguientes datos analizados en el

espectrofotometro de masas (Cuadro 7).

58



Cuadro 7. Analisis enzimatico con CMC.

Cepa Repeticién 1 | Repeticién 2
Blanco 0 0
Control (+) 0.293 0.29
Control (-) 0.082 0.084
1EG 0.176 0.132
3EG 0.15 0.153
5EG 0.186 0.22

El analisis enzimatico realizado determind que la celulasa recombinante producida en
P. pastoris GS115 mostré actividad celulitica contra CMC liquido incluso cambiando
de color ligeramente los tubos eppendorf donde se realizé el ensayo, de forma similar
que el control + (la celulasa comercial del hongo Aspergillus; Compania PROMEGA).
Y aunque hubo actividad de la enzima recombinante, la productividad de cepas con
casete de expresion clonado puede variar dependiendo el tipo de vector utilizado y
las condiciones de cultivo usado para la generacion de biomasa e induccion de las

proteinas recombinantes producidas (Cos et al., 2006).

Es necesario seguir optimizando el proceso de produccion de este tipo de celulasas y
escalar la cepa recombinante en biorreactor para controlar parametros clave para su
produccion 6ptima y estable como pH, temperatura y concentraciéon de Oz, incluso se
podria considerar la produccion en biorreactor tipo airlift para proporcionar menor

estrés provocado por la agitacidn mecanica del impulsor del biorreactor.
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6. CONCLUSIONES

La optima produccion de las proteinas heterdlogas y cepas super productoras en el
ambito industrial y cientifico es de gran importancia para la innovacion y
mejoramiento de procesos. En este trabajo, la enzima recombinante endo-B-1,4-
glucanasa de 45 kDa proveniente de la termita Coptotermes formosanus se logro
producir en el sistema de expresion de P. pastoris a minima escala; aprovechando la
rapidez en que P. pastoris como levadura genera biomasa y a su vez la capacidad de
secrecion de proteinas recombinantes al medio externo, evitando encarecer el
proceso sin la necesidad de lisar la célula para obtener el producto, la cepa GS115

resulté ser adecuada para la produccion de esta enzima.

La proteina cuenta con etiquetas de histidina para su purificacion, en un futuro se
podria clonar esta proteina sin las etiquetas de histidina y evaluar su funcionalidad en
el sistema de expresion de P. pastoris. Ademas, desarrollar una estrategia en base a
mejorar la produccién industrial de proteinas en esta cepa en biorreactores y a su
vez, buscar producir en nuevas cepas super productoras seria una ventajosa
alternativa para el pretratamiento de malta e insumos en la industria cervecera y
también para la produccion de biocombustibles basados en materiales

lignoceluldsicos.
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Anexo 1. Soluciones stock preparadas para el proyecto

10X YNB (13.4 de yeast nitrogen base con sulfato de amonio sin aminoacidos). Se
disolvié 134 g de YNB con sulfato de amonio y sin aminoacidos en 1 L de agua.
Posteriormente se usaron 34 g de YNB sin sulfato de amonio y aminoacidos y 100 g

de sulfato de amonio. Se filtr6 y almacend a 4°C.

500X B (0.02% de biotina). Se disolvi6 20 mg de biotina en 100 ml de agua y se

esterilizé por filtro. Se almacend a 4°C.

100X H (0.04% Histidina). Se disolvid 400 mg de L-histidina en 100 ml de agua. Se

calentod la solucion a 50°C.

10X D (20% dextrosa). Se disolvieron 200 g de D-glucosa en 1 L de agua. Se coloco

en la autoclave durante 15 minutos.

10X M (5% metanol). Se mezclé 5 ml de metanol en 95 ml de agua. Se esterilizé por

filtro y se almacend a 4°c.

10X GY (10% glicerol). Se mezclé 100 ml de glicerol con 900 ml de agua. Se

esterilizo el medio con autoclave y se almaceno a temperatura ambiente.

100X AA (0.5% de cada aminoacido). Se disolvieron 500 mg de cada aminoacido:

acido L-glutamico, L-metionina, L-lisina, L-leucina y L-isoleucina en 100 ml de agua.

1M buffer de fosfato y potasio, pH 6.0. Se combiné 132 ml de K2HPO4, 868 ml de
1 M KH2PO4 y se confirméd que el pH fuera de pH=6.0. Se esteriliz6 por autoclave y

se almacendé a temperatura ambiente.
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Anexo 2. Preparacion de medios de cultivo (INVITROGEN, Pichia Expression
kit, 2014)
Se prepararon distintos medios de cultivo para Escherichia coli con el fin de tener un

reservorio para nuestro vector de clonacién y para Pichia pastoris:

Medio LB: medio nutricionalmente rico para el crecimiento de bacterias. Se
disolvieron 950 ml de agua desionizada con 10 g de triptona, 5 g de extracto de
levadura y 10 g de NaCl; se ajusté la solucién a un pH 7.0 y posteriormente se llevd a
la autoclave por 20 minutos para posteriormente dejarla enfriar a 55°C y agregar los

antibioticos.

Medio MD: se agregaron 15 g de agar a 800 ml de agua y se colocé en la autoclave
durante 20 minutos, se enfrio a 60°C y se agregaron 100 ml de solucion 10X YNB

(Anexo 1), 2 ml de 500X B (Anexo 1), 100 ml de 10X D (Anexo 1).

Medio YPD: se agregaron 10 g de extracto de levadura y 20 g de peptona en 900 ml
de agua (para placas se agregaron 20 g de agar), posteriormente se llevé a la

autoclave por 20 minutos y se afiadieron 100 ml de solucién stock 10X D.

Medio BMMY: Buffered Methanol-complex Medium. Se disolvié 10 g de extracto
de levadura, 20 g de peptona en 700 ml de agua. Se esteriliz6 en autoclave durante
20 min, después de eso se enfrid a temperatura ambiente y se agreg6 el siguiente
mix: 100 ml de buffer de fosfato y potasio 1 M (pH=6), 100 ml 10X YNB, 2 ml 500X B,
100 ml 10X GY. El medio BMMY se prepara para inducir proteinas recombinantes.
Cada 24 horas se anade metanol al 5% con el fin de potenciar la induccion y sembrar

las dos cepas que se usaron como controles: negativo (GS115) y positivo (PRL23)
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para la expresion de proteinas recombinantes en el medio BMMY liquido. Cada 24

horas se estuvo monitoreando el crecimiento.
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